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1 Zusammenfassung

Myelin umhillt neuronale Fortsitze und unterstiitzt die schnelle, energieeffiziente
Aktionspotentialweiterleitung sowie die Homoostase des umhiillten Fortsatzes. Im
Rahmen der komplex strukturierten Myelinbiosynthese verknupfen Oligodendrozyten
eine Vielzahl von Myelinproteinen mit den Fettsiuren der Myelinmembran.
Myelindegeneration kann zur Demyelinisierung und axonalen Schiden fiihren. Solche
degenerativen Prozesse, wie sie bei der Multiplen Sklerose beobachtet werden kénnen,
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 aufzukliren 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 Verfiigung stehen. Mit Hilfe von
Hochleistungsfliissigkeitschromatografie-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 grof3flichiger
organotypischer Schnittkulturen ohne die zeitintensive Nutzung eines Vibratoms fir
den Schneideprozess. Hierbei werden ganze postnatale murine Gehirne in Agarose
eingebettet und anschlieBend zur Kultur in frontaler oder sagittaler Schnittrichtung
aufgearbeitet. Nach einer Applikation des Membrandetergenz Lysophosphatidylcholin
konnte in cerebellaren Schnittkulturen eine reproduzierbare experimentelle
Dempyelinisierung induziert und durch Immunfluoreszenzfirbung von Basischem

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

Im dritten Teil der Arbeit wurde untersucht, inwiefern Gehirn-intrinsische degenerative
Prozesse zu einer Rekrutierung peripherer Immunzellen fithren, und somit im Rahmen
der Pathogenese entziundlicher fokaler Lisionen bei Multipler Sklerose eine Rolle
spielen konnten. Hierfir wurde im Mausmodell eine metabolisch-induzierte

Degeneration der Oligodendrozyten durch Cuprizone-Intoxikation herbeigefiihrt 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 iberwiegend aus
CD8-positiven  zytotoxischen T-Zellen, in den autoimmunen Modellen hingegen

Uberwiegend 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 gegeniiber primir zytodegenerativ
demyelinisierenden Bedingungen auf die Immunzellrekrutierung ins

Zentralnervensystem.
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2 Einleitung

2.1 Myelin

Ein GroBteil der Axone des Zentralnervensystems (ZNS) sind von einer vielschichtigen
isolierenden Membranhiille umgeben, dem Myelin. Es ermoglicht die sehr schnelle
saltatorische Erregungsleitung entlang des Axons und erhilt die Versorgung des Axons

mit Nihrstoffen aufrecht [1, 2].

2.1.1 Myelinstruktur und -proteine

Myelin wird aus kompakt um Axone gewickelten Zellmembranfortsitzen 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 (Ubersichtsartikel in [3]).

Oligodendrozyten umbhiillen Axone abschnittsweise, dadurch bilden sich Myelin-
umhiillte Internodien mit dazwischenliegenden nicht umhillten Nodien, an denen die
Ausbildung von Aktionspotentialen stattfindet. Im an das Nodium angrenzenden
Paranodium bilden die Rinder 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
dufersten 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 hiufigsten vorkommende Myelinprotein ist das Myelin Proteolipid-Protein
(PLP). Es besitzt 4 Transmembrandominen und ist in den Membranen des kompakten
Myelins lokalisiert. Seine Funktion ist nicht abschlieBend geklirt, es vermittelt aber
wahrscheinlich die Adhédsion der nach extrazellulir gerichteten Lipiddoppelschichten
zueinander [4, 5]. Das zweithdufigste 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-Molekiile die zytoplasmatisch ausgerichteten Membranen miteinander

und reduzieren so den zytoplasmatischen Raum im Myelin auf eine Breite von etwa
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3nm [6, 7]. Um die Versorgung von Myelin und dem Axon unter anderem mit
Metaboliten sicherzustellen, bilden sich zytoplasmatische Kanile 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
duflere, abaxonale Membran ist Myelin-Oligodendrozyten-Protein (MOG) eingelagert,
dessen Funktion bisher ungeklart 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].
Aullerdem vermittelt die Assoziation mit MAG iber verschiedene Kinase-abhingige
Signalkaskaden die axonale Reifung [14, 15]. In den Paranodien hingegen wird die
Verbindung zwischen Axon und Myelinmembran tber die Zelladhisionsmolekiile

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

Internodium Paranodium Nodium

abaxonal

Myelin

adaxonal

Axon
B MBP A MOG
§ PP CNPase
MAG I I Contactin-Komplex

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 extrazelluliren Kompartiment des kompakten Myelins.
MAG liegt an der adaxonalen Membran und MOG an der abaxonalen Membran. CNPase halt
zytosolische Kanile 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 kénnen diverse Ursachen haben. Es lassen

sich Leukodystrophien (hereditire Defekte von struktur- oder stoffwechselrelevanten
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Myelinproteinen) und erworbene Myelinopathien (z.B. autoimmun oder toxisch)
unterscheiden (Ubersichtsartikel in [17]). Die klinischen Erscheinungsbilder sind ebenso
wie die strukturellen Verdnderungen des Myelins heterogen. Im Folgenden sollen ein

paar Beispiele vorgestellt werden, um diese Variabilitit zu verdeutlichen.

Die haufigste erworbene Myelinopathie ist die Multiple Sklerose (MS). Die Erkrankung
beginnt bei den meisten Patienten als schubférmige MS (relapse-remitting MS, RRMS),
bei der sich Phasen der zentralnervésen Inflammation, begleitet von neurologischen
Symptomen, mit Phasen der Remission ohne oder mit schwicheren neurologischen
Symptomen abwechseln. Bei einem Grofteil der Patienten geht die Krankheit nach
einigen Dekaden in einen progressiven Verlauf (sekundar progressive MS, SPMS) tiber,
der durch fortschreitende Verschlechterung der Kklinischen Symptomatik ohne
inflammatorische Schiibe gekennzeichnet ist [18]. Histopathologisch wird die
Erkrankung durch fokal auftretende Demyelinisierung der weilen und auch grauen
Substanz gekennzeichnet, die von Inflaimmation und axonalem Schaden begleitet wird.
Die Liasionen konnen generell im gesamten ZNS auftreten, hdufen sich aber
insbesondere angrenzend an den inneren und dufleren Liquorraum [19, 20]. Das
histologische Erscheinungsbild der Lisionen variiert, was den Myelinisierungszustand
und die Infiltration durch Immunzellen betrifft (vgl. 2.3.3). Insbesondere in
symptomarmen Intervallen der RRMS kommt es auBerdem zur Remyelinisierung von
Lisionen [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 ungeklirt [24]. Der Mechanismus der
Dempyelinisierung beruht auf verschiedenen Faktoren, wie direkter Zytotoxizitit durch
antigen-spezifische [25] oder -unspezifische [26] T-Lymphozyten, AutoantikGrper gegen
Myelinproteine [27] oder mitochondrialen Schiadigungen 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 perivenésen demyelinisierenden und
inflammatorischen Lisionen [31]. Diese Lisionen unterscheiden sich von MS-Lisionen

durch ihre exklusiv perivenose Lage und einen monophasischen Krankheitsverlauf [32].
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Aullerdem werden bei ADEM oft MOG-Autoantikérper im Blut nachgewiesen, was bei

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

Die Leukodystrophie Pelizacus-Merzbacher-Syndrom beruht auf einer Mutation im
PLP-kodierenden Gen PLP7 und fihrt zu unterschiedlich stark ausgeprigter
Dempyelinisierung [34]. Abhingig von der Art der Mutation variiert der Mechanismus
der Myelinschidigung ebenso wie die Schwere der klinischen Manifestation [35].
Misssense-Mutationen fiihren zur Expression von fehlgefaltetem PLP [36]. Dadurch
wird in Oligodendrozyten eine unfolded protein response’ aktiviert, die zur Apoptose
des Oligodendrozyten fithren kann. Es kommt durch den Untergang von
Oligodendrozyten zur massiven Dysmyelinisierung (Fehlen der Myelinscheide). Eine
Duplikation des PL.P7-Gens hingegen fiihrt zur Uberexpression des Proteins, mit der
Folge, dass PLP im spiten Endosom akkumuliert und PLP-assoziierte
myelinaufbauende Prozesse unterbrochen werden. Auch dies fithrt zur Dysfunktion von
Oligodendrozyten und zu massiver Dysmyelinisierung [38, 39]. Bei einer Nullmutation
des PLP7-Gens hingegen wird kein PLP exprimiert, der Oligodendrozyt wird dadurch
aber nicht wesentlich geschidigt. Myelin wird in vollem Umfang gebildet, weist aber
ultrastrukturelle Verdnderungen auf [40]. Es kommt auBerdem zur Entwicklung von
progressiven axonalen Schiaden, was zu vergleichsweise milden neurologischen
Symptomen fithrt [41]. Der zugrundeliegende Mechanismus der axonalen Schidigung ist

ungeklirt.

Aus dieser unvollstindigen Auswahl von humanen demyelinisierenden Erkrankungen
geht hervor, dass Ursachen sowie Ausprigung und morphologisches Erscheinungsbild
von Myelinschiden divers und oftmals im Kern unverstanden sind. Die Untersuchung
von Demyelinisierungsvorgingen an humanem Material wird durch die geringe
Verftugbarkeit von Autopsiematerial eingeschrinkt, insbesondere fir (ultra)strukturelle
Analysen ist das Material durch eingeschrinkte Moglichkeiten der Probenaufarbeitung
oft nicht optimal. Dementsprechend werden fir Studien der Demyelinisierung haufig

Tiermodelle verwendet.

! Unfolded protein response: Die Akkumulation von fehlgefalteten Proteinen im endoplasmatischen
Retikulum aktiviert diverse Signalkaskaden, die zur Verringerung der Proteinbiosynthese, zur Verstirkung
der Proteindegradation und zur verstirkten Expression von zur Proteinfaltung relevanten Hilfsproteinen
(z.B. Chaperone) fithren. Kann die Proteinakkumulation so nicht aufgehoben werden, wird die Apoptose
der Zelle eingeleitet (Ubersichtsartikel 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 (Ubersichtsartikel in [42]). Im Folgenden
sollen die Modellsysteme, die in dieser Arbeit verwendet wurden, ndher erldutert

werden.

2.2.1 Lysophosphatidylcholin

Lysophosphatidylcholin (LPC) ist ein endogenes Lysophospholipid . Bei stereo-
taktischer Injektion in das ZNS von Nagetieren verursacht LPC eine fokale
Dempyelinisierung [44]. LPC lagert sich unspezifisch in die Zellmembranen am Wirkort
ein und stort die Membranpermeabilitit. Das fihrt zur Auflockerung und schlie3lich
zum Untergang der Myelinscheide [45]. Axone sind weniger stark betroffen, zeigen aber
trotzdem eine Schiddigung. Nach der LPC-Behandlung kommt es zur spontanen
Remyelinisierung axonaler Fasern. Die neu gebildete Myelinscheide ist allerdings diinner

als die urspringliche [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 um 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 gingiges System zur Analyse von
Dempyelinisierung in Gewebekulturen sind sagittale Kulturen des Cerebellums von 8-10
Tage alten Miusen [49]. Die Myelinisierung von Purkinje-Zell-Axonen des Cerebellums
hat in dem Gewebe zu Kulturbeginn bereits begonnen und schreitet wihrend der
Kultur weiter fort [50]. Durch Zugabe von LPC in das Kulturmedium fir 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 Verinderungen auf die

Remyelinisierung zu testen [53-55].

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

Cuprizone ist ein Kupferchelator, der bei oraler Gabe in Miusen eine toxische
Dempyelinisierung induziert [56] (Abbildung 2). Nach Beenden der Cuprizone-Gabe
kommt es zur Remyelinisierung aller betroffenen Hirnregionen [57]. Die
Dempyelinisierung ist in diversen Hirnregionen in weiler und grauer Substanz
beschrieben, darunter Corpus callosum [58, 59], Cerebellum [60], Hippocampus [61],
Basalganglien [62], Thalamus [63] und Kortex [64], das Riickenmark hingegen ist nicht
betroffen [65]. Die Demyelinisierung entsteht durch Stérung des mitochondrialen
Energiestoffwechsels mit darauffolgender Apoptose reifer Oligodendrozyten [606].
Wahrscheinlich werden durch den Cuprizone-vermittelten Kupfermangel Kupfer-
abhingige Enzyme der Atmungskette inaktiviert [67, 68]. Es ist unklar, weshalb
Oligodendrozyten anfilliger fiir diesen Kupfermangel sind als andere gliale und

neuronale Zelltypen [69].

Cup

e S et
e b R U LR
Abbildung 2: Demyelinisierung im Cuprizone-Modell

Durch Fitterung mit dem Kupferchelator Cuprizone wird in Mdusen eine toxische Demyelinisierung
ausgelost. Nach funf Wochen Cuprizone-Behandlung ldsst 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 fiir Anatomie
Rostock.

Die Cuprizone-induzierte Dempyelinisierung wird sekundidr von verschiedenen
histopathologischen Merkmalen begleitet [70]. Es kommt zur Astrogliose [56, 71],
axonalem Schaden [72] und einer Proliferation von Oligodendrozytenvorlduferzellen.
Letztere differenzieren zum Grof3teil zu adulten Oligodendrozyten aus [73] und fihren
zur Remyelinisierung. In demyelinisierenden Regionen tritt aullerdem eine starke
Mikrogliose auf [74]. Mikroglia phagozytieren Myelindebris, aullerdem wird diskutiert,
dass Mikroglia durch die Sekretion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren in
Cuprizone-induzierten Lisionen die Oligodendrozytendifferenzierung und damit
Remyelinisierung verstirken und inflammatorische Reaktionen unterdricken koénnen

[74, 75].
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Neben einer Aktivierung der ortsstindigen Immunzellen werden neutrophile
Granulozyten [76] und Makrophagen [77, 78] aus der Peripherie an den Ort der
Dempyelinisierung rekrutiert. Zur Rekrutierung von peripheren Lymphozyten hingegen
gibt es in der Literatur widerspriichliche 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 fihrt der Cuprizone-induzierte Kupfermangel
Uber eine Inhibition der Interleukin-2-Synthese [82] auch zu Reifungsstérungen von
Lymphozyten [83, 84]. Dieser Lymphozyten-depletierende Effekt konnte der Grund fiir
die geringe Rekrutierung von peripheren Lymphozyten in demyelinisierende Cuprizone-

Lisionen sein.

Die Blut-Hirn-Schranke wird im Cuprizone-Modell in der Regel als intakt beschrieben
[85, 80]. Jungere Studien zeigen allerdings eine frith nach Beginn der Cuprizon-Gabe

einsetzende leicht erh6hte Permeabilitit 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 ausgeldst 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 (Ubersichtsartikel in  [90]).
Ausprigung und Verlauf der EAE sind wesentlich von Methode und Tierstamm
abhingig. An dieser Stelle mochte ich auf die in dieser Arbeit verwendete Variante der

EAE, die Immunisierung von C57BL/6-Miusen mit MOG-Antigen niher eingehen.

Die EAE wird durch Immunisierung mit einem MOG-Peptid in einem Adjuvanz mit
hitzeinaktivierten Mykobakterien und zusitzlicher Stimulation der Immunantwort durch
Injektion von Pertussistoxin induziert. Es kommt dadurch zu einem monophasischen

Krankheitsverlauf, bei dem die Tiere eine vom Schwanz lber die Hinterliufe zu den
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Vorderliufen aufsteigende Paralyse entwickeln [91]. Histopathologisch ist die EAE
durch inflammatorische Infiltrate in Ruckenmark, Hirnstamm und Cerebellum
gekennzeichnet (Abbildung 3). Weitaus weniger hiufig finden sich auch Infiltrate im
Vorderhirn [92]. Die Infiltrate liegen bevorzugt perivaskulir, periventrikulir oder
subpial [93]. Sie induzieren akuten axonalen Schaden [72, 94]. Dieser wird von
sekundirer Demyelinisierung begleitet [95], die aber weniger stark ausgeprigt ist als im
Cuprizone-Modell und sich vor allem ultrastrukturell nachweisen ldsst [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 wihrend der EAE [103, 104]. Die Blut-Hirn-Schranke weist bei EAE
Defekte in der Tight-Junction-Expression [105] und Permeabilitit [106] auf.

Abbildung 3: Immunzellinfiltrate in EAE

Im EAE-Modell bilden sich im Riickenmark und Kleinhirn inflammatorische Infiltrate, die mit
Demyelinisierung und Funktionsverlust von Axonen einhergehen. In der Himatoxylin-Eosin-Fiarbung
sind subpiale und perivaskulire Infiltrate als Ansammlungen basophiler Zellkerne zu erkennen.

Das Modellsystem EAE ist das am haufigsten verwendete Modell fiir MS. Es zeigt
fokale Lisionen mit massiver Rekrutierung von Immunzellen, was vergleichbar mit
akuten Schiiben der RRMS ist. Insbesondere Mechanismen der Immunzellrekrutierung
ins ZNS und Interaktionen verschiedener Immunzellen konnen am Modell der EAE

untersucht werden [107].

2.2.4 Kombination aus Cuprizone-Behandlung und experimenteller
auvtoimmuner Enzephalomyelitis

Um die Migration von Immunzellen in Regionen mit bestehenden Myelinschiden zu

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

(CupEAE). Dazu wird zunichst eine leichte Demyelinisierung durch Cuprizone-
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Behandlung induziert. AnschlieBend wird eine EAE induziert. Die Tiere entwickeln
unter dieser Behandlung die gleichen Symptome wie bei einer reinen EAE.
Inflammatorische Lisionen sind im ZNS aber nicht auf Ruckenmark, Hirnstamm und
Cerebellum beschrinkt, sondern befinden sich auch im Vorderhirn (Abbildung 4). Der
Schwerpunkt liegt dabei auf den Regionen, die durch Cuprizone-Behandlung vorrangig

demyelinisiert werden [108].

S 4 i

Abbildung 4: Immunzellrekrutierung im kombinierten Cuprizone-EAE-Modell

Bei der Kombination von Cuprizone-induzierter Demyelinisierung im Vorderhirn und dem Auslésen
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 primiren Demyelinisierung, wie hier am
medialen Corpus callosum gezeigt, rekrutiert. Mit freundlicher Genehmigung von Hannes Kaddatz,
Institut fir Anatomie Rostock.

Die Histopathologie der Lisionen zeigt wesentliche Merkmale des Cuprizone- sowie des
EAE-Modells: mitochondriale Schiden wund Apoptose von Oligodendrozyten,
Mikrogliose, Demyelinisierung, akute axonale Schidden wund perivaskulire 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 Permeabilitit der Blut-Hirn-Schranke ist in diesem Modell nicht explizit
untersucht, die Rekrutierung von Immunzellen ins Parenchym ldsst aber auf eine
erhohte Permeabilitit schlieBen. Hinzu kommt, dass die Aquaporin4-Expression entlang
von zentralnervosen Blutgefillen Stérungen aufweist, die auf eine Verinderung der

Blut-Hirn-Schranke hindeuten [108].

Dieses Modell eignet sich zur Untersuchung der Immunzellrekrutierung und hieran
beteiligten Faktoren in ein ZNS mit beginnenden Myelinschiden. Das Modell wurde in

unserer Arbeitsgruppe etabliert und charakterisiert.

2.3 Immunzelirekrutierung in das Zentralnervensystem
Der generelle Ablauf einer spezifischen Immunantwort ist folgender: Ein Antigen wird
am Infektionsort von Antigen-prisentierenden Zellen (APZ), in der Regel dendritischen

Zellen, phagozytiert und prozessiert. Die APZ verlisst das Gewebe tber die
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Lymphbahn und gelangt in einen lokalen Lymphknoten. Hier prisentiert die APZ das
Antigen auf ihrer Zelloberfliche mit Hilfe von major histocompatibility complex II
(MHC II)-Molekilen. B-Lymphozyten mit Antigen-spezifischem B-Zell-Rezeptor
werden aktiviert und verbleiben im Lymphknoten. Durch Kontakt mit einer aktivierten
T-Helfer-Zelle koénnen diese B-Lymphozyten proliferieren und zu Antikérper-
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 Blutgefil durch Adhidsion an
spezifische Adhisionsmolekiile von Endothelzellen und migrieren ins Parenchym. Am
Ort der Infektion ist ein zweiter Antigenkontakt tiber eine APZ notwendig, um den T-
Lymphozyten endgiiltig zu einer Effektorzelle zu aktivieren. Nach diesem Kontakt
beginnt der Lymphozyt zu proliferieren und differenziert in seinen reifen Phéinotyp.
Zytotoxische T-Zellen induzieren Apoptose in Zielzellen, T-Helferzellen modulieren

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

Das ZNS ist allerdings ein immunprivilegiertes Organ. Es sind nur wenig dendritische
Zellen im Gewebe ansissig und das ZNS besitzt keine klassischen Lymphgefil3e, tiber
die APZ nach Antigenkontakt migrieren kénnen. Die Blut-Hirn-Schranke erschwert die
Migration von aktivierten Immunzellen aus dem Blut in das Parenchym. Die
Mechanismen  fur  Antigenprisentation und  Immunzell-Rekrutierung  sind

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

2.3.1 Prasentation von Myelinantigenen im Zentralnervensystem

Der erste Antigenkontakt zwischen naiven Lymphozyten und von APZ prisentierten
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 abschlieBend geklart, auf welchem Weg
Antigene oder Antigen-beladene Zellen in die Lymphknoten gelangen. Das ZNS besitzt
zwar keine klassischen Lymphgefille, es existiert aber ein System von Lymphgefil3en
innerhalb der Dura mater, das Makromolekille und Zellen aus dem ZNS in tiefe
zervikale Lymphknoten drainiert [113, 114]. AuBerdem ist die Drainage von APZ tber
die Lamina cribrosa in nasale Lymphgefi3e beschrieben [115]. Beide Wege ermoglichen

die Drainage von APZ aus dem Subarachnoidalraum. Dariiber hinaus wird diskutiert,
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ob tiber den glymphatischen Fluss ® Antigene aus dem Parenchym des ZNS
ausgeschwemmt und im Subarachnoidalraum oder in Lymphknoten auf3erhalb des ZNS

von APZ phagozytiert werden kénnen [117].

Der zweite Antigenkontakt von Lymphozyten findet innerhalb des ZNS statt und
ermoglicht den Lymphozyten nach Verlassen der Blutbahn die Migration ins Parenchym
[118]. Der Ort dieses Antigenkontaktes sind der Subarachnoidalraum und mit ihm
verbundene perivaskulire Raume [118, 119] und das Stroma des Plexus choroideus
[120] (siehe 2.3.2). Wahrscheinlich werden die Antigene von Dendritischen Zellen
prasentiert [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 kénnen unter inflammatorischen
Bedingungen aus der Blutbahn in das Parenchym des ZNS eindringen. Dabei muss

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

Die Blut-Hirn-Schranke wird von Endothelzellen zentralnervoser Gefille gebildet, die
mit Tight junctions miteinander verbunden sind und so den passiven Austritt von
Molekilen und die Migration von Zellen aus dem Blut verhindern konnen. Zur
Aufrechterhaltung der Schrankenfunktion ist der Kontakt mit astrozytiren Endfiilchen
notwendig, die die Expression von Tight junctions in Endothelzellen induzieren und
eine zweite Barriere fiir die Migration von Lymphozyten bilden (Glia limitans
perivaskularis, Ubersichtsartikel in [130]). Aktivierte T-Lymphozyten kénnen in
postkapilliren Venolen oder in leptomeningealen Venen durch die Gefillwand
migrieren und gelangen in den perivaskuliren Raum oder den Subarachnoidalraum [131,
132]. Wenn es hier zum zweiten Antigenkontakt mit einer APZ kommt, wird der

Lymphozyt zur Effektorzelle und verindert durch Sekretion proinflammatorischer

3 Das glymphatische System beschreibt einen Flissigkeitsstrom im ZNS ausgehend von petiarteriellen
Riumen durch das Interstiium in perivendse Rdume. Liquor cerebrospinalis dringt aus dem
Subarachnoidalraum in den periarteriellen Raum von penetrierenden Gefidlen vor (Virchow-Robin-
Raum). Astrozytire Endfiilichen ermdglichen iiber Aquaporin 4 den Austritt von Flissigkeit aus dem
periarteriellen Raum in das Interstitium. Beim DurchflieBen des Interstitiums werden
Stoffwechselendprodukte in Richtung von ventsen Gefilien transportiert und dort tiber den perivendsen
Raum wieder in den Liquor cerebrospinalis resorbiert (Ubersichtsartikel in [116]).
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Zytokine die Durchlissigkeit der Blut-Hirn-Schranke, so dass weitere Immunzellen
eindringen kénnen [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 ermodglichen [135, 136]. Durch
intravitale 2-Photonen-Mikroskopie konnte die Migration von T-Lymphozyten aus
leptomeningealen Gefilen und ihre Aktivierung durch APZ in EAE-Modellen

nachgewiesen werden [137].

o APZ phagozytiert Antigen
ZNS [ im ZNS
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Y A 4
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Abbildung 5: T-Lymphozytenaktivierung und -migration ins ZNS-Parenchym

Im ZNS phagozytieren APZ Antigene und migrieren Giber durale und nasale Lymphgefille in zervikale
Lymphknoten. Dort werden T-Lymphozyten durch Antigenprisentation aktiviert und gelangen in die
Blutbahn. Uber postkapillire Venolen, leptomeningeale Gefil3e oder den Plexus choroideus gelangen T-
Lymphozyten in den perivaskuliren Raum, den Subarachnoidalraum oder ins Plexusstroma. Hier werden
sie durch Antigenprisentation 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 gegentiiber dem Liquorraum ab. Blutgefil3e innerhalb
des Plexusstromas besitzen fenestriertes Epithel, das den Ubertritt von Immunzellen
aus der Blutbahn ermdglicht (Ubersichtsartikel in [138]). Im Plexusstroma ist der
Kontakt zu APZ moglich [120]. Um in den Liquorraum iberzutreten missen
Lymphozyten das Plexusepithel durchqueren. Vom Liquorraum aus konnen
Lymphozyten dann wie oben beschrieben tUber die Pia mater oder tiber perivaskulire
Riume in das Parenchym vordringen. Moglicherweise kénnen Lymphozyten auch
innerhalb des Plexusstromas tiber die Anhaftungsstelle des Plexus choroideus an das
Gehirnparenchym in das Parenchym migrieren ohne die beschriebenen Schranken
tberqueren zu missen [139]. Die Migration von Lymphozyten tber den Plexus
choroideus ist in Schlaganfall-Modellen und in frihen Phasen des EAE-Modells
nachgewiesen, die zugrunde liegenden zelluliren Mechanismen sind aber noch nicht

oeklirt [139, 140].

2.3.3 Immunzellen in humanen Myelinopathien

Der Untergang von Myelin geht nicht zwangsweise mit Neuroinflammation einher. Bei
der Pelizaus-Merzbacher-Krankheit, die durch Mutation im P/p7-Gen ausgelost wird,
kommt es zwar zur Aktivierung von Mikroglia, aber nicht zur Rekrutierung weiterer
Immunzellen [141]. In der hidufigsten humanen Myelinopathie, der MS, stehen
Dempyelinisierung und Immunzellrekrutierung in das ZNS hingegen in engem

Zusammenhang,

Ein Kennzeichen von MS sind fokale demyelinisierende und inflammatorische Lisionen
(Abbildung 6). Sie sind vor allem mit der RRMS assoziiert, wihrend der SPMS kommt
es vermehrt zu diffusen Gewebeschiden. Liasionen sind wihrend der aktiven
Dempyelinisierung durch eine hohe Zahl von Mikroglia oder Makrophagen
gekennzeichnet, die Myelinbestandteile phagozytieren. Ist das Myelin vollstindig
abgebaut, nimmt auch die Zahl phagozytierender Zellen ab. Anhand des
Myelinisierungs- und Inflammtionsgrades lassen sich MS-Lisionen histopathologisch
klassifizieren [20]. Unabhingig von der Art der Lision sind auBerdem
Lymphozyteninfiltrate vorhanden. Sie sind qualitativ in allen Lisionsarten gleich
zusammengesetzt, nehmen aber in ihrer Menge im Verlauf von RRMS zur SPMS ab

[142, 143].

Der Grofteil infiltrierender Lymphozyten bei MS sind zytotoxische T-Lymphozyten. Sie
liegen zum einen perivaskuldr vor, migrieren aber auch in das Parenchym von Lisionen

[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-
Lisionen variiert stark von massiver Rekrutierung bis zum Fehlen von B-Lymphozyten
[142]. Wenn B-Lymphozyteninfiltrate vorhanden sind, liegen sie in der Regel
perivaskuldr. Die Zahl von Dendritischen Zellen ist perivaskuldr [145] und im Liquor
cerebrospinalis [146] bei MS erhoht. 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-Lisionen

A MS wird durch fokale demyelinisierende Lisionen gekennzeichnet. B Es bilden sich perivaskulire
Lymphozyteninfiltrate. Mit freundlicher Genehmigung von Hannes Kaddatz, Institut fiir Anatomie
Rostock.

Es wird diskutiert, ob bei der MS am Beginn der Pathogenese eine Stérung des
Immunsystems steht, die zur Rekrutierung von Immunzellen ins ZNS und zur Bildung
von demyelinisierenden Liasionen fithrt (Outside-in-Theorie) oder ob es primir zu
Myelinschiden kommt, die dann sekundir eine autoimmune Reaktion auslésen (Inside-
out-Theorie) [149]. Die Outside-in-Hypothese galt lange Zeit als etabliert, jingere
Studien liefern aber zunehmend Argumente fir einen Inside-out-Mechanismus
(Ubersichtsartikel in [150]). Insbesondere der Nachweis, dass die Induktion von Myelin-
oder Oligodendrozytenschiden im Tiermodell autoimmune Reaktionen gegen Myelin

auslosen oder modulieren kann, spricht fir die Inside-out-Hypothese [108, 151, 152].
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2.4 Fragestellungen

Die Myelinhtlle um Fortsitze von Nervenzellen ist fur eine schnelle, energieeffiziente
Weiterleitung von Aktionspotentialen wichtig. Sie besteht vor allem aus Lipiden und
assoziierten Myelinproteinen. Aus transgenen Tiermodellen ist bekannt, dass
Verinderungen des Myelinproteoms, also der Gesamtheit aller in der Myelinscheide
vorkommenden Proteine, zu schwerwiegenden neuropathologischen Verinderungen
fihren kénnen, 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
Entziindungsreaktion im Gehirn fithrt. Auf zellulirer 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 bruchstiickhaft verstanden.

Im Rahmen meiner Promotion habe ich deswegen folgende drei Fragestellungen

bearbeitet:

1. Koénnen Myelinproteine insbesondere in kleinen Probenvolumina
massenspektrometrisch quantifiziert werden, um Proteinprofile von Myelin

zu untersuchen?

Hierfir wurden Membranproteine aus ZNS-Gewebe isoliert, massenspektrometrisch
identifiziert und quantifiziert. AnschlieBend wurden Myelinproteine durch
Datenbankabgleich  identifiziert. Die Robustheit der Methode bei geringen

Ausgangsgewebemengen wurde gepruft.

2. Sind Gewebekulturen ein geeignetes Modellsystem zur Analyse von

Myelinproteinen wihrend der De- und Remyelinisierung?

Neben Zellkulturen und 7 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 fihrt.
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3. Verindert sich die Immunzellrekrutierung in das ZNS bei experimenteller

Myelindegeneration?

Verinderungen des Myelinproteoms scheinen gemil} der Inside-Out-Hypothese bei der
Entstehung der MS sekundir zu einer Invasion peripherer Immunzellen zu fihren.
Inwiefern die Art der Verinderung des Myelinproteoms bevorzugt zu einer Invasion
spezifischer Immunzell-Subtypen fiihrt, ist nicht bekannt. Zur Beantwortung dieser
Frage wurde eine Demyelinisierung durch Cuprizone-Behandlung, EAE-Induktion und
Kombination beider Modelle in Mausen ausgelost. In das ZNS rekrutierte Immunzellen

wurden aufgereinigt und durchflusszytometrisch identifiziert.
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3 Material und Methoden

Die verwendeten Chemikalien sind im Anhang unter 10.1 in Tabelle 8 aufgefithrt. Die
verwendeten Pufferlésungen, Medien und andere Losungen sind im Anhang unter 10.2

in Tabelle 9 aufgefiihrt.

3.1 Maushaltung

Die verwendeten Tiere wurden in Polycarbonat-Kifigen mit mindestens 100 cm?
Grundfliche je Tier unter einem 12-stindigen Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. Die
Kifige waren mit Einstreu, Versteckmdglichkeit, 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 zustindigen Landesbehoérden genehmigt. Bei der
jahrlichen 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

Fur die Behandlung mit Cuprizone wurden 11 Wochen alte weibliche C57BL/6J-Miuse
(Janvier Labs, Le Genest-Staint-Iles, Frankreich) verwendet. Die Tiere wurden fir eine,
drei oder finf Wochen mit Cuprizone behandelt. Je finf Tiere wurden in 820 cm?
Kifigen mit Standardausstattung mit Ausnahme von Standard-Haltungsfutter gehalten.
Die Tiere wurden stattdessen mit 0,25% Cuprizone in Futtermehl gefittert. Futtermehl
und Cuprizone wurden tiglich frisch mit einer handelsiiblichen Kiichenmaschine (Kult
X, WMF, Geislingen, Deutschland) eine Minute lang vermengt und dann in Petrischalen
in die Kifige gegeben. Je Kifig wurden 140 g Futtermehl auf zwei Petrischalen verteilt.
Kifige und Einstreu wurden dreimal wochentlich gewechselt. Die Gesundheit der Tiere
wurde tiglich nach den Kriterien Aktivitit, Atmung, Bewegung, Fell, Konstitution und

Dehydrierung kontrolliert. Die Tiere wurden wochentlich gewogen.

3.1.2 Induktion der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis

Fur die Induktion einer EAE wurden 16 Wochen alte weibliche C57BL/6J-Miuse
(Janvier Labs, Le Genest-Staint-Iles, Frankreich) verwendet. Je fiunf Tiere wurden in
820 cm? Kifigen mit Standardausstattung gehalten. Die verwendete Antigenemulsion
und die Pertussistoxin-(PTX)-Stammlosung stammen aus einem kommerziellen EAE-

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

Stamml6sung wurde mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) auf 3 ng/ul verdinnt

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 spater wiederholt.

Kontrolltiere erhielten keine Antigen- oder PTX-Injektionen.

Tabelle 1: Kriterien fiir die Bestimmung des EAE-Scores

Score Definition Untersuchung
Score 0 | Keine Verinderungen der Tier an der Schwanzwurzel anheben,
motorischen Funktion Schwanz nach oben gestreckt
Score 0,5 | Unvollstindige Lihmung des | Tier an der Schwanzwurzel anheben,
Schwanzes Restspannung im Schwanz vorhanden
Score 1 Vollstindige Lihmung des Tier an der Schwanzwurzel anheben,
Schwanzes Schwanz hiangt schlaff herunter
Score 1,5 | Beeintrichtigung der Einschrinkung der Koordination der
Funktion der Hinterbeine Hinterbeine beim Laufen auf einem
Metallgitter
Score 2 Schwiche der Hinterbeine Tier an der Schwanzwurzel anheben,
Hinterbeine nicht gespreizt
Score 2,5 | Unvollstindige Lihmung der | Beim Laufen auf ebenem Untergrund
Hinterbeine werden ein Hinterbein komplett oder beide
Hinterbeine teilweise nachgezogen
Score 3 Vollstindige Lihmung der Beim Laufen auf ebenem Untergrund
Hinterbeine werden beide Hinterbeine nachgezogen
Score 3,5 | Vollstindige Lihmung der Kein Aufrichten aus Seitenlage moglich
Hinterbeine, kein Aufstehen
moglich
Score 4 | Vollstindige Lihmung der Auf ebenem Untergrund kaum
Hinterbeine, teilweise Fortbewegung méglich, Tier frisst und
Lihmung der Vorderbeine reagiert auf Reize
Score 4,5 | Vollstindige Lihmung der Keine Fortbewegung auf ebenem
Hinterbeine, und Vorderbeine | Untergrund, Apathie
Score 5 | Tod oder Euthanasie

aufgrund der Lihmung
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Die Gesundheit der Tiere wurde tiglich nach den Kriterien Aktivitit, Atmung,
Bewegung, Fell, Konstitution und Dehydrierung kontrolliert. Zur Minimierung von
Stress wurden die Tiere die ersten sieben Tage nach Injektion nur durch Sichtkontrolle
Uberwacht. Ab Tag 8 wurde tiglich der EAE-Score der Tiere nach den Kriterien aus

Tabelle 1 bestimmt. Die Tiere wurden wéchentlich gewogen.

Falls sich offene Wunden an den Injektionsstellen bildeten, wurden sie tdglich mit
Bepanthen-Salbe behandelt. Sobald das erste Tier einen Score von 2,5 erreichte, wurden
alle Kifige zusitzlich mit Wassergel ausgestattet. Tiere mit einem Score von mindestens
3 erhielten tiglich eine subkutane Injektion von 1 ml Ringer-Lésung. Bei einem Score
von 4 wurde das betroffene Tier nach spitestens zwei Tagen getotet. Bei einem Score

von 4,5 wurde das Tier sofort getotet.

3.1.3 Kombination von Cuprizone-Behandlung und experimenteller
autoimmuner Enzephalomyelitis

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

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

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

beschrieben mit 0,25% Cuprizone in Futtermehl gefiittert, 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 gro3e Zahl von Proteinen zeitgleich zu untersuchen, wurde in dieser
Arbeit eine massenspektrometrische Analyse durchgefiihrt. 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 koénnen. Durch den Abgleich der gemessenen

Peptide mit Proteindatenbanken lassen sich die urspringlichen Proteine identifizieren.

Das  verwendete  Massenspektrometer ~ kombiniert ~ Hochleistungsflissigkeits-
chromatografie mit lonen-Mobilitits-Separation und Tandem-Massenspektrometrie.
Durch die vorgeschaltete Flissigkeitschromatografie wird das Peptidgemisch schon vor
Eintritt in das Massenspektrometer aufgetrennt. Im Massenspektrometer werden die
Peptide durch Ionisation in einen ionisierten, gasfOrmigen Zustand uberfihrt.

Nacheinander werden dann mittels Ionen-Mobilitits-Separation die Driftzeit der
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ionisierten Peptide in der Gasphase (abhingig von Gro3e und Form der Molekile) und
im eigentlichen Massenspektrometer die Flugzeit der ionisierten Peptide im Vakuum
(abhingig von Ladung und Gewicht der Molekile) gemessen. Dabei werden
alternierend die intakten Peptide (Vorliuferionen) gemessen oder es wird eine
Fragmentierung der Peptide in kleinere Ionen (Fragmentionen) induziert und die
Fragmentionen werden gemessen. Diese gro3e Menge an Informationen zu den in den
Proben vorhandenen Peptiden ermoglicht durch Abgleich mit Proteindatenbanken die

sichere Identifikation und Quantifizierung der Proteine der urspriinglichen Probe.

3.2.1 Gewebeentnahme

Fir die Analyse von Membranproteinen wurden zwei minnliche adulte Wistar-Ratten
(Charles River Laboratories, Wilmington, Vereinigte Staaten) wie unter 3.4.1
beschrieben narkotisiert und mit 250 ml Natriumchloridlésung (0,9%) perfundiert. Das
Cerebellum wurde entnommen, gewogen und sofort in Kryoréhrchen in flissigem

Stickstoff eingefroren.

Fur die Analyse von postnatalem Mausgewebe wurden sieben finf Tage alte C57BL/6-
Miuse (Core Facility Zentrale Versuchstierhaltung, Universititsmedizin Rostock)
verwendet. Das Gewebe wurde in Form von Gewebeschnitten, wie sie auch fiir sagittale
Schnittkulturen verwendet werden, gewonnen (siche 3.3.1). Die Schnittebenen der
einzelnen Gewebeschnitte wurden dokumentiert und nur Schnitte derselben Ebene aus
beiden Hemisphiren (zwei Schnitte pro Tier) wurden weiterverwendet. Die Schnitte
wurden einzeln in KryorShrchen uberfihrt, gewogen und in flussigem Stickstoff

eingefroren.

Fur die Analyse des Corpus callosum wurden adulte C57BL/6-Miuse (Core Facility
Zentrale Versuchstierhaltung, Universititsmedizin 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
prapariert. Das Corpus callosum von je drei adulten Mdusen wurde zusammen

prozessiert.

3.2.2 Plasmamembranproteinanreicherung

Die Anreicherung von Plasmamembranproteinen erfolgte nach dem Protokoll von
Schindler et al. [153] mit einem wissrigen Zwei-Phasen-System aus Polyethylenglykol
und Dextran. Das Zwei-Phasen-System wurde einen Tag vor der Aufarbeitung aus Tris-

Stamml6ésung, Polyethylenglykol-Stammlésung und Dextran-Stammlésung angesetzt.
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Fir jede Probe wurden ein Polystyrolrohrchen (4 ml) mit Zwei-Phasen-System A und
sechs Rohrchen mit Zwei-Phasen-System B angesetzt und tiber Nacht bei 4° C gelagert.

Die Fullhohe der Rohrchen wurde markiert und die obere Phase der Zwei-Phasen-

Systeme B wurde abgenommen und gesammelt.

Die gesamte Aufarbeitung wurde in vorgekiihlten Stindern durchgefihrt. Die Probe
(0,1 g Cerebellum der Ratte oder ein einzelner Gewebeschnitt der Maus, etwa 20 mg)
wurde in ein Roéhrchen mit Zwei-Phasen-System A gegeben und mit einem Potter-
Elvehjem-Handhomogenisator (10 Hube bei 250 rpm) und dann mittels Ultraschall
(45 Sekunden) homogenisiert. Zum Herbeifithren der Phasentrennung wurde das Zwei-
Phasen-System bei 1089 g fiir 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 Fullhohe wieder erreicht war. Die Phasen wurden durch 20-maliges
Invertieren des Rohrchens, 10 Sekunden Vibrationsmischen und abermals 20-maliges
Invertieren gemischt. AnschlieBend wurde abermals durch Zentrifugation die
Phasentrennung erreicht. Die obere Phase des Systems B wurde in ein frisches System
B-Rohrchen gegeben und die obere Phase des Systems A wurde in das bereits
verwendete System B-Rohrchen iberfihrt. Die Reste des Zwei-Phasen-Systems A
wurden dann verworfen. AnschlieBend wurden die Phasen abermals gemischt, durch
Zentrifugation getrennt und die oberen Phasen wurden wie oben beschrieben in das
nichste Rohrchen gegeben. Dies wurde bis zum sechsten Rohrchen wiederholt, dann
wurden bei den Mausproben die oberen Phasen aus beiden Rohrchen gesammelt, bei
den Rattenproben wurde nur mit der oberen Phase des sechsten Rohrchens

weitergearbeitet.

AnschlieBend wurden die Proben durch Zugabe von 0,5 ml gepufferter
Kaliumchloridlésung je 1 ml Probe verdiinnt und in dickwandige Polycarbonatréhrchen
Gberfiihrt. 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 Kaliumchloridlésung und dreimal mit
Natriumcarbonatlosung (0,2 M) gewaschen, indem die Waschlésung zugegeben, die
Probe 10 Sekunden vibrationsgemischt und der Uberstand vorsichtig abgekippt wurde.
Nach dem letzten Waschschritt wurde die verbleibende Flissigkeit auf ein Papiertuch

ausgeklopft und das Réhrchen kopfiiber trocknen gelassen.
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Das Pellet wurde mit 100 ul Lysepuffer versetzt, eine Minute vibrationsgemischt,
20 Sekunden ins Ultraschallbad getaucht und abermals eine Minute vibrationsgemischt.
Bei den Proben von Mausgewebe wurden die Proteinlésungen aus dem gleichen
Gewebeschnitt gepoolt um die Ausbeute zu erhéhen. Die Proteinkonzentration wurde
fotometrisch  bestimmt indem 4 pl Probe oder Albumin-Lésung bekannter
Konzentrationen mit 60 ul Pierce Reagenz gemischt und nach 5 Minuten Inkubation im
Dunkeln die Extinktion bei 660 nm bestimmt und mit der Albumin-Fichgeraden

abgeglichen wurde.

3.2.3 Iweidimensionale Gelelektrophorese

In der zweidimensionalen Gelelektrophorese wird ein Proteingemisch durch
Kombination von isoelektrischer Fokussierung und Polyacrylamid-Gelelektrophorese
aufgetrennt. Bei der isoelektrischen Fokussierung werden die Proteine zunichst
entsprechend ihres Gehaltes an sauren und basischen Aminosdureresten auf einem
Gradientenstreifen immobilisiert. Von dem Streifen werden die Proteine auf ein
Polyacrylamidgel tbertragen und dann elektrophoretisch nach ihrer Grée 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 (siche

unten). Gesamtproteinproben wurden zunichst wie folgt aufbereitet.

Die gefrorenen Proben wurden mit Lysepuffer versetzt (9 ml/mg Probe) und
Proteaseinhibitor-Stammlosung (0,4 ml/mg Probe), Pepstatin  A-Stammlosung
(0,1 ml/mg Probe) und Phenylmethansulfanylfluorid-Stammlosung (0,1 ml/mg Probe)
wurden zugegeben. Dann wurden die Proben rasch aufgetaut, schockgefroren, wieder
aufgetaut und mit einem Potter-Elvehjem-Handhomogenisator (10 Hiibe bei 250 rpm)
homogenisiert. AnschlieBend durchliefen sie finf 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 Uberstand 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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Fir die zweidimensionale Gelelektrophorese wurden die Gesamtproteinproben oder
Membranproteinproben mit Rehydrationspuffer verdinnt, so dass eine Proteinmenge
von 8 ug in 125 ul 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)
fir 12 Stunden bei 50 V aktiv rehydriert. Die Programmierung fiir die isoelektrische
Fokussierung war: linearer Spannungsanstieg auf 300 V in 30 Minuten, 300 V fir
30 Minuten, langsamer Spannungsantieg auf 1000 V fur 30 Minuten, linearer Anstieg auf
5000 V in 90 Minuten, 5000 V fir 8000 Vh. Dann wurden die Streifen fir 45 Minuten
in Equilibtierungspuffer mit 10 mg/ml Dithiothreitol und dann fir 45 Minuten in
Equilibtierungspuffer mit 40 mg/ml Todacetamid rehydriert. Die Streifen wurden auf
Polyacrylamid-Fertiggele (Mini Protean Stain Free Gels 12%, Biorad, 4568041,
Hercules, Vereinigte Staaten) gegeben und mit Agaroselésung tberschichtet. Die
Gelelektrophorese wurde in einer mit Laufpuffer gefiillten Elektrophoresekammer
(Mini Protean Tetra Cell, Biorad, Hercules, Vereinigte Staaten) bei 100 V fir 150 bis
180 Minuten durchgefiihrt.

Da nur geringe Proteinmengen aufgetrennt wurden, wurden die Proteinspots mit einer
sensitiven Silberfirbung visualisiert. Daftir wurden die Gele 30 Minuten in Fixierl6sung
fixiert, zweimal fur je 20 Minuten in 50% Ethanol und dann zweimal fir je 5 Minuten in
Reinstwasser gewaschen. Die Gele wurden 2 Minuten in Natriumthiosulfatldsung
(2 mg/ml) inkubiert und eine Minute in Reinstwasser gewaschen. Dann wurden die
Gele fur 20 Minuten in Silbernitratlosung (1,5 mg/ml) inkubiert und 1 Minute in
Reinstwasser gewaschen. Anschliefend wurden die Gele in Entwicklerlosung fiir 1 bis
10 Minuten inkubiert bis Proteinspots sichtbar wurden und die Reaktion wurde durch
Inkubation in Essigsiure (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 fir Massenspekirometrie
Die Probenvorbereitung und die massenspektrometrische Analyse wurden von Dr.
Stefan Mikkat in der Core Facility Proteomanalytik der Universititsmedizin Rostock im

Rahmen einer wissenschaftlichen Kooperation durchgefiihrt.

Die Proben wurden mit Dithiothreitol-Lésung (10 mM) reduziert, um
Disulfidbriickenbindungen zu 16sen, 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 fur die
Entfernung des Reduktionsmittels, Alkylierung und tryptischen Verdau der Proben in
dem Filtersystem wurde nach Wisniewski et al. [154] durchgefiihrt. Die Sdulen wurden
zunichst zwei Mal mit Harnstoff-Lésung (8 M) gewaschen, um Reduktionsmittel und
andere niedermolekulare Storstoffe zu entfernen. Dann wurden die Proben zur
Alkylierung 20 Minuten in Iodacetamid-Losung (50 mM) inkubiert und zwei Mal mit
Harnstoff-LLosung (8 M) gewaschen, um das Iodacetamid wieder zu entfernen. Die
Filter wurden drei Mal mit Ammoniumbicarbonat-Lésung (50 mM) gewaschen, dann
wurden die Proben auf dem Filter in 40 ul Ammoniumbicarbonat-Lésung mit Trypsin
(Verhiltnis Enzym:Protein 1:25) fiir 16 Stunden bei 37° C verdaut. Peptide wurden
durch Zentrifugation gewonnen und ein weiterer tryptischer Verdau der auf dem Filter
verbleibenden Proteine wurde zur Erhohung der Peptidausbeute fiir zwei Stunden
durchgefiithrt. Nach der Elution der Peptide wurden die Proben mit Trifluoressigsdure
zu einer Endkonzentration von 0,25% angesiuert. Das Losungsmittel wurde in einem
Zentrifugalverdampfer entfernt und die Proben wurden in 20 ul Acetonitril-
Ameisensaure-Losung gelost. Die Peptidkonzentration wurde mittels Qubit™ Protein
Assay (Thermo Scientific, Waltham, Vereinigte Staaten) nach Herstellerprotokoll

bestimmt.

3.2.5 Flussigkeitschromatografie-gekoppelte Massenspekirometrie

Die Peptidlésungen wurden am Synapt G2-S Massenspektrometer (Waters, Manchester,
Vereinigtes Konigreich) analysiert. Peptidproben mit einem Proteingehalt von 200 ng
wurden zunichst in einer Vorsiule (nanoAcquity UPLC Symmetry C18, 5 um, 180 um x
20 mm, Waters, Manchester, Vereinigtes Konigreich) entsalzt und dann mit einer
Flussrate von 300 nl/min bei einer Siulentemperatur von 35° C auf der analytischen
Saule (Acquity UPLC HSS T3, 1.8 um, 75 um x 250 mm, Waters, Manchester,
Vereinigtes Konigreich) —aufgetrennt. Die mobilen Phasen bestanden —aus
0,1% Ameisensiure in Wasser (Phase A) und 0,1% Ameisensiure in Acetonitril
(Phase B). Die Mausproben wurden tber 120 Minuten mit einem Gradienten von
3% Phase B bis 32% Phase B aufgetrennt. Die Rattenproben wurden tber 90 Minuten

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

Mittels Elektrosprayionisation wurden die Peptide ionisiert und in die Gasphase
Uberfithrt. Ein Quadrupol (zwei entgegengesetzt-gleiche Dipole) selektierte Ionen nach
ihrem  Masse/Ladungs-Verhiltnis (m/z) fir die weitere Analyse. Durch

Ionenmobilititsseparation 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 Ionenmobilititsseparators
verindert. Bei erhohter Kollisionsenergie werden Vorlduferionen bei Kontakt mit
Gasmolekiilen in Fragmentionen fragmentiert, bei niedriger Kollisionsenergie bleiben
die Vorlduferionen intakt. In Intervallen von 0,6 Sekunden wurde zwischen niedriger
Kollisionsenergie (4 eV) und hoher Kollisionsenergie (abhingig von der Driftzeit des
Ions) gewechselt. Zur Kalibration des Gerites fur die Quantifizierung wurde alle
30 Sekunden fiir 1 Sekunde das Referenzpeptid [Glul]-Fibrinopeptid B mit einer

Konzentration von 100 fmol/ul 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
Konigreich) bearbeitet. Die Verschiebung von Retentionszeiten in verschiedenen
Liufen in der Flissigkeitschromatographie wurde durch ‘retention time alighment’ an
einem reprisentativen Experiment ausgeglichen. Die Parameter fur die automatische
Peakerkennung waren die automatisch gewihlte Sensitivitit 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 Mirz 2017; 16970 Proteinsequenzen aus dem
Proteom der Maus (Mus musculus), abgerufen im Mirz 2018). Fir 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. Fur die Identifikation von Peptiden
wurden mindestens drei Fragmentionen-Identifikationen und fiir die Identifikation von
Proteinen mindestens sechs Fragmentionen und zwei Peptide benétigt. 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 Intensitit der drei hdufigsten Peptide eines Proteins
der Quantifizierung zugrunde liegt und zur Signalintensitit des Referenzpeptids
normalisiert wird. Zur Abschitzung der falsch-positiven Protein-Identifikationen wurde
eine den Referenz-Proteindatenbanken &dhnliche decoy database mit irrelevanten

Proteinsequenzen mit den gemessenen Datensitzen abgeglichen. Die Identifikationsrate



Material und Methoden 28

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. [150] publizierten Myelinproteom der Maus abgeglichen. Fir den
Mausdatensatz wurden die Protein-Identifikationsnummern direkt abgeglichen. Fiir den
Rattendatensatz wurden die Protein-Identifikationsnummern mit Hilfe des Retrieve/ID
mapping-Werkzeuges der Uniprot-Webseite in Genbezeichnungen tbersetzt 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, wihrend das Gewebe gleichzeitig zuginglich fiir Manipulationen und Analysen

ist.

3.3.1 Anlegen von sagittalen und frontalen Schnittkulturen mit

Agaroseeinbettung
Fir sagittale und frontale organotypische Schnittkulturen wurden finf Tage alte
C57BL/6-Miuse (Core Facility Zentrale Versuchstierhaltung, Universititsmedizin
Rostock) oder Miuse mit Expression von Grun-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 groBen Schere dekapitiert, alle weiteren
Arbeitsschritte erfolgten an einer sterilen Werkbank mit horizontalem Luftstrom unter
sterilen Bedingungen. Der Kopf wurde mit Ethanol (70%)-getrinkten Wattestibchen
gereinigt und dann mit einer spitzen Pinzette durch Einstechen in die Orbitae fur die
Priparation 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
Schidel 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 Schidelbasis gelost und in eine Petrischale mit

vorgekithltem Praparationsmedium tberfihrt.
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Fir die Agaroseeinbettung wurde im Voraus 4% Agarose in destilliertem Wasser
autoklaviert, in sterile Zentrifugenréhrchen (15 ml) a2 8 ml aliquotiert und bei 4° C
gelagert. Vor Beginn der Priparation 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 Mclllwain Tissue Choppers (Ted Pella,
Redding, Vereinigte Staaten). Der Schneideteller wurde moglichst grofBflichig mit
flissiger Agarose bedeckt ohne dass diese tiber den Rand lief. Ehe die Agarose begann
zu erstarren wurde das Gehirn mit einem Spatel mittig in die Agarose uberfihrt. Auf
einer vorgekithlten 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 um 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 Gber den Agaroserand hinausragt. Das geschnittene Gehirn
wurde mit einer Rasierklinge grob aus der Agarose ausgeschnitten und in eine

Petrischale mit vorgekiihltem Priparationsmedium tberfiihrt.

Unter einer Stereolupe wurden die Schnitte mit Hilfe von zwei feinen Wigespateln
voneinander und von der umgebenden Agarose getrennt. Die Schnittebenen wurden
dokumentiert und fir die jeweilige Kultur ausgewihlte Schnitte wurden mit einem
groBBen Wigespatel auf vorgewirmte Membran-Einsitze (Millicell, PICM03050, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Vereinigte Staaten) in 06-Well-Platten mit je 1,2 ml
Schnittkulturmedium Uberfihrt. Bei sagittalen Gewebekulturen wurden bis zu zwei
Schnitte pro Einsatz platziert, bei frontalen Kulturen bis zu drei. Uberfliissiges Medium

wurde von der Membranoberfliche abgesaugt.

Fir sagittal-frontale Kokulturen wurden zunichst wie oben beschrieben sagittale
Gewebeschnitte von TH-GFP-Reportermiusen angefertigt. Nach Entfernen der
Agarose vom Schnitt wurde mit einem Skalpell der Hirnstamm direkt kaudal zur
Substantia nigra abgesetzt. Daftir wurde die Stereolupe mit einem Fluoreszenzadapter
(Royal blue, Nightsea, Lexington, Vereinigte Staaten) erginzt um die Fluoreszenz der
GIP-exprimierenden dopaminergen Neurone der Substantia nigra sichtbar zu machen.
Die Gewebeschnitte wurden dann wie beschrieben auf Membraneinsitzen platziert.

AnschlieBend 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 Gewebestiick ausgeschnitten, ebenfalls auf den Membraneinsatz

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

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

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

3.3.2 Immunfluoreszenzfarbung 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 Fixierlésung auf und unter die Membran gegeben wurde. Die Schnitte
wurden Uber Nacht bei 4° C inkubiert und dann abermals durch Eintauchen in PBS
gewaschen. AnschlieBend wurden die Gewebekulturen sofort gefirbt oder die
Membran-Einsdtze wurden bis zu einer Woche in Konservierungslosung bei 4° C

gelagert.

Die sagittalen und frontalen Gewebekulturen wurden mit anhaftender Membran frei
flottierend gefirbt. Dazu wurden die Gewebekulturen auf der Membran mit einem
Skalpell aus dem Kunststoffeinsatz ausgeschnitten und in einer 24-Well-Platte gefirbt.
Pro Well wurde ein Schnitt gefirbt. Die Gewebekulturen wurden mit einer Pinzette an
der Uberstehenden Membran gefasst, um sie ohne Beschidigung in Wells mit frischer
Farbe- oder Waschlosung zu iberfithren. Alle Inkubationen wurden unter langsamem
Schwenken auf einem Schittler ausgefithrt. Zunichst wurden die Schnitte drei Mal fir
10 Minuten in je 1 ml PBS gewaschen. Dann wurden die Schnitte fiir 4 Stunden bei
Raumtemperatur in 500 ul Blockierlosung inkubiert. Die Primidrantikbrper wurden in
Farbelosung entsprechend Tabelle 2 verdunnt und die Schnitte wurden fiir 4 Tage bei
4° C in 300 ul Lésung inkubiert. Dann wurden die Schnitte far 15, 30 und 90 Minuten
bei Raumtemperatur in 1 ml PBS gewaschen und dann mit in Firbel6sung verdinnten
Sekundirantikérpern (Tabelle 3) in 300 ul bei 4° C im Dunkeln fir 4 Tage inkubiert.
AnschlieBend wurden die Schnitte fur 15, 30 und 90 Minuten bei Raumtemperatur in
1 ml PBS gewaschen und mit 300 pl 4',6-Diamidino-2-phenylindol-Dihydrochlorid
(DAPI)-Arbeitslésung 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden die
Schnitte drei Mal fur 10 Minuten in 1 ml PBS gewaschen und in destilliertem Wasser auf

Superfrost Plus Objekttriger aufgezogen. Die Objekttriger wurden auf einer
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Wirmeplatte bei 37° C trocknen gelassen bis die Membranen begannen sich weilllich zu

verfiarben und wurden dann mit Vectashield Hardset eingedeckt.

Tabelle 2: Primérantikorper fir Immunfluoreszenzfirbungen und Immunhistochemie

Antigen Wirt Lieferant Verdiinnung
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: Sekundirantikorper fiir Immunfluoreszenzfirbungen und Immunhistochemie

Antigen Wirt | Lieferant Verdiinnung | Konjugation
Primirantikérper

IgG (Huhn) Esel | Jackson Immunoresearch | 1:200 Cy2
Calbindin 703-225-155

IgG (Huhn) Ziege | Abcam 1:200 AlexaFluor
MAP2 ab150169 488

IgG (Kaninchen) | Esel | Jackson Immunoresearch | 1:400 Cy3

IBA1, VGLUT1 711-166-152

IgG (Maus) Esel | Jackson Immunoresearch | 1:400 AlexaFluor
PLP 715-545-150 488

IgG (Ratte) Ziege | Vector Laboratories 1:200 Biotin
CD3 BA9400

IgG (Ratte) Esel | Jackson Immunoresearch | 1:500 Cy3

MBP 712-165-153

IgG (Schaf) Esel | Jackson Immunoresearch | 1:500 Cy3

TH 715-545-151

IgG (Ziege) Esel | Abcam 1:400 AlexaFluor
GFAP ab150133 488

Mikroskopische Aufnahmen wurden mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop

(C1, Nikon, Minato, Japan) angefertigt. Die Intensitit der einzelnen Kanile wurde mit

Hilfe der Software EZC1 FreeViewer (Nikon, Minato, Japan, Version 3.90) angepasst
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und Helligkeit und Kontrast wurden fur 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 Immunfluoreszenzfirbung von

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

Fir cerebellare organotypische Schnittkulturen wurden acht bis zehn Tage alte
C57BL/6-Miuse (Core Facility Zentrale Versuchstierhaltung, Universititsmedizin

Rostock) verwendet.

Das Gehirn wurde wie oben beschrieben pripariert. Um den medialen Anteil des
Cerebellums nicht zu beschidigen, wurde die Kalotte nicht durch einen mediosagittalen
Schnitt, sondern durch zwei lateral gelegene Schnitte ge6ffnet. Nach der Uberfiihrung
des Gehirns in vorgekiihltes Priparationsmedium wurde das Vorderhirn mit einer
Pinzette fixiert und das Cerebellum mit Hilfe einer gebogenen Pinzette vom restlichen
Hirn getrennt. Meningen und Blutgefille wurden mit sehr feinen Pinzetten vom

Cerebellum entfernt.

Mit einem Mcllwain Tissue Chopper (Ted Pella, Redding, Vereinigte Staaten) wurden
350 um dicke sagittale Gewebeschnitte angefertigt. Da das Gewebestiick relativ klein ist,
war hierfir keine Agaroseeinbettung notwendig. Das geschnittene Gewebe wurde in
eine Petrischale mit gekithltem Priparationsmedium gespilt und unter einer Stereolupe
mit Hilfe von zwei feinen Kantlen (27 G, % Zoll) wurden die einzelnen Schnitte
voneinander getrennt ohne in das Gewebe einzustechen. Fur die Kultur wurden
Schnitte aus der Region des Vermis mit grolem Anteil weiller Substanz ausgewihlt und
mit einer abgeschnittenen Plastikpasteurpipette auf vorgewdrmte Membran-Einsitze
(Millicell, PICM03050, Sigma-Aldrich, St. Louis, Vereinigte Staaten) in 6-Well-Platten
mit je 1,2 ml Schnittkulturmedium tberfihrt. Auf jedem Membran-Einsatz wurden finf
bis sieben Gewebeschnitte platziert, danach wurde Medium auf der Membran
abgesaugt. Nach Abschluss der Priparation wurde das Medium abgesaugt und durch

1 ml frisches Schnittkulturmedium ersetzt.

Die Schnittkulturen wurden bei 37° C und 5% CO, 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
Dempyelinisierung mit LPC behandelt. Dafiir wurde vorgewirmtes Schnittkulturmedium
in  1:200-Verdinnung mit LPC-Stammlosung (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-EFinsitze mit Schnittkulturen in eine frische 6-Well-Platte mit je
1 ml vorgelegtem vorgewdrmtem Schnittkulturmedium tberfiihrt, anschlieBend wurde

das Medium abgesaugt und durch 1 ml vorgewirmtes Schnittkulturmedium ersetzt.

3.3.5 Immunfluoreszenzfarbung 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 Fixierl6sung auf und unter die Membran gegeben
und 40 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Fixierlosung wurde abgesaugt und
anschlieBend drei Mal fir 10 Minuten unter leichtem Schiitteln wie oben beschrieben
mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Gewebekulturen sofort gefarbt oder die
Membran-Einsdtze wurden bis zu einer Woche in Konservierungslésung bei 4° C

gelagert.

Nach der Lagerung in Konservierungslosung wurden die Membran-FEinsitze kurz in
PBS gewaschen. Anschliefend wurden die Schnittkulturen mit einem feinen Pinsel von
der Membran gelost und in 24-Well-Platten in 0,5 ml PBS gesammelt. Bis zu drei
Schnittkulturen wurden zusammen in einem Well prozessiert. Zum Absaugen von
Losungen ohne Beschiadigung der Schnittkulturen wurden Glas-Pasteurpipetten
verwendet. Alle Inkubations- und Waschschritte wurden unter leichtem Schiitteln

durchgefiihrt.

Die Schnitte wurden drei Mal fir 10 Minuten in 500 ul PBS gewaschen. AnschlieBend
wurden die Schnitte fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in 500 ul Blockierlosung
inkubiert. Die Primirantikérper wurden in PBS-Gelatine-Triton X-Azid-Losung (PBS-
GTA) entsprechend Tabelle 2 verdiinnt und die Schnitte wurden darin iiber Nacht bei
4° C inkubiert. Dann wurden die Schnitte drei Mal fiir 10 Minuten in 500 ul PBS
gewaschen. Die Sckundirantikérper wurden in PBS-GTA entsprechend Tabelle 3
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verdinnt und die Schnitte wurden darin Gber Nacht bei 4° C inkubiert. Nachdem
abermals drei Mal zehn Minuten in PBS gewaschen wurde, wurden die Schnitte aus
destilliertem Wasser auf Superfrost Plus Objekttriger 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 anschlieSend verblindet ausgewertet.

Abbildung 7: Analyse des Myelinisierungsstatus an cerebellaren Schnittkulturen

A Anhand der Calbindin-Markierung wurde manuell eine Linie in einem Folium definiert, die méglichst
viele Axone schneidet. Das Quadrat markiert den in B und C vergréBerten Bereich. B, C In Calbindin-
und MBP-Markierung wurden alle die Linie kreuzenden Fasern manuell markiert und ihre Anzahl ins
Verhiltnis 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 grine und rote Bildkanal einzeln als tiff-
Dateien exportiert und dann als Bilderstapel (Stack) in Fiji ([160], Version 1.52d) wieder
zusammengefiigt. Dann wurde im griinen Bild (Calbindin-Markierung) eine Linie quer
durch ein Folium gelegt, so dass sie méglichst viele Calbindin-positive Axone schneidet
um den Zihlbereich festzulegen. In beiden Bildern wurde mit Hilfe des Cell Counter-
Plugins manuell die Anzahl von Fasern ausgezihlt, die die eingefiigte Linie kreuzen.
AnschlieBend wurde die Anzahl MBP-positiver Fasern zur Anzahl Calbindin-positiver
Fasern ins Verhiltnis gesetzt. Aus den drei Aufnahmen einer Schnittkultur wurde der
Mittelwert der Verhiltnisse 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 extrazellulirer Antigene auf dissoziierten Zellen. Die Antigene werden mittels
Fluorophor-gekoppelter Antikérper 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 Riickenmark CD45-positive Zellen durch
magnetische Zellseparation (magnetic cell separartion, MACS) angereichert. CD45-
positive Zellen wurden mit Antikérpern markiert, die mit magnetischen Partikeln
gekoppelt waren und anschlieBend in einer magnetisierbaren Sdule von nicht markierten

Zellen getrennt.

3.4.1 Perfusion und Gewebeentnahme

Die experimentellen Gruppen bestanden aus je finf 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 tigliche Schwankungen in der Aufarbeitung und
Firbung gleichmiaBig 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 erdffnet, das Peritoneum bis
zum Diaphragma durchtrennt und anschlieBend das Zwerchfell entfernt. Der Brustkorb
wurde seitlich abgesetzt, am Herz ein kleiner Schnitt am rechten Atrium gesetzt und
eine stumpfe Kantle in den linken Ventrikel eingeftihrt. Hiertiber wurde das Tier

manuell mit 20 ml PBS perfundiert.

Zur Entnahme von Rickenmark und Gehirn wurden Wirbelsiule und Schidel
entnommen und auf Hoéhe des ersten Halswirbels voneinander getrennt. Der Schidel
wurde vom Hinterhauptsloch ausgehend sagittal aufgeschnitten, die Kalotte entfernt

und das Gehirn mit Hilfe eines Spatels entnommen. Das Vorderhirn wurde direkt vor
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dem Cerebellum durch einen frontalen Schnitt vom Hirnstamm getrennt, sagittal geteilt
und in kaltes PBS (4° C) uberfihrt. Das Riickenmark wurde durch hydraulische
Extrusion aus dem Wirbelkanal gespilt [161]. Hierzu wurde die Wirbelsdule auf Héhe
der Lendenwirbel abgesetzt und eine PBS-gefiillte Spritze (5ml) mit aufgesetzter
Pipettenspitze (200 pl) wurde von kaudal in den Wirbelkanal eingefiihrt. Dann wurde
das Rickenmark durch Injektion von PBS herausgespilt und in kaltem PBS (4° C)
gelagert.

3.4.2 Gewebeverdau

Vor dem enzymatischen Verdau wurde das Gewebe mit einer Schere in etwa 1mm
groBe Stiicke zerteilt. Das Gewebe wurde in Zentrifugationsréhrchen mit
Dissoziationslésung (10 ml je Rickenmark, 15 ml je halbiertem Vorderhirn) fiir 30 min
im Wasserbad (37° C) inkubiert. Dabei wurden die Gewebestlicke alle fiinf Minuten

durch fiinfmaliges kriftiges Schiitteln aufgeschiittelt.

Nach dem enzymatischen Verdau wurde die Dissoziationslésung durch ein Zellsieb
(70 um) gefiltert. Die Gewebereste wurden mit einem Spritzenstempel durch das Sieb
gedriickt und mit 5 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) nachgespiilt.
Nach diesem Schritt wurden die Zellsuspensionen der beiden halbierten Vorderhirne
desselben Tieres wieder gemischt. Die Zellsuspension wurde fur fiinf Minuten bei 370 g
bei 4° C zentrifugiert, der Uberstand abgekippt und das Zellpellet in 15 ml DMEM

resuspendiert.

3.4.3 Aufreinigung CD45-positiver Zellen

Die Lebend-Zellzahl in 1:5 Verdiinnung mit Trypanblau-Lésung wurde mit Hilfe einer
Neubauer-Zihlkammer bestimmt. Die Zellsuspension wurde fiir funf Minuten bei 370 g
bei 4° C zentrifugiert, der Uberstand abgekippt und das Zellpellet in 20 ml FACS-Puffer
resuspendiert. Dann wurde die Zellsuspension abermals fiir fiinf Minuten bei 370 g bei
4° C zentrifugiert, der Uberstand abgekippt und das Zellpellet in Fluorescence Activated
Cell Sorting (FACS)-Puffer (90 ul/1*¥10" Zellen) resuspendiert. Dann wurden CD45-
Mikrobeads zugegeben (10 ul/1*¥10" Zellen) und fiir 30 Minuten bei 4° C inkubiert.

Dabei wurde die Zellsuspension alle funf Minuten kurz durchmischt.

Die magnetische Separation erfolgte als Positivselektion automatisiert am autoMACS®
Pro Separator (Milteny Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) in dem Programm

,»Posselds® mit Spiilvorgingen zwischen den Proben (Programm ,,Rinse®). Das fir die
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Programmierung des Gerites notwendige Gesamtvolumen der Losungen wurde mit

Hilfe einer Kolbenhubpipette niherungsweise bestimmt.

Nach der Separation wurde die Lebend-Zellzahl der Positiviraktion in 1:2 Verdinnung

mit Trypanblau-Losung mit Hilfe einer Neubauer-Zihlkammer bestimmt.

3.4.4 Exira- und intrazellulare Fluoreszenzmarkierung

Je Probe wurden Firbepanel A (Leukozytenmarker) und Firbepanel B (T-Zellmarker)
an je 1¥10° Zellen gefirbt. Falls durch geringe Zellausbeute nach der Aufreinigung die
Zellen hierfiir nicht ausreichten, wurde die Menge eingesetzter Zellen und das Volumen
aller verwendeter Firbelosungen halbiert. Fiir Riickenmarkproben von Cup-Tieren
wurden wegen zu geringer Zellzahlen keine Firbungen durchgefihrt, die
Rickenmarkproben von Kontrolltieren wurden nur fir Panel A gefirbt und Panel B
konnte nur an 3 Rickenmarkproben von EAE-Tieren und 4 Rickenmarkproben von

CupEAE-Tieren gefirbt werden.
Alle folgenden Zentrifugationen erfolgten bei 370 g fiir 5 Minuten bei 20° C.

Fir die Lebend-Tot-Farbung wurde die Arbeitslosung durch 1:1000 Verdiinnung aus
Zombie Green- oder eFluor506-Stammlosung frisch angesetzt. Die zu firbende Zellzahl
wurde in Rundboden-Rohrchen aliquotiert, durch Zentrifugation pelletiert, in 1 ml PBS
resuspendiert, abermals pelletiert und in 100 ul Arbeitslésung 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 pul
Blockierlésung resuspendiert und 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert. Die Antikérper fiir extrazellulire Firbungen eines Panels wurden
entsprechend Tabelle 4 mit FACS-Puffer auf die zehnfache Arbeitskonzentration
verdiinnt. Dann wurden jeder Probe 10 pl Antikérperlésung zugegeben, gemischt und
20 Minuten im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurde 1 ml FACS-Puffer zugegeben,

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

Fir die Fixierung und Permeabilisierung der Zellen vor der Markierung intrazellulirer
Antigene wurden Fixierl6sung und Permeabilisierungspuffer frisch angesetzt. Die Zellen
wurden pelletiert, in 1 ml Fixierlsung resuspendiert und 45 Minuten im Dunkeln

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



Material und Methoden 38

FACS-Puffer resuspendiert, abermals pelletiert, in 1 ml FACS-Puffer resuspendiert und
tber Nacht bei 4° C gelagert. Am nichsten Tag wurden 2 ml Permeabilisierungspuffer
zugegeben, die Zellen pelletiert, in 2 ml Permeabilisierungspuffer resuspendiert und

abermals pelletiert.

Tabelle 4: Markierungen fiir durchflusszytometrische Analysen

Hersteller Menge fiir
Markierung Lokalisation
Bestellnummer 1*10° Zellen
Panel A
Zombie Green Biol.egend, 423112
CD3 - Brilliant Violet 711 BioLegend, 101320 extrazelluldr 0,25 ug
B220 - Brilliant Violet 421 BioLegend 103239 extrazellulir 0,25 ug
CDl1l1c - PE BioLegend 117307 extrazellulir 0,25 ug
Ly-6C - APC BioLegend 128015 extrazellular 0,125 ug
CD068 - Brilliant Violet 605 BioLegend 137021 intrazellular 0,25 ug
CD45 - APC/Fire 750 BioLegend 147713 extrazellulir 0,25 ug
Panel B
eFluor506 eBioScience 65-0866-14
CD4 - Brilliant Violet 750 BioLegend 100457 extrazellular 0,25 ug
CD8a - Alexa Flour 488 BioLegend 100726 extrazelluldr 0,5 ng
FOXP3 - Brilliant Violet 421 | BioLegend 126419 intrazellular 1pg
CD95 (Fas) - PE BioLegend 152607 extrazellulir 0,125 pg
Granzyme B - APC/Fire 750 | BioLegend 372209 intrazelluldr 0,5 ng
T-bet - PE/Dazzle 594 BioLegend 644827 intrazellular 2ug
GATA3 - APC BioLegend 653805 intrazelluldr 0,5 ng
RORyt - PerCP-Cy 5.5 BD Biosciences 562683 | intrazellulir 2 ug

Zum Blockieren von unspezifischen Bindungen wurden die Proben in 60 ul
Blockierlésung resuspendiert und 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert. Die Antikérper fir intrazellulire Firbungen eines Panels wurden
entsprechend  Tabelle 4 mit Permeabilisierungspuffer —auf die 2,5fache
Arbeitskonzentration verdinnt. Dann wurden jeder Probe 40 pl Antikorperlosung
zugegeben, gemischt und 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurden 2 ml
Permeabilisierungspuffer zugegeben und die Zellen wurden pelletiert und in 2 ml FACS-
Puffer resuspendiert. AbschlieBend wurden die Zellen fir die Messung am

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

Die durchflusszytometrischen Messungen wurden am BD FACSAria Ilu
(BD Biosciences, San Jose, USA) in der Core Facility fiir Zellsortierung und —analyse
der Universtititsmedizin durchgefihrt. 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 Einzelfirbungen aller Antikérper an
Proben aus Riickenmark und Vorderhirn von EAE-Miusen sowie Zellen aus Milzen
und Lymphknoten die optimalen Firbekonzentrationen ermittelt sowie vorldufige

Kompensationsmatrizen erstellt.

3.4.6 Auswertung durchflusszytometrischer Daten

Die Auswertung der durchflusszytometrischen Messergebnisse wurde mit Flow]o
(Version 10.6.2, Becton Dickinson, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten) angefertigt.
Zunichst wurde die vorliufige Kompensationsmatrix manuell geprift und optimiert.
Dafiir 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). Dafur wurden im Vorwirts- und Seitwirtsstreulicht (forward scatter, FSC; side
scatter, SSC) die zu analysierenden Zellen nach ihrer Zellgrofle und —granularitit
ausgewahlt. Die Messwerte fiir FSC werden als Fliche unter der Signalkurve (area,
FSC-A), als hoéchster Punkt der Signalkurve (height, FSC-H) und als Breite der
Signalkurve (width, FSC-W) aufgenommen. Ebenso wird fiir SSC verfahren.

Zur Abgrenzung der relevanten Zellpopulation wurde zunichst anhand von FSC-A und
SSC-A fir die Firbungen im Leukozytenpanel A ein relativ groler Bereich gewihlt, der
alle Leukozytenpopulationen umfasst (Abbildung 8 A). Fur die Firbungen des T-Zell-
Panels B wurde der Bereich auf die GroBe und Granularitit von Lymphozyten
beschrinkt (Abbildung 8 B). Zum Ausschluss von Dubletten wurden anschlieBend
Messereignisse mit hohen Werten fur FSC-H, FSC-W, SSC-H wund 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 fiir alle folgenden Analysen.
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Abbildung 8: Definition von lebenden Einzelzellen fiir die durchflusszytometrische Auswertung
Die Definition von lebenden FEinzelzellen war Grundlage fur alle weiteren Quantifizierungen der
durchflusszytometrischen Messergebnissen. A Die Grofe und Granularitit von relevanten Zellen wurde
im FSC-A und SSC-A (Vorwirts- und Seitwirtsstreulicht) festgelegt. B, C Zum Dublettenausschluss
wurden hohe Werte fiir 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 fiir die Quantifizierung (Gating) wurde fir die
Proben aus Rickenmark und Vorderhirn separat vorgenommen. Innerhalb dieser
Gruppen wurden die gleichen Parameter auf alle Proben angewandt. Da aber die
Farbeintensitit durch die Firbung 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 notig: bei
Rickenmarkproben bei drei eFluor506-Firbungen (zwei EAE-Proben, eine CupEAE-
Probe) und zwei CD4- Firbungen (eine EAE-Probe, eine CupEAE-Probe) und bei
Vorderhirnproben bei vier Zombie Green- Firbungen (drei Kontrollproben und eine

CupEAE-Probe) und zwei CD4- Farbungen (eine EAE-Probe, eine CupEAE-Probe).
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Die Firbeergebnisse fur CD95, CD11c, T-bet, GATA3, RORyT und FOXP3 fihrten
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 Antikérpern in histologischen Schnittpriparaten. Hier wurde die indirekte
Avidin-Biotin-Methode = angewandt. Das Antigen wird dabei von einem
Primirantikérper spezifisch gebunden. Dann wird der Primarantikérper durch einen
Biotin-gekoppelten Sekundirantikérper markiert. AnschlieBend wird ein Avidin-Biotin-
Peroxidase-Konjugat zugegeben, das aufgrund der hohen Affinitit zwischen Biotin und
Avidin an die Antikérper-Komplexe bindet. Die Peroxidase katalysiert bei Zugabe des
Substrates  3,3'-Diaminobenzidin  (DAB) dessen Oxidation zu einem unléslichen
farbigen Niederschlag. Alternativ wurden fir Fluoreszenzmarkierungen Fluorophor-
konjugierte Sekundirantikérper verwendet. Bei Verwendung von Primirantikérpern 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 Perfusionslésung
perfundiert. AnschlieBend wurde eine Schlauchpumpe (IPC-4, IsmaTec, Wertheim,
Deutschland) angeschlossen und mit einer Flussrate von etwa 22 ml/min weitere
7 Minuten mit Perfusionslésung perfundiert. Postnatale Mause (postnataler Tag (P) 5)
wurden manuell mit 5 ml PBS und dann 10 ml Perfusionslésung ohne anschlieBende

Perfusion via Schlauchpumpe perfundiert.

Der Kopf wurde mit einer Schere auf Hohe des ersten Halswirbels von der Wirbelsiule
getrennt, die Haut Gber dem Schidel wurde aufgeschnitten und die Kalotte vom
Hinterhauptsloch ausgehen sagittal mit einer kleinen Schere er6ffnet um die
Gehirnoberfliche freizulegen. Der gesamte Kopf wurde dann in Perfusionslésung tber

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

Fell und Muskeln des Riickens wurden von der Wirbelsiule entfernt, die Rippen wurden
wirbelnah abgeschnitten und die Wirbelsdule wurde oberhalb des Beckens abgesetzt.
Die Wirbelsaule wurde moglichst sorgfiltig von Weichgewebe freipripariert, in drei

Abschnitte geteilt und in Gewebekassetten tberfithrt. Die Gewebekassetten wurden fiir
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0-12 Stunden unter laufendem Leitungswasser gespilt und dann zwei Tage bei 37° C in

Entkalzifizierungslosung inkubiert. Nach einem Tag wurde die Losung gewechselt.

3.5.2 Kryoeinbettung und -schnitte
Die Gehirne von TH-GFP-Reportermausen und Wildtyptieren zur TH-Markierung

wurden kryokonserviert und gefroren geschnitten.

Das fixierte Gehirn wurde tiber Nacht bei 4° C in Kryoprotektionslésung 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 pum

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

3.5.3 Immunfluoreszenzmarkierung von Tyrosinhydroxylase

Die 30 um dicken sagittalen Schnitte wurden frei flottierend in 24-Well-Platten gefarbt.
Alle Inkubationen wurden unter langsamem Schwenken auf einem Schiittler ausgefiihrt.
Zum Wechsel der Arbeitslosung wurde der Schnitt mit einem feinen Pinsel in ein Well

mit frischer Losung tiberfiihrt.

Zunichst wurden die Schnitte drei Mal fir 10 Minuten in je 1 ml PBS gewaschen. Dann
wurden die Schnitte fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in 500 ul Blockierlésung
inkubiert. Der Primarantikérper wurde in Farbelosung entsprechend Tabelle 2 verdinnt
und die Schnitte wurden tiber Nacht bei 4° C in 300 ul Lésung inkubiert. Dann wurden
die Schnitte drei Mal fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur in 1 ml PBS gewaschen und
dann mit in Firbel6sung verdinntem Sekundidrantikérper (Tabelle 3) in 300 ul bei 4° C
im Dunkeln tber Nacht inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte drei Mal fur
10 Minuten bei Raumtemperatur in 1 ml PBS gewaschen und mit 300 ul DAPI-
Arbeitslosung 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden die Schnitte
drei Mal fir 10 Minuten in 1 ml PBS gewaschen und in destilliertem Wasser auf
Superfrost Plus Objekttriger aufgezogen. Die Objekttriger wurden auf einer
Wirmeplatte bei 37° C trocknen gelassen und wurden dann mit Vectashield Hardset

eingedeckt.

Schnitte von TH-GFP-Reportermiusen wurden nicht mit AntikOrpern markiert,
sondern wie oben beschrieben mit DAPI-Arbeitslosung inkubiert, auf Objekttriger

aufgezogen und eingedeckt.
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3.5.4 Paraffineinbettung und -schnitte
Zur immunhistochemischen Firbung von CD3 und fir histologische Firbungen

wurden Rickenmark und Gehirn in Paraffin eingebettet.

Das fixierte Gewebe wurde in Gewebekassetten tberfihrt. Die Gewebekassetten
wurden fiir 6-12 Stunden unter laufendem Leitungswasser gespiilt und dann tber Nacht
bei 4° C in 50% Ethanol inkubiert. AnschlieBend erfolgte die manuelle Dehydrierung
nach Tabelle 5 und das Einbetten in Paraffinblocke. Abgesehen von der Inkubation in

Paraffin erfolgte die Dehydrierung bei Raumtemperatur und unter leichtem Schiitteln.

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 um dicke frontale Schnitte der murinen Hirne
auf Hohe des rostralen Hippocampus bzw. Querschnitte des Riickenmarks in der
Wirbelsdule angefertigt. Die Schnitte wurden im Wasserbad bei 42-45° C gestreckt, je
zwei Schnitte wurden auf einen Superfrost Plus Objekttriger aufgezogen und bei 37° C

in einem Wirmeschrank iber Nacht getrocknet.

3.5.5 Immunhistochemische Markierung von CD3
Alle Firbungen, die direkt miteinander verglichen wurden, wurden gleichzeitig in einem

Arbeitsgang hergestellt.

Die Objekttriger 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 Objekttriger in
Trishydroxymethylaminomethan (TRIS)- Ethylendiamintetraessigsiure (EDTA)-Puffer
in einer Mikrowelle 10 Minuten gekocht und dann in einem Wasserbad auf

Raumtemperatur abgekiihlt.

Fir alle folgenden Inkubationen wurden je 100 pl des jeweiligen Reagenz mit einer
Pipette auf die liegenden Objekttriger aufgetropft und in einer feuchten Kammer
inkubiert. Zwischen diesen Schritten wurden die Objekttriager je drei Mal fur finf

Minuten unter leichtem Schiitteln in Kivetten mit PBS gewaschen.

Unspezifische Bindungen wurden durch Inkubation der Schnitte mit Blockierl6sung fiir
eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert. Es wurde ohne Waschen mit der Inkubation
des in Blockietlosung verdinnten Primarantikrpers (Tabelle 2) bei 4° C tGber Nacht

fortgefahren.

Die Schnitte wurden eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem in Blockierldsung
verdinnten Sekundirantikorper (Tabelle 3) inkubiert. Zum Reduzieren intrinsischer
Peroxidaseaktivitit wurden die Schnitte 30 Minuten in 0,35% Wasserstoffperoxid in
PBS in Glaskivetten im Dunkeln inkubiert. Der Avidin-Biotin-Enzymkomplex wurde
mindestens 30 Minuten vor Verwendung angesetzt. Die Schnitte wurden dann damit
1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Fir die Chromogenreaktion wurden die
Schnitte 10 Minuten mit DAB-Firbelosung inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte

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

entwissert und mit Depex eingedeckt.

Tabelle 7: Dehydrierung von gefirbten 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 Farbungen

Zur Darstellung der Myelinisierung des Riickenmarks wurde eine Luxol Fast Blue
(LFB)-Farbung mit Perjodsdure-Schiff-Reaktion (PAS) kombiniert. Bei der LFB-
Fiarbung handelt es sich um eine Differenzierungsfirbung, in der Myelin zunichst
Uberfarbt wird und dann durch wiederholte Differenzierung bis zur gewiinschten
Farbeintensitit entfirbt wird. Zur Gegenfirbung nach immunhistochemischer Farbung

wurde auflerdem eine Himalaun-Fosin (HE)-Farbung angewandt.

LEFB-PAS-Firbung

Die histologischen Schnitte wurden in einer absteigenden Alkoholreihe entsprechend
Tabelle 6 in 96% Alkohol iberfithrt. Dann wurden die Schnitte in LFB-Firbelosung bei
56° C iber Nacht inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte durch kurzes Eintauchen
in 96% Ethanol und destilliertes Wasser gespult. Die Schnitte waren nun mit LFB
Uberfirbt. Zum Differenzieren wurden die Schnitte fur 10 Sekunden in frisch
anzusetzende Lithiumcarbonat-Losung 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 gewiinschte Firbeintensitit aufwiesen. Zur
Feinjustierung wurde bei Annihern an die gewtinschte Intensitit Lithiumcarbonatlésung

mit halber Konzentration verwendet. Geringe Abweichungen der Schnittdicke fihrten
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dazu, dass alle Schnitte einzeln mikroskopisch kontrolliert und gegebenenfalls
unterschiedlich oft und lange differenziert werden mussten, um ein einheitliches

Farbeergebnis zu erreichen.

Die Schnitte wurden dann 2 Minuten in Periodsiure-Losung inkubiert, durch
Eintauchen in destilliertes Wasser gespiilt und dann in Schiff’schem Reagenz inkubiert.
Die Reaktionszeit betrug je nach Alter der Firbel6sung 45 Sekunden bis 10 Minuten
und wurde im Voraus anhand von Testschnitten festgelegt. AnschlieBend wurden die
Schnitte 5 Minuten unter laufendem Leitungswasser gewaschen, kurz in destilliertes
Wasser getaucht und dann in Mayer’s Himalaun-Lésung gegengefarbt. Hier variiert die
Farbezeit je nach Alter der Losung zwischen 5 und 20 Sekunden. Die Schnitte wurden
fir 3 Sekunden in HCIl-Alkohol eingetaucht und dann 5 Minuten unter laufendem
Leitungswasser gebldut. Danach wurden sie in einer aufsteigenden Alkoholreihe

entsprechend Tabelle 7 entwissert und mit Depex eingedeckt.

HE-Firbung

Zur Gegenfirbung von Riickenmarkschnitten nach immunhistochemischer Markierung
von CD3 wurde eine HE-Firbung mit geringer Firbeintensitit durchgefithrt. Im
Anschluss an die Chromogenreaktion wurden die Schnitte fiir 30 Sekunden in Mayers
Himalaunlésung gegengefirbt, etwa 3 Sekunden in HCI-Alkohol entfirbt und
15 Minuten unter laufendem Leitungswasser gebliut. Dann wurden die Schnitte
3 Sekunden in Eosin-Loésung gefirbt, kurz in destilliertem Wasser gespiilt und dann in
70% Ethanol unter leichtem Schiitteln differenziert bis die gewtlinschte Firbeintensitit
erreicht war. AnschlieBend wurden sie in einer aufsteigenden Alkoholreihe entsprechend

Tabelle 7 entwissert 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 Vergroflerung angefertigt. Die
Aufnahmen des Rickenmarks 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-Firbung des Rickenmarks wurde zundchst mit Hilfe der
Software Fiji (160, Version 1.52d) manuell der Umriss des Riickenmarks markiert, um

die Gesamtfliche zu bestimmen, dann wurden manuell alle demyelinisierten Bereiche
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mit massiven Zellinfiltraten markiert, deren Flichen addiert und ins Verhiltnis zur
Gesamtfliche gesetzt. Von jedem Tier lagen drei Schnitte des Riickenmarks 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, LLLLC, San Diego, Vereinigte Staaten) durchgefiihrt.

Alle Gruppen wurden mit dem ROUT-Test (Falscherkennungsrate Q=1%) auf
Ausreiller geprift. Alle Ausreiler wurden aus der folgenden Analyse ausgeschlossen.
Alle Gruppen wurden mit dem Shapiro-Wilk-Test (Signifikanzniveau «=0,05) auf
Normalverteilung gepriift. 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 folgendermallen 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 Geriten der Core Facility Zellsortierung und Zellanalyse
der Universititsmedizin Rostock unter Leitung von Frau Prof. Dr. Miller-Hilke unter

Betreuung von Wendy Bergmann und Michael Miiller.

Die  Aufarbeitung von  Proben  fiir die  Massenspektrometrie — mittels
Zentrifugenfiltersystem, die  Messung am  Massenspektrometer und  die
Proteinidentifizierung und —quantifizierung wurden von Dr. Stefan Mikkat von der Core

Facility fiir Proteomanalyse der Universititsmedizin Rostock durchgefiihrt.

Die Entnahme von Cerebellum der Ratte fiir massenspektrometrische Analysen wurde
von Prof. Dr. Oliver Schmitt (Institut fir Anatomie, Universititsmedizin Rostock)
durchgefiihrt. Die Aufreinigung von Membranproteinen aus Rattenproben sowie eines
Teils der Mausproben und die zweidimensionalen Gelelektrophoresen wurden von

Antje Schimann (Institut fir Anatomie, Universititsmedizin Rostock) angefertigt.
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Fir immunhistochemische und histologische Firbungen wurden Schnitte von
Kontrolltieren, Cup-Tieren, EAE-Tieren und CupEAE-Tieren aus dem Institut fiir

Neuroanatomie der RWTH Aachen verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Nachweis von Proteinen des Myelinproteoms
Koénnen  Myelinproteine  insbesondere in  kleinen  Probenvolumina
massenspektrometrisch quantifiziert werden, um Proteinprofile von Myelin zu

untersuchen?

Fir eine massenspektrometrische Analyse miissen 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 gewihlt
um eine grofle Bandbreite von Proteinen analysieren zu kénnen. Die Spezifizierung von
Myelinproteinen erfolgte wihrend 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 iiber
einen breiten GroBlen- sowie pl-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

GroBe vieler Proteinspots.

Zur Untersuchung von demyelinisierenden Prozessen im murinen Gehirn wird oft das
Corpus callosum als ein massiver und isolierbarer Bereich weiller Substanz verwendet.
Bei sorgfiltiger Priparation ohne Kontamination mit kortikalem Gewebe lisst sich aus
dem Gehirn einer adulten Maus weniger als 10 mg Corpus callosum isolieren, deshalb
wurde fiir 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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A Gewebeschnitt, Gesamtprotein B Gewebeschnitt, Membranprotein
225 kDa 225 kDa
150 kDa 150 kDa
102 kDa 102 kDa
75 kDa 75 kDa
52 kDa 52 kDa
38 kDa 38 kDa
31 kDa 31 kDa
24 kDa 24 kDa
17 kDa 17 kDa
12 kDa 12 kDa
pH3 5 55 6 68 8 9 11 pH3 5 55 6 68 8 9 11
C .
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Abbildung 9: Zweidimensionale Gelelektrophorese von Corpus callosum und Gewebeschnitten

A Die Gesamtproteinfraktion eines 350 um 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 Miusen wurde in einer zweidimensionalen
Gelelektrophorese aufgetrennt.

Zum massenspektrometrischen Nachweis von Myelinproteinen aus einer grof3en
Probenmenge wurde die Membranproteinfraktion aus dem Cerebellum adulter Ratten
angereichert und die enthaltenen Proteine mittels Flissigkeitschromatographie-
gekoppelter Massenspektrometrie identifiziert und quantifiziert. 1378 Proteine wurden
eindeutig identifiziert, davon gehéren 240 zu dem von Jahn et al. [150] publizierten
Myelin-Proteom (Abbildung 10 A). Unter anderem konnten die gingigen 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 Miuse angereichert und massenspektrometrisch identifiziert. A Die
identifizierten Proteine wurden mit dem Myelin-Proteom nach Jahn et al. abgeglichen. B Gingige 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 Miuse durchgefithrt. Nach Membranproteinanreicherung konnten
1161 Proteine identifiziert werden, von denen 226 dem Myelin-Proteom nach Jahn et al.
angehoren. Diese Myelin-assoziierten Proteine waren tiberwiegend ubiquitir 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 2zu bewerten, wurden die
Gewebeschnitte aus der gleichen Region der linken und rechten Hemisphire von sieben
Tieren aufgearbeitet. Nach der Aufreinigung von Membranproteinen wurde die
Proteinkonzentration der Proben bestimmt. Sie lag zwischen 0,04 + 0,01 pg/pl und
0,09 £ 0,01 pg/ul (Abbildung 11 A). Nach der massenspektrometrischen Bestimmung
der normalisierten Proteinabundanz wurde der Variationskoeffizient als dimensionsloses

Maf3 der Streuung um den Mittelwert fir jedes Protein bestimmt. Der



Ergebnisse 52

Variationskoeffizient betrug 23,1 £ 12,4%. Das 75%-Perzentil lag bei 26,2% (Abbildung
11 B).
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Variationskoeffizient der Proteinabundanz

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 Hemisphire
mit dem gleichen Abstand zur Fissura longitudinalis cerebri verwendet. B Fiir alle identifizierten Proteine
wurde die normalisierte Proteinabundanz in den Proben aus einzelnen Gewebeschnitten bestimmt. Die
Variationskoeffizienten der normalisierten Proteinabundanz wurden fiir jedes Protein bestimmt und als

Hiufigkeitsverteilung dargestellt.
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4.2 Gewebekulturen als Modell fur Neurone und

Oligodendrozyten
Sind Gewebekulturen ein geeignetes Modellsystem zur Analyse von

Myelinproteinen wihrend der De- und Remyelinisierung?

Organotypische Schnittkulturen sind eine Methode zur Kultur von Gewebe in seiner
physiologischen riumlichen Anordnung. In dieser Arbeit wurde eine neue Methode
zum Anlegen von Schnittkulturen des murinen Gehirns etabliert. Insbesondere
groBflichige 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 ermoglichte das sagittale Schneiden von kompletten postnatalen murinen
Gehirnen ohne dass die Schnitte an der Klinge festklebten und auseinandergerissen
wurden (Abbildung 12 B). Die Schnitte lieBen sich unter mikroskopischer Kontrolle
ohne Beschiadigung des Gewebes voneinander trennen und die Agarosetiberstande ohne
Anhaften am Gehirn entfernen (Abbildung 12 C). Wihrend der Kultur auf
semipermeablen Membranen verinderte 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 tribem, 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 zunichst eintribten und in denen dann das
Gewebe unterging. Diese Bereiche lagen stets mittig im Schnitt, vorwiegend im
Thalamus, Hirnstamm oder der hippokampalen Formation (in geringer Ausprigung in

Abbildung 12 G-I).

Nach einer Kulturdauer von 43 Tagen wurden Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2
(MAP2)-positive Neurone und gliales fibrillires saures Protein (GFAP)-positive
Astrozyten immunhistochemisch markiert. Im Kortex war eine grofle 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

sternférmiger Morphologie lieBen sich in verschiedenen Bereichen der Schnitte
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nachweisen (Abbildung 12 L), insbesondere die Oberfliche 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
cingebettet. B Der Agaroseblock wurde in sagittaler Austichtung mit einem Tissue Chopper in 300 pm
dicke Scheiben geschnitten. C Die Gewebeschnitte wurden voneinander getrennt und in Kultur
genommen. D-I Wihrend der Kultur verdnderte sich die makroskopische Erscheinung der
Gewebeschnitte von weilllich triib zu griulich 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, CAl: Cornu ammonis Region 1, Sg: Stratum granulosum, Sm: Stratum moleculare,
SI: Stratum lacunosum, St: 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 grof3en

Uberblick iiber 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



Ergebnisse 55

Zellen im Bereich des Mittelhirns bildeten 2zwei nahe beieinanderliegende
Zellpopulationen. Diese Anordnung entsprach der von TH-positiven Zellen im

Mittelhirn adulter Mause (Abbildung 13 B).

ex vivo in vivo

SN, DIV 43

SN, DIV7

OB, DIV 43

100 um 50 um

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-tigiger 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-Reportermiusen E, F TH-
positive Zellen im Bulbus olfactorius (OB) nach 43 Tagen Kulturdauer und im OB einer 94 Tage alten
Maus.

Es wurden auflerdem Gewebekulturen von Miusen angelegt, die GFP unter dem TH-
Promotor exprimieren, um TH-positive Neurone wihrend und nach der Kultur ohne
immunhistochemische Markierung untersuchen zu konnen. GFP-positive Zellen im
Bereich der SN besallen nach einwdchiger Kultur eine neuronale Morphologie mit

groBBen Perikarya und mehreren Fortsitzen (Abbildung 13 C). In Gefrierschnitten von



Ergebnisse 56

postnatalen Mausen (P5) hatten GFP-positive Zellen der SN dieselbe Morphologie
(Abbildung 13 D). Eine groBe 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 Fortsitze. Iz vivo hingegen lagen TH-positive Zellen im OB

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

4.2.2 Frontale organotypische Gewebekulturen

Frontale Gewebekulturen eignen sich besonders fiir Analysen von Kortex, Corpus
callosum und abhingig 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 Grof3e ist die Versorgung des

Gewebes mit Nihrstoffen stabiler und es kommt seltener zu Gewebeuntergingen.

Frontale Gewebekulturen wurden ebenso wie sagittale Kulturen mit Hilfe von
Agaroseeinbettung angelegt und fir 13 Tage kultiviert. Der makroskopische Eindruck
verinderte sich ebenso wie bei sagittalen Kulturen von milchig-tribem Aussehen in den
ersten Kulturtagen zu griaulicher 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 vesikulirer Glutamat-Transporter 1
(VGLUT1), ein Protein in der Membran prisynaptischer Vesikel, in Kombination mit
dem neuronalen Protein MAP2 immunhistochemisch markiert. In neuronenreichen
Bereichen, insbesondere angeordnet entlang MAP2-positiver Fasern, war eine grof3e
Dichte VGLUT1-positiver Vesikel vorhanden (Abbildung 14 E). Zur Beurteilung des
Myelinisierungszustandes wurde das in der Myelinisierung frith exprimierte Myelin-
Markerprotein PLP immunhistochemisch markiert. Im Kortex waren fokal begrenzte
Areale mit PLP-positiven, tUberwiegend parallel ausgerichteten TFasern vorhanden
(Abbildung 14 F). Auch in Bereichen weiller Substanz wie dem Corpus callosum oder
den Fimbrien des Hippocampus lieBen sich uberwiegend schwach markierte PLP-
positive Fasern nachweisen. Fiir 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 gleichmiBig im Gewebe

verteilt.
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Abbildung 14: Frontale organotypische Gewebekulturen
A-C Makroskopisches Erscheinungsbild frontaler —organotypischer Gewebekulturen —wihrend
zweiwOchiger Kultur D Neuronale Fasern im Kortex frontaler Gewebekulturen wurden nach 13 Tagen
Kulturdauer durch Immunfluoreszenzmarkierung von MAP2 dargestellt. E Synapsenihnliche 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 sternférmiger Morphologie vor
(Abbildung 14 G), im Hippocampus hingegen bildeten sie den Gyrus dentatus senkrecht
durchlaufende parallel ausgerichtete Fortsitze (Abbildung 14 H). Zur Darstellung von
Mikroglia wurde eine immunhistochemische Markierung von ionisiertem Kalzium-
bindendem Adaptermolekiil 1 (ionised calcium-binding adapter molecule 1, IBA1) an
Gewebekulturen durchgefiihrt. IBA1-positive Zellen mit amoboider Zellform waren vor
allem auf der Schnittoberfliche vorhanden, wihrend im Inneren des Schnittes IBA1-

positive Zellen mit verzweigten Fortsitzen iberwogen (Abbildung 14 I).

4.2.3 Sagittal-frontale organotypische Kokulturen

Um das Auswachsen von neuronalen Fortsitzen wihrend der Kultur in
Gewebeschnitten zu untersuchen, wurde ein Ko-Kultursystem aus sagittal und frontal
geschnittenem Gewebe verwendet. Sagittale Schnitte wurden aus TH-GFP-
Reportermiusen angefertigt und der Hirnstamm wurde direkt kaudal zur SN abgesetzt.
Aus frontalen Schnitten von Wildtyp-Miusen wurde ein quadratisches Stiick Gewebe
aus dem CPu herausgeschnitten und direkt angrenzend an die Schnittkante an den
sagittalen Schnitt angelegt und 11 Tage lang kultiviert. AnschlieBend wurde das

Vorhandensein von GFP-positiven Fasern im Wildtypgewebe untersucht.

Makroskopisch lieB sich nach der Kultur kein Ubergang mehr zwischen den
kokultivierten Geweben erkennen (Abbildung 15 A und B). Die mikroskopische
Auswertung ergab, dass im CPu-Gewebe in direkter Nihe zum Ubergang 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 Fortsitzen wurden Kokulturen aus
einem sagittalen Gewebeschnitt einer TH-GEFP-Reportermaus und von CPu-Gewebe einer Wildtypmaus
angelegt. Der Hirnstamm wurde posterior der SN entfernt (gestrichelte Linie) und ein zugeschnittenes
Gewebestick 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) iberquert. 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 matkiert. F TH-positive Fortsitze wuchsen auf der semipermeablen Membran aus dem
Gewebeschnitt heraus (gestrichelte Linie).
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4.2.4 Demyelinisierung in cerebellaren Gewebekulturen

Fir die Untersuchung des Myelinisierungszustandes wurden die oben beschriebenen
Protokolle fir das Anlegen von Gewebekulturen angepasst. FEine 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 Mausen an P5 noch wenig ausgeprigt. In
organotypischen Schnittkulturen von Mausen an P5 bildet sich zwar nach einiger Zeit in
Kultur Myelin (Abbildung 14 F), die Verteilung tiber den Schnitt ist aber heterogen und
damit fir Analysen nicht optimal. Deshalb wurden fir die folgenden organotypischen
Schnittkulturen postnatale Miuse 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 grof3e, kriftig gefirbte Zellkorper mit stark verzweigtem Dendritenbaum im Stratum
molekulare und einzeln liegenden, annidhernd parallel ausgerichteten Axonen im Stratum
granulosum sowie der weillen 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 weilen Substanz des Cerebellums. In LPC-behandelten Schnittkulturen zeigten
MBP-positive Fasern neben dieser Morphologie Unterbrechungen der MBP-Markierung
sowie Verdickungen der MBP-positiven Fasern. Aullerdem waren Zellkorper mit

Kernaussparung ohne erkennbare Fortsitze MBP-positiv markiert (Abbildung 16 A).

Die Myelinisierung als Verhiltnis aller Purkinje-Zell-Axone zu myelinisierten Fasern
wurden an DIV 8 und DIV 11 quantifiziert. An DIV 8 lag das Myelinisierungsverhiltnis
von unbehandelten Gewebekulturen bei 86,6% =+ 5,9%. LPC-behandelte Kulturen
hatten ein Myelinisierungsverhiltnis von 69,0% * 8,5%. An DIV 11 war das
Myelinisierungsverhiltnis von unbehandelten Gewebekulturen 78,7% £ 10,5% und von

LPC-behandelten Kulturen 59,3% =+ 5,0% (Abbildung 16 B).
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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
Mpyelinisierungsstatus wurde als Verhiltnis von Purkinje-Zell-Axonen zu myelinisierten Fasern bestimmt.
Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung.
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4.3 Immunzellinfiltrate in demyelinisierenden Mausmodellen
Verindert 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 Riickenmark 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 gefirbt
und durchflusszytometrisch ausgewertet. Im CupEAE-Modell ist dies die erste

durchflusszytometrische Analyse der rekrutierten CD45-positiven Immunzellen.

43.1 Leukozyten

Die Gesamtzellzahl in Riickenmark-Zellsuspensionen vor der Anreicherung von CD45-
positiven Zellen war in allen Gruppen vergleichbar (Abbildung 17 A, Ktrl: 3,5%10" +
0,9%107, Cup: 3,4%10" £ 1,1¥10", EAE: 3,3*10" £ 0,5%10", CupEAE: 3,6¥10" + 0,6¥10").
Nach der CD45-abhingigen Anreicherung war die Gesamtzellzahl in EAE- und
CupEAE-Proben gegentiber den anderen Gruppen erhoht (Abbildung 17 B, Kttl:
1,7%10° £ 1,4%10°, Cup: 1,0¥10° + 0,1*¥10°, EAE: 8,7%10° + 4,1*10°, CupEAE: 2,1¥10° +
1,1¥10%. Aufgrund der sehr niedrigen Zellzahl konnten mit Riickenmark-Proben aus
Cup-Tieren keine weiterflihrenden  Firbungen — durchgefithrt werden. Die
durchflusszytometrische Analyse der CID45-Markierung ergab, dass in EAE- und
CupEAE-Proben aus dem Ruckenmark im Vergleich zu Kontrollproben deutlich
groBBere CD45-positive Zellpopulationen vorhanden waren (Abbildung 17 C). Der
Anteil CD45-positiver Zellen an allen lebenden Finzelzellen war im Rickenmark von
EAE- und CupEAE-Tieren signifikant grof3er 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 Riickenmark von EAE- und CupEAE-Tieren

Nach unterschiedlicher demyelinisierender Behandlung wurde das Riickenmark von Mdusen dissoziiert,
durch CD45-basierte magnetische Zellseparation (MACS) aufbereitet und durchflusszytometrisch auf die
Expression von CD45 analysiert. A, B Die Gesamtzellzahl nach Dissoziation des Riickenmarks wurde
vor und nach MACS mittels Himozytometer ermittelt. C Die reprisentativen Histogramme zeigen die
CD45-Firbung 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 gegentiber der Kontrollgruppe als schwarze Sterne und gegeniiber der Cup-Gruppe als
blaue Sterne dargestellt.

Die LEFB-Firbung von Paraffinschnitten des Ruckenmarks ergab bei Kontroll- und
Cup-Tieren eine gleichmifBige blaue Firbung des Myelins der weillen Substanz des
Rickenmarks. Beit EAE- und CupEAE-Tieren hingegen zeigten sich entfirbte Bereiche,
die durch starke perivaskulire, subpiale und parenchymale Zellinfiltrate charakterisiert

waren (Abbildung 18 A). Die Quantifizierung des Anteils der demyelinisierten,
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infiltrierten Fliche an der Gesamtfliche des Ruckenmarks 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.

B 20% —

15% =

10% =

5% =

Infiltrate/Gesamtflache

0%

T T T T
Kirl Cup EAE CupEAE

Abbildung 18: Infiltrierende Zellen und Demyelinisierung im Riickenmark

A Reprisentative Bilder einer LFB-PAS-Firbung des Ruckenmatks von Kontroll-, Cup-. EAE- und
CupEAE-Tieren B Demyelinisierte Flichen mit entziindlichen Infiltraten sind als Anteil an der
Gesamtfliche des Riickenmarkschnittes als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Statistische
Signifikanz gegeniiber der Cup-Gruppe ist mit blauen Sternen dargestellt.

In Proben des Vorderhirns war die Gesamtzellzahl vor magnetischer Zellseparation in
allen Gruppen ihnlich (Abbildung 19 A, Ktrl: 1,6¥10" + 0,6¥10, Cup: 1,6%¥10" + 1,5%10/,
EAE: 2,2¥10" £ 0,8%10’, CupEAE: 1,9%10" £ 1,3*¥10). 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 erhoht, erreichte aber nur fir EAE-Proben
statistische Signifikanz (Abbildung 19 B, Ktrl: 9,6¥10° £ 5,2%10°, Cup: 1,5%10° + 0,3*10°,
EAE: 2,0¢10° £ 0,4%10°, CapEAE: 1,8%10° + 0,6¥10°. Die durchflusszytometrische
Analyse der CD45-Markierung in Vorderhirn-Proben ergab in allen Gruppen zwei
voneinander abtrennbare Populationen CD45-positiver Zellen (Abbildung 19 C). Der
Anteill CD45-positiver Zellen an allen lebenden Finzelzellen war in EAE- und
CupEAE-Proben im Vergleich zu Kontroll- und Cup-Proben tendenziell leicht erhéht,
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 lieBen sich in Proben des
Vorderhirns im Gegensatz zu Rickenmarkproben (vgl. Abbildung 17C) in eine
Population mit starkem CD45-Signal (CD45") und niedrigerem CD45-Signal (CD45")
unterteilen. Die CD45"-Population war in EAE- und CupEAE-Proben deutlich gréBer
als in Cup-Proben und in Kontrollproben kaum vorhanden (Abbildung 19 E). Der
Anteil der CD45"-Population an allen CD45-positiven Zellen war dementsprechend in
Cup-Tieren signifikant héher als in Kontrolltieren und in EAE- und CupEAE-Tieren
wiederum signifikant grofer 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-abhingiger
magnetischer Zellseparation mittels Himozytometer ermittelt. C Die CDA45-Firbung 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-Expressionsstirke aller CD45-positiven Zellen in reprisentativen
Histogrammen F Der Anteil von CD45M-Zellen an allen CD45-positiven Zellen ist als Mittelwert mit
Standardabweichung dargestellt. In allen Abbildungen sind statistisch signifikante Unterschiede gegeniiber
der Kontrollgruppe als schwarze Sterne und gegeniiber der Cup-Gruppe als blaue Sterne dargestellt.
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4.3.2 T-Lymphozyten
Das Vorhandensein von T-Lymphozyten in Riickenmark und Vorderhirn wurde durch
Farbung der CD45-angereicherten Zellsuspensionen mit dem Pan-T-Zell-Marker CD3

untersucht.

Im Riickenmark 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 Riickenmarks war
dementsprechend in EAE- und CupBEAE-Proben signifikant grofler als in
Kontrollproben (Abbildung 20 B, Kttl: 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 héher als
in Kontrolltieren und in EAE- und CupEAE-Tieren signifikant grofler 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 Mengenverhiltnis von zytotoxischen T-Zellen und T-Helferzellen zu ermitteln,
wurden Firbungen von CD8 (Marker fur zytotoxische T-Zellen) und CD4 (Marker fir
T-Helferzellen) an CD45-angereicherten Zellsuspensionen aus Ruckenmark und

Vorderhirn durchgefiihrt.

In allen experimentellen Gruppen lieBen sich CD4- und CDS8-positive Zellen
quantifizieren (Abbildung 22 A). Das Verhiltnis 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-Verhiltnis bei 0,4 £ 0,2, es waten also
mehr CD8-positive Zellen als CD4-positive Zellen vorhanden. Im Riickenmark und
Vorderhirn von EAE- und CupEAE-Tieren hingegen war das CD4/CD8-Verhiltnis
groBer 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; Rickenmark: EAE: 6,8 £ 2,9,
CupEAE: 9,9 £ 58).
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Abbildung 20: CD3-positive Zellen im Riickenmark

A Reprisentative Darstellung der durchflusszytometrischen Analyse von CD45- und CD3-positiven
Zellen aus dem Rickenmark B CD3 wurde in Riickenmarkschnitten immunhistochemisch markiert.
C Der durchflusszytometrisch bestimmte Anteil CD3-positiver Zellen an allen CD45-positiven Zellen im
Ruickenmark ist als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede
gegentiber der Kontrollgruppe sind als schwarze Sterne markiert.
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Abbildung 21: CD3-positive Zellen im Vorderhirn

A Reprisentative Darstellung der durchflusszytometrischen Analyse von CD45- und CD3-positiven
Zellen aus dem Vorderhirn B CD3 wurde in Vorderhirnschnitten immunhistochemisch markiert. Das
mediale Cotpus 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 gegentiber der Kontrollgruppe sind als schwarze Sterne
und gegeniiber der Cup-Gruppe als blaue Sterne markiert.
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Abbildung 22: CD4/CD8-Verhiltnis in Riickenmark und Vorderhirn

A Die durchflusszytometrische Analyse von CD4 und CDS8 in allen CD45-positiven Zellen ist fir alle
verwendeten Modelle reprisentativ dargestellt. B Das CD4/CD8-Verhiltnis ist als Mittelwert mit
Standardabweichung fir Zellen aus Vorderhirn und Riickenmark dargestellt. Nur bei Cup-, EAE- und
CupEAE-Tieten waten die Zellzahlen austeichend zur Bestimmung des CD4/CD8-Verhiltnisses.
Statistisch signifikante Unterschiede gegeniiber 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 lieBen sich Granzym B-positive CD8-

positive Zellen in Vorderhirn und Rickenmark 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
héher als bei Cup-Tieren (Abbildung 23 B, Vorderhirn: Cup: 4,0% * 1,5%, EAE: 35,1%
*+ 21,5%, CupEAE: 29,6% * 10,4%; Rickenmark: EAE: 37,7% £ 27,4%, CupEAE:
28,2% £ 10,3%).
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Abbildung 23: Granzym B-Expression auf CD8-positiven Lymphozyten

A Die durchflusszytometrische Analyse von Granzym B und CD8 in allen CD45-positiven Zellen ist fur
die verwendeten Modelle reprisentativ dargestellt. B Der Anteil Granzym B-positiver Zellen an CD8-
positiven Zellen ist als Mittelwert mit Standardabweichung fiir Zellen aus Vorderhirn und Riickenmark
dargestellt. Nur bei Cup-, EAE- und CupEAE-Tieren waren die Zellzahlen ausreichend zur Berechnung
dieses Anteils. Statistisch signifikante Unterschiede gegeniiber 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 Rickenmark 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 Rickenmark 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 héher (Abbildung 24 C, Ktrl:
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2,9% =+ 1,4%, Cup: 3,7% £ 1,3%, EAE: 1,8% * 0,4%, CupEAE: 23% £ 0,9%). In

beiden Geweben unterschied sich der B220-Anteil nicht zwischen den experimentellen

Gruppen.
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Abbildung 24: B220-positive Zellen in Riickenmark und Vorderhirn
A Die durchflusszytometrische Analyse von CD45- und B220-positiven Zellen aus dem Riickenmark und
dem Vorderhirn ist am Beispiel von CupEAE-Tieren dargestellt. B, C Der Anteil B220-positiver Zellen

an allen CD45-positiven Zellen aus dem Riickenmark (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 Ruckenmark

durchflusszytometrisch ausgewertet.

Die Signalverteilung von CD68 und Ly6C in allen CD45-positiven Zellen resultierte in
finf voneinander trennbaren Zellpopulationen (Abbildung 25 A). Insbesondere in
EAE- und CupEAE-Proben lieen sich eine doppelnegative Fraktion, je eine fur einen

der beiden Marker positive Fraktion und zwei doppelpositive Fraktionen unterscheiden.
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Die doppelpositiven Fraktionen unterschieden sich anhand der Intensitit der CDG68-

Firbung in CD68"- und CD68"-exprimierende Zellen.

Die Ly6C-positive und CD68-negative Zellpopulation stellte den geringsten Anteil an
CD45-positiven Zellen dar. Im Riickenmark 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, Ruckenmark: 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 CDO068-positive Zellpopulation hatte in Kontrolltieren im
Rickenmark einen signifikant grofleren Anteil an allen CD45-positiven Zellen als in
EAE- und CupEAE-Tieren. Im Vorderhirn war dieser Anteil in Kontroll- und Cup-
Tieren signifikant groBer als in EAE- und CupEAE-Tieren (Abbildung 25 C,
Rickenmark: 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 mengenmillig eine #dhnliche
Verteilung in den experimentellen Gruppen. Thr Anteil an allen CD45-positiven Zellen
war in EAE- und CupEAE-Tieren signifikant groBer als in Kontroll- und Cup-Tieren.
Dabei ist der Anteil Ly6C-positiver und CD68"-Zellen hoher (Abbildung 25 D,
Rickenmark: 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% =+ 122%) als der von Ly6C-positiven CDG68°-Zellen (Abbildung 25 E,
Rickenmark: 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 Riickenmark und Vorderhirn

A Die durchflusszytometrische Analyse von Ly6C und CD68 in allen CD45-positiven Zellen ist fir die
verwendeten Modelle reprisentativ dargestellt. B-E Der Anteil der vier abgrenzbaren Populationen
Ly6C+*CDG68- (B) Ly6C-CD68* (C), Ly6C*CD68M (D) und Ly6C-CD68* (E) an allen CD45-positiven
Zellen ist als Mittelwert mit Standardabweichung fir Riickenmark und Vorderhirn dargestellt. In allen
Abbildungen sind statistisch signifikante Unterschiede gegeniiber der Kontrollgruppe als schwarze Sterne

und gegeniiber 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 beschiftigt sich mit der Frage, ob Myelinproteine
massenspektrometrisch insbesondere in kleinen Probenvolumina analysiert werden
konnen. 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 Sdugetieren
postnatal zundchst mit der Proliferation von Oligodendrozyten-Vorliuferzellen und
dann der progressiven Myelinisierung von kaudal nach rostral. Abhingig 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 Malle an P4
immunhistochemisch detektierbar, zunehmende clusterférmige Expressionsmuster sind
ab P7 zunehmend nachweisbar, aber erst ab P15 wird MBP annihernd flichendeckend

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
Maf3 um den Mittelwert (Abbildung 11). Dementsprechend lisst sich die Methode auch
auf kleine priparierte 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 fiir explorative Ansitze 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 Aussagestirke

von Einzelproteinmessungen tbertreffen kénnen.

Die Methode ist allerdings aufwindig und aufgrund der groflen Sensitivitit anfallig fur
Kontaminationen. Die rdumliche Zuordnung von Proteinen zu Zellkompartimenten
oder Gewebebestandteilen lisst 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
gewiahlt (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 aufwindig. 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 grofle Fortschritte gemacht. Inzwischen wurden tber 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 fir pharmakologische Interventionen oder Biomarker fiir
Myelinldsionen identifizieren zu kénnen [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 koénnen. So konnten durch
massenspektrometrische Analyse von humanem MS-Gewebe Kandidatenproteine
identifiziert werden, deren Manipulation im EAE-Modell zur Abschwichung des

Krankheitsverlaufes fihrten [169].

Es ldsst sich zusammenfassen, dass die angewandte Massenspektrometrie-basierte
Methode zur Myelinanalyse, auch von kleinen Probenmengen, geeignet ist. Die
Ergebnisse miissen aber durch weitere Methoden wie ultrastrukturelle Bildgebung oder
immunhistochemische Firbungen validiert beziehungsweise erginzt werden, um den

Zustand des Myelins addquat abzubilden. Um auf dieses Ergebnis aufzubauen, kénnen
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nun die  Myelinproteinprofile ~ von  Gewebeproben in  unterschiedlichen
Demyelinisierungszustinden erhoben werden. Dies lisst Rickschlisse 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 beschiftigt sich mit der Eignung von
Schnittkulturen als Modellsystem fiir Demyelinisierung. Es wurde gezeigt, dass in
Schnittkulturen Neurone, Astrozyten, Oligodendrozyten und Mikroglia itiber einen
lingeren 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, wihrend im
OB die Organisation in Glomeruli tiber eine lingere Kulturdauer verloren ging
(Abbildung 12, Abbildung 13). In cerebellaren Schnittkulturen lie sich mit LPC die
Demyelinisierung von Purkinje-Zell-Axonen induzieren und durch
immunhistochemische Firbung von neuronalen Fasern wund Myelinscheide

quantifizieren (Abbildung 16).

Organotypische Schnittkulturen sind ein Kultursystem, das den physiologischen
Zusammenhang verschiedener Zelltypen besser abbildet als dissoziierte Zellkulturen. Sie
sind zuginglich fir chemische oder mechanische Manipulationen, wie in dieser Arbeit
fir die Behandlung mit LPC. Anders als 7z vivo kénnen auch nicht Blut-Hirn-Schranken-
gingige 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 kénnen.

Obwohl die Situation in organotypischen Kulturen den Verhiltnissen zz vivo nahe ist,
gibt es entscheidende Unterschiede. Das Schneiden des Gewebes ist ein massiver
Gewebeschaden, der Axone auflerhalb der Schnittebene durchtrennt und die Bildung
einer Glianarbe induziert. Ubergeordnete anatomische Strukturen wie BlutgefiBe,
Hirnhdute oder Liquorriume sind nicht mehr in den Kulturen vorhanden. Die
Nihrstoffversorgung geschiecht nicht mehr Gber die Durchblutung, sondern durch
Diffusion aus dem Kulturmedium, das in seiner Zusammensetzung nicht den
physiologischen Medien (Blut, Interstitialflissigkeit, 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 Eintritben der Schnittkultur in den ersten
Tagen in Kultur ist eine makroskopisch erkennbare Reaktion auf diese stark verinderten
Bedingungen. Auflerdem werden Gewebekulturen aus dem Gewebe junger postnataler
Miuse hergestellt (haufig P5), da sich adultes Gewebe in der Regel nicht kultivieren
lisst. In diesem Alter ist das Gewebe in vielerlei Hinsicht noch nicht reif und mit
adultem Gewebe vergleichbar. Die Myelinisierung beginnt beispielsweise bei der Maus
abhingig von der Hirnregion erst etwa mit P7. Fur die in dieser Arbeit genutzten
cerebellaren Gewebekulturen wurden deshalb Miuse an P8-P10 verwendet. Auch bei
diesen Tieren ist die Myelinisierung noch nicht abgeschlossen, sie liuft aber wihrend der
Kultivierung weiter und fithrt zu einer gleichmiBigen Myelinisierung der Purkinje-Zell-
Axone nach etwa einer Woche in Kultur. Es ist unbekannt, wie genau dieses ex zzvo
gebildete Myelin dem physiologischen Myelin oder dem Myelin einer adulten Maus

entspricht.

In der Literatur sind diverse Varianten neuronaler organotypischer Schnittkulturen
beschrieben. Am gingigsten sind Kulturen von isolierten Gehirnregionen, vor allem des
Hippocampus, denn kleinere Gewebeschnitte zeigen in Kultur bessere Viabilitat als
groBere Schnitte und sind durch die Verwendung eines Tissue Choppers schneller und
in groflerer Zahl herzustellen als groBflichige Schnitte, fir die ein Vibratom benotigt
wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Methode etabliert, mit der grofle sagittale
oder frontale Gewebekulturen durch Agaroseeinbettung mit einem Tissue Chopper
angefertigt werden konnen [158]. Das auf diese Art kultivierte Gewebe zeigt auch nach
Wochen eine hohe Viabilitit und eine weitgehend physiologische Morphologie
neuronaler und glialer Zellen. Auch die Kokultivierung von sagittalen und frontalen
Schnitten mit Auswachsen von neuronalen Fortsitzen 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 fiir die Untersuchung der Demyelinisierung an sich ungeeignet.
Es eignet sich aber gut um einen dempyelinisierten Zustand in ansonsten intaktem

Gewebe zu generieren, um die Remyelinisierungskapazitit des Gewebes zu untersuchen.

Die Verwendung von cerebellaren Schnittkulturen mit LPC-Behandlung zur Induktion

von Demyelinisierung ist eine gingige Methode und wurde zur Untersuchung der
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Remyelinisierungskapazitit 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 Kulturzeitriumen (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 zeitverzogerte Demyelinisierung und nach etwa 14 Tagen eine weitgehende
Remyelinisierung beschrieben haben [52]. Das remyelinisierte Myelin weist allerdings
strukturelle Defizite auf, die an Strukturverinderungen von Myelin in remyelinisierten
MS-Lisionen erinnern [52]. Remyelinisierte Lasionen (‘shadow plaques’) wurden in allen
Stadien der MS nachgewiesen, der Anteil remyelinisierter Lisionen an allen Lisionen
eines Patienten ist aber hoch wvariabel [172]. Die Modulation der intrinsischen
Remyelinisierung ist von hohem Interesse in der Entwicklung neuer Therapieansitze
[173], dementsprechend sind LPC-behandelte cerebellare Schnittkulturen ein attraktives

Modellsystem fur entsprechende priklinische Studien.

Die Auswertung des Myelinstatus in Schnittkulturen erfolgt in der Regel iber
immunhistochemischen Nachweis von Myelinproteinen und ihre Kolokalisation mit
axonalen Markerproteinen. Vereinzelt wurden auflerdem die Menge von
Myelinproteinen im Western Blot quantifiziert [174], ultrastrukturelle Analysen der
Myelinscheiden durchgefihrt [54] oder die CNPase-Aktivitit 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 mdglich. Es ist also sinnvoll, die
massenspektrometrische Analyse des Myelinproteoms an kultivierten Gewebekulturen
zu standardisieren, um so eine detaillierte Analysemdglichkeit des Myelinstatus in
Schnittkulturen zu schaffen. Das Modellsystem der LPC-induzierten Demyelinisierung
kann zwar keine Erkenntnisse zu pathologischen Demyelinisierungsvorgingen liefern,
es bietet aber die Moglichkeit, den Myelinisierungsstatus wahrend der Remyelinisierung
zu analysieren. Dieser Myelinisierungsstatus verspricht zum einen Aufschluss tiber den
zeitlichen Ablauf der Proteinexpression wihrend der Myelinisierung, zum anderen

erlaubt er moglicherweise genauere Aussagen iber den Wirkmechanismus von
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Substanzen oder Genen, die die Remyelinisierung im LPC-Schnittkulturmodell

modulieren kdénnen.

Es ldsst sich zusammenfassen, dass cerebellare Schnittkulturen nach LPC-Behandlung
ein geeignetes Modellsystem fiir 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  wihrend  zytodegenerativer — Demyelinisierung,
autoimmuner  Neuroinflammation und der Kombination beider Zustinde
unterscheiden. Dazu wurde im Cuprizone-, EAE- und CupEAE-Modell die

Immunzellrekrutierung durchflusszytometrisch und immunhistochemisch untersucht.

In allen Modellen lieBen sich CD45-positive Zellen aus dem ZNS nachweisen
(Abbildung 17, Abbildung 18, Abbildung 19). Im Vorderhirn lieen 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
Rickenmark lieB sich nur eine CD45-positive Zellpopulation nachweisen.
Wahrscheinlich beruht dies darauf, dass zum einen Mikroglia im Ruckenmark in
geringerer Dichte vorliegen als im Vorderhirn [176] und zum anderen Mikroglia im
Rickenmark eine hohere CD45-Expression aufweisen als im Vorderhirn [177]. Deshalb
bilden Leukozyten und Mikroglia aus dem Riickenmark in der CD45-Firbung eine
gemeinsame Zellpopulation. Auch im Rickenmark waren im Vergleich zu
Kontrolltieren im EAE- und CupEAE-Modell viele CD45-positive Zellen vorhanden.

Im Cuprizone-Modell hingegen waren Leukozyten im Riickenmark 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 tberwiegend CD4-positive
T-Helferzellen, wihrend im Cuprizone-Modell CD8-positive zytotoxische T-Zellen
tberwogen (Abbildung 22). Zytotoxische T-Zellen waren im EAE- und CupEAE-

Modell zu 30% GranzymB-positiv, was auf einen aktivierten Zustand schlieBen ldsst



Diskussion 81

(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 finf Zellpopulationen voneinander abtrennen lieBen (Abbildung 25).
Doppelnegative Zellen sind in erster Linie die schon beschriebenen Lymphozyten.
CDG68'Ly6C Zellen sind Mikroglia. Sie bildeten bei Kontrolltieren und Cuprizone-
Tieren den Grofiteil der CD45-positiven Zellen, im EAE- und CupEAE-Modell waren
sie etwa 50% aller CD45-positiven Zellen. Eine grofle Menge von Mikroglia ist in allen
Proben zu erwarten, da sie bei der CD45-abhingigen Probenaufreinigung ebenso wie
Leukozyten angereichert werden und auBlerdem in allen untersuchten Modellsystemen

eine Mikrogliose in betroffenen Hirnregionen besteht [56, 72, 102].

CDG68Ly6C" Zellen sind Dendritische Zellen [178]. Sie waten in allen Modellen und
Kontrolltieren als geringer Anteil aller CD45-positiven Zellen vorhanden, im
Vorderhirn war ihre Zahl gegentiber Kontroll- und Cuprizone-Tieren leicht erhoht. Die
beiden doppelpositiven Zellpopulationen unterschieden sich in der Stirker threr CD68-
Expression. Anhand der verwendeten Markierung lasst sich nicht eindeutig bestimmen,
welche Zellen diese Populationen bilden. CD68 gilt in erster Linie als Marker fur
Monozyten bzw. Makrophagen, es wurde aber auch auf Granulozyten nachgewiesen
[178]. Die Stirke der CDG68-Expression ist auBerdem vom Aktivierungszustand der
Zelle abhingig [179], die beiden Populationen kénnen also auch aktive und inaktive
phagozytierende Zellen darstellen. Im EAE- und CupEAE-Modell sind die
CD68'Ly6C" Zellpopulationen deutlich groBer als im Cuptizone-Modell oder in

Kontrolltieren.

Diese Ergebnisse wurden durch durchflusszytometrische Messungen gewonnen.
Durchflusszytometrie ermdglicht 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.
Erhoht  sich  die  Anzahl einer bestimmten Zellpopulation innerhalb der
Ausgangspopulation, so sinkt der Anteil aller anderen Zellen, obwohl sich ihre absolute
Anzahl im Gewebe nicht verdndert. Die Durchflusszytometrie liefert keine Information
tber die genaue Lokalisation der analysierten Immunzellen. Sie kénnen zum Beispiel

parenchymal, perivaskulir oder subarachnoidal liegen. FEine Kontamination mit
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peripherem Blut ist durch die Perfusion mit PBS und die dullerst geringen Zellzahlen in

Kontrolltieren hingegen weitgehend auszuschlief3en.

In dieser Arbeit wurden die markierten Antigene so ausgewihlt, dass eine breite Palette
von Immunzellen quantifiziert werden konnte. Dadurch lieBen sich allerdings
Monozyten und Granulozyten nicht adiquat unterscheiden. Zur eindeutigen
Identifizierung dieser Zellpopulationen sind weitere spezifische Markierungen fiir
phagozytierende Zellen notwendig (z.B. Ly6G fiir neutrophile Granulozyten, F4/80 fiir
Makrophagen). Die meisten bekannten Oberflichenproteine werden allerdings von
beiden Zelltypen exprimiert, zumindest in bestimmten Abschnitten ihrer Entwicklung.
Deshalb kann nur eine Kombination mehrerer Markierungen zu einer sicheren
Identifikation fihren. Da in dieser Arbeit relativ wenige Immunzellen aus einer sehr
groBlen Menge Gewebe isoliert wurden, war die Anreicherung dieser Zellen notwendig.
Eine zusitzliche Schwierigkeit war der hohe Myelin- und damit Lipidgehalt des
Gewebes. Myelindebris und hohe Lipidkonzentrationen stéren die nachfolgenden
Farbe- und Analyseschritte, deshalb muss im Aufreinigungsprozess der Myelingehalt der
Proben gesenkt werden. Daftir wurde eine automatisierte MACS-Methode zur
Positivselektion von CD45-positiven Zellen verwendet. Die CD45-Abhingigkeit
ermoglicht auf der einen Seite eine hohe Spezifitit der Aufreinigung, andererseits kann
unterschiedliche CD45-Expression in den unterschiedlichen Zellpopulationen auch die
Zusammensetzung der resultierenden Zellsuspension verfilschen. 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 Durchfihrung
die Reproduzierbarkeit sinkt, insbesondere bei den hier untersuchten geringen

Zellzahlen, wurde fir diese Arbeit die automatisierbare MACS-Methode gewihlt.

Die in dieser Arbeit gemessene Immunzellrekrutierung deckt sich im Wesentlichen mit
den in der Literatur beschriebenen Verhiltnissen. Auf Abweichungen soll im Folgenden
eingegangen werden. Im EAE-Modell ist die Immunzellrekrutierung ins Rickenmark
detailliert von verschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben worden. Eine Rekrutierung
von Immunzellen ins Vorderhirn wurde aber nur vereinzelt berichtet [92, 102]. In dieser
Arbeit ist eine tberraschend grofle Menge CD45-positiver Zellen aus dem Vorderhirn
aufgereinigt worden, die im Wesentlichen die gleiche Zusammensetzung aufweist wie

die aus dem Ruckenmark aufgereinigten Zellen. Es bleibt also zu kliren, wo die
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Immunzellinfiltrate des Vorderhirns sich genau befinden und wie grof3 ihre absolute
Anzahl ist. Abhidngig von diesen zum Beispiel durch immunhistochemische
Markierungen zu beantwortenden Fragen sollte auch die gingige Praxis, sich im EAE-
Modell auf die Analyse des Rickenmarks 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 bestitigt. Das CD4/CD8-Verhiltnis  rekrutierter
T-Lymphozyten im CupEAE-Modell wurde bisher noch nicht publiziert. Es lag, ebenso
wie im EAE-Modell, bei einer deutlichen Uberzahl 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 konnen, wie dhnlich 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 erhohte
Zahl von Immunzellen im Vorderhirn beschrieben ist [102]. Méglicherweise werden im
CupEAE-Modell nicht absolut mehr Zellen ins Vorderhirn rekrutiert, sondern die
Verteilung von Zellen zugunsten von Regionen mit existierenden Myelinschiden
verindert sich. Diese Hypothese muss mit Methoden, die die raumliche Verteilung von
rekrutierten Immunzellen analysieren konnen, bewertet werden. Wenn sie sich bestitigt,
bietet sich dieses Modell dafir an, die Mechanismen fir 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 Ganzkorperbestrahlung des  Tieres  generierte
Knochenmarkschimiren [77]. Die Bestrahlung des Kopfes kann die Permeabilitit der
der Blut-Hirn-Schranke erhohen, zur Ausschittung proinflaimmatorischer Zytokine

fihren und eine Rekrutierung peripherer Monozyten in das Parenchym mit
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anschlieBender Differenzierung in einen Mikroglia-artigen Phinotyp auslésen [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 lasst, ist
dies ein deutlicher Hinweis darauf, dass ein Oligodendrozytenschaden eine spezifische
Immunantwort im ZNS auslosen kann und liefert somit ein Argument fir 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 fihren kann [151]. Die
Beobachtungen am reinen Cuprizonemodell deuten darauf hin, dass auch ein
progressiver asymptomatischer Myelinschaden zu leichter Lymphozytenrekrutierung

fihrt.

Das CD4/CD8-Verhiltnis zeigte im Gegensatz zum EAE- und CupEAE-Modell im
Cuprizone-Modell ein  Uberwiegen von zytotoxischen T-Zellen gegeniiber
T-Helferzellen. Diese Beobachtung stutzt die These, dass unterschiedliche
Dempyelinisierungsablaufe —auch  wesentlich  unterschiedliche  Reaktionen  des
Immunsystems auslésen kénnen. Ein Uberwiegen von zytotoxischen T-Zellen ist auch
Merkmal der Immunzellrekrutierung in humanen MS-Lisionen sowohl in RRMS als
auch SPMS. Das Cuprizone-Modell bildet also nicht nur die progressive
Demyelinisierung der SPMS ab, sondern zeigt mit einem Uberwiegen von zytotoxischen
T-Zellen gegeniiber T-Helferzellen auch eine qualitativ ahnliche Immunzellrekrutierung
wie SPMS. Es ist demnach von groBem Interesse, den Mechanismus der spezifischen
Immunreaktion im Cuprizone-Modell —aufzukliren, indem etwa APZ und
Migrationsrouten ins ZNS identifiziert werden. Moglicherweise lassen sich solche

Erkenntnisse aus diesem Modell auf die humane MS tibertragen.

Es ldsst sich zusammenfassen, dass im toxischen Demyelinisierungsmodell Cuprizone
im Vergleich zu den autoimmunen Modellen EAE und CupEAE das Ausmal3 der
Infiltration von Immunzellen wesentlich geringer ist und das Verhiltnis von
T-Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen gegensitzlich ist. Dies spricht dafiir, dass
unterschiedliche Demyelinisierungsmechanismen 7z vivo unterschiedliche Reaktionen des

Immunsystems zur Folge haben kénnen.
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Um die Frage nach unterschiedlichen Auswirkungen bei verschiedenen
Dempyelinisierungsursachen 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 fithren.
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)5 72N S TR 3,3'-Diaminobenzidin
DAPI ..o 4',6-Diamidino-2-phenylindol Dihydrochlorid
DIV s Tag in Kultur
DMEM...ooiiiiiiiiiiiiiiiicciiiccinees Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
EAE i Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis
EDTA et Ethylendiamintetraessigsdure
FACS o Fluorescence Activated Cell Sorting
FCS o Fetales Kilberserum
FELASA ..o Federation of European Laboratory Animal Science Associatons
FSC e Vorwirtsstreulicht
GEFAP e Gliales fibrillires saures Protein
GEP s Grin fluoreszierendes Protein
HBSS .o Hank’s Balanced Salt Solution
HE o Himalaun-Eosin
ICHEL s Kontrolle
LB oo Luxol Fast Blue
LPC s Lysophosphatidylcholin
MACGS .. Magnetische Zellseparation
MAG ittt Myelin-assoziiertes Glykoprotein
MAPZ o Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2
MBP .o Basisches Myelinprotein
MEM .ottt Modified Eagle’s Medium
MHC T ..oviiiiiiiciiics e Major Histocompatibility Complex 11
MOIG e Myelin-Oligodendrozyten-Protein
S i Multiple Sklerose
OB s Bulbus olfactorius

P A S ettt ettt s et e et e e st e st e s et eereesareesnee Perjodsaure-Schiff
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PBS e Phosphatgepufferte Salzlosung
PBS-GTA oo PBS-Gelatine-Triton X-Azid-Lésung
PLP o Proteolipid-Protein
PTX s Pertussistoxin
PX s postnataler Tag x
RRIMS e Relapse-remitting MS
SDIS s Natriumdodecylsulfat
SN Substantia nigra pars compacta
SPMS o Sekundir progressive MS
SSC e Seitwirtsstreulicht
TH e Tyrosinhydroxylase
TH-GEFP....cooviiiiiiiiiiiiicines GFP-Expression unter Kontrolle des TH-Promotors
TRIS .o Trishydroxymethylaminomethan

ZINS oo s Zentralnervensystem
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10 Anhang

10.1 Chemikalien

Tabelle 8: Verwendete Chemikalien

Chemikalie /Material Hersteller Bestellnummer

4' 6-Diamidino-2-phenylindol- Roth, Katlsruhe, Deutschland 6335.1

Dihydrochlorid (DAPI)

Acetonitril Sigma Aldrich, St. Louis, 1.00030
Vereinigte Staaten

Agarose Biozym, Hessisch Oldendorf, 840004
Deutschland

Ameisensiure Sigma Aldrich, St. Louis, F0507
Vereinigte Staaten

Ammoniumbicarbonat Sigma Aldrich, St. Louis, A6141
Vereinigte Staaten

Ampholyte (40%) Sigma Aldrich, St. Louis, A8703

Vereinigte Staaten

Bepanthen-Salbe

Bayer, Leverkusen, Deutschland

PZN: 01578847

Bovines Serumalbumin

Sigma Aldrich, St. Louis,

Vereinigte Staaten

A9647

CD45-Mikrobeads Milteny Biotec, Bergisch 130-052-301
Gladbach, Deutschland

CHAPS Sigma Aldrich, St. Louis, C3023
Vereinigte Staaten

Chloroform J.T.Baker, Philipsburg, 7386
Vereinigte Staaten

Citronensidure-Monohydrat Merck, Darmstadt, Deutschland | 5949-29-1

Collagenase A Sigma Aldrich, St. Louis, COLLA-RO
Vereinigte Staaten

Cuprizone Sigma Aldrich, St. Louis, C9012
Vereinigte Staaten

Dextran T500 Sigma Aldrich, St. Louis, 31392
Vereinigte Staaten

Dimethylsulfoxid BioLegend, San Diego, 423112

Vereinigte Staaten

Dinatriumhydrogenphosphat-

Dihydrat

Merck, Darmstadt, Deutschland

1.06580.1000
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Dithiotreitol Sigma Aldrich, St. Louis, D0632
Vereinigte Staaten

DMEM Sigma Aldrich, St. Louis, D6046
Vereinigte Staaten

DMEM/F12 Sigma Aldrich, St. Louis, D8437
Vereinigte Staaten

DNase I Sigma Aldrich, St. Louis, D5025
Vereinigte Staaten

EAE-Induktions-Kit (MOGs; 5;) | Hooke Laboratories, Lawrence, | EK-2110
Vereinigte Staaten

eFluor506 eBioScience, San Diego, 65-0866-14
Vereinigte Staaten

Elite ABC-Kit Vector Laboratories, PK-6101

Burlingame, Vereinigte Staaten

Eosin Y

Merck, Darmstadt, Deutschland

1.15935.0025

Essigsiure

J.T.Baker, Philipsburg,
Vereinigte Staaten

6052

Ethanol 100%

Walter CMP, Kiel, Deutschland

WALG42 6025

Ethanol 96%

Walter CMP, Kiel, Deutschland

WALG41 6025

Etylendiamintetraessigsdure
(EDTA) Dinatriumsalz-Dihydrat

Roth, Katlsruhe, Deutschland

X986.2

Fetales Kilberserum (FCS)

Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland

SH30070.03

Formaldehydlésung 37%

Merck, Darmstadt, Deutschland

1.03999.1000

Futtermehl Ssniff, Soest, Deutschland V1530-000

Glukose Sigma Aldrich, St. Louis, G7528
Vereinigte Staaten

Glycerol Sigma Aldrich, St. Louis, G9012
Vereinigte Staaten

Harnstoff GE Healthcare, Chicago, 17-1319-01
Vereinigte Staaten

Hank’s Balanced Salt Solution Sigma Aldrich, St. Louis, H9269

(HBSS) Vereinigte Staaten

Immumount Fisher Scientific, Schwerte, 9990402
Deutschland

Todacetamid Sigma Aldrich, St. Louis, M32631
Vereinigte Staaten

Isopentan Roth, Karlstuhe, Deutschland 3927.1

Kaliumchlorid Roth, Katlsruhe, Deutschland 6781.2
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Kaliumdihydrogenphosphat Roth, Katlsruhe, Deutschland P018.2

Ketamin bela-pharm GmbH & Co. KG, | Zul.-Nr.
Vechta, Deutschland 9089.01.00

L-Glutamin Sigma Aldrich, St. Louis, G7513
Vereinigte Staaten

Liquid DAB+ Substrate Agilent Technologies, Santa K3468

Chromogen System

Clara, Vereinigte Staaten

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

14129

Mayers Himalaunl6sung

Merck, Darmstadt, Deutschland

1.09249.0500

Modified Eagle’s Medium (MEM) | Sigma Aldrich, St. Louis, M2279
Vereinigte Staaten

Methanol J.T.Baker, Philipsburg, 8045
Vereinigte Staaten

Natriumazid Roth, Katlsruhe, Deutschland K305.1

Nattriumcarbonat Sigma Aldrich, St. Louis, S7795
Vereinigte Staaten

Natriumchlorid Roth, Katlsruhe, Deutschland 0962.2

Natriumdihydrogenphosphat-
Monohydrat

Merck, Darmstadt, Deutschland

1.06346.1000

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Sigma Aldrich, St. Louis,

Vereinigte Staaten

13771

Natriumhydroxid Merck, Darmstadt, Deutschland | 1.06469.1000

Natriumthiosulfat Merck, Darmstadt, Deutschland | 1065120250

Normaleselserum Sigma Aldrich, St. Louis, D9663
Vereinigte Staaten

Normalziegenserum Vector Laboratories, S-1000
Burlingame, Vereinigte Staaten

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, P4265
Vereinigte Staaten
Periodsautre Merck, Darmstadt, Deutschland | 1.00524.0100
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Pferdeserum Sigma Aldrich, St. Louis, H1270
Vereinigte Staaten

Phenylmethansulfonylfluorid Sigma Aldrich, St. Louis, 78830
Vereinigte Staaten

Polyethylenglykol 3350 Sigma Aldrich, St. Louis, P4338
Vereinigte Staaten

cOmplete™ Sigma Aldrich, St. Louis, 11836153001

Proteaseinhibitorcocktail Vereinigte Staaten

Ringer-Losung B.Braun, Melsungen, 3570030
Deutschland

Saccharose Haushaltszucker -

Salzsdure 37%

Merck, Darmstadt, Deutschland

1.00317.1000

Schiff'sches Reagenz

Merck, Darmstadt, Deutschland

1.09033.0500

Schwefelsiure Sigma Aldrich, St. Louis, 320201
Vereinigte Staaten

Silbernitrat Roth, Karlsruhe, Deutschland 7908.1

Standard-Haltungsfutter Ssniff, Soest, Deutschland V1534-000

Thioharnstoff Sigma Aldrich, St. Louis, T7875
Vereinigte Staaten

TissueTek® Einbettmedium Sakura, Alphen am Rhein, 4583
Niederlande

Tris(hydroxymethyl)aminomethan | Roth, Katlsruhe, Deutschland AE15.2

(TRIS)

Triton X-100 Sigma Aldrich, St. Louis, T9284
Vereinigte Staaten

True Nuclear Transcribtion BioLegend, San Diego, 424401

Buffer Set Vereinigte Staaten

True Stain Fc Block BioLegend, San Diego, 101320
Vereinigte Staaten

Trypanblau Sigma Aldrich, St. Louis, T6146
Vereinigte Staaten

Vectashield Hardset Vector Laboratories, H1400-10
Burlingame, Vereinigte Staaten

Wassergel Clear H,O, Portland, Vereinigte | 70-01-5022
Staaten

Wasserstoffperoxid 35% Roth, Karlstruhe, Deutschland 8070.4

Xylazin (Rompun ®) Bayer, Leverkusen, Deutschland | Zul.-Nr.

6293841.00.00
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Xylol J.T.Baker, Philipsburg, 8118
Vereinigte Staaten
Zombie Green BioLegend, San Diego, 423112

Vereinigte Staaten
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10.2 Puffer und Losungen

Tabelle 9: Puffer und Losungen

Acetonitril-Ameisensaure-

Losung

Reinstwasser
20 g/1 Acetonitril

1 g/1 Ameisensiute

Agaroselosung

Reinstwasser

10 g/1 Agarose
30% v /v Glycerol
16 g/1SDS

6,2 g/I'TRIS

Zuerst Agarose unter Erwirmen und Rihren in

Reinstwasser 16sen, 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

Blockierlosung (cerebellare

97% v/v PBS-GTA

Gewebekulturen) 3% v/v Normalserum (Spezies entspricht Wirtsspezies
des Sekundirantikorpers)
Blockietlosung 88% v/v PBS (extrazellulire Firbung) oder
(Durchflusszytometrie) Permeabilisierungslosung (intrazellulire Firbung)
10% v/v FCS
2% v/v Tru Stain Fc Block
Blockietlosung 95% v/v PBS
(Kryoschnitte) 5% v/v Normalserum (Spezies entspricht Wirtsspezies
des Sekundirantikorpers)
0,05% v/v Triton X-100
Blockietlgsung 95% v/v PBS
(Paraffinschnitte) 5% v/v Normalserum (Spezies entspricht Wirtsspezies

des Sekundirantikorpers)

Blockierlosung (sagittale und

frontale Gewebekulturen)

96% v/v PBS

3% v/v Normalserum (Spezies entspricht Wirtsspezies
des Sekundirantikorpers)

1% v/v Triton X-100

DAB-Firbelosung

Nach Herstellerangaben aus Liquid DAB+ Substrate

Chromogen System
98% v/v DAB Substrate Buffer
2% v/v DAB Chromogen
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DAPI-Arbeitslésung

Destilliertes Wasser

5 ug/ml DAPI
Dextran-Stammlosung Destilliertes Wasser

200 g/1 Dextran T500
Dissoziationslésung DMEM

1 mg/ml Collagenase A

20 U/ml DNase I
Entkalzifizierungslosung Destilliertes Wasser

200 g/l EDTA

pH 7,4
Entwicklerlésung Reinstwasser

20 g/1 Natriumcarbonat
0,04% v/v Formaldehydlésung 37%

Eosin-Losung

Destilliertes Wasser
1g/l1Eosin Y

Angesauert mit einem Tropfen Essigsdure je 100 ml

FACS-Puffer

98% v/v PBS

2% v/v Bovines Serumalbumin
0,6 g¢/IEDTA

0,1 g/1 Natriumazid

Farbelosung (Kryoschnitte)

99% v/v PBS
1% v/v Normalserum

0,025% v/v Triton X-100

Farbelosung (sagittale und

frontale Gewebekulturen)

98,5% v/v PBS
1% v/v Normalserum

0,5% v/v Triton X-100

Fixierlosung

(Durchflusszytometrie)

Nach Herstellerangaben aus True Nuclear
Transcribtion Buffer Set

25% v/v 4x Transcription Factor Fix

75% v /v Fix Diluent
Fixierl6sung PBS
(Gewebckulturen) 37 g/1 Paraformaldehyd
Bei 70° C unter Natriumhydroxidzugabe 16sen,
abkiithlen, pH 7,4 einstellen, filtrieren, bei -20° C lagern
Fixierl6sung 45% v /v Reinstwasser
(Polyacrylamidgele) 50% v/v Ethanol 96%

5% v/v Essigsdure
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Gepufferte Reinstwasser
KaliumchloridlGsung 74,55 g/1 Kaliumchlorid

1,82 ¢/1 TRIS

pH mit Salzsdure auf 7,4 einstellen
HCl-Alkohol 70% v/v Ethanol

30% v/v destilliertes Wasser

Angesiuert mit 3% v/v Salzsdure 37%
Konservierungslosung PBS

0,01 g/1 Nattiumazid
Kryoprotektionslosung PBS

200 g/1 Saccharose
LFB-Firbel6sung 99,5% v/v Ethanol 96%

0,5% v/v Essigsdure

1¢/1LFB
Lithiumcarbonat-Losung Stamml6sung:

Destilliertes Wasser

0,5 g/1 Lithiumcarbonat

Beginn der Differenzierung: 1:5-Verdiinnung der
Stammlosung

Finale Differenzierung: 1:10-Verdinnung der

Stamml6ésung

LPC-Stammldsung

50% v/v Chloroform
50% v /v Methanol
100 mg/ml LPC

In Glasfliaschchen ansetzen, bei 38° C in Losung
bringen, bei -20° C lagern

Lysepuffer (Gesamtprotein)

98,75% v/v Reinstwasser
1,25% v/v Ampholyte 40%
40 g/1 CHAPS

10,8 g/1 Dithiothreitol

152 ¢/1 Thioharnstoff

420 g/1 Harnstoff

Lysepuffer

(Membranproteine)

Reinstwasser

152 ¢/1 Thioharnstoff
20 g/1 CHAPS

0,78 g/1 Dithiothreitol
420 g/1 Harnstoff
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Natriumthiosulfatlésung

Destilliertes Wasser

2 g/1 Natriumthiosulfat

PBS

Destilliertes Wasser

80 g/1 Natriumchlorid

2 g/1 Kaliumchlorid

16,8 ¢/1 Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
2,7 g/1 Kaliumdihydrogenphosphat

pH 7,4 einstellen

PBS-GTA

97,5% v/v PBS-Gelatine-Losung (1 Blatt Haushalts-
Gelatine in 100 ml PBS einweichen und unter Rithren
bei 50° C auflésen)

0,25% v/v Triton X-100
1 g/1 Natriumazid

Losung auf Eis filtrieren, bei 4° C lagern

Pepstatin A-Stammldsung

Ethanol 100%
0,1 mg/ml Pepstatin A

Perfusionslésung

90% v/v destilliertes Wasser

10% v/v Formaldehydlésung 37%

4,6 g/1 Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
8 g/1 Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat

Periodsaure-Loésung

Destilliertes Wasser

5 g/1 Petiodsiure

Permeabilisierungspuffer

Nach Herstellerangaben aus True Nuclear
Transcribtion Buffer Set

10% v/v 10x Perm Buffer

90% v /v destilliertes Wasser

Phenylmethansulfonylfluorid-

Ethanol 100%

stammlésung 17,42 mg/ml Phenylmethansulfonylfluorid
Polyethylenglykol- Destilliertes Wasser
Stamml6sung 400 g/1 Polyethylenglykol 3350
Priparationsmedium DMEM/F12

100 U/ml Penicillin

0,1 mg/ml Streptomycin
Proteaseinhibitor- 10 ml Ethanol 100%
Stammlésung 1 Tablette cOmplete ™ Proteaseinhibitorcocktail
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Rehydrationspuffer

97,5% v/v Reinstwasser
2,5% v/v Ampholyte 40%
152 g/1 Thioharnstoff

20 g/l CHAPS

2,5 g/1 Dithiothreitol

360 g/1 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/1 Glukose

Glukose wird vor Zugabe in geringem Volumen geldst

und durch einen 0,22 um Spritzenfilter steril filtriert

Silbernitratlosung

Destilliertes Wasser

1,5 g/1 Silbernitrat

TRIS/EDTA-Puffer

Destilliertes Wasser
1,21 g/1 EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat
0,37 g/1' TRIS

TRIS-Stamml6sung

Destilliertes Wasser
2,42 ¢/ml TRIS
Mit Schwefelsiure auf pH 7,8 eingestellt

Trypanblau-Losung

PBS
5 g/1 Trypanblau

Zombie Green-Stammlbsung

1 Zombie Green — Aliquot
100 pl Dimethylsulfoxid

Zwei-Phasen-System A

598 ul Reinstwasser

742 pl TRIS-Stammlosung

482 pl Polyethylenglykol-Stamml6sung
961 pl Dextran-Stammlosung

Kriftig mischen und tber Nacht bei 4° C lagern

Zwei-Phasen-System B

698 ul Reinstwasser

742 pl TRIS-Stammlosung

482 pl Polyethylenglykol-Stamml6sung
961 pl Dextran-Stammlosung

Kriftig mischen und tiber Nacht bei 4° C lagern
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