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1. Einleitung 

1.1 Die Multiple Sklerose – Klinische Aspekte 

 

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch entzündliche, neurodegenerative Erkrankung 

des Zentralnervensystems (ZNS). Entzündliche Läsionen entstehen hauptsächlich in der 

weißen, aber auch in der grauen Substanz des ZNS und sind, abhängig von der 

Lokalisation, Auslöser unterschiedlicher neurologischer Symptome. Erste Symptome eines 

demyelinisierenden Ereignisses, die akut auftreten und nicht alle Diagnosekriterien der MS 

erfüllen, werden unter dem Begriff „klinisch isoliertes Syndrom“ zusammengefasst [1]. Ein 

klinisch isoliertes Syndrom tritt bei etwa 85% der Patienten vor der MS-Diagnose auf [2]. 

Lassen sich, neben den klinischen Symptomen, in der T2-gewichteten 

Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT) hyperintense Läsionen darstellen und sind die 

Kriterien der zeitlichen und örtlichen Dissemination erfüllt, kann die Ausschlussdiagnose 

„Multiple Sklerose“ nach den McDonald 

Kriterien gestellt werden [3]. 

Grundsätzlich können klinisch drei 

Verlaufsformen unterschieden werden: die 

akute, schubförmig-remittierende MS (RRMS), 

die sekundär progressive (SPMS) und die 

primär progressive MS (PPMS, Abbildung 1). 

Den schubförmig-remittierenden Verlauf 

kennzeichnen akut auftretende neurologische 

Symptome (Schübe), welche sich im zeitlichen 

Verlauf teilweise oder vollständig zurückbilden 

können (Remission). Ein anfangs 

schubförmig-remittierender Verlauf geht 

häufig nach zehn bis fünfzehn Jahren in den 

sekundär progressiven Verlauf über [4]. In 

dieser Phase bleiben Remissionen von 

neurologischen Symptomen aus, das Ausmaß der körperlichen Einschränkungen schreitet 

progressiv voran. Wirksame Therapiemöglichkeiten sind in diesem Stadium der MS sehr 

eingeschränkt. Antiinflammatorische Medikamente, die in der RRMS sehr erfolgreich zum 

Einsatz kommen, verlieren in der Phase der SPMS weitestgehend ihre Wirksamkeit [5–9]. 

Bei 10-15% der Patienten lassen sich zu Beginn der Erkrankung nur bedingt einzelne 

Schübe voneinander abgrenzen, man spricht von einem primär progressiven Verlauf 

(PPMS, Abbildung 1) [10]. Ob der primär progressive Verlauf eine Variante der MS ist oder 

Abbildung 1: Darstellung der unterschiedlichen 

MS-Verlaufsformen 
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eine eigene Krankheitsentität darstellt, ist Gegenstand aktueller Diskussionen 

(Übersichtsartikel in: [11]).  

 

1.2 Pathogenese der MS 

 

Die auslösenden Faktoren der MS sind zum aktuellen Zeitpunkt ungeklärt. Diskutiert 

werden unter anderem genetische Prädispositionen durch Risikoallele wie zum Beispiel 

HLA-DRB1*1501, welches sich bei circa 75% der MS-Patienten findet [12, 13]. Infektionen 

mit humanen Herpesviren, insbesondere dem Epstein-Barr-Virus, werden ebenfalls als 

Risikofaktoren oder als möglicher Auslöser angenommen [14]. Neben Infektionen werden 

auch andere Umwelteinflüsse wie die Exposition gegenüber UV-Licht und der damit 

verbundene Vitamin-D-Spiegel in Zusammenhang mit dem MS-Risiko gebracht. Begründet 

wird diese Hypothese unter anderem durch die Beobachtung, dass die individuelle 

Sonnenlicht-Exposition negativ mit der MS-Prävalenz korreliert [15]. Hohe 

Vitamin-D-Spiegel im Blut korrelieren außerdem mit einem niedrigen Risiko an MS zu 

erkranken [16].  

Die der MS zugrundeliegende Pathophysiologie ist multifaktoriell und bis heute nicht 

aufgeklärt. Neuropathologisch kommt es zur Entstehung von multiplen demyelinisierenden 

Läsionen. Diese Läsionen werden begleitet von einem Untergang der Myelin-bildenden 

Oligodendrozyten [17], einer reaktiven Astro- und Mikrogliose [18], akutem axonalen 

Schaden [19] sowie Infiltraten peripherer Immunzellen [20]. 

Hinsichtlich der Läsionsentstehung und der Reihenfolge pathologischer Ereignisse in der 

MS wurden unterschiedliche Hypothesen postuliert (Abbildung 2) [21]. Ob gezielt in das 

ZNS eingewanderte autoreaktive T-Zellen eine inflammatorische Demyelinisierung 

auslösen oder ob primär zytodegenerative Prozesse im ZNS eine sekundäre Rekrutierung 

von T-Zellen herbeiführen, ist nicht geklärt. Traditionell wurde die MS als primär 

inflammatorische Autoimmunerkrankung verstanden. Dies beschreibt unter anderem die 

„Outside-In“-Hypothese. Demnach werden in der Peripherie naive T-Zellen zu 

autoreaktiven T-Zellen transformiert. Diese überwinden die Blut-Hirn-Schranke (BHS) und 

Abbildung 2: Modelle der MS-Pathogenese  

Die „Outside-In“-Hypothese beschreibt in der 

Peripherie entstehende autoreaktive T-Zellen, 
die in das ZNS einwandern und eine 

Demyelinisierung auslösen. Im Gegensatz 

dazu geht die „Inside-Out“-Hypothese von 
einem primär zytodegenerativen Prozess aus, 

welcher sekundär zu einer Rekrutierung von 

Immunzellen in das ZNS führt.  
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führen im ZNS zu fokalen Inflammationen mit anschließender Demyelinisierung und 

Neurodegeneration. Bei der „Inside-Out“-Hypothese geht man hingegen von einem primär 

zytodegenerativen oder neurodegenerativen Vorgang im ZNS aus, welcher sekundär zu 

einer Einwanderung von peripheren Immunzellen führt (Übersichtsartikel in: [22, 23]). 

 

1.3 T-Zellen als Grundlage der adaptiven Immunantwort 

 

T-Lymphozyten sind ein essenzieller Bestandteil der adaptiven Immunantwort. Nach der 

Reifung im Thymus zirkulieren sie als naive T-Zellen in der Peripherie zwischen dem Blut 

und den sekundären lymphatischen Organen. Grundsätzlich lassen sich zwei große 

Subpopulationen an T-Zellen unterscheiden. Gemäß der CD („cluster of differentiation“) - 

Nomenklatur grenzt man die CD4+ T-Helferzellen von den zytotoxischen 

CD8+ Effektorzellen ab.  Damit eine naive T-Zelle in einen aktivierten Zustand übergehen 

kann (Differenzierung), ist der Kontakt mit einem spezifischen Antigen erforderlich. Diese 

Aufgabe übernehmen antigenpräsentierende Zellen (APZ). Sie präsentieren den T-Zellen 

Antigene mithilfe von sogenannten Haupthistokompatibilitätskomplexen (MHC, engl. „major 

histocompatibility complex“). Den CD4+ T-Helferzellen werden Antigene über den MHC-II-

Komplex von professionellen APZ präsentiert, den CD8+ Effektorzellen über den auf allen 

kernhaltigen Körperzellen vorhandenen MHC-I-Komplex (Abbildung 3).  

Abbildung 3: Präsentation von Antigenen an T-Zellen 

Professionelle antigenpräsentierende Zellen (APZ) präsentieren über den Haupthistokompatibilitätskomplex 

(MHC)-II Antigene an CD4+ T-Zellen. CD8+ T-Zellen können Antigene über MHC-I von allen kernhaltigen Zellen 

präsentiert werden. Abbildung erstellt mit Biorender.com. 
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Der Antigenkontakt mit ZNS-spezifischen Antigenen ist für T-Zellen zum einen das Signal 

zur weiteren Differenzierung und Proliferation, zum anderen aber auch eine Voraussetzung, 

um die geschlossene BHS gezielt passieren zu können [24, 25]. Eine Möglichkeit, wie 

T-Zellen in der Peripherie mit ZNS-spezifischen Antigenen in Kontakt kommen können, ist 

die Migration von dendritischen Zellen (spezialisierten APZ) aus dem ZNS in zervikale 

Lymphknoten, in denen sie naiven T-Zellen ZNS-spezifische Antigene präsentieren können 

[26]. Um in das ZNS zu migrieren, überwinden T-Lymphozyten nach aktueller Auffassung 

in einem ersten Schritt die Endothelzellen der postkapillären Venolen und gelangen so in 

das Spatium perivasculare. Dieser perivaskuläre Spalt wird auch als Virchow-Robin-Raum 

bezeichnet.  

Die zweite Barriere ist eine von Astrozytenfortsätzen gebildete Grenzmembran, die 

Membrana glia limitans perivascularis (Übersichtsartikel in: [27]). Nach der Migration ins 

Hirnparenchym und der Erkennung des Zielantigens haben T-Zellen unterschiedliche 

Möglichkeiten, inflammatorische Reaktionen auszulösen. CD4+ T-Helferzellen, 

insbesondere TH1-Zellen & TH17-Zellen, können proinflammatorische Zytokine und 

Chemokine produzieren. Diese Chemokine halten inflammatorische Signalkaskaden 

aufrecht und rekrutieren weitere T-Zellen zum Ort der Inflammation. CD8+ T-Zellen 

vermitteln ihre zytotoxische Wirkung auf die immunologische Zielzelle hauptsächlich über 

die Sekretion zytotoxischer Effektormoleküle wie Perforine und Granzyme, welche in der 

Zielzelle die Apoptose induzieren (Abbildung 4) [28]. Zytotoxischen T-Zellen wird eine große 

Rolle an der Progression der MS-Pathologie zugeschrieben, da sie die Anzahl von CD4+ 

T-Helferzellen in den Läsionen aller MS-Krankheitsverläufe deutlich übertreffen [29–32].  

Abbildung 4: Sekretion zytotoxischer Effektormoleküle 

Nach der Antigenerkennung sekretiert die CD8+ T-Zelle Enzyme, welche in der Zielzelle die Apoptose 

induzieren. Perforine erhöhen die Permeabilität der Zellmembran der Zielzelle. Granzyme, zum Beispiel 

Granzym B, können so in die Zielzelle gelangen und Signalkaskaden einleiten, die die Apoptose induzieren. 
Abbildung erstellt mit Biorender.com. 
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1.4 Tiermodelle in der MS-Forschung 

1.4.1 Das EAE-Modell 

 

Die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) stellt ein sehr häufig genutztes  

Tiermodell für die Untersuchung autoimmunvermittelter Erkrankungen dar 

(Übersichtsartikel in: [33, 34]). Die Immunisierung mit Myelinfragmenten, beispielsweise 

dem Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein 35-55 (MOG35-55), führt zu einer autoimmunen 

Reaktion in den Empfängertieren. Diese Myelinfragmente werden einmalig mit komplettem 

Freund-Adjuvans (hitzeinaktivierte Mykobakterien) subkutan injiziert (Abbildung 5 A). Zur 

weiteren Steigerung der Immunreaktion wird den Mäusen zusätzlich Pertussis-Toxin (PTX) 

appliziert. Im Rahmen der ausgelösten autoimmunen Reaktion kommt es zu einer Migration 

von T-Zellen in das ZNS, welche spezifisch gegen das MOG-Antigen gerichtet sind. Bei 

den T-Zellen handelt es sich zu einem Großteil um CD4+ T-Helferzellen vom Typ TH1 oder 

TH17 [35, 36]. Sekundär führen diese MOG35-55 -autoreaktiven Lymphozyten zu einer 

entzündlichen Demyelinisierung im ZNS, vor allem in der weißen Substanz [37, 38]. Der 

Krankheitsverlauf der immunisierten Tiere ist monophasisch und akut (Abbildung 5 B) [39]. 

Im Gegensatz zu human-pathologischen MS-Befunden entstehen die inflammatorischen 

Läsionen vor allem im Rückenmark und im Cerebellum (Abbildung 5 C) [40].  

 
Abbildung 5: Schematischer Ablauf einer MOG-EAE-Induktion 

(A) Myelinfragmente (MOG35-55) werden mit komplettem Freund-Adjuvans und Pertussis-Toxin (PTX) subkutan 

appliziert. (B) Schematische Darstellung des monophasischen Krankheitsverlaufs nach der EAE-
Immunisierung. (C) Perivaskuläre Infiltrate mit Immunzellen sind im ZNS immunisierter Mäuse zu finden (Pfeil). 

 

Das hier beschriebene MOG-EAE-Modell ähnelt im symptomatischen Verlauf und der 

zugrunde liegenden Pathophysiologie der akuten disseminierten Enzephalomyelitis 

(ADEM). Diese Entmarkungserkrankung entwickelt sich vor allem bei Kindern nach viralen 

Infektionen und ist durch perivenöse, demyelinisierende und inflammatorische Läsionen 

charakterisiert [41]. Im monophasischen Krankheitsverlauf der ADEM [42] kommt es, 

ähnlich wie in der MOG-EAE, primär zur Einwanderung von Immunzellen und sekundär zu 

einer Demyelinisierung [43]. 
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1.4.2 Das Cuprizone-Modell 

 

Das Cuprizone-Modell ist ein 

toxisches, zytodegeneratives 

Tiermodell. Es dient insbesondere 

der Untersuchung von De- und 

Remyelinisierungsvorgängen 

(Übersichtsartikel in: [44, 45]). 

William W. Carlton führte erste 

Tierexperimente mit dem Kupferchelator Cuprizone (Bis(cyclohexanon)oxaldihydrazon, 

Abbildung 6) durch. Carlton und Kollegen konnten mehrere pathologische Veränderungen 

im ZNS der intoxikierten Tiere beobachten. Eine Zugabe von Cuprizone zum Futter führte 

nach einigen Wochen zu einem Hydrocephalus, zur Bildung von zerebellären Ödemen, 

sowie zu einer zentralen Demyelinisierung im Hirn der intoxikierten Mäuse [46]. Die 

Auswirkung einer Cuprizone-Intoxikation auf den Organismus ist zum einen von der Dauer 

und Konzentration der eingesetzten Cuprizone-Dosis abhängig, zum anderen von dem 

verwendeten Mausstamm sowie dem Alter, Geschlecht und Gewicht der Tiere 

(Übersichtsartikel in: [47]). In nachfolgenden Studien wurde eine Cuprizone-Konzentration 

etabliert, die zur Entstehung einer reproduzierbaren Demyelinisierung im Telencephalon 

der Mäuse führt und gleichzeitig möglichst wenig unerwünschte Nebenwirkungen auslöst. 

Eine fünf- bis sechswöchige Intoxikation mit 0,2% bis 0,25% Cuprizone im Normalfutter 

führt zu einer fast vollständigen und symmetrischen Demyelinisierung des Corpus callosum 

von C57BL/6-Mäusen [48]. Demyelinisierende Prozesse finden nicht nur im Corpus 

callosum statt, sondern entstehen auch in anderen Regionen der weißen Substanz wie dem 

Pedunculus cerebellaris superior [49]. In der grauen Substanz wie dem primär 

somatosensorischen und primär somatomotorischen Cortex [50], dem Cerebellum [51] und 

dem Hippocampus [52] ist ebenfalls eine Abnahme der Myelindichte festzustellen. 

Eine einwöchige Cuprizone-Intoxikation führt bereits in einem Großteil der Myelin-bildenden 

Oligodendrozyten zu zellulären Stressreaktionen [53] und nachfolgend zur Induktion des 

Zelluntergangs [54]. Nach dreiwöchiger Cuprizone-Intoxikation ist eine signifikante und 

nach fünfwöchiger Intoxikation eine fast vollständige Demyelinisierung des medialen 

Corpus callosum gegenüber Kontrolltieren nachweisbar. Letzteren Zustand bezeichnet 

man als „akute Demyelinisierung“ (Übersichtsartikel in: [44]). 

  

Abbildung 6: Strukturformel von Cuprizone  
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Wird die Cuprizone-Intoxikation nach fünf Wochen beendet, lässt sich im weiteren zeitlichen 

Verlauf eine spontane Remyelinisierung beobachten [55]. Von einer „chronischen 

Demyelinisierung“ spricht man bei einer Cuprizone-Intoxikation von 11 bis 13 Wochen. Eine 

spontane Remyelinisierung ist nach einer chronischen Demyelinisierung nur noch sehr 

eingeschränkt zu beobachten (Abbildung 7) [56]. 

Der genaue Wirkmechanismus des Cuprizone ist nicht vollständig geklärt. Cuprizone stört 

nachweislich die Kupfer-Homöostase intoxikierter Tiere [57, 58].  Kupfer ist wiederum ein 

essenzieller Kofaktor wichtiger mitochondrialer Enzyme, insbesondere der Atmungskette 

[59]. Der Nachweis von „Riesenmitochondrien“ in den Oligodendrozyten 

Cuprizone-intoxikierter Tiere [60] führte zu der Hypothese, dass die zytotoxische Wirkung 

auf metabolischen Stress zurückzuführen ist [61]. Dass adulte, myelinisierende 

Oligodendrozyten selektiv vulnerabel gegenüber Cuprizone sind [62], wird unter anderem 

mit einem vergleichsweise hohen Energiebedarf dieses Zelltyps begründet 

(Übersichtsartikel in: [63]). Neueste Untersuchungen weisen auf eine spezielle Form des 

Zelltods in den Oligodendrozyten hin. Die sogenannte Ferroptose ist eine eisenabhängige, 

nicht-apoptotische Variante des Zelltods und durch die Akkumulation von reaktiven 

Sauerstoffspezies charakterisiert (Übersichtsartikel in: [64]). Diese Sonderform des 

Zelluntergangs konnte vor kurzem in den Oligodendrozyten Cuprizone-intoxikierter Tiere 

beobachtet werden [65]. 

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Verlaufs der akuten und chronischen Demyelinisierung  

In schwarz ist der Verlauf der akuten Demyelinisierung dargestellt. Nach fünf Wochen wird die Cuprizone-

Intoxikation beendet (ø Cup, schwarzer Pfeil). Eine spontane Remyelinisierung entwickelt sich in den 

darauffolgenden Wochen. In rot gestrichelt ist der Verlauf der chronischen Demyelinisierung dargestellt. Die 
Cuprizone-Intoxikation wird für 11 bis 13 Wochen durchgeführt (ø Cup, gestrichelter roter Pfeil). Nach 

Beendigung der Cuprizone-Intoxikation bleibt eine spontane Remyelinisierung weitestgehend aus. 
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Der Untergang adulter Oligodendrozyten und die akute Demyelinisierung werden von einer 

ausgeprägten Mikrogliaaktivierung [66], einer Astrogliose [67] und einem Verlust der 

axonalen Integrität begleitet [68]. Die BHS ist in diesem Tiermodell weitestgehend intakt 

[69–72]. 

Eine inflammatorische Komponente im Cuprizone-Modell ist bislang umstritten. Aktivierte 

Mikrogliazellen und auch reaktive Astrozyten können Chemokine und proinflammatorische 

Zytokine synthetisieren, welchen eine potenzielle Rolle bei der Progression der 

Demyelinisierung zugeschrieben wird [73–75]. Peripheren Immunzellen, insbesondere 

Lymphozyten, wird bislang kein wesentlicher Anteil an der Entwicklung und Progression der 

Cuprizone-induzierten Pathologie beigemessen [76]. 

 

1.5 Die Relevanz inflammatorischer Prozesse in MS 

 

Die RRMS ist histopathologisch durch wiederkehrende Episoden von inflammatorischer 

Demyelinisierung charakterisiert. Diese inflammatorischen Vorgänge werden von 

peripheren T-Zellen dominiert, welche über eine geschädigte beziehungsweise offene BHS 

ins ZNS migrieren und dort zur Demyelinisierung sowie zum Untergang von 

Oligodendrozyten und neuronalen Komponenten beitragen. Die Pathologie der RRMS ist 

im überwiegenden Einklang mit einer autoimmun-vermittelten Erkrankung. 

Während der progressiven Krankheitsphase der MS wird die Relevanz inflammatorischer 

Vorgänge im ZNS, insbesondere die Rekrutierung von Lymphozyten und deren potenzielle 

Zytotoxizität, jedoch kontrovers diskutiert. Gadolinium-anreichernde Herde im MRT 

repräsentieren inflammatorische Läsionen und sind im Stadium der RRMS in hoher Anzahl 

und Ausdehnung darzustellen. In der SPMS hingegen nimmt die Zahl neuer 

Gadolinium-anreichernder Läsionen deutlich ab [77]. In progressiven Krankheitsphasen 

verlieren zudem die in der Behandlung der RRMS effektiven, antiinflammatorischen und 

immunmodulatorischen Medikamente weitestgehend ihre Wirksamkeit [5–9].  

In einer groß angelegten pathologischen Studie, welche das Autopsiematerial von 

MS-Patienten in unterschiedlichen Krankheitsstadien und Kontrollpatienten ohne 

neurologische Auffälligkeiten verglich, konnte dennoch gezeigt werden, dass ein 

signifikanter Zusammenhang zwischen dem Ausmaß der Inflammation (T-Zellen, 

Plasmazellen, B-Zellen und Antigen-präsentierenden Mikroglia) und dem Ausmaß des 

akuten axonalen Schadens (Amyloid Precursor Protein+ (APP+) und Synaptophysin+ 

Sphäroiden) im ZNS von progressiven MS-Patienten zu finden ist [78]. Basierend auf den 

Ergebnissen dieser Studie wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass die Pathologie der 

SPMS im Einklang mit einer inflammatorischen Erkrankung ist und die inflammatorischen 

Prozesse „gefangen“ hinter einer geschlossenen BHS ablaufen sollen.  
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Eine alternative Erklärung für die beobachtete positive Korrelation von Inflammation und 

akutem axonalem Schaden könnte darin bestehen, dass primär stattfindende, 

neurodegenerative Prozesse eine sekundäre Rekrutierung von Immunzellen auslösen 

(vgl. „Inside-Out“-Hypothese, Abbildung 2). So konnte erst kürzlich in einem neuen 

zytodegenerativen Tiermodell mit autoimmuner Komponente gezeigt werden, dass die 

Cuprizone-induzierte Oligodendrozyten-Degeneration ein potenter Auslöser für die 

Rekrutierung von T-Zellen in das Telencephalon von Mäusen ist, bei denen zusätzlich eine 

aktive oder passive MOG-EAE induziert wurde (sogenanntes Cup/EAE-Modell) [79–82]. Im 

Rahmen der aktiven MOG-EAE-Induktion werden autoreaktive T-Zellen artifiziell generiert, 

welche in das ZNS der Mäuse einwandern und dort eine inflammatorische Demyelinisierung 

auslösen. Bei einer Kombination der beiden Tiermodelle (Cuprizone- und EAE-Modell) 

kommt es, anders als bei der akuten MOG-EAE (Kapitel 1.4.1), bei der sich 

inflammatorische Infiltrate fast ausschließlich im Rückenmark und im Kleinhirn formieren 

[40], auch zur Bildung von perivaskulären, inflammatorischen Infiltraten in verschiedenen 

Bereichen des Telencephalon wie dem Corpus callosum, dem Cortex und verschiedenen 

subkortikalen Strukturen [81, 82]. 

Während diese Studien implizieren, dass primär zytodegenerative Prozesse unter 

autoimmunen Bedingungen im ZNS eine T-Zell-Rekrutierung an den Ort der 

Demyelinisierung auslösen, soll in dieser Arbeit untersucht werden, ob eine 

Cuprizone-induzierte Demyelinisierung, ohne die Generierung von autoreaktiven T-Zellen, 

ein suffizienter Trigger für die Rekrutierung von peripheren Immunzellen darstellt. 
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1.6 Fragestellungen der Arbeit 

 

Die zentrale Hypothese dieser Arbeit ist, dass ein primär zytodegenerativer Prozess im ZNS 

zu einer sekundären Rekrutierung von peripheren Lymphozyten führt. Diese Annahme ist 

zurückzuführen auf die in Kapitel 1.2 erläuterte „Inside-Out“-Hypothese.  

 

In dieser Studie wird das Cuprizone-Modell verwendet, um eine primär zytodegenerative 

Pathologie im Gehirn der Versuchstiere zu induzieren. Diese Pathologie im ZNS 

intoxikierter Tiere äußert sich in Form eines Untergangs adulter Oligodendrozyten mit 

darauffolgender zentraler telencephaler Demyelinisierung sowie einer begleitenden 

Mikrogliaaktivierung und Astrogliose. 

 

Die übergeordneten Hypothesen und verwendeten Methoden dieser Arbeit sind 

nachfolgend aufgeführt. 

 

Hypothese 1: Im Rahmen der zytodegenerativen Prozesse kommt es im Cuprizone-Modell 

zu einer Rekrutierung peripherer Immunzellen an den Ort der 

Demyelinisierung. 

 

Methode 1: Hirnschnitte Cuprizone-intoxikierter Mäuse wurden immunhistochemisch 

markiert und auf das Vorhandensein von T-Zellen und B-Zellen untersucht. 

 

Hypothese 2: Rekrutierte Immunzellen im Cuprizone-Modell sind in Quantität und Qualität 

vergleichbar mit histopathologischen Befunden progressiver MS-Läsionen. 

 

Methode 2:  Hirnschnitte Cuprizone-intoxikierter Mäuse und progressiver MS-Patienten 

wurden zur Charakterisierung des Phänotyps und des Aktivitätszustands 

rekrutierter Immunzellen immunhistochemisch sowie Immunfluoreszenz-

markiert und die Ergebnisse verglichen. 

 

Eine genauere Erforschung der zugrundeliegenden Mechanismen und treibenden Faktoren 

der T-Zell-Rekrutierung ist von essenzieller Bedeutung für ein besseres Verständnis der 

Pathogenese progressiver MS-Formen und stellt mögliche Ansatzpunkte für neue 

MS-Therapiemöglichkeiten dar.   
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2. Material & Methoden 

2.1 Tiere und Experimentgruppen 

 

Für die Experimente wurden Mäuse vom Stamm C57BL6/J von Janvier (Le Genest-Saint-

Isle, Frankreich) verwendet. Die Tiere wurden nach den Richtlinien der „Federation of 

European Laboratory Animal Science Associaton’s (FELASA)“ in Käfigen gehalten, die 

wöchentlich gewechselt wurden. Die Haltung der Tiere erfolgte bei einem Tag-Nacht-Zyklus 

von jeweils 12 Stunden, einer Raumtemperatur von 22°C ± 2°C und einer Luftfeuchtigkeit 

von 50% ± 10%. In einem Käfig mit 100cm² Grundfläche befanden sich maximal fünf Tiere, 

welche ad libitum Zugang zu Futter und Wasser hatten. Jeder Käfig war standardmäßig mit 

Einstreu, Versteckmöglichkeit, Nestbaumaterial, Kauholz, einer Trinkflasche und 140g des 

Standard-Haltungsfutters oder des Cuprizone Futtergemisches ausgestattet. Eine 

Genehmigung für die Durchführung des Tierexperiments gemäß §8 Tierschutzgesetz lag 

von den jeweiligen Landesbehörden vor (Regierung Oberbayern, Tierversuchsnummer 

55.2-154-2532-73-15; Regierung Mecklenburg-Vorpommern, Tierversuchsnummer 

7221.3-1-001/19; Regierung Niedersachsen, Tierversuchsnummer 15/1762). Vor Beginn 

des Experiments konnten sich die Tiere für eine Woche an die Umgebung gewöhnen. 

Mäuse, welche mit Cuprizone intoxikiert wurden, erhielten eine 0,2%ige bis 0,25%ige Dosis 

Cuprizone vermischt mit gemahlenem Standard-Haltungsfutter. Der allgemeine 

Gesundheitszustand der Tiere wurde täglich über die Dauer des Tierexperiments nach den 

Kriterien Aktivität, Atmung, Bewegung, Fell-Beschaffenheit, Konstitution und Dehydrierung 

beurteilt. Paraffin-Hirnschnitte von Mäusen aus anderen, unabhängig durchgeführten 

Tierexperimenten wurden zusätzlich in dieser Studie untersucht. Detaillierte Informationen 

zu den verwendeten Experimentalgruppen sind in Tabelle 1 dargestellt. Diese 

Tierexperimente wurden von verschiedenen Experimentatoren unabhängig betreut, aber 

mit vergleichbaren Protokollen durchgeführt. 
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Tabelle 1: In dieser Studie verwendete Experimentalgruppen 

 

 

2.2 Cuprizone-Intoxikation  

 

Die Versuchstiere wurden für bis zu 11 Wochen mit Cuprizone intoxikiert. Gemahlenes 

Standardfutter (Futtermehl) wurde mit 0,2% bis 0,25% Cuprizone versetzt. Das Cuprizone-

Futtermehl-Gemisch wurde jeden Tag frisch mit einer handelsüblichen Küchenmaschine 

(Kult X, WMF, Geislingen, Deutschland) hergestellt. Futtermehl und Cuprizone wurden auf 

Präzisionswaagen abgewogen und auf der höchsten Geschwindigkeitseinstellung für eine 

Minute unter manuellem Schwenken in der Küchenmaschine vermengt. Das 

Cuprizone-Futtermehl-Gemisch wurde anschließend in zwei getrennte Petrischalen im 

Käfig aufgeteilt. Die Kontrollgruppe wurde über den gesamten Zeitraum des Tierversuchs 

mit Haltungsfutter gefüttert und zusammen mit den Tieren der letzten Behandlungsgruppe 

zum spätesten Zeitpunkt des Tierexperiments perfundiert. Die Käfige aller 

Bezeichnung 
der 

Experimental-
gruppe 

Maus-
stamm 

Alter in 
Wochen  

Gewicht 
in 

Gramm  

Ge-
schlecht 

Cuprizone 
(Cup) 

Dosis in 
% 

Experimentgruppen 

München C57BL/6 6 19-21 ♂ 0,25 - Kontrolle (n=5) 
- 1w Cup (n=5) 
- 3w Cup (n=5) 
- 5w Cup (n=5) 

Rostock C57BL/6 10 20-22 ♀ 0,25 - Kontrolle (n=5) 
- 1w Cup (n=5) 
- 3w Cup (n=5) 
- 5w Cup (n=5) 

Hannover C57BL/6 8-12 20-22 ♂ 0,2 - Kontrolle (n=5) 
- 5w Cup (n=5) 

Glasgow C57BL/6 10 20-22 ♂ 0,25 - Kontrolle (n=3) 
- 11w Cup (n=4) 

Remyelini-
sierung 

C57BL/6 7-8 19-20 ♂ 0,25 - Kontrolle (n=5) 
- 5w Cup (n=5) 
- 5w Cup + 
  2w Standard-
Haltungsfutter 
(n=6) 

Laquinimod C57BL/6 8 19-21 ♀ 0,25 - Cup-Vehikel (n=5) 
- Cup-Laquinimod 
(n=5) 
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Experimentgruppen wurden dreimal wöchentlich gewechselt. Folgende Abbruchkriterien 

galten für die im Experiment verwendeten Tiere: ausgeprägte Gewichtsreduktion (>10% in 

24h), deutliche Verhaltensänderungen (verringerte Bewegung, Krämpfe, Stupor) oder 

Infektionen. Die Abbruchkriterien wurden während des gesamten Experiments von keinem 

Tier erreicht.  

 

2.3 Transkardiale Perfusion und Gewebeentnahme 

 

Zur Einleitung einer terminalen Narkose wurde den Mäusen am Ende des Experiments ein 

Ketamin/Xylazin-Gemisch (drei Volumenanteile Ketamin (10%), ein Volumenanteil Xylazin 

(2%)) in einer Dosis von 0,1ml/10g Körpergewicht intraperitoneal injiziert. Fiel die 

anschließende Prüfung der Schmerz- und Hirnstammreflexe negativ aus, wurde die 

transkardiale Perfusion begonnen. Haut und Peritoneum der Maus wurden am unteren Teil 

des Abdomens aufgetrennt, das Peritoneum bis zum Diaphragma durchtrennt und 

anschließend das Diaphragma eröffnet. Der Brustkorb wurde seitlich abgesetzt, am nun frei 

zugänglichen Herz ein Schnitt am rechten Vorhof gesetzt und eine stumpfe Kanüle 

vorsichtig in den linken Ventrikel eingeführt. Über diese wurden manuell zunächst 20ml 

Phosphatpuffer (PBS 1x) und anschließend 50ml Fixierlösung zum Fixieren des Gewebes 

appliziert. An einer Schlauchpumpe (IsmaTec, IPC-4) wurde die Maus mit einer 

Geschwindigkeitseinstellung von 40 (circa 22ml/min) weitere sieben Minuten mit 

Fixierlösung perfundiert. Der Kopf wurde anschließend mit einer scharfen Schere 

abgetrennt und die Schädelkalotte vorsichtig sagittal eröffnet. Der gesamte Kopf mit 

eröffneter Kalotte wurde über Nacht bei 4°C in frischer Fixierlösung postfixiert. Am Folgetag 

wurde das Hirn vorsichtig herauspräpariert und in eine Gewebekassette überführt. 

 

2.4 Entwässerung, Einbettung und Schnitt 

 

Die Gewebekassetten wurden für mindestens sechs Stunden unter fließendem 

Leitungswasser gespült und anschließend über Nacht bei 4°C in 50% Ethanol inkubiert. Die 

Dehydrierung erfolgte manuell in einer aufsteigenden Alkoholreihe unter konstanter 

Bewegung (Tabelle 2). Die Hirne wurden abschließend in flüssigem, 60°C warmen Paraffin 

in Blöcke eingebettet.  
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Tabelle 2: Manuelle Entwässerung und Einbettung 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nach dem Aushärten der Paraffinblöcke auf einer Kühlplatte wurden circa 5μm dicke 

Paraffinschnitte an einem Rotationsmikrotom (Leica, RM 2255) angefertigt. Auf einen 

Objektträger wurden zwei Paraffinschnitte direkt aus dem warmen Wasserbad (45-47°C) 

aufgenommen und über Nacht bei 37°C in einem Wärmeschrank getrocknet.  

 

2.5 Hirngewebe progressiver MS-Patienten 

 

Post mortem Hirngewebe wurde, in Zusammenarbeit mit der niederländischen Brain Bank 

und dem Institut für Neuropathologie am VU University Medical Center in Amsterdam, durch 

ein schnelles Autopsie-Protokoll von Spendern mit progressiver MS gewonnen und in 

Paraffin-Blöcke eingebettet. Die Studie wurde vom Ethik-Ausschuss der Einrichtung 

genehmigt und alle Spender beziehungsweise ihre Angehörigen gaben eine schriftliche 

Einwilligung für die Verwendung des Hirngewebes und den Informationen zum klinischen 

Krankheitsverlauf zu Forschungszwecken. Für diese Studie wurden sieben chronisch aktive 

Läsionen von sieben Spendern eingeschlossen (Tabelle 3). Das durchschnittliche Alter zum 

Todeszeitpunkt in Jahren betrug 52,4 ± 10,2 (Mittelwert ± Standardabweichung (SD)). Die 

durchschnittliche Zeit, die zwischen Feststellung des Todes und Entnahme und Fixierung 

des Hirngewebes verging (post mortem delay), betrug 10,32 ± 1,27 Stunden.  

  

Schritt Chemikalie Zeit 

1 70% Ethanol 40 Minuten 
2 70% Ethanol 40 Minuten 

3 96% Ethanol 40 Minuten 
4 96% Ethanol 40 Minuten 

5 96% Ethanol 40 Minuten 

6 100% Ethanol 40 Minuten 
7 100% Ethanol 40 Minuten 

8 100% Ethanol 60 Minuten 
9 Xylol 1 40 Minuten 

10 Xylol 2 40 Minuten 
11 Xylol 3 40 Minuten 

12 Paraffin 1 60 Minuten 
13 Paraffin 2 60 Minuten 

14 Paraffin 3 48 Stunden 
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Das Klassifizieren der Läsionen wurde anhand konsekutiver anti-Myelin-Proteolipid-Protein 

(anti-PLP) und anti-Haupthistokompatibilitätskomplex II (MHC-II)/LN3 markierter 

Hirnschnitte durchgeführt [83]. Chronisch aktive Läsionen wurden, wie bereits publiziert 

[84], als Läsionen mit einem hypozellulären Zentrum und einem hyperzellulären Randsaum 

definiert.  

 

Tabelle 3: Klinische Details des in der Arbeit verwendeten Hirnmaterials der progressiven MS-Patienten 

Abkürzungen: post mortem Zeit (PMD), sekundär progressive MS (SPMS), primär progressive MS (PPMS). 

 

2.6 Histochemische Färbungen 

2.6.1 Luxol-Fast-Blue- / Periodic-Acid-Schiff-Färbung 

 

Die Luxol-Fast-Blue (LFB) / Periodic-Acid-Schiff (PAS)-Färbung besteht aus einer 

Kombination mehrerer histochemischer Färbungen. Bei LFB handelt es sich um einen 

basischen Kupferphthalocyanin-Farbstoff, welcher in saurer, ethanolhaltiger Lösung 

Verbindungen mit den Lipoproteinen der Myelinscheiden eingeht und diese blau anfärbt 

[85]. PAS ist die Kombination aus Periodsäure und Schiff’schem Reagenz. 

Kohlenhydratreiche Komponenten wie Glykogene und Muzine werden in der PAS-Färbung 

rot-violett dargestellt. Eine optimal durchgeführte LFB/PAS-Färbung erlaubt die Beurteilung 

des Grades der Demyelinisierung. Die graue Substanz des ZNS sollte hierzu leicht 

rot-violett, die weiße Substanz kräftig blau angefärbt sein (Abbildung 8). 

Geschlecht Alter 
Tod 

MS Dauer Geburts
-jahr 

Jahr MS 
Diagnose 

PMD MS-
Art 

Todes-
ursache 

♂ 49y 25y 1959 1983 8h SPMS Pneumonie 

♂ 44y 21y 1965 1988 10,25h PPMS Endstadium 
MS, 

Infektion 

♂ 51y unbekannt 1958 <1990 11h SPMS Infektion 
♀ 60y 10y 1950 2003 10,66h SPMS Euthanasie 

♀ 66y 32y 1945 1988 9,5h PPMS Euthanasie 
♀ 62y 24y 1949 1990 12,5h PPMS Kachexie 

♀ 35y 10y 1979 2004 10,33h SPMS Euthanasie 
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Abbildung 8: LFB/PAS-Färbung mit optimalem Färbeergebnis 

Übersicht eines LFB/PAS-gefärbten Maushirnschnitts. Die weiße Substanz (Corpus callosum, siehe 

Ausschnittsvergrößerung) ist kräftig blau angefärbt und lässt sich gut von der farblosen bis 
rot-violett-angefärbten grauen Substanz unterscheiden. Maßstab: links 200µm, rechts 50µm. 

 

Um ein einheitliches und vergleichbares Färbeergebnis zu erzielen, wurden alle 

Objektträger einer Färbereihe zur selben Zeit und nach dem gleichen Protokoll verarbeitet. 

Die Paraffinschnitte wurden nach einem Standardprotokoll entparaffiniert und in einer 

absteigenden Alkoholreihe bis zu 96%igem Ethanol rehydriert. Über Nacht erfolgte die 

Inkubation in LFB-Farblösung bei 56°C in einem Wärmeschrank. Am Folgetag erfolgte die 

Differenzierung von überschüssiger LFB-Färbung in der grauen und weißen Substanz des 

ZNS in unterschiedlichen Verdünnungen einer Lithiumcarbonat-Lösung. Dieser 

Differenzierungsprozess konnte so oft wiederholt werden, bis in der mikroskopischen 

Beurteilung ein optimales Färbeergebnis zu sehen war. Die PAS-Reaktion folgte im direkten 

Anschluss an die Differenzierung der LFB-Färbung. Die Schritte im Arbeitsprotokoll der 

LFB/PAS-Färbung sind zusammenfassend in Tabelle 4 dargestellt. 

 

Tabelle 4: Arbeitsprotokoll der LFB/PAS-Färbung 

Chemikalie Zeit Kommentar 

Xylol 1 10min 

Entparaffinierung und Rehydrierung 

Xylol 2 10min 
Xylol 3 10min 

Xylol 50%/Ethanol 50% 5min 
100% Ethanol 3min 

100% Ethanol 3min 
96% Ethanol 3min 

96% Ethanol 3min  
LFB-Farblösung 10h LFB-Färbung 
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Nach der Entwässerung folgte das Eindecken der Schnitte mit einem Deckglas mit DePeX. 

 

2.6.2 Nissl-Färbung 

 

Die Nissl-Färbung ermöglicht durch die Darstellung der Zellart-typischen Zellkörper die 

prinzipielle Unterscheidung von Nerven- und Gliazellen. Kresylviolett, der verwendete 

basische Farbstoff, bindet an negativ geladene Zellbestandteile wie die Ribonukleinsäure 

(RNS) im rauen endoplasmatischen Retikulum (sogenannte Nissl-Schollen) und die 

Desoxyribonukleinsäure (DNS) im Zellkern.  

Lithiumcarbonat-Lösung 
Verdünnung 1 

10sec Grobdifferenzierung 

70% Ethanol 1min „Auswaschen“ der Färbung 

destilliertes Wasser  Stopp der Differenzierung und 
mikroskopische Beurteilung 

Lithiumcarbonat-Lösung 
Verdünnung 2 

10sec Grobdifferenzierung 

70% Ethanol 1min „Auswaschen“ der Färbung 

destilliertes Wasser  Stopp der Differenzierung und 
mikroskopische Beurteilung 

Periodsäure-Lösung 0,5% 2min Hydroxylgruppen werden zu 
Aldehydgruppen oxidiert 

destilliertes Wasser  15sec Spülen 

Schiff’sche Reagenz 3min Bindung der Schiff-Reagenz an die freien 
Aldehydgruppen 

fließendes Leitungswasser 5min  Pinkfärbung der Schiff‘schen Reagenz  

destilliertes Wasser 1min Stopp der PAS-Reaktion 
Mayers Hämalaunlösung 5-20sec Kerngegenfärbung 

HCl-Alkohol 3-5sec Farbumschlag des Hämalaun bei pH 3 
fließendes Leitungswasser 5min „Bläuen“ der Hämatoxylinfärbung 

destilliertes Wasser 1min Stopp der Hämatoxylinfärbung 
80% Ethanol 3min 

Entwässerung 

96% Ethanol 3min  
100% Ethanol 3min 

100% Ethanol 3min 

Xylol 50%/Ethanol 50% 5min 
Xylol 1 10min 

Xylol 2 10min 
Xylol 3 10min 
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Abbildung 9: Nissl-Färbung 

Im Bereich des Hippocampus 

(unterer Bildabschnitt) sind 
viele, dicht-liegende Neurone 

mit großen Perikarya (Pfeil) zu 

erkennen. Im Corpus callosum 
(oberer Bildabschnitt) sind vor 

allem Gliazellen mit einem 

kompakten, sogenannten 
„nackten“ Zellkern (Pfeilkopf) 

dargestellt. Maßstab: 20µm. 

 

Die Nissl-Färbung wurde durchgeführt, um die Hirnregionen, welche in dieser Studie 

untersucht wurden, eindeutig zu identifizieren. Die Schritte im Arbeitsprotokoll der Nissl-

Färbung sind in Tabelle 5 zusammengefasst. 

 

Tabelle 5: Arbeitsprotokoll der Nissl-Färbung 

Chemikalie Zeit Kommentar 

Xylol 1 10min 

Entparaffinierung und Rehydrierung 

Xylol 2 10min 
Xylol 3 10min 

Xylol 50%/Ethanol 50% 5min 
100% Ethanol 3min 

100% Ethanol 3min 
96% Ethanol 3min 

96% Ethanol 3min  
90% Ethanol 3min  

70% Ethanol 3min  
destilliertes Wasser 1min 

Nissl-Farblösung 10min Nissl-Färbung 
Natriumacetat-Puffer 20sec „Auswaschen“ überschüssiger Färbung 

70% Ethanol 3min  

Entwässerung 

90% Ethanol 3min  
96% Ethanol 3min 

96% Ethanol 3min  
100% Ethanol 3min 

100% Ethanol 3min 
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2.6.3 Hämatoxylin- und Eosin-Färbung 

 

Die Hämatoxylin-Färbung beziehungsweise die Eosin-Färbung wurden in dieser Studie an 

Hirnschnitten durchgeführt, um nach erfolgten immunhistochemischen Markierungen die 

Abgrenzung der weißen Substanz von der grauen Substanz zu erleichtern. Bei 

immunhistochemischen Markierungen mit erwartetem membranösen Markierungsmuster 

half die Hämatoxylin-Färbung zusätzlich bei der Identifizierung von Zellen (mit blau 

angefärbtem Zellkern) und Artefakten (kein Zellkern vorhanden). Bei dem verwendeten 

Hämatoxylin handelte es sich um eine Farbvorstufe, die durch Oxidation zu Hämatein und 

in Verbindung mit Aluminiumionen zum Farbstoff Hämalaun umgesetzt wird. Das Hämalaun 

lagert sich aufgrund seiner basischen Eigenschaften an negativ geladene Zellbestandteile 

wie beispielsweise dem Zellkern an. 

Bei immunhistochemischen Markierungen mit erwarteten nukleären oder 

zytoplasmatischen Markierungsmustern (zum Beispiel anti-Granzym B Markierung), wurde 

statt der Hämatoxylin- eine Eosin-Färbung durchgeführt. Eosin ist ein Farbstoff, welcher 

basische beziehungsweise acidophile Zellbestandteile rot anfärbt. Dazu gehören 

beispielsweise das Zytoplasma und das glatte endoplasmatische Retikulum, nicht aber der 

Zellkern. Die Schritte für die Hämatoxylin- oder Eosin-Färbung sind im Arbeitsprotokoll der 

immunhistochemischen Markierung enthalten (Tabelle 11, Schritt 17.1 – 17.3). Im 

Anschluss an die Hämatoxylin- oder Eosin-Färbung erfolgte das Entwässern gemäß 

Tabelle 10 und das Eindecken der Schnitte unter einem Deckglas mit DePeX. 

 

 

 

 

  

Xylol 50%/Ethanol 50% 5min 

Xylol 1 10min 
Xylol 2 10min 

Xylol 3 10min 
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2.7 Immunhistochemie 

2.7.1 Prinzip immunhistochemischer Nachweise 

 

Zur spezifischen Darstellung von unterschiedlichen Proteinen wurde die 

immunhistochemische Markierung nach der ABC-Methode angewandt. Dabei handelt es 

sich um ein indirektes Nachweisverfahren von Antigenen:  

 

• Der Primärantikörper bindet möglichst spezifisch an das gesuchte Antigen im 

untersuchten Gewebe.  

• Der biotinylierte Sekundärantikörper ist gegen den Primärantikörper gerichtet und 

bindet an diesen.  

• Der zugesetzte Avidin-Biotin-Enzym-Komplex bindet aufgrund der hohen Affinität 

von Avidin zu Biotin an den biotinylierten Sekundärantikörper.  

• Unter H2O2 katalysiert die im Avidin-Biotin-Enzym-Komplex enthaltene 

Meerrettichperoxidase (HRP) die Umwandlung des phenolischen DAB-Substrats in 

dessen unlösliche Form. Bei dieser Umwandlung entsteht das bräunliche Präzipitat 

(Abbildung 10). 

  

  

Abbildung 10: Schematische Darstellung der immunhistochemischen ABC-Methode 

Abbildung erstellt mit Biorender.com 
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Im Rahmen der immunhistochemischen Markierung können der Primär- oder 

Sekundärantikörper unspezifisch Bindungen eingehen. Ein Grund dafür sind unter anderem 

Immunglobulin (Ig)-ähnliche Proteine im untersuchten Gewebe, an die der 

Sekundärantikörper bindet und so schlussendlich ein unspezifisches Signal entsteht. Um 

diesem Phänomen vorzubeugen, wird das sogenannte „Blocken“ durchgeführt. Bevor der 

Primär- und Sekundärantikörper auf die Schnitte gegeben werden, wird mit 5%igem 

Normalserum aus der Spezies, aus der der Sekundärantikörper stammt, das Blocken 

durchgeführt. Die Bindungsstellen an Ig-ähnlichen Proteinen werden so von Antikörpern 

aus dem Normalserum maskiert und der Sekundärantikörper kann im weiteren Verlauf nicht 

mehr daran binden. Somit wird das unspezifische Signal reduziert. Ein weiterer Grund eines 

unspezifischen Signals ist die endogene Peroxidase. Dieses gewebsintrinsische Enzym ist 

in der Lage, die Umwandlung von farblosem DAB-Substrat in das unlösliche braune 

Präzipitat zu katalysieren und so zu einem unspezifischen Hintergrundsignal zu führen. Um 

dies zu verhindern, werden die Schnitte in 0,35% Wasserstoffperoxid in PBS (1x) für 30 

Minuten in einer Glasküvette unter minimalem Lichteinfall inkubiert. So wird die endogene 

Peroxidase gesättigt, die Aktivität des Enzyms reduziert und das unspezifische 

Hintergrundsignal gesenkt. Um ein bestmögliches Signal-Rausch-Verhältnis für jeden 

eingesetzten Primärantikörper zu erhalten, wird das Färbeprotokoll für jeden 

Primärantikörper in einem zweistufigen Verfahren etabliert. Diese Etablierung beginnt in der 

vom Antikörper-Hersteller empfohlenen Verdünnung und an dem als Positivkontrolle 

empfohlenen Gewebe. In einem ersten Schritt wird getestet, ob eine Demaskierung durch 

Kochen in Citrat-Puffer (pH 6.0) oder Tris/EDTA-Puffer (pH 9.0) notwendig ist und welche 

Option das beste Resultat liefert. Ausgehend von dem Ergebnis des ersten 

Etablierungsschrittes wird nun anhand einer Verdünnungsreihe die optimale Konzentration 

des Primärantikörpers ermittelt, die wiederum das beste Signal-Rausch-Verhältnis ergibt. 

Auf diese Weise wurden alle in dieser Arbeit verwendeten Primärantikörper, mit Ausnahme 

der bereits in der Arbeitsgruppe etablierten anti-PLP, anti-IBA1 und anti-APP Antikörper, 

etabliert.  

 

2.7.2 Durchführung der immunhistochemischen Markierung 

 

Um ein einheitliches, qualitatives und vergleichbares Ergebnis zu erhalten, wurden alle 

Objektträger einer immunhistochemischen Markierung zur selben Zeit und nach dem 

gleichen Arbeitsprotokoll bearbeitet. Zu Beginn des Protokolls erfolgte die 

Entparaffinierung, beginnend in Xylol sowie eine Rehydrierung in einer absteigenden 

Alkoholreihe (Tabelle 6). 
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Tabelle 6: Entparaffinierung mit Xylol & Rehydrierung in absteigender Alkoholreihe 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Das Einbetten in Paraffin sowie das Fixieren des Gewebes führt zu sogenannten 

Maskierungen (Quervernetzungen, engl. „crosslinks“). Diese Maskierungen binden freie 

Antigene und können das Ergebnis der immunhistochemischen Markierung verschlechtern. 

Um die Antigene wieder freizulegen, wurde nach der Entparaffinierung und Rehydrierung 

das „HIER“ (engl. „heat induced epitope retrieval“) zur Demaskierung angewandt. Die 

Schnitte wurden dazu für zehn Minuten in Citrat-Puffer (pH 6.0) oder Tris/EDTA-Puffer 

(pH 9.0) in einer Mikrowelle zum Kochen gebracht. Die Objektträger wurden im Anschluss 

für 15 Minuten in einem kalten Wasserbad auf Raumtemperatur abgekühlt. Unter leichtem 

Schütteln wurden die Schnitte in Glasküvetten mit PBS (1x) gewaschen. Das Waschen 

wurde zwischen allen Inkubationsschritten außer dem Blocken wiederholt. Das Blocken 

wurde mit 5%igem normalen Ziegenserum durchgeführt. Die Objektträger wurden in eine 

feuchte Kammer überführt, das Blockserum auf die Schnitte aufgetragen und anschließend 

für eine Stunde inkubiert. Das Blockserum wurde anschließend von den Schnitten 

abgekippt und der Primärantikörper in der entsprechenden Verdünnung (Tabelle 7, 8) 

appliziert. Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer.  

 

  

Schritt Chemikalie Zeit 

1 Xylol 1 10 Minuten 
2 Xylol 2 10 Minuten 

3 Xylol 3 10 Minuten 
4 50% Xylol / 50% Ethanol 5 Minuten 

5 100% Ethanol 3 Minuten 

6 100% Ethanol 3 Minuten 
7 96% Ethanol 3 Minuten 

8 96% Ethanol 3 Minuten 
9 70% Ethanol 3 Minuten 

10 50% Ethanol 3 Minuten 
11 Destilliertes Wasser 3 Minuten 
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Tabelle 7: Verwendete Primärantikörper in immunhistochemischen Markierungen an murinem Gewebe 

 

Tabelle 8: Verwendete Primärantikörper in immunhistochemischen Markierungen an humanem Gewebe 

 

Am Folgetag wurde der benötigte Sekundärantikörper in 5%igem normalen Ziegenserum 

verdünnt (Tabelle 9) und auf die Schnitte pipettiert. Die Inkubation des Sekundärantikörpers 

erfolgte für eine Stunde bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer.  

 

Tabelle 9: Verwendete Sekundärantikörper in immunhistochemischen Markierungen an murinem und 

humanem Gewebe 

  

Antigen Firma Bestellnummer Verdünnung Wirt Demaskierung 

APP A4 Merck MAB348 1:5000 Maus Tris/EDTA 
B220 

(CD45R) 
Invitrogen 14-0452-82 1:400 Ratte Citrat 

CD3 Abcam ab11089 1:250 Ratte Tris/EDTA 
CD4 Abcam ab183685 1:1000 Kaninchen Tris/EDTA 

CD8α Abcam ab209775 1:1000 Kaninchen Tris/EDTA 
GFAP Abcam ab68428 1:250 Kaninchen Tris/EDTA 

Granzym B Abcam ab255598 1:500 Kaninchen Tris/EDTA 
IBA1 Wako 019-19741 1:5000 Kaninchen Tris/EDTA 

PLP BioRad MCA839G 1:5000 Maus keine 

Antigen Firma Bestellnummer Verdünnung Wirt Demaskierung 

CD3 Abcam ab11089 1:250 Ratte Tris/EDTA 
CD4  Abcam ab133616 1:500 Kaninchen Tris/EDTA 

CD8α Abcam ab17147 1:100 Maus Tris/EDTA 
MHC-II/LN3 Thermo 

Fisher 
MA5-11966 1:1500 Maus Citrat 

PLP BioRad MCA839G 1:5000 Maus keine 

Antikörper Firma Bestellnummer Verdünnung Wirt Konjugat 

Anti-Kaninchen IgG VECTOR BA1000 1:200 Ziege Biotin 

Anti-Maus IgG VECTOR BA9200 1:200 Ziege Biotin 

Anti-Ratte IgG VECTOR BA9400 1:200 Ziege Biotin 
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Der Avidin-Biotin-Enzym-Komplex muss mindestens 30 Minuten vor dem Verwenden aus 

Reagenz A (Avidin) und Reagenz B (biotinyliertes HRP) angesetzt werden. Nach einer 

einstündigen Inkubationszeit des ABC-Komplexes bei Raumtemperatur in einer feuchten 

Kammer und kurzem Waschen wurde der DAB-Komplex auf die Objektträger pipettiert und 

nach zehn Minuten Inkubation für zehn Sekunden in Leitungswasser und anschließend für 

fünf Minuten in destilliertem Wasser abgewaschen und somit die enzymatische 

Farbreaktion gestoppt.  Um das Abgrenzen der anatomischen Strukturen im Hirnschnitt zu 

erleichtern, wurde nach einigen immunhistochemischen Markierungen mit sehr geringem 

Hintergrundsignal eine Hämatoxylin-Gegenfärbung (H-Färbung) oder eine 

Eosin-Gegenfärbung durchgeführt (Kapitel 2.6.3). Die Schnitte wurden nachfolgend in einer 

aufsteigenden Alkoholreihe (Tabelle 10) dehydriert und mit DePeX unter einem Deckglas 

eingedeckt.  

 

Tabelle 10: Dehydrierung mit aufsteigender Alkoholreihe 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Schritte im Arbeitsprotokoll der standardisierten immunhistochemischen Markierung 

sind in Tabelle 11 zusammengefasst.  

Schritt Chemikalie Zeit 

1 Destilliertes Wasser 3 Minuten 
2 50% Ethanol 3 Minuten 

3 70% Ethanol 3 Minuten 

4 96% Ethanol 3 Minuten 
5 96% Ethanol 3 Minuten 

6 100% Ethanol 3 Minuten 
7 100% Ethanol 3 Minuten 

8 50% Xylol / 50% Ethanol 5 Minuten 
9 Xylol 1 10 Minuten 

10 Xylol 2 10 Minuten 
11 Xylol 3 10 Minuten 
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Tabelle 11: Arbeitsprotokoll der immunhistochemischen Markierung 

Schritt Arbeitsablauf 

1 Entparaffinierung und Rehydrierung der Schnitte in einer absteigenden 
Alkoholreihe (gem. Tabelle 6) 

2 Demaskierung („HIER“): zehnminütiges Kochen der Schnitte in Citrat- 
(pH 6.0) oder Tris/EDTA-Puffer (pH 9.0)  

3 Abkühlung der Objektträger auf Raumtemperatur in einem Wasserbad 

4 Drei Mal fünfminütiges Spülen in PBS (1x) unter leichtem Schütteln 

5 „Blocking“ mit 5% Normalserum für eine Stunde bei Raumtemperatur in einer 

feuchten Kammer  

6 Normalserum abkippen 

7 Primärantikörper applizieren und über Nacht bei 4°C inkubieren 

8 Drei Mal fünfminütiges Spülen in PBS (1x) unter leichtem Schütteln 

9 Inkubation für 30 Minuten in 0,35% H2O2 unter leichtem Schütteln im Dunkeln 

10 Drei Mal fünfminütiges Spülen in PBS (1x) unter leichtem Schütteln 

11 Sekundärantikörper applizieren und eine Stunde bei Raumtemperatur 

inkubieren 

12 Drei Mal fünfminütiges Spülen in PBS (1x) unter leichtem Schütteln 

13 Applikation des Avidin-Biotin-Komplexes und Inkubation für eine Stunde bei 

Raumtemperatur in einer feuchten Kammer 

14 Drei Mal fünfminütiges Spülen in PBS (1x) unter leichtem Schütteln 

15 Applikation des DAB-Komplexes zur Visualisierung für zehn Minuten unter 

einem Abzug 

16 Zehn Sekunden spülen in Leitungswasser  

17 Fünf Minuten in destilliertem Wasser spülen 

17.1 H-Färbung, 15 Sekunden in Hämatoxylin-Lösung und anschließend fünf 

Sekunden in HCl-Alkohol eintauchen  

17.2 Zehn Minuten unter fließendem Leitungswasser inkubieren (bläuen) 

17.3 Zwei Minuten in Eosin-Farblösung, danach in 70% Ethanol differenzieren 

18 Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe (gem. Tabelle 10) 

19 Eindecken der Objektträger mit DePeX und Deckgläsern unter dem Abzug 

20 Trocknen der eingebetteten Schnitte unter dem Abzug  

_____= fakultative Arbeitsschritte 
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2.8 Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung 

2.8.1 Prinzip der Immunfluoreszenzmarkierung 

 

Um gleichzeitig mehr als nur ein Protein beziehungsweise Antigen darzustellen, wurden 

Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen durchgeführt. Wie die bereits beschriebene 

Immunhistochemie ist die Immunfluoreszenzmarkierung eine indirekte Nachweismethode. 

Die Methode beruht auf folgendem Prinzip:  

• Die beiden Primärantikörper aus verschiedenen Spezies binden möglichst 

spezifisch an die entsprechenden Antigene.  

• Die Sekundärantikörper sind mit jeweils unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen 

(Fluorochromen) gekoppelt und binden an die Primärantikörper.  

• Eine universelle nukleäre Markierung erfolgt mit dem fluoreszierenden 

4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI). 

• Die Anregung des Fluorochroms erfolgt am Epifluoreszenzmikroskop (Leica DM6 B) 

mit der jeweiligen Anregungswellenlänge. 

• Dort, wo die Sekundärantikörper an die Primärantikörper binden konnten, entsteht 

bei Anregung ein Signal in Form von emittiertem Licht in der spezifischen 

Emissionswellenlänge des Fluorochroms (Abbildung 11). 

 
Abbildung 11: Schematische Darstellung des Prinzips der Immunfluoreszenzmarkierung 

Abbildung erstellt mit Biorender.com 
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2.8.2 Durchführung einer Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung 

 

Die ersten Schritte im Arbeitsprotokoll der Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung 

entsprechen den ersten Vorgängen im Protokoll der immunhistochemischen Markierung 

(Tabelle 11). Nach dem Blocken wurden die Primärantikörper (Tabelle 12, 13) in 

entsprechender Verdünnung in 5%igem normalen Eselserum auf die Schnitte aufgetragen. 

Die Inkubation erfolgte bei 4°C über Nacht in einer feuchten Kammer.  

 

Tabelle 12: Verwendete Primärantikörper in Immunfluoreszenzmarkierungen an murinem Gewebe 

 

Tabelle 13: Verwendete Primärantikörper in Immunfluoreszenzmarkierungen an humanem Gewebe 

 

Am Folgetag wurden die Sekundärantikörper in 5%igem Eselserum verdünnt (Tabelle 14). 

Die jeweiligen Sekundärantikörper wurden 1:250 verdünnt in 5%igem Eselserum auf die 

Schnitte aufgetragen und für zwei Stunden bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer 

inkubiert.  

Tabelle 14: Verwendete Sekundärantikörper in Immunfluoreszenzmarkierungen 

 

Um ein „Ausbleichen“ des Fluorochroms zu vermeiden, wurden alle folgenden 

Arbeitsschritte unter möglichst geringem Lichteinfall durchgeführt. Für die nukleäre 

Markierung wurden die Schnitte für zehn Minuten mit DAPI in einer Konzentration von 

5μg/ml inkubiert. In humanem Gewebe wurde die unter anderem von Erythrozyten und 

Antigen Firma Bestellnummer Verdünnung Wirt Demaskierung 

CD3 Abcam ab11089 1:250 Ratte Tris/EDTA 
CD8α Abcam ab209775 1:1000 Kaninchen Tris/EDTA 

Granzym B Abcam ab255598 1:500 Kaninchen Tris/EDTA 
Ki-67 Abcam ab15580 1:250 Kaninchen Citrat  

PCNA Abcam ab29 1:10000 Maus Tris/EDTA 

Antigen Firma Bestellnummer Verdünnung Wirt Demaskierung 

CD3 Abcam ab11089 1:250 Ratte Tris/EDTA 
CD8α Abcam ab17147 1:100 Maus Tris/EDTA 

Granzym B Abcam ab255598 1:1000 Kaninchen Tris/EDTA 

Antikörper Firma Bestellnummer Verdünnung Wirt Konjugat 

Anti-
Kaninchen-IgG 

Abcam ab150065 1:250 Esel Alexafluor488 

Anti-Maus-IgG Abcam ab150109 1:250 Esel Alexafluor488 

Anti-Ratte-IgG Invitrogen A21209 1:250 Esel Alexafluor594 
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Lipofuszin-Granula ausgehende Autofluoreszenz durch eine zehnminütige Inkubation in 

Sudanschwarz-Farblösung abgeschwächt (engl. „quenching“). Die Schnitte wurden 

anschließend in PBS (1x) dreifach gespült und abschließend für eine Minute in destilliertes 

Wasser überführt. Die Objektträger wurden danach mit dem wässrigen Eindeckmedium 

Immu-Mount™ unter einem Deckglas eingedeckt. Die Schnitte wurden anschließend bei 

4°C im Dunkeln gelagert. 

Tabelle 15: Arbeitsprotokoll der Immunfluoreszenzmarkierung 

Schritt Arbeitsablauf 

1 Entparaffinierung und Rehydrierung der Schnitte in einer absteigenden 
Alkoholreihe (gem. Tabelle 6) 

2 Demaskierung („HIER“): zehn-minütiges Kochen der Schnitte in Citrat- oder 
Tris/EDTA-Puffer  

3 Abkühlung der Objektträger auf Raumtemperatur in einem Wasserbad 

4 Drei Mal fünfminütiges Spülen in PBS (1x) unter leichtem Schütteln 

5 „Blocking“ mit 5% Normalserum für eine Stunde bei Raumtemperatur in 

einer feuchten Kammer 

6 Normalserum abkippen 

7 Primärantikörper applizieren und über Nacht bei 4°C inkubieren 

8 Drei Mal fünfminütiges Spülen in PBS (1x) unter leichtem Schütteln 

9 Sekundärantikörper applizieren und zwei Stunden bei Raumtemperatur 

inkubieren 

10 Drei Mal fünfminütiges Spülen in PBS (1x) unter leichtem Schütteln 

11 Applikation der DAPI Lösung (5μg/ml).  

12 Inkubation für zehn Minuten bei Raumtemperatur in feuchter Kammer 

13 Drei Mal fünfminütiges Spülen in PBS (1x) unter leichtem Schütteln 

13.1 An humanem Gewebe: Inkubation für zehn Minuten in Sudanschwarz-

Farblösung  

13.2 Kurzes Spülen in 70% Ethanol zur Entfernung von überschüssiger 

Sudanschwarz-Farblösung 

13.3 Drei Mal fünfminütiges Spülen in PBS (1x) unter leichtem Schütteln 

14 Spülen in destilliertem Wasser für eine Minute 

15 Einbetten der Objektträger mit Immu-Mount™ 

16 Lagerung bei 4°C in dunkler Umgebung  

_____  = Arbeitsschritte unter minimalem Lichteinfall 
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2.9 Negativkontrollen 

 

Spezifische oder unspezifische Bindungen der verwendeten Sekundärantikörper, hohe 

endogene Biotin-Konzentrationen sowie ein hohes Vorkommen von endogener 

Peroxidase-Aktivität im untersuchten Gewebe führen zu einem unerwünschten, nicht 

spezifischen Signal im Rahmen von immunhistochemischen Markierungen. Ob der 

verwendete Primärantikörper für die Entstehung eines spezifischen Signals verantwortlich 

ist, lässt sich mit verschiedenen Negativkontrollen überprüfen (Abbildung 12 A, B). Das in 

jeder immunhistochemischen Markierung als Negativkontrolle mitgeführte Gewebe 

exprimierte das untersuchte Antigen und wurde zur gleichen Zeit und nach demselben 

Protokoll wie alle anderen Schnitte verarbeitet. Der Primärantikörper wird nicht auf die 

Negativkontrollen pipettiert, stattdessen inkubierten diese über Nacht in 5%igem 

Normalserum. In Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen besteht darüber hinaus das 

potenzielle Risiko, dass die verwendeten Sekundärantikörper an die „falschen“ 

Primärantikörper binden. In sogenannten „Kreuzkontrollen“, die parallel zu allen 

Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen durchgeführt wurden, wurden jeweils beide 

Primärantikörper mit den „nicht passenden“ Sekundärantikörpern inkubiert (Abbildung 

12 D, D‘). Negativkontrollen, wie oben beschrieben, wurden zusätzlich durchgeführt 

(Abbildung 12 D‘‘). Das Ausmaß des Hintergrundsignals, welches durch Bindungen des 

Primärantikörpers an beispielsweise Fc-Rezeptor-tragende Zellen entsteht, lässt sich mit 

Isotyp-Kontrollen untersuchen. In der Arbeit wurden hierzu Antikörper ohne spezifisches 

Zielantigen verwendet, die der gleichen Istoyp-Klasse zugeordnet werden, wie die 

verwendeten Primärantikörper. Parallel zu den durchgeführten immunhistochemischen 

Markierungen wurden Schnitte mit den in Tabelle 16 aufgeführten Isotyp-Kontrollen in der 

gleichen Konzentration wie der verwendete Primärantikörper inkubiert. 

 

Tabelle 16: Verwendete Isotyp-Kontrollen 

 Isotyp Firma Bestellnummer Wirt 

IgG1 Thermo Fisher 14-4301-82 Ratte 
IgG1 Thermo Fisher 14-4714-85 Maus 

IgG2b Thermo Fisher 14-4732-85 Maus 
IgG Thermo Fisher 86199 Kaninchen 
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Abbildung 12: Negativkontrollen und Kreuzkontrollen bei immunhistochemischen Markierungen und 

Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen 

(A) Eine immunhistochemische Markierung mit einem anti-CD3 Antikörper stellt braune, membranös-markierte 

Zellen (Pfeile, Ausschnittsvergrößerung) im Corpus callosum von fünf Wochen Cuprizone 

(5w Cup) - intoxikierten Mäusen dar. (B) Die Negativkontrolle zeigt, neben der histochemischen 
Hämatoxylin-Färbung, kein Signal. (C-C‘‘‘) Eine Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung am Beispiel von CD3 

und Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (PCNA) doppelmarkierten 5w Cup Hirnschnitten, nukleär markiert mit 

4′,6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI, blau). (D, D‘) „Kreuzkontrollen“ zeigen Hirnschnitte, die mit einem 
Primärantikörper und dem nicht zugehörigen Sekundärantikörper inkubiert wurden. (D‘‘) Eine Negativkontrolle 

ohne Primärantikörper, aber mit beiden in dem Experiment verwendeten Sekundärantikörpern. Maßstab (A, B): 

70μm, Ausschnittsvergrößerung (A): 30μm, (C-C‘‘‘): 15μm, (D-D‘‘): 70μm. 
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2.10 Auswertung 

2.10.1 Untersuchte Hirnregionen 

 

 

Abbildung 13: Untersuchte Hirnregionen 

(A) Übersicht der rostral gelegenen Hirnregion auf Höhe der Commissura anterior (ac) (Region 215). Die 

Ausschnittsvergrößerung stellt das Corpus callosum (cc) dar, unterteilt in mediales (mcc) und laterales Corpus 

callosum (lcc) mithilfe eines von der Spitze des Cingulum (cg) gefällten Lots. (B) Übersicht der okzipital 

gelegenen untersuchten Hirnregion auf Höhe des rostralen Hippocampus (Region 265). Die Unterteilung in mcc 

und lcc erfolgt analog zu der in (A). Abkürzungen = mcc: mediales Corpus callosum, lcc: laterales Corpus 

callosum, cg: Cingulum, f: Fornix cerebri, ac: Commissura anterior, fi: Fimbria hippocampi. Maßstab (A, B): 

200μm. Abbildung modifiziert, mit Genehmigung von John Wiley and Sons; Lizenznummer: 5050240200746. 

 

Unterschiedliche ROIs (engl. „regions of interest“) wurden definiert, um verschiedene 

Anteile des Corpus callosum selektiv beurteilen zu können. Von dem höchsten Punkt des 

Cingulum wurde ein Lot gefällt, welches das Corpus callosum in einen medialen und 

lateralen Anteil unterteilt (gem. Abbildung 13). In dieser Studie wurden die Hirnregion 215 

und 265 gemäß des Maushirn-Atlas nach Sidman et al. 

(http://www.hms.harvard.edu/research/brain/atlas.html) untersucht. Region 215 befindet 

sich rostral auf Höhe der Commissura anterior. Hirnregion 265 ist weiter okzipital auf Höhe 

des rostralen Hippocampus gelegen. Gemäß dem Maushirn-Atlas von Franklin und Paxinos 

[86] entspricht Region 215 den stereotaktischen Koordinaten Bregma +0.14 und Region 

265 Bregma -1.01. In Region 215 wurden als ROIs das mediale und das laterale Corpus 
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callosum sowie die Commissura anterior definiert. Die ROIs in Region 265 waren das 

mediale und das laterale Corpus callosum sowie die Fimbriae hippocampi. 

 

2.10.2 Quantifizierung der optischen Dichte 

 

Hirnschnitte wurden über die Bestimmung der optischen Dichte ausgewertet, wenn eine 

immunhistochemische Markierung eine manuelle Auszählung von Zellen oder Partikeln 

nicht zuverlässig ermöglicht. Dies war bei den durchgeführten anti-PLP, anti-IBA1 und 

anti-GFAP Markierungen der Fall. Die Hirnschnitte wurden zunächst mit Hilfe eines 

Mikroskops (DM6 B, Leica, Wetzlar, Deutschland) mit einem installierten Kamerasystem 

(DMC 6200, Leica, Wetzlar, Deutschland) digitalisiert. An einem Hirnschnitt wurden alle 

Einstellungen des Mikroskops optimiert, um dieselben Einstellungen bei allen weiteren 

Hirnschnitten so beizubehalten und eine möglichst große Vergleichbarkeit der 

aufgenommenen Fotos zu gewährleisten. Die Bestimmung der optischen Dichte erfolgte 

mit der Software „ImageJ“ (Version 1.52a für Windows, Wayne Rasband, National Institutes 

of Health, USA) [87]. Die aufgenommenen Fotos wurden verblindet in ImageJ importiert 

und die definierte ROI (engl. „region of interest“) mithilfe der „Polygon Auswahl“ manuell 

umrandet. Der Bildtyp wurde anschließend in ein „8-Bit-Graustufenbild“ (engl. „8-bit-

grayscale“) geändert. Um die Analyse der optischen Dichte für alle importieren Aufnahmen 

zu vereinheitlichen, wurde eine sogenannte Schwellenwertmessung durchgeführt. Durch 

diesen angelegten Schwellenwert wird jeder Pixel in der importierten Aufnahme als 

eindeutig „schwarz“ oder eindeutig „weiß“ zugeordnet, indem die importierte Aufnahme in 

einen binären Bildtyp geändert wurde. Die von ImageJ durchgeführte Analyse „Area 

fraction“ bestimmte nun den Anteil an schwarzen Pixeln (spezifische immunhistochemische 

Markierung) im Verhältnis zu weißen Pixeln (kein spezifisches Signal im Hirnschnitt) und 

gab einen Prozentwert in der Einheit „[%] Area“ an. Für die folgenden 

immunhistochemischen Markierungen wurden jeweils Schwellenwertmessungen 

ausgewählt, die nach der Umwandlung in den binären Bildtyp das ursprüngliche, 

spezifische Markierungsmuster der immunhistochemischen Markierung am besten 

widerspiegelten: anti-PLP-Markierung: Schwellenwert „Max Entropy“, anti-IBA1-

Markierung: Schwellenwert „Default“, anti-GFAP-Markierung: Schwellenwert „Huang“. Eine 

Zusammenfassung der einzelnen Schritte findet sich in Tabelle 17 am Beispiel einer 

immunhistochemischen anti-PLP Markierung. 
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Tabelle 17: Arbeitsschritte bei der Messung der optischen Dichte mit ImageJ 

Funktion in 
ImageJ 

Abbildung Kommentare 

„Polygon 
Auswahl“ 

 

Die ROI wurde 
manuell 

umrandet. Hier: 
das mediale 

Corpus callosum 
in einer 

immunhisto-
chemischen 

PLP-Markierung 
(gelbe 

Umrandung) 

„Image“ 

„Type“ 

„8-bit“ 

 

Die importierte 
Aufnahme wurde 

in ein „8-Bit-
Graustufenbild“ 
umgewandelt. 

„Image“ 

„Adjust“ 

„Threshold“ 

 

Die Aufnahme 
wurde nach dem 

ausgewählten 
Schwellenwert in 

ein binäres 
Format 

umgewandelt. 
Die Dichte 

schwarzer Pixel 
in der ROI wurde 

durch ImageJ 
gemessen und 

in [%] Area 
angegeben. 
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2.10.3 Quantifizierung von Zelldichten 

 

Nach durchgeführten histochemischen Markierungen, die ein zuverlässiges manuelles 

Auszählen von Zellen, Partikeln oder Sphäroiden ermöglichten, wurden von jedem 

Hirnschnitt Fotos mit einem manuellen Scanning-Mikroskop aufgenommen 

(Mikroskop: Nicon Eclipse E200, Kamera: Basler acA1920-40uc). Die ROI des jeweiligen 

Gewebeschnitts wurde hierzu am Mikroskop umrandet und mit der Software 

„Manual-WS-Imaging 2019“ (Version 2019b) von Microvisioneer an einem Computer 

automatisch eine zusammengesetzte Aufnahme erstellt. Alle Aufnahmen wurden mit 

denselben Einstellungen am Mikroskop angefertigt, um die Vergleichbarkeit zu 

gewährleisten. Das Zählen der spezifisch markierten Zellen wurde mit dem Programm 

„ViewPoint“ (Version 1.0.0.9628) von PreciPoint durchgeführt. Hierzu wurden die jeweiligen 

Bilder verblindet importiert, die exakte ROI manuell umrandet und unter Zuhilfenahme eines 

Markierungs-Werkzeugs die spezifisch markierten Zellen, Partikel oder Sphäroide 

innerhalb der ROI markiert. Werte bezüglich der Anzahl der markierten Zellen und die 

Fläche der ROI konnten anschließend exportiert und so eine Zelldichte pro mm² errechnet 

werden. Pro Objektträger wurden zwei Hirnschnitte desselben Tieres auf diese Weise 

verblindet ausgewertet. Nach Auflösung der Verblindung wurde aus den Zelldichten beider 

Hirnschnitte eines Tieres der MittelwertTier gebildet. Aus allen MittelwertenTier einer 

Experimentgruppe wurde der MittelwertGruppe errechnet und dieser mit anderen 

MittelwertenGruppe statistisch untereinander verglichen.  

Das Quantifizieren der Dichten immunhistochemisch markierter Zellen in humanen 

MS-Läsionen erfolgte mit den gleichen Programmen und nach vergleichbarer 

Vorgehensweise. In jedem Hirnschnitt und in jeder ROI (Rand und Zentrum der Läsion und 

der normal-erscheinenden weißen Substanz, engl. „normal-appearing white matter“ 

(NAWM)) wurden aus der Anzahl spezifisch markierter Zellen und der Fläche eine 

Zelldichte pro mm² errechnet. 

 

2.10.4 Quantifizierung von Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen 

 

Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen wurden in dieser Arbeit durchgeführt, um CD3+ 

T-Zellen hinsichtlich kolokalisierter membranöser Proteine (CD8), zytoplasmatischer 

Proteine (Granzym B) und nukleärer Proteine (PCNA und KI-67) zu untersuchen. Zur 

Auswertung der Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen wurden an einem 

Epifluoreszenzmikroskop (DM6 B, Leica, Wetzlar, Deutschland) zunächst in allen Kanälen 

Aufnahmen in optimalen Einstellungen angefertigt und gespeichert.  
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Für die durchgeführten Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen wurden 

Fluoreszenzkanäle mit folgenden Filtereigenschaften für die Aufnahmen genutzt: 

• blau -   Exzitation (Ex.) 350/50nm, Emission (Em.) 460/50nm: DAPI,  

• rot -   Ex. 560/40nm, Em. 645/75nm: CD3, 

• grün -   Ex. 480/40nm, Em. 527/30nm: CD8, GZMB, PCNA oder KI-67. 

Die Aufnahmen aller Hirnschnitte wurden am selben Tag vorgenommen, um ein 

Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffes zu verhindern. Im roten Kanal wurden in 63-facher 

Objektivvergrößerung spezifisch markierte CD3+ Zellen in der ROI aufgesucht, der Fokus 

eingestellt und ein Bild in allen Kanälen aufgenommen und gespeichert. Auf diese Weise 

wurden 15-20 CD3+ Zellen pro ROI und pro Hirnschnitt aufgenommen. Die 

aufgenommenen Bilder wurden im Nachhinein manuell ausgewertet, indem jede CD3+ Zelle 

auf ein kolokalisiertes (doppelt-positives) Signal im grünen Kanal untersucht wurde. Pro 

Objektträger wurden auf diese Weise zwei Hirnschnitte desselben Tieres ausgewertet. So 

konnte ein Verhältnis von CD3+doppelt-positiv zu CD3+einfach-positiv gebildet werden. Die 

Zellzahlen der beiden ausgewerteten Hirnschnitte wurden zu einem MittelwertTier 

zusammengefasst. Aus den MittelwertenTier wurde ein MittelwertGruppe gebildet.  

Analog erfolgte die Quantifizierung der Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen in 

untersuchten humanen Hirnschnitten. Pro ROI und Hirnschnitt wurden 15-20 CD3+ auf ein 

kolokalisiertes Signal überprüft. 

 

2.10.5 Quantifizierung der Verteilung Granzym B+ Vesikel in CD3+ Zellen 

 

Eine zusätzliche Art der Auswertung von Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen in dieser 

Arbeit bestand in der Analyse der räumlichen Verteilung von Granzym B+ Vesikeln innerhalb 

von CD3+ Zellen. Einzelne CD3+ Zellen wurden hierzu, wie in Kapitel 2.10.4 beschrieben, 

innerhalb der ROI aufgesucht und eine Aufnahme in allen Kanälen (blau: DAPI, rot: CD3, 

grün: Granzym B) in der größten Objektivvergrößerung (63-fach) gespeichert. Aufnahmen, 

in denen alle drei Farbkanäle überlagert dargestellt werden, wurden als RGB-Bild in ImageJ 

importiert (Abbildung 14 A). Die CD3+ Zelle wurde mit der ImageJ-Funktion 

„Polygon-Auswahl“ manuell umrandet. Eine eigens für diese Auswertung angefertigte 

Befehlsabfolge für ImageJ (sogenanntes „Macro“) unterteilte die polygonale Auswahl in 

sechs gleich große Sektoren. Das importierte RGB-Bild wurde nun mit der ImageJ-Funktion 

„RGB-Stack“ verlustfrei in den ursprünglichen blauen, roten und grünen Kanal konvertiert 

(Abbildung 14 B). Der ehemals grüne Kanal wurde nun als 8-Bit-Graustufenbild dargestellt 

und repräsentiert das spezifische Signal der anti-Granzym B Markierung der 

Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen. Eine nun folgende Schwellenwertmessung 
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konvertierte die importierte Aufnahme in einen binären Bildtyp, indem alle Pixel in der 

Aufnahme eindeutig weiß (spezifische Immunfluoreszenzmarkierung) oder eindeutig 

schwarz (kein spezifisches Signal) zugeordnet wurden (Abbildung 14 C). Für jeden der 

sechs Sektoren konnte so der Anteil weißer Pixel gegenüber schwarzen Pixeln bestimmt 

und zueinander ins Verhältnis gesetzt werden. Die so bestimmte optische Dichte pro Sektor 

wurde in der Einheit „[%] Area“ angegeben (Abbildung 14 D). Für die Interpretation der 

Ergebnisse wurden zwei Zustände definiert: Bei ≥ 75% der [%] Area in zwei benachbarten 

Sektoren galt die analysierte Zelle als polarisiert. Bei < 75% der [%] Area in zwei 

benachbarten Sektoren galt die analysierte Zelle als nicht polarisiert. 

 
Abbildung 14: Schematische Darstellung der Auswertung der Granzym B Vesikelverteilung innerhalb einzelner 

Zellen mit ImageJ 

(A) Eine CD3+Granzym B (GZMB)+ Zelle im RGB-Bildformat. (B) Umwandlung mit der Funktion „RGB-Stack“ in 

ein 8-Bit-Graustufenbild. (C) Umwandlung in ein binäres Bildformat. (D) Gemessene optische Dichte pro Sektor. 

Abkürzungen = DAPI: 4′,6-Diamidino-2-phenylindole, GZMB: Granzym B. Maßstab (A-C): 5μm. Abbildung 
modifiziert, mit Genehmigung von John Wiley and Sons; Lizenznummer: 5050240200746. 

 

2.10.6 Statistische Auswertung und graphische Darstellung 

 

Die statistische Auswertung sowie die grafische Darstellung wurden mit dem Programm 

GraphPad Prism (Version 8.0.2, GraphPad Software Inc., San Diego, USA) durchgeführt.  

Alle Daten werden als Mittelwert ± Standardfehler (engl. „Standard Error of the Mean“ 

(SEM)) angegeben. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind als Sterne 

gekennzeichnet (* = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001, ns = nicht signifikant). Mit dem 

Shapiro-Wilk-Test wurden die importierten Daten auf Normalverteilung überprüft. Die 

angewandten statistischen Tests sind in den jeweiligen Abbildungslegenden angegeben. 
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3. Ergebnisse 

 

Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden veröffentlich in:  Kaddatz, Hannes; Joost, 

Sarah; Nedelcu, Julia; Chrzanowski, Uta; Schmitz, Christoph; Gingele, Stefan et al. (2021): 

Cuprizone-induced demyelination triggers a CD8-pronounced T cell recruitment. In: Glia 69 

(4), S. 925–942. DOI: 10.1002/glia.23937 [88]. 

 

3.1 Cuprizone-induzierte Pathologie 

 

In einem ersten Schritt wurde der Verlust der Myelin-Integrität über den Zeitraum der 

Cuprizone-Intoxikation analysiert. Mäuse wurden mit 0,25% Cuprizone vermischt im 

Standard-Futter intoxikiert und nach einer Woche sowie drei und fünf Wochen perfundiert. 

Koronare Hirnschnitte von Hirnregion 215 wurden histochemisch gefärbt und 

immunhistochemisch markiert, um den Verlust von Myelin im Corpus callosum darzustellen 

(Abbildung 15).  

 
Abbildung 15: Cuprizone-induzierte Demyelinisierung 

(A) Die histochemische Luxol-Fast-Blue (LFB) / Periodic-Acid-Schiff (PAS)-Färbung stellt in Kontrollen (Ktrl) das 

Corpus callosum kräftig blau angefärbt dar. Nach drei Wochen Cuprizone-Intoxikation (3w Cup) ist im Bereich 

des lateralen Corpus callosum (Pfeil) eine deutliche Abnahme der Färbeintensität zu erkennen. Nach fünf 

Wochen Cuprizone (5w Cup) ist das gesamte Corpus callosum deutlich schwächer angefärbt. Im lateralen 
Corpus callosum (Pfeilköpfe) ist ein vollständiger Verlust der LFB/PAS-Färbeintensität erkennbar. (B) Die 

immunhistochemische Markierung mit anti-Myelin-Proteolipid-Protein (PLP) stellt in Kontrolltieren eine 

regelrechte Markierung des Myelins im Corpus callosum und im Cortex dar. Nach fünf Wochen Cuprizone-
Intoxikation ist eine deutliche Abnahme des Signals, vor allem im lateralen Corpus callosum (Pfeile) sichtbar. 

Unterschiede zwischen Kontrollen und Cuprizone-Experimentgruppen wurden mit der Einweg-Varianzanalyse 

(engl. „one-way ANOVA“) gefolgt vom Dunnett‘s Test ermittelt. (A, B) Alle Gruppen n=5. (A, B) Maßstab: 
200μm. Abbildung modifiziert, mit Genehmigung von John Wiley and Sons; Lizenznummer: 5050240200746. 
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In der LFB/PAS-Färbung stellte sich das Corpus callosum von Kontrolltieren kräftig blau 

angefärbt dar. Im Verlauf der Cuprizone-Intoxikation war eine Abnahme der 

LFB-Färbeintensität vor allem im lateralen Corpus callosum zu erkennen (Abbildung 15 A). 

Das Myelin-Proteolipid-Protein (PLP) ist das mengenmäßig häufigste Protein in den 

Myelinscheiden und lässt sich immunhistochemisch nachweisen. In der densitometrischen 

Auswertung der anti-PLP markierten Hirnschnitte stellte sich eine signifikante Abnahme der 

optischen Dichte im lateralen Corpus callosum über den Verlauf der Cuprizone-Intoxikation 

dar (Ktrl: 89,78 ± 1,39 %, 1w Cup: 89,75 ± 1,78 %, 3w Cup: 83,12 ± 2,47 %, 5w Cup: 

45,00 ± 3,30 %; Abbildung 15 B).  

Eine Aktivierung und Dichtezunahme von Mikrogliazellen ist ein weiteres Charakteristikum 

der Cuprizone-induzierten Pathologie. Ionized calcium-binding adapter molecule 1 (IBA1) 

wird von Mikrogliazellen und Makrophagen exprimiert. Im Verlauf der Cuprizone-

Intoxikation war eine signifikante Zunahme der Dichte von IBA1-exprimierenden Zellen im 

lateralen Corpus callosum zu beobachten (Ktrl: 5,96 ± 0,36 %, 1w Cup: 11,92 ± 1,03 %, 3w 

Cup: 15,59 ± 1,37 %, 5w Cup: 33,28 ± 6,09 %; Abbildung 16). 

 
Abbildung 16: Reaktive Mikrogliose im Corpus callosum Cuprizone-intoxikierter Tiere 

Anti-ionized calcium-binding adapter molecule 1 (anti-IBA1) markierte Hirnschnitte von Kontrolltieren (Ktrl) und 
fünf Wochen Cuprizon Tieren (5w Cup). In Kontrollhirnen stellen sich IBA1+ Zellen hypotroph und mit 

ramifizierten Zellfortsätzen dar (Ausschnittsvergrößerung Ktrl). In 5w Cup Hirnschnitten findet sich eine 

Dichtezunahme von IBA+ Zellen vor allem im lateralen Corpus callosum (Pfeile). IBA1+ Zellen haben einen 
amöboiden, hypertrophen Phänotyp in Cuprizone-intoxikierten Tieren (Ausschnittsvergrößerung 5w Cup). 

Unterschiede zwischen Kontrollen und Cuprizone-Experimentgruppen wurden mit der Einweg-Varianzanalyse 

(engl. „one-way ANOVA“) gefolgt vom Dunnett‘s Test ermittelt. Alle Gruppen n=5. Maßstab: 200μm, 
Ausschnittsvergrößerung: 15μm. Abbildung modifiziert, mit Genehmigung von John Wiley and Sons; 

Lizenznummer: 5050240200746. 

 

Akuter axonaler Schaden kann über die Darstellung von APP+ Sphäroiden nachgewiesen 

werden. Bei akutem axonalen Schaden und dem dadurch gestörten axonalen Transport 

akkumuliert APP in Form von Sphäroiden innerhalb der geschädigten Axonen. Im Verlauf 

der Cuprizone-Intoxikation ließ sich eine signifikante Zunahme der Dichte der APP+ 

Sphäroide im lateralen Corpus callosum nachweisen (Ktrl: 0,00 ± 0,00 Sphäroide/mm², 

1w Cup: 3,52 ± 1,46 Sphäroide/mm², 3w Cup: 22,71 ± 4,49 Sphäroide/mm², 5w Cup: 

171,40 ± 39,44 Sphäroide/mm²; Abbildung 17).  
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Abbildung 17: Akuter axonaler Schaden im Corpus callosum Cuprizone-intoxikierter Tiere 

Hirnschnitte von Kontrolltieren (Ktrl) und fünf Wochen Cuprizone-intoxikierten Tieren (5w Cup). Die gestrichelte 

Linie markiert das laterale Corpus callosum. In Kontrollschnitten waren keine Amyloid Precursor Protein+ (APP+) 

Sphäroide nachweisbar. In 5w Cup Hirnschnitten fanden sich spezifisch markierte APP+ Sphäroide in hoher 
Dichte. In der Ausschnittsvergrößerung sind repräsentative APP+ Sphäroide dargestellt. Unterschiede zwischen 

Kontrollen und Cuprizone-Experimentgruppen wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test gefolgt vom Dunn’s Test 

ermittelt. Alle Gruppen n=5. Maßstab: 60μm, Ausschnittsvergrößerung: 30μm. Abbildung modifiziert, mit 
Genehmigung von John Wiley and Sons; Lizenznummer: 5050240200746. 

 

3.2 Rekrutierung peripherer Immunzellen im Cuprizone-Modell 

 

Die übergeordnete Arbeitshypothese dieser Studie lautet, dass es im Rahmen von primär 

zytodegenerativen Prozessen im ZNS zu einer Rekrutierung peripherer Immunzellen 

kommt. Hirnschnitte von Kontrolltieren und Cuprizone-intoxikierten Tieren wurden 

immunhistochemisch mit dem pan-B-Zell Marker B220 (CD45R) und dem pan-T-Zell 

Marker CD3 markiert. Über den gesamten Verlauf der Cuprizone-Intoxikation hinweg 

konnte keine signifikante Zunahme von B220-exprimierenden B-Zellen im Corpus callosum 

nachgewiesen werden (Ktrl: 0,18 ± 0,18 Zellen/mm², 1w Cup: 0,43 ± 0,43 Zellen/mm², 3w 

Cup: 0,00 ± 0,00 Zellen/mm², 5w Cup: 0,18 ± 0,18 Zellen/mm²; Abbildung 18 A, B). In 

Milzen von Kontrolltieren, welche als Positivkontrolle während der immunhistochemischen 

Markierung mitgeführt wurden, konnte jedoch mit dem gleichen Antikörper eine hohe 

Anzahl B220 (CD45R) exprimierender, membranös markierter Zellen dargestellt werden 

(Abbildung 18 C). 
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Abbildung 18: Immunhistochemische Markierung mit anti-B220 (CD45R) 

(A) Hirnschnitt eines anti-B220 (CD45R) immunhistochemisch markierten, fünf Wochen Cuprizone (5w Cup) 

intoxikierten Tieres. Die gestrichelte Linie markiert das laterale Corpus callosum. (B) Unterschiede zwischen 
Kontrollen und Cuprizone-Experimentgruppen wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test gefolgt vom Dunn’s Test 

ermittelt. (C) Immunhistochemische Markierung von B220 (CD45R) in einem Milzschnitt (Positivkontrolle) eines 

Kontrolltieres. Alle Gruppen n=5. Maßstab (A): 60μm, (C): 50μm, Ausschnittsvergrößerung: 10μm. Abbildung 
modifiziert, mit Genehmigung von John Wiley and Sons; Lizenznummer: 5050240200746. 

 

T-Zellen, unabhängig des Subtyps oder Aktivierungszustandes, exprimieren CD3 als Teil 

des T-Zell-Rezeptors. T-Helferzellen exprimieren zusätzlich CD4 und zytotoxische T-Zellen 

exprimieren neben CD3 außerdem CD8 auf der Zelloberfläche. 

Zur Überprüfung der Hypothese, dass T-Zellen im Rahmen der Cuprizone-induzierten 

Demyelinisierung ins ZNS rekrutiert werden, wurden zunächst Hirnschnitte von 

Kontrolltieren und Cuprizone-intoxikierten Mäusen aus Region 215 immunhistochemisch 

anti-CD3, anti-CD4 und anti-CD8 markiert (Abbildung 19). 
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Abbildung 19: Rekrutierung peripherer Immunzellen nach Cuprizone-induzierter Demyelinisierung in Region 

215 

(A) Anti-CD3 markierter Hirnschnitt eines Kontrolltieres. Dargestellt ist das laterale Corpus callosum aus 

Hirnregion 215. Keine spezifisch markierten CD3+ Zellen sind erkennbar. (B) Anti-CD3 markierter Hirnschnitt 
eines fünf Wochen Cuprizone-intoxikierten Tieres (5w Cup). Zahlreiche CD3+ Zellen sind membranös markiert 

(B‘). Im Verlauf der Cuprizone-Intoxikation lässt sich ein signifikanter Anstieg der Zelldichten von CD3+ (B), 

CD4+ (C) und CD8+ Zellen (D) erkennen. Unterschiede zwischen Kontrollen und Cuprizone-Experimentgruppen 
wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test gefolgt vom Dunn’s Test ermittelt. Alle Gruppen n=5. Maßstab (A-D): 30μm, 

(B‘): 25μm. Abbildung modifiziert, mit Genehmigung von John Wiley and Sons; Lizenznummer: 

5050240200746. 
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Die Dichte von CD3+ Zellen nahm graduell mit dem Verlauf der Cuprizone-Intoxikation im 

Corpus callosum zu (Ktrl: 0,25 ± 0,15 Zellen/mm², 1w Cup: 2,96 ± 0,67 Zellen/mm², 

3w Cup: 4,76 ± 1,07 Zellen/mm², 5w Cup: 30,43 ± 9,01 Zellen/mm²; Abbildung 19 A, B).  

Ein Anstieg der Zelldichten fand sich auch für die CD4+ T-Helferzellen 

(Ktrl: 0,11 ± 0,11 Zellen/mm², 1w Cup: 0,27 ± 0,27 Zellen/mm², 3w Cup: 

2,13 ± 0,44 Zellen/mm², 5w Cup: 7,50 ± 1,77 Zellen/mm²; Abbildung 19 C) und die CD8+ 

zytotoxischen T-Zellen (Ktrl: 0,00 ± 0,00 Zellen/mm², 1w Cup: 1,70 ± 0,63 Zellen/mm², 

3w Cup: 5,93 ± 1,74 Zellen/mm², 5w Cup: 17,56 ± 5,83 Zellen/mm²; Abbildung 19 D) im 

Corpus callosum der Cuprizone-intoxikierten Tiere. Zur Bestätigung dieser Ergebnisse 

wurden Schnitte einer weiteren Hirnregion (Region 265) immunhistochemisch anti-CD3, 

anti-CD4 und anti-CD8 markiert (Abbildung 20). In Region 265 stellte sich im Verlauf der 

Cuprizone-Intoxikation ebenfalls eine Rekrutierung von T-Zellen dar, die vergleichbar mit 

den ermittelten Zelldichten in Region 215 war (vgl. Abbildung 19). Im gesamten Corpus 

callosum nahm die Dichte von T-Zellen über den Verlauf der Cuprizone-Intoxikation 

signifikant zu (CD3+ Zellen: Ktrl: 0,11 ± 0,11 Zellen/mm², 1w Cup: 3,00 ± 0,82 Zellen/mm², 

3w Cup: 5,45 ± 1,62 Zellen/mm², 5w Cup: 23,04 ± 8,40 Zellen/mm²; CD4+ Zellen: Ktrl: 

0,10 ± 0,10 Zellen/mm², 1w Cup: 0,96 ± 0,38 Zellen/mm², 3w Cup: 1,18 ± 0,70 Zellen/mm², 

5w Cup: 4,40 ± 0,71 Zellen/mm²; CD8+ Zellen: Ktrl: 0,00 ± 0,00 Zellen/mm², 1w Cup: 

1,81 ± 0,58 Zellen/mm², 3w Cup: 2,67 ± 0,78 Zellen/mm², 5w Cup: 

12,78 ± 3,04 Zellen/mm²). Um zu verifizieren, dass die beobachtete T-Zell-Rekrutierung 

nicht auf die Laborumgebung beziehungsweise die Bedingungen des Tierexperiments 

zurückzuführen ist, wurden die Ergebnisse an dem Material von zwei separaten 

Experimentalgruppen verifiziert (vgl. Kapitel 2.1). Übereinstimmend mit den 

Vorergebnissen war die Dichte von T-Zellen in fünf Wochen Cuprizone-intoxikierten Tieren 

signifikant höher als in Kontrollgruppen:  

 

• Experimentalgruppe „Hannover“: 0,52 ± 0,35 CD3+ Zellen/mm² in Kontrolltieren, 

27,20 ± 5,10 CD3+ Zellen/mm² nach fünf Wochen Cuprizone, 

 

• Experimentalgruppe „Rostock“: 0,08 ± 0,08 CD3+ Zellen/mm² in Kontrolltieren, 

17,46 ± 4,17 CD3+ Zellen/mm² nach fünf Wochen Cuprizone. 
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Abbildung 20: Rekrutierung peripherer Immunzellen nach Cuprizone-induzierter Demyelinisierung in Region 

265.  

Analog zu Region 215 wurden Hirnschnitte aus Region 265 immunhistochemisch anti-CD3, -CD4 und -CD8 
markiert. (A) Dargestellt ist das mediale Corpus callosum eines Kontrollhirns (Ktrl). Im gesamten Corpus 

callosum kam es zu einer signifikanten Zunahme der Dichte CD3+ (B), CD4+ (C) und CD8+ (D) Zellen. (B‘, D‘) 

Das membranöse Markierungsmuster ist in den Ausschnittsvergrößerungen hervorgehoben. Unterschiede 

zwischen Kontrollen und Cuprizone-Experimentgruppen wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test gefolgt vom 
Dunn’s Test ermittelt. Alle Gruppen n=5. Maßstab (A-D): 50μm, (B‘): 25μm, (D‘): 40μm. Abbildung modifiziert, 

mit Genehmigung von John Wiley and Sons; Lizenznummer: 5050240200746. 
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Wie in Kapitel 1.4.2 der Einleitung beschrieben, kommt es nach Beendigung der 

fünfwöchigen Cuprizone-Intoxikation zu einer spontanen Remyelinisierung. Um zu 

überprüfen, ob die T-Zell-Infiltrate im Verlauf der Remyelinisierung persistieren, wurde die 

Dichte von T-Zellen nach einer Remyelinisierungsphase von zwei Wochen (5w Cup + 

2w Remy) untersucht. Die endogene Remyelinisierung zeigte sich durch den Anstieg der 

PLP-Färbeintensität (5w Cup + 2w Remy; Abbildung 21). Wie bereits beschrieben, waren 

die Zelldichten von T-Zellen nach fünf Wochen Cuprizone-Intoxikation erhöht (5w Cup: 

33,27 ± 10,31 CD3+ Zellen/mm²) und auch zwei Wochen nach Beendigung der Cuprizone-

Intoxikation fanden sich signifikant erhöhte T-Zell-Dichten im Corpus callosum verglichen 

mit Kontrolltieren (5w Cup + 2w Remy: 22,91 ± 2,99 CD3+ Zellen/mm²; Abbildung 21). 

 

Abbildung 21: T-Zell-Dichten im Verlauf der endogenen Remyelinisierung 

In der linken Bildreihe sind anti-Myelin-Proteolipid-Protein (PLP) markierte Hirnschnitte von Kontrolltieren (Ktrl), 

fünf Wochen Cuprizone (5w Cup) intoxikierten Tieren und 5w Cup Tieren mit zusätzlicher, zweiwöchiger 

Remyelinisierungsphase (5w Cup + 2w Remy) dargestellt. Im Corpus callosum fanden sich sowohl in 5w Cup 
als auch in 5w Cup + 2w Remy membranös markierte CD3+ Zellen (Ausschnittsvergrößerungen, mittlere 

Bildreihe). T-Zell-Dichten waren in 5w Cup und 5w Cup + 2w Remy signifikant gegenüber Ktrl erhöht. 

Unterschiede zwischen Kontrollen und Cuprizone-Experimentgruppen wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test 
gefolgt vom Dunn’s Test ermittelt. Ktrl n=5, 5w Cup n=5, 5w Cup + 2w Remy n=6. Maßstab: 60μm, 

Ausschnittsvergrößerung: 20μm. Abbildung modifiziert, mit Genehmigung von John Wiley and Sons; 

Lizenznummer: 5050240200746. 

 

3.3 Zusammenhang zwischen Demyelinisierung und T-Zell-Rekrutierung 

 

Die übergeordnete Arbeitshypothese ist, dass die Cuprizone-induzierte Demyelinisierung 

die treibende Kraft der Immunzellrekrutierung darstellt. Zur Überprüfung der Hypothese 

wurde in einem ersten Schritt ein potenzieller Zusammenhang zwischen der Dichte von 
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rekrutierten T-Zellen und dem Schweregrad der lokalen Demyelinisierung untersucht.  Die 

Dichte von Myelin (anti-PLP) und T-Zellen (anti-CD3) wurde hierzu in zwei 

unterschiedlichen Hirnregionen untersucht (vgl. Kapitel 2.10.1). In Region 215 war der 

Verlust von Myelin vor allem im lateralen Corpus callosum ausgeprägt (-44,78%, Pfeile; 

Abbildung 22 A), wohingegen in Region 265 der Verlust vor allem im medialen Corpus 

callosum ausgeprägt war (-80,41%, Pfeilköpfe; Abbildung 22 B). In der Commissura 

anterior (ac, Region 215) und den Fimbriae hippocampi (fi, Region 265) war kein 

signifikanter Verlust der anti-PLP Färbeintensität zu beobachten.  

Abbildung 22: Selektive Demyelinisierung in unterschiedlichen Bereichen des Corpus callosum 

(A) Repräsentativer anti-Myelin-Proteolipid-Protein (PLP) markierter Hirnschnitt von einem Kontrolltier (Ktrl) und 
einem fünf Wochen Cuprizone (5w Cup)-intoxikierten Tier. Die Pfeile markieren den Verlust des Myelins im 

lateralen Corpus callosum (lcc). Im Bereich der Commissura anterior (ac) war kein signifikanter Verlust von 

Myelin im Vergleich zu Ktrl zu beobachten. Unterschiede in anti-PLP Färbeintensität zwischen Ktrl und 5w Cup 
wurden für das mediale Corpus callosum (mcc), lcc und ac mit dem ungepaarten t-Test ermittelt. (B) Anti-PLP 

markierte Hirnschnitte aus Region 265. Die Pfeilköpfe markieren im 5w Cup Hirnschnitt den Verlust des Myelins 

im mcc. Die anti-PLP Färbeintensität im Bereich der Fimbriae hippocampi (fi) war unverändert zu Kontrolltieren. 
Unterschiede zwischen Ktrl und 5w Cup wurden für das mcc mit dem Mann-Whitney-Test und für das lcc und 

die fi mit dem ungepaarten t-Test ermittelt. Alle Gruppen n=5. Maßstab (A, B): 200μm. Abbildung modifiziert, 

mit Genehmigung von John Wiley and Sons; Lizenznummer: 5050240200746. 
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Eine statistisch signifikante negative Korrelation fand sich bei der Analyse der beiden 

Variablen Myelindichte und T-Zell-Dichte hinsichtlich der Stärke ihrer Beziehung 

(Region 215: r = -0,79, p < 0,0001; Region 265: r = -0,72, p = 0,0003; Abbildung 23). 

 

Abbildung 23: Korrelation von Myelin- und T-Zell-Dichte 

(A) Schematische Darstellung, welche die räumliche Verteilung von CD3+ Zellen (rote Punkte) in Region 215 

(R.215) und (B) Region 265 (R.265) zeigt. Unterschiede zwischen analysierten Hirnregionen wurden mit dem 

Kruskal-Wallis-Test gefolgt vom Dunn’s Test ermittelt. (C, D) Die Korrelation zwischen den Parametern 
Myelindichte (Myelin-Proteolipid-Protein (PLP) Färbeintensität, x-Achse, n=20) und T-Zell-Dichte (CD3+ 

Zell-Dichte, y-Achse, n=20) in R.215 und R.265 wurde mit dem Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman 

ermittelt. Alle Gruppen n=5. Abkürzungen: mcc: mediales Corpus callosum, lcc: laterales Corpus callosum, ac: 
Commissura anterior, fi: Fimbria hippocampi. Abbildung modifiziert, mit Genehmigung von John Wiley and 

Sons; Lizenznummer: 5050240200746. 
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3.4 Rekrutierung von Immunzellen nach chronischer Demyelinisierung 

 

Für ein besseres Verständnis der Dynamik der T-Zell-Rekrutierung wurden zusätzlich 

Hirnschnitte von Tieren untersucht, die über einen verlängerten Zeitraum von 11 Wochen 

mit Cuprizone intoxikiert wurden (11w Cup). Dieser Zustand wird als chronische 

Demyelinisierung bezeichnet, da aus diesem keine beziehungsweise eine nur 

eingeschränkte endogene, spontane Remyelinisierung hervorgeht (vgl. Kapitel 1.4.2). 

Nach 11w Cup fanden sich im Corpus callosum der intoxikierten Tiere ähnlich hohe Dichten 

von T-Zellen, wie nach fünf Wochen Cuprizone (11w Cup: 36,38 ± 8,39 CD3+ Zellen/mm², 

5w Cup: 30,43 ± 9,01 CD3+ Zellen/mm²; Abbildung 24 A).  Die Dichte von Mikrogliazellen 

und Makrophagen (anti-IBA1 Färbeintensität) nahm im Verlauf der chronischen 

Demyelinisierung ab (Woche 5: 29,46 ± 5,85 %, Woche 11: 14,41 ± 1,17 %; Abbildung 

24 B), während die Dichte der reaktiven Astrozyten (anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP) 

Färbeintensität) im Corpus callosum von fünf Wochen (5w Cup: 89,57 ± 1,09 %) und 11 

Wochen Cuprizone-intoxikierten Mäusen (11w Cup: 94,10 ± 0,95 %) auf einem 

vergleichsweise hohen Niveau blieb (Abbildung 24 C).  
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Abbildung 24: Dichte der T-Zellen nach chronischer Demyelinisierung 

(A) Quantifizierung von anti-CD3, (B) anti ionized calcium-binding adapter molecule 1 (IBA1), (C) anti-glial 
fibrillary acidic protein (GFAP) und (D) anti-Myelin-Proteolipid-Protein (PLP) markierten Hirnschnitten von 

11 Wochen (11w Cup, Experimentalgruppe „Glasgow“) und fünf Wochen Cuprizone-intoxikierten Mäusen 

(5w Cup, Experimentalgruppe „München“). Repräsentative Aufnahmen zeigen das laterale Corpus callosum 
aus Region 215. Zu beachten ist die Verringerung der anti-IBA1 Färbeintensität in 11w Cup im Vergleich zu 

5w Cup (B). Die Unterschiede zwischen Cuprizone-intoxikierten Mäusen und Kontrollgruppen wurden mit dem 

ungepaarten t-Test bestimmt. Experimentalgruppe „Glasgow”: 11w Cup n=4, Ktrl n=3; Experimentalgruppe 
„München”: 5w Cup n=5, Ktrl n=5. Maßstab (A): 50μm, (B-D): 80μm. Abbildung modifiziert, mit Genehmigung 

von John Wiley and Sons; Lizenznummer: 5050240200746. 
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3.5 Charakterisierung des Subtyps rekrutierter T-Zellen 

 

Im Gegensatz zu den meisten EAE-Modellen (vgl. Kapitel 1.4.1), in denen die 

inflammatorischen Infiltrate aus CD4+ TH1 und TH17 Zellen bestehen [35, 89], setzen sich 

die T-Zell-Infiltrate in MS-Läsionen hauptsächlich aus CD8+ zytotoxischen T-Zellen 

zusammen [30–32].  

Um die in dieser Studie nachgewiesenen Infiltrate hinsichtlich ihrer Zusammensetzung 

weiter zu charakterisieren, wurden Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen von anti-CD3 

und anti-CD8 durchgeführt und das CD3-CD8 Verhältnis im demyelinisierten Corpus 

callosum in zwei Hirnregionen analysiert (Abbildung 25 A). Wie in Abbildung 25 B 

dargestellt, handelte es sich bei mehr als der Hälfte der nach fünf Wochen 

Cuprizone-Intoxikation rekrutierten T-Zellen um zytotoxische CD8-exprimierende 

Lymphozyten (R.215: 56,65 ± 3,46 %; R.265: 52,93 ± 4,01 %). Um mögliche 

Veränderungen der T-Zell-Komposition während der Remyelinisierungsphase oder einer 

verlängerten Cuprizone-Intoxikation (chronische Demyelinisierung) zu untersuchen, 

wurden analoge Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen an Hirnschnitten von Tieren nach 

zweiwöchiger Remyelinisierungsphase (5w Cup + 2w Remy) und 11 Wochen 

Cuprizone-Intoxikation (11w Cup) durchgeführt. Es fanden sich vergleichbare CD3-CD8 

Verhältnisse wie nach fünfwöchiger Cuprizone-Intoxikation (5w Cup + 2w Remy: 

44,00 ± 3,68 %; 11w Cup: 52,86 ± 5,20 %; Abbildung 25 C). 
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Abbildung 25: CD3-CD8 Verhältnis der rekrutierten T-Zellen im Cuprizone-Modell 

(A) Repräsentative immunfluoreszenz-Doppelmarkierung mit anti-CD3 (rot) und anti-CD8 (grün), nukleär 

markiert mit 4′,6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI, blau). Zu beachten ist das kolokalisierte Signal von 

CD3+CD8+ Zellen (Pfeil). (B) Für Region 215 (R.215) und Region 265 (R.265) wurden jeweils fünf Tiere und 
mindestens 15 CD3+ Zellen pro Hirnschnitt auf ein kolokalisiertes Signal überprüft. (C) Für die Gruppen „5w Cup 

+ 2w Remy“ (Experimentalgruppe „Remyelinisierung“) und „11w Cup“ (Experimentalgruppe „Glasgow“) wurden 

mindestens 15 CD3+ Zellen pro Hirnschnitt auf ein kolokalisiertes Signal überprüft. 5w Cup n=5, 5w Cup + 2w 
Remy n=6, 11w Cup n=4. Maßstab (A): 10μm. Abbildung modifiziert, mit Genehmigung von John Wiley and 

Sons; Lizenznummer: 5050240200746. 
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3.6 Phänotyp und Aktivierungszustand rekrutierter T-Zellen 

 

In einem nächsten Schritt wurde der Phänotyp der rekrutierten T-Zellen weiter untersucht. 

Dazu wurden die rekrutierten T-Zellen zum einen auf die Expression von 

Proliferationsmarkern untersucht (KI-67 und PCNA), zum anderen wurde das 

Vorhandensein von Granzym B (GZMB) überprüft, einem akzeptierten Indikator für 

zytotoxische T-Zellaktivität [90, 91]. 

Wie in Abbildung 26 A dargestellt, exprimierten 21,12 ± 0,23 % der CD3+ Zellen in Region 

215 und 24,28 ± 2,52 % der CD3+ Zellen in Region 265 KI-67. In Übereinstimmung mit 

dieser Beobachtung exprimierten 30,62 ± 4,19 % der CD3+ Zellen in Region 215 und 

23,68 ± 1,27 % der CD3+ Zellen in Region 265 PCNA (Abbildung 26 B). 

 
Abbildung 26: Rekrutierte T-Zellen exprimieren Proliferationsmarker 

(A) Repräsentative Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung mit anti-CD3 (rot) und anti-KI-67 (grün) oder anti- 

Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (PCNA, grün, B), nukleär markiert mit 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, 
blau). Zu beachten ist das kolokalisierte Signal von CD3+KI-67+ (Ausschnittsvergrößerung A) oder CD3+PCNA+ 

Zellen (Ausschnittsvergrößerung B). Für Region 215 (R.215) und Region 265 (R.265) wurden jeweils fünf Tiere 

und mindestens 15 CD3+ Zellen pro Hirnschnitt auf ein kolokalisiertes Signal überprüft. 5w Cup n=5. Maßstab 
(A, B): 10μm. Abbildung modifiziert, mit Genehmigung von John Wiley and Sons; Lizenznummer: 

5050240200746. 
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GZMB ist eine Serinprotease, die vor allem von zytotoxischen Effektor-T-Zellen gebildet 

und in Vesikeln im Zytoplasma gespeichert wird. GZMB induziert in der Zielzelle Caspase 3 

abhängige Signalkaskaden, die zur Apoptose der Zelle führen [92]. Die Dichte von 

GZMB-exprimierenden Zellen nahm im Verlauf der Cuprizone-Intoxikation kontinuierlich zu 

(Abbildung 27). Die höchste Dichte an GZMB+ Zellen wurde nach fünfwöchiger Cuprizone-

Intoxikation in beiden untersuchten Hirnregionen nachgewiesen:  

• Region 215: Ktrl: 0,00 ± 0,00 Zellen/mm², 1w Cup: 0,77 ± 0,46 Zellen/mm², 

3w Cup: 1,50 ± 0,52 Zellen/mm², 5w Cup: 9,16 ± 2,37 Zellen/mm²,  

• Region 265: Ktrl: 0,00 ± 0,00 Zellen/mm², 1w Cup: 1,38 ± 0,74 Zellen/mm², 

3w Cup: 2,53 ± 0,74 Zellen/mm², 5w Cup: 9,35 ± 1,62 Zellen/mm². 

 

Abbildung 27: Zunahme der Dichte Granzym B+ Zellen im Verlauf der Cuprizone-Intoxikation 

Repräsentativer, anti-Granzym B (GZMB) markierter Hirnschnitt eines fünf Wochen Cuprizone 

(5w Cup)-intoxikierten Tieres. Im Corpus callosum von 5w Cup Tieren fanden sich zytoplasmatisch-granulär 
markierte Zellen (Pfeilköpfe). Die Unterschiede zwischen Kontrollgruppen und Cuprizone-Experimentgruppen 

in Region 215 und Region 265 wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test gefolgt vom Dunn’s Test ermittelt. Alle 

Gruppen n=5, Maßstab (A): 10μm. Abbildung modifiziert, mit Genehmigung von John Wiley and Sons; 
Lizenznummer: 5050240200746. 
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Nach fünfwöchiger Cuprizone-Intoxikation waren in Hirnregion 215 37,94 ± 2,59 % und in 

Hirnregion 265 39,80 ± 3,82 % der CD3+ Zellen zusätzlich GZMB+ (Abbildung 28 A, B). Der 

Transport zytotoxischer GZMB+ Vesikel zu einem Zellpol (sogenannte Polarisierung) und 

die anschließende Degranulation sind wichtige Schritte der Lymphozyten-vermittelten 

Zytotoxizität [93, 94]. Um den ersten Punkt zu adressieren, wurden Immunfluoreszenz-

Doppelmarkierungen mit anti-CD3 und anti-GZMB durchgeführt und die CD3+GZMB+ Zellen 

hinsichtlich der Vesikelpolarisierung untersucht (vgl. Kapitel 2.10.5). Wie in Abbildung 28 C 

dargestellt, war die Expression der Granzym B+ Vesikel in der Mehrzahl der CD3+GZMB+ 

Zellen nicht gleichmäßig über die Zelle verteilt, sondern stark zu einem Zellpol polarisiert 

(R.215: 50,21 ± 7,07 %, R.265: 73,00 ± 9,95 %).  

 

Abbildung 28: Granzym B Expression und Vesikelpolarisierung in rekrutierten T-Zellen 

(A) Repräsentative Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung mit anti-CD3 (rot) und anti-Granzym B (GZMB, grün), 
nukleär markiert mit 4′,6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI, blau). Zu beachten ist das membranöse Signal von 

CD3 und das zytoplasmatisch-granuläre Signal von GZMB (Pfeil). (B) Für Region 215 und Region 265 wurden 

jeweils fünf Tiere und mindestens 15 CD3+ Zellen pro Hirnschnitt auf ein kolokalisiertes Signal überprüft. 

(C) Auswertung der räumlichen Verteilung von GZMB+ Vesikeln innerhalb der CD3+GZMB+ Zellen. Die 
Ergebnisse sind angegeben als Verhältnis von polarisierten CD3+GZMB+ zu allen CD3+GZMB+ Zellen in %. Alle 

Gruppen n=5. Maßstab (A): 10μm. Abbildung modifiziert, mit Genehmigung von John Wiley and Sons; 

Lizenznummer: 5050240200746. 
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3.7 Zusammenhang von Mikrogliose, axonalem Schaden und T-Zell-Rekrutierung  

 

In histopathologischen Untersuchungen wurde ein Zusammenhang zwischen Inflammation 

und Neurodegeneration in Hirnen von progressiven MS-Patienten festgestellt [78]. Um 

diesen Punkt in der vorgelegten Arbeit zu untersuchen, wurden konsekutive Hirnschnitte 

Cuprizone-intoxikierter Mäuse immunhistochemisch anti-CD3, anti-IBA1 oder anti-APP 

markiert und die Zelldichten beziehungsweise Färbeintensitäten korreliert. Wie in Abbildung 

29 A und B dargestellt, fand sich in beiden untersuchten Hirnregionen eine starke positive 

Korrelation zwischen dem Ausmaß der Mikrogliose (anti-IBA1 Färbeintensität) sowie dem 

akuten axonalen Schaden (Dichte der APP+ Sphäroide) mit der Dichte von rekrutierten 

CD3+ Zellen (T-Zellen und APP+ Sphäroide in R.215: p < 0,0001, r = 0,84, siehe Abbildung 

29 A; T-Zellen und Monozyten/Mikroglia in R.215: p < 0,0001, r = 0,87, siehe Abbildung 29 

B). Bei der Untersuchung der gleichen Variablen in einer Referenzregion ohne signifikante 

Demyelinisierung nach fünfwöchiger Cuprizone-Intoxikation (Commissura anterior, ac, 

Region 215) fand sich eine geringere Korrelation im Vergleich zum demyelinisierten Corpus 

callosum (T-Zellen und APP+ Sphäroide in R.215: p = 0,001, r = 0,68, siehe Abbildung 

29 C; T-Zellen und Monozyten/Mikroglia in R.215: p = 0,0002, r = 0,73, siehe Abbildung 

29 D). 
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Abbildung 29: Korrelation von Mikrogliose, axonalem Schaden und T-Zell-Dichte 

(A) Die Korrelation zwischen den Parametern akuter axonaler Schaden (anti-Amyloid Precursor Protein+ (APP+) 

Sphäroid-Dichte, n=20, x-Achse) und der Dichte von CD3+ Zellen (n=20, y-Achse) im lateralen Corpus callosum 

(lcc) und der Referenzregion Commissura anterior (ac, C) in Region 215 wurden mit dem 
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman ermittelt. (B) Die Korrelation zwischen den Parametern 

Mikroglia/Makrophagen Reaktivität (anti-ionized calcium-binding adapter molecule 1 (IBA1) Färbeintensität, 

n=20, x-Achse) und der Dichte CD3+ Zellen (n=20, y-Achse) im lcc und der Referenzregion ac (D) in Region 
215 wurden ebenfalls mit dem Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman ermittelt. Abbildung modifiziert, mit 

Genehmigung von John Wiley and Sons; Lizenznummer: 5050240200746. 

 

3.8 Therapeutische Reduktion der Cuprizone-induzierten Pathologie  

 

In einer kürzlich publizierten Arbeit konnte gezeigt werden, dass in Mäusen, die mit 

Laquinimod behandelt wurden, die Cuprizone-induzierte Pathologie deutlich reduziert wird 

[95]. Um zu überprüfen, ob eine therapeutische Reduktion der Cuprizone-induzierten 

demyelinisierenden Prozesse in einer abgeschwächten Immunzell-Rekrutierung resultiert, 

wurden Hirnschnitte aus der oben genannten Studie immunhistochemisch anti-CD3 

markiert. Wie in Abbildung 30 dargestellt, fanden sich hohe T-Zell-Dichten in Hirnschnitten 
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Cuprizone-intoxikierter Mäuse, die eine Vehikel-Lösung bekamen (Cup-Veh 

R.215: 19,91 ± 6,12 Zellen/mm²; R.265: 47,12 ± 8,53 Zellen/mm²). Mäuse, die über die 

Dauer der Cuprizone-Intoxikation mit Laquinimod behandelt wurden, zeigten signifikant 

geringere T-Zell-Dichten im Corpus callosum (Cup-Laq R.215: 0,41 ± 0,28 Zellen/mm²; 

R.265: 0,98 ± 0,43 Zellen/mm²). 

Abbildung 30: Laquinimod reduziert die Rekrutierung von T-Zellen im Cuprizone-Modell 

Repräsentative, immunhistochemisch anti-CD3-markierte Hirnschnitte von Cuprizone-intoxikierten Mäusen die 

entweder mit einer Vehikel-Lösung (Cup-Veh) oder Laquinimod (Cup-Laq) behandelt wurden. Im oberen 
Bildabschnitt sind Übersichtsaufnahmen der Hirnregion 215 (R.215) und Hirnregion 265 (R.265) dargestellt. Die 

Ausschnittsvergrößerungen stellen das laterale Corpus callosum (lcc, linke Bildreihe) aus R.215 und das 

mediale Corpus callosum (mcc, rechte Bildreihe) aus R.265 dar. Die Unterschiede zwischen Gruppe Cup-Veh 
und Gruppe Cup-Laq wurden für R.215 mit dem Mann-Whitney Test und für R.265 mit dem ungepaarten t-Test 

bestimmt. Alle Gruppen n=5. Maßstab linke Bildreihe: 80μm, rechte Bildreihe: 120μm. Abbildung modifiziert, mit 

Genehmigung von John Wiley and Sons; Lizenznummer: 5050240200746. 
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3.9 T-Zell-Infiltrate in post mortem MS-Gewebe 

 

Im letzten Abschnitt der Arbeit wurde untersucht, ob die Dichte, der vorherrschende Subtyp 

sowie der Aktivierungszustand nachgewiesener T-Zellen im Cuprizone-Modell mit den 

Befunden in humanpathogenem post mortem Hirngewebe von progressiven MS-Patienten 

vergleichbar ist. Um die Dichte der inflammatorischen Infiltrate zu untersuchen, wurden 

Hirnschnitte von sieben MS-Patienten (vgl. Tabelle 3) immunhistochemisch anti-CD3, 

anti-CD4 und anti-CD8 markiert. Eine repräsentative chronisch-aktive Läsion ist in 

Abbildung 31 A dargestellt. Die Intensität der anti-PLP Markierung ist im Zentrum der Läsion 

stark reduziert (die rot-gestrichelte Linie markiert das Zentrum der Läsion). Im aktiven Rand 

der Läsion ist eine hohe Dichte MHC-II/LN3-exprimierender Zellen auszumachen.  

Die höchste Dichte CD3+ T-Zellen fand sich im aktiven Rand der Läsionen (perivaskulär: 

7,94 ± 1,33 Zellen/mm²; parenchymal: 13,41 ± 1,91 Zellen/mm²), gefolgt vom Zentrum 

(perivaskulär: 7,46 ± 2,74 Zellen/mm²; parenchymal: 7,81 ± 2,21 Zellen/mm²). Eine deutlich 

geringere Anzahl von T-Zellen fand sich in der normal-erscheinenden weißen Substanz 

(NAWM, engl. „normal-appearing white matter“, perivaskulär: 1,15 ± 0,36 Zellen/mm²; 

parenchymal: 3,17 ± 0,87 Zellen/mm²).  

Ein ähnliches Verhältnis zeigte sich für CD4+ Zellen:  

• perivaskulär: Zentrum: 3,08 ± 1,13 Zellen/mm², Rand: 2,89 ± 0,63 Zellen/mm², 

NAWM: 0,61 ± 0,25 Zellen/mm²,  

• parenchymal: Zentrum: 1,53 ± 0,30 Zellen/mm², Rand: 3,01 ± 0,77 Zellen/mm², 

NAWM: 0,89 ± 0,23 Zellen/mm²  

und für CD8+ Zellen: 

• perivaskulär: Zentrum: 4,71 ± 1,49 Zellen/mm², Rand: 6,04 ± 0,91 Zellen/mm², 

NAWM: 0,91 ± 0,38 Zellen/mm²,  

• parenchymal: Zentrum: 5,25 ± 1,27 Zellen/mm², Rand: 8,66 ± 1,47 Zellen/mm², 

NAWM: 1,68 ± 0,64 Zellen/mm², siehe Abbildung 31 B. 
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Abbildung 31: Dichte von T-Zellen in chronisch-aktiven MS-Läsionen 

(A) Übersicht einer repräsentativen chronisch-aktiven MS-Läsion. Die rot-gestrichelte Linie markiert das 

Zentrum der Läsion in einem anti-Myelin-Proteolipid-Protein (PLP) markierten Hirnschnitt. Ein konsekutiver, 
anti-Haupthistokompatibilitätskomplex II (MHC-II)/LN3 markierter Hirnschnitt stellt den aktiven Rand der Läsion 

dar. Die normal-erscheinende weiße Substanz (NAWM, engl. „normal-appearing white matter“) ist als weiße 

Substanz definiert, welche im Vergleich zu Kontrollen keine Veränderung in der anti-PLP Färbeintensität zeigt 
und darüber hinaus auf dem Hirnschnitt am weitesten von der Läsion entfernt ist. (B) Repräsentative 

immunhistochemisch anti-CD3, anti-CD4 (Pfeile) und anti-CD8 markierte konsekutive Hirnschnitte. 

Unterschiede zwischen den analysierten Hirnregionen wurden mit der Einweg-Varianzanalyse (engl. „one-way 
ANOVA“) gefolgt vom Tukey‘s Test für anti-CD3 und anti-CD8 und mit dem Kruskal-Wallis-Test gefolgt vom 

Dunn’s Test für anti-CD4 ermittelt. Alle Gruppen n=7. Maßstab (B): 80μm. Abbildung modifiziert, mit 

Genehmigung von John Wiley and Sons; Lizenznummer: 5050240200746. 

 

Im Einklang mit vorherigen Studien [30, 31] zeigten die in dieser Arbeit durchgeführten 

Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen einen hohen Anteil CD8+ zytotoxischer T-Zellen 

am Gesamtanteil der rekrutierten T-Zellen. Deutlich mehr als die Hälfte der CD3+ Zellen 

exprimierten zusätzlich CD8 (Zentrum: 72,41 ± 3,27 %, Rand: 76,64 ± 3,21 %, NAWM: 

68,89 ± 2,89 %; Abbildung 32 A). Der Anteil der CD3+ Zellen, welche zusätzlich den 

Aktivitätsmarker GZMB exprimierten, war im aktiven Rand und im Zentrum der Läsion 

signifikant höher als in der NAWM (Zentrum: 67,14 ± 2,67 %, Rand: 75,22 ± 2,21 %, 

NAWM: 41,88 ± 3,36 %; Abbildung 32 B). 
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Abbildung 32: CD8+ und Granzym B+ T-Zellen in post mortem MS-Gewebe 

(A) Repräsentative Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung mit anti-CD3 (rot) und anti-CD8 (grün), nukleär mit 

4′,6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI, blau) markiert. In der Ausschnittsvergrößerung sind CD3+CD8- (Pfeilkopf) 

sowie CD3+CD8+ Zellen (Pfeil) dargestellt. Unterschiede zwischen den analysierten Hirnregionen wurden mit 
der Einweg-Varianzanalyse (engl. „one-way ANOVA“) gefolgt vom Tukey‘s Test ermittelt. (B) Repräsentative 

Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung mit anti-CD3 (rot) und anti-Granzym B (GZMB, grün), nukleär markiert 

mit DAPI (blau). In der Ausschnittsvergrößerung sind CD3+GZMB- (Pfeilkopf) sowie CD3+GZMB+ Zellen (Pfeil) 
dargestellt. Unterschiede zwischen den analysierten Hirnregionen wurden mit der Einweg-Varianzanalyse (engl. 

„one-way ANOVA“) gefolgt vom Tukey‘s Test ermittelt. Alle Gruppen n=7. Maßstab: (A, B): 50μm, 

Ausschnittsvergrößerung (A, B): 15μm. Abbildung modifiziert, mit Genehmigung von John Wiley and Sons; 
Lizenznummer: 5050240200746. 

 

Die Dichte der rekrutierten CD3+, CD4+ und CD8+ T-Zellen war in Hirnschnitten von 

progressiven MS-Patienten und Cuprizone-intoxikierten Mäusen vergleichbar (vgl. 

Abbildung 31 und Abbildung 19 sowie Abbildung 20). 
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4. Diskussion 

 

In Rahmen meiner Arbeit konnte ich zeigen, dass: 

 

• T-Zellen in das ZNS von Cuprizone-intoxikierten Mäusen einwandern, 

• der Großteil der T-Zell-Infiltrate aus CD8+ zytotoxischen T-Zellen besteht, 

• eine Reduktion der Cuprizone-induzierten Pathologie durch die Behandlung mit 

Laquinimod die Rekrutierung peripherer Immunzellen signifikant reduziert, 

• Dichte, vorherrschender Subtyp und Aktivitätszustand der rekrutierten T-Zellen im 

Cuprizone-Modell vergleichbar mit Befunden aus progressiven MS-Läsionen sind. 

 

In den folgenden Abschnitten werden die verwendeten Methoden diskutiert und die 

Ergebnisse dieser Arbeit in den aktuellen wissenschaftlichen Kontext eingeordnet. 

 

4.1 Diskussion der Methoden und des verwendeten Tiermodells 

 

Die MS ist eine multifaktorielle und komplexe neurologische Erkrankung, deren Therapie 

sich aktuell auf die Verzögerung der Schubfrequenz beziehungsweise das Abschwächen 

der akuten Symptome der betroffenen Patienten beschränkt. Eine Kausaltherapie existiert 

nicht, unter anderem aufgrund der noch immer unbekannten Ätiologie der MS. Die 

Erforschung der zugrundeliegenden Pathomechanismen, insbesondere während der 

progressiven Krankheitsphase, ist für die Entwicklung neuer Therapiemöglichkeiten von 

erheblicher klinischer Relevanz. In der experimentellen Grundlagenforschung werden 

hierzu häufig Tiermodelle verwendet, die ausgewählte Charakteristika der komplexen MS-

Pathologie abbilden. Die Vor- und Nachteile sowie die Limitation der durchgeführten 

Nachweis- und Auswertungsmethoden und des in dieser Arbeit verwendeten Tiermodells 

werden im folgenden Abschnitt diskutiert.  

 

4.1.1 Immunhistochemie und Immunfluoreszenzmarkierung  

 

Die in dieser Arbeit angewandten Methoden der Immunhistochemie und der 

Immunfluoreszenzmarkierung sind indirekte Nachweismethoden, mit denen Antigene im 

untersuchten Gewebe gezielt dargestellt werden können.  

Verschiedene Ursachen können dazu führen, dass es bei den verwendeten Methoden zu 

unspezifischen Signalen kommt, welche ungenaue Ergebnisse verursachen. Bei der 

Immunhistochemie und der Immunfluoreszenzmarkierung sind die verwendeten 
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Primärantikörper eine potenzielle Quelle unspezifischer Signale, welche an andere 

Strukturen als die Zielantigene binden. Diesem Phänomen vorbeugend wurden die in 

Kapitel 2.7.2 besprochenen Schritte im Arbeitsprotokoll der immunhistochemischen 

Markierung durchgeführt und die in Kapitel 2.9 aufgeführten Negativkontrollen bei 

immunhistochemischen Markierungen und Immunfluoreszenzmarkierungen mitgeführt.  Je 

nach Alter, Schnittdicke und Einbettung des zu untersuchenden Gewebes können sich die 

Ergebnisse der durchgeführten Methoden unterscheiden. Aus diesem Grund wurden alle 

Gewebe einer Versuchsreihe zur gleichen Zeit und nach demselben Arbeitsprotokoll 

immunhistochemisch markiert.  

Die Immunhistochemie und die Immunfluoreszenzmarkierung ermöglichen semi-

quantitative Aussagen über die Dichte von markierten Zellen, Sphäroiden und Partikeln. 

Die Methode liefert darüber hinaus Aussagen hinsichtlich der genauen Lokalisation von 

markierten Proteinen im untersuchten Gewebe. Eine detaillierte und umfangreiche 

Charakterisierung von beispielsweise Immunzellen mit vielen verschieden Markern ist 

jedoch nicht möglich. Hierfür werden andere Methoden wie zum Beispiel die 

Durchflusszytometrie benötigt.  

Die Quantifizierung von Zell- und Sphäroid-Dichten erfolgte in dieser Arbeit manuell durch 

den Experimentator. Um zu verhindern, dass die Erwartungshaltung des Experimentators 

in die Quantifizierung der Ergebnisse einfließt, wurden alle auszuwertenden Dateien von 

einem zweiten, unabhängigen Experimentator verblindet. Über den Verlauf der manuellen 

Quantifizierung einer immunhistochemischen Markierung wurden dieselben Zählkriterien 

angelegt. Die Quantifizierung der optischen Dichte erfolgte, gemäß Kapitel 2.10.2, 

automatisiert in Form einer Schwellenwertmessung mit dem Programm ImageJ. Die 

Auswahl des Schwellenwertes erfolgte hingegen manuell durch den Experimentator und 

stellt so eine mögliche Fehlerquelle dar. Miteinander zu vergleichende Versuchsreihen 

wurden aus diesem Grund mit demselben Schwellenwert quantifiziert, sodass der Einfluss 

bezüglich der Auswahl des Schwellenwerts einheitlich ausfiel. 

 

4.1.2 MS-assoziierte Tiermodelle und ihre Limitationen 

 

Das Cuprizone-Modell ist ein toxisches, zytodegeneratives Tiermodell. Wie in Kapitel 1.4.2 

der Einleitung beschrieben, kommt es im Verlauf der Cuprizone-Intoxikation zu einer 

Degeneration von adulten Oligodendrozyten und zu einer nachfolgenden Demyelinisierung. 

Die Pathologie des Cuprizone-Modells weist viele Gemeinsamkeiten mit den 

pathologischen Charakteristika der progressiven MS auf. Diese sind in nachfolgender 

Tabelle zusammenfassend dargestellt. 
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Tabelle 18: Gemeinsamkeiten der Pathologie progressiver MS-Läsionen und Cuprizone-induzierter Läsionen  

Pathologie 
progressiver MS-Formen Referenz Pathologie im 

Cuprizone-Modell Referenz 

Demyelinisierung kortikaler 
Strukturen [19, 96] Demyelinisierung in kortikalen 

und subkortikalen Strukturen [97, 98] 

Diffuse Demyelinisierung in 
der weißen Substanz [19, 99] 

Demyelinisierung von 
Fasertrakten der weißen 

Substanz 
[97, 100] 

Axonaler Schaden [101–
103] 

Axonaler Schaden in 
demyelinisierten Bereichen [68, 104] 

Geschlossene 
beziehungsweise reparierte 

BHS 

[105–
107] Geschlossene BHS [69–72] 

Oxidativer Stress [108–
110] 

Oxidativer Stress in 
demyelinisierten Bereichen 

[111, 
112] 

Modifiziert nach [113] 

 

Neben den genannten Parallelen zur Pathologie progressiver MS Läsionen bietet das 

Cuprizone-Modell den Vorteil, eine reproduzierbare und zeitlich kontrollierbare 

Demyelinisierung im Telencephalon der intoxikierten Mäuse auszulösen [48]. Die 

Variabilität von Lokalisation und Intensität der Demyelinisierung ist innerhalb eines 

charakterisierten Mausstammes gering und somit gut mit anderen, analog durchgeführten 

Cuprizone-Experimenten vergleichbar.  

Eine Unzulänglichkeit vieler Tiermodelle ist die oft eingeschränkte Übertragbarkeit 

erfolgsversprechender Therapieansätze auf den Menschen. Im MOG-EAE-Modell, einem 

sehr häufig verwendeten Tiermodell in der MS-Forschung, kommt es im ZNS zu einer 

autoimmun-vermittelten Demyelinisierung, ausgelöst durch autoreaktive CD4+ TH1- und 

TH17-Zellen. Eine Depletion der CD4+ T-Zellen führte in Tierexperimenten mit dem MOG-

EAE-Modell zu abgeschwächten Krankheitsverläufen mit signifikant geringeren 

Symptomausprägungen [35]. Der Versuch, diese Erkenntnisse auf die humane MS-

Situation zu übertragen und CD4+ Zellen mit Antikörpern zu depletieren, blieb jedoch in 

klinischen Studien ohne signifikanten therapeutischen Nutzen [114, 115]. Eine mögliche 

Erklärung dieses Befunds besteht darin, dass im ZNS von MS-Patienten signifikant höhere 

Zelldichten CD8+ T-Zellen nachgewiesen werden können als CD4+ T-Zellen [30, 31, 116]. 

Das Ausmaß des axonalen Schadens in MS-Läsionen korreliert darüber hinaus positiv mit 

der Dichte von CD8+ T-Zellen, nicht jedoch mit der Dichte von CD4+ T-Zellen [117]. 

Ergebnisse vielversprechender Therapieansätze aus Tierexperimenten mit dem 
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Cuprizone-Modell konnten ebenfalls nur eingeschränkt auf die humane MS-Situation 

übertragen werden. Der Wirkstoff Laquinimod, welcher in behandelten Mäusen sehr 

erfolgreich die Cuprizone-induzierte Pathologie reduziert [95], konnte in klinischen Phase-III 

Studien lediglich moderate therapeutische Effekte in MS-Patienten erzielen [118]. 

Im klassischen MOG-EAE-Modell kommt es in Folge der aktiven Immunisierung mit 

MOG35-55 Peptiden und der Applikation von komplettem Freund-Adjuvans zu einer 

ausgeprägten Induktion von enzephalitogenen CD4+ T-Zellen in C57BL/6 Mäusen [35, 36]. 

Diese autoreaktiven CD4+ T-Zellen lösen eine sekundäre Demyelinisierung im ZNS der 

immunisierten Tiere aus, welche vor allem im Rückenmark der immunisierten Tiere von 

inflammatorischen Läsionen begleitet wird [40]. Diese Eigenschaft entspricht nicht der 

typischen Charakteristik der von CD8+ T-Zellen dominierten humanen MS-Pathologie [30–

32]. Die Kombination aus (i) der Immunisierung mit unterschiedlichen ZNS-spezifischen 

Antigenen sowie (ii) der Verwendung von verschiedenen Mausstämmen resultiert in einer 

Vielzahl verschiedener EAE-Modelle (Übersichtsartikel in [34]). Neben der aktiven 

Immunisierung mit ZNS-spezifischen Antigenen beziehungsweise Peptiden besteht die 

Möglichkeit, eine EAE passiv über den Transfer von in vitro stimulierten T-Zellen zu 

induzieren [119]. Eine Übersicht der Charakteristika und Limitationen ausgewählter 

EAE-Modelle ist in Tabelle 19 zusammengefasst.  

Tabelle 19: Charakteristika und Limitationen etablierter EAE-Modelle 

EAE-Modell Charakteristika Limitationen Referenz 

aktive 
MOG35-55-EAE 
in C57BL/6 
Mäusen 

• Induktion autoreaktiver 
CD4+ TH1 und TH17 -Zellen 

• Monophasischer Verlauf 

• Modell begrenzt auf 
CD4+ T-Zellen 

• Krankheitsverlauf und 
Ort der Läsionen 
unterscheiden sich 
stark von der MS 

[120, 
121] 

aktive 
MOG35-55-EAE 
in PL/J 
Mäusen 

• Induktion autoreaktiver 
CD4+ T-Zellen 

• Chronisch-schubförmiger 
Verlauf 

• Modell begrenzt auf 
CD4+ T-Zellen 

• Läsionen begrenzt 
auf Kleinhirn und 
Rückenmark 

[122, 
123] 

aktive 
PLP139-151-EAE 
in SJL Mäusen 

• Induktion autoreaktiver 
CD4+ T-Zellen 

• Schubförmig-remittierender 
Verlauf 

• Modell begrenzt auf 
CD4+ T-Zellen 

• Läsionen entstehen 
vor allem im 
Rückenmark 

[124, 
125] 
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aktive  
MP4-EAE 
in C57BL/6 
Mäusen 

• B-Zell und CD4+ TH1-Zell-
abhängige Pathologie 

• Monophasischer Verlauf 
• Formation ektoper 

Lymphfollikel in den 
Meningen 

• Krankheitsverlauf 
unabhängig von 
CD8+ T-Zellen 

• Läsionen vor allem 
im Kleinhirn und 
Rückenmark 

[126, 
127] 

passiver  
adoptiver 
Transfer 
Myelin-
spezifischer 
CD8+ T-Zellen 

• ZNS-Inflammation 
ausgelöst durch CD8+ 

autoreaktive T-Zellen 
• Direkter zytotoxischer 

Effekt auf 
Oligodendrozyten 
beobachtet 

• Hohe intra-
experimentelle 
Variabilität  

• Wenige CD8+ T-
Zellen migrieren ins 
Hirnparenchym 

[128–
130] 

Abkürzungen: experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE); Myelin-Oligodendrozyten-Protein 

(MOG); Myelin-Proteolipid-Protein (PLP); Swiss Jim Lambert, Mausstamm (SJL); Fusionsprotein 
bestehend aus Basisches Myelinprotein (MBP) und PLP (MP4). 

Wie die EAE-Modelle weist auch das Cuprizone-Modell verschiedene Nachteile hinsichtlich 

der Vergleichbarkeit zur MS und der laborexperimentellen Durchführung auf. Um in Mäusen 

eine Oligodendrozyten-Degeneration auszulösen, benötigt es die artifizielle Zugabe von 

Cuprizone zum Normalfutter der Tiere. Der grundlegende Auslöser der Pathologie ist in 

diesem Tiermodell bekannt und kann willkürlich induziert werden - im Gegensatz zur 

humanen MS-Pathogenese, in der sehr wahrscheinlich genetische Prädispositionen, 

Umwelteinflüsse und womöglich auch virale Infektionen eine Rolle spielen. Einige Autoren 

gehen von einem pathologischen Prozess im ZNS von MS-Patienten aus, der schon lange 

vor dem Auftreten erster klinischer Symptome beginnt und in der weißen Substanz des ZNS 

stattfindet [131]. Diese potenziellen, frühen Veränderungen im ZNS von Patienten können 

mit dem Cuprizone-Modell nicht abgebildet werden. Das Ausmaß der Cuprizone-

induzierten Pathologie ist darüber hinaus abhängig von unterschiedlichen Variablen. Neben 

dem Geschlecht, dem Mausstamm und dem Alter der Tiere [132–134] beeinflusst auch das 

Gewicht der verwendeten Mäuse zu Beginn der Cuprizone-Intoxikation das Ausmaß der 

Oligodendrozyten-Degeneration und Demyelinisierung [135]. Dieser Umstand kann die 

Vergleichbarkeit der Ergebnisse von Cuprizone-Experimenten begrenzen, die von 

unterschiedlichen Arbeitsgruppen unter Verwendung von verschiedenen Mausstämmen 

erlangt wurden. Unter Berücksichtigung der bekannten Vor- und Nachteile des Tiermodells 

wurde für diese Arbeit das Cuprizone-Modell verwendet, da es, in Abwesenheit von 

autoimmunen Prozessen, die Untersuchung von zytodegenerativen Veränderungen im 

ZNS intoxikierter Mäuse ermöglicht, die insbesondere der Pathologie typischer Läsionen 

progressiver MS-Patienten ähneln. 
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4.2 Immunzellbeteiligung im Cuprizone-Modell 

 

Aus pathologischen Befunden von post mortem Hirngewebe progressiver MS-Patienten 

geht hervor, dass die Dichte rekrutierter Immunzellen mit dem Ausmaß des axonalen 

Schadens korreliert [78]. Das Vorhandensein von peripheren Immunzellen, insbesondere 

zytotoxischen CD8+ T-Zellen, in Läsionen von progressiven MS-Patienten ist unstrittig [29, 

116]. Eine Beteiligung von Immunzellen in der Cuprizone-induzierten Pathologie ist 

hingegen umstritten. Einige Autoren beschreiben im Cuprizone-Modell das gänzliche 

Ausbleiben einer Rekrutierung von T-Zellen [76, 136–138], in anderen Studien wird eine 

Invasion von T-Zellen beiläufig und nicht als Hauptbeobachtung der Arbeit erwähnt [70, 

139]. In Studien, in denen keine T-Zell-Rekrutierung beobachtet werden konnte, beziehen 

sich Theorien für das Ausbleiben einer T-Zell-Invasion häufig auf direkt oder indirekt 

immunsupprimierende Eigenschaften des Cuprizone. Im Rahmen der Cuprizone-

Intoxikation lässt sich sowohl eine Atrophie primär lymphatischer Organe wie dem Thymus 

[140], als auch sekundär lymphatischer Organe wie der Milz [136] nachweisen. 

Eine MOG-EAE-Immunisierung (Kapitel 1.4.1) bei parallel durchgeführter Cuprizone-

Intoxikation führt des Weiteren zu einer signifikant milderen Ausprägung der EAE-

Symptomatik und zu einer geringeren Rekrutierung peripherer Immunzellen, was in der 

Studie von Maña et al. auf eine immunsupprimierende Wirkung des Cuprizone 

zurückgeführt wurde [141]. Wie einführend in Kapitel 1.4.2 erwähnt, hat die Cuprizone-

Intoxikation einen starken Einfluss auf den Kupferhaushalt der intoxikierten Tiere. Kupfer 

ist wiederum ein wichtiger Kofaktor der Interleukin-2 Synthese [142]. In Signalwegen für T-

Zell-Aktivierung und Proliferation stellt Interleukin-2 ein wichtiges Zytokin dar. Der 

Cuprizone-induzierte Kupfermangel könnte so zumindest partiell einen 

immunsupprimierenden Effekt auf den Organismus intoxikierter Tiere erklären [143].  Eine 

Rekrutierung von T-Zellen in das demyelinisierte ZNS konnte bisher nur in Studien 

beobachtet werden, in denen die Cuprizone-Intoxikation mit einer PTX-induzierten 

Schädigung der BHS [144] kombiniert wurde oder bei gleichzeitiger Applikation eines 

Immunstimulus wie der Injektion von komplettem Freund-Adjuvans [145]. 

Das Cuprizone-Modell kann nicht alle Aspekte der MS abbilden. Es eignet sich hingegen 

gut, um bestimmte Teile der fulminanten MS-Pathologie, insbesondere der progressiven 

Krankheitsphase, zu untersuchen.  
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4.3 Diskussion der Ergebnisse 

 

Das Verständnis der Beziehung zwischen Inflammation und Neurodegeneration ist von 

entscheidender Bedeutung für zukünftige therapeutische Behandlungsansätze bei MS.  

Obgleich in pathologischen Studien gezeigt werden konnte, dass in der progressiven MS 

der akute axonale Schaden positiv mit dem Ausmaß der Inflammation korreliert [78], 

bedeutet dies nicht unweigerlich, dass die Immunzellen eine axonale Schädigung auslösen.  

Denkbar ist auch, dass eine axonale Schädigung, verbunden mit der Aktivierung von 

Astrozyten und Mikrogliazellen, die Auslöser für eine sekundäre Rekrutierung von 

peripheren T-Zellen darstellen. 

Weithin wird angenommen, dass in MS die Autoimmunität gegenüber Myelin-Antigenen zur 

Entwicklung von fokalen, entzündlichen Läsionen führt. Bis zum aktuellen Zeitpunkt 

konnten jedoch weder die Auslöser der autoimmunen Reaktionen noch die konkreten 

Antigene identifiziert werden. Therapieoptionen, welche häufig auf anti-inflammatorischen 

oder immunmodulierenden Wirkmechanismen beruhen, können das Progressionsrisiko der 

MS noch immer nicht zufriedenstellend senken. 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein primärer Untergang von Oligodendrozyten  

und die nachfolgende Demyelinisierung im ZNS der Cuprizone-intoxikierten Tiere zu einer 

sekundären Rekrutierung von peripheren Immunzellen führen. In einem direkten Vergleich 

der Cuprizone-induzierten Pathologie mit Läsionen progressiver MS-Patienten zeigten sich 

ähnliche Zelldichten CD3+, CD4+ und CD8+ Zellen und, übereinstimmend mit 

humanpathologischen Befunden (Übersichtsartikel in [146]), zeigten viele der rekrutierten 

T-Zellen einen aktivierten Phänotyp. Die Prädominanz von CD8+ Zellen gegenüber CD4+ 

Zellen ist ebenfalls im Einklang mit Befunden aus humanpathologischen MS-Studien und 

bildet einen starken Gegensatz zu den meisten EAE-Modellen, in denen CD4+ T-

Helferzellen die inflammatorischen Infiltrate dominieren (vgl. Tabelle 19) [35, 36]. Die 

Komposition der rekrutierten T-Zellen im Cuprizone-Modell ähnelt somit mehr der 

progressiven MS-Pathologie als den Befunden der meisten von CD4+ T-Zellen dominierten 

EAE-Modelle. 

CD8+ T-Zellen besitzen unterschiedliche Möglichkeiten, um in der Zielzelle die Apoptose zu 

induzieren. Die Expression von Fas-Ligand (FasL) auf der Zelloberfläche von CD8+ T-Zellen 

kann nach Bindung des korrespondierenden Fas-Rezeptors (FasR) auf der Zielzelle die 

Apoptose einleiten [147]. Ein weiterer entscheidender Mechanismus in der CD8+ T-Zell-

vermittelten Zytotoxizität besteht in der Sekretion zytotoxischer Enzyme, wie der Serin-

Protease Granzym B (GZMB), welche in der Zielzelle eine Caspase-abhängige Apoptose 

induziert [90]. Die Expression sowie die Polarisierung der GZMB beladenen Vesikel in CD8+ 

Zellen repräsentiert somit das zytotoxische Potenzial dieser T-Zellen. Die Ergebnisse dieser 
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Arbeit legen nahe, dass ~40% der rekrutierten T-Zellen im Cuprizone-Modell einen 

aktivierten Phänotyp haben. Ob die GZMB+ T-Zellen am Untergang neuronaler Strukturen 

[148, 149] oder am akuten axonalen Schaden [150–152] im Cuprizone-Modell beteiligt sind, 

ist nicht bekannt und muss in zukünftigen Studien untersucht werden. Rekrutierte T-Zellen 

im demyelinisierten Corpus callosum zeigen darüber hinaus eine hohe intrazerebrale 

Proliferationsrate, was auf ein pro-inflammatorisches Milieu und einen erneuten 

Antigenkontakt im ZNS Cuprizone-intoxikierter Tiere hindeutet. 

 

4.3.1 Die Rolle der T-Zellen in MS und im Cuprizone-Modell 

 

Trotz der positiven Korrelation zwischen dem Ausmaß der Inflammation und dem akuten 

axonalen Schaden in MS [78] ist weiterhin nicht bekannt, ob die rekrutierten T-Zellen zur 

Progression der Pathologie in der progressiven Krankheitsphase der MS beitragen. 

Unabhängig von der MS-Verlaufsform konnte im ZNS von MS-Patienten in einer Vielzahl 

von Studien eine deutlich höhere Zelldichte CD8+ zytotoxischer T-Zellen im Vergleich zu 

CD4+ T-Zellen beobachtet werden [30, 31, 153, 154]. Die Expression von MHC-I, dem 

verantwortlichen Zelloberflächenprotein für die Präsentation von Antigenen an CD8+ 

T-Zellen, ist im ZNS von MS-Patienten auf Neuronen, Astrozyten und Mikrogliazellen im 

Vergleich zu Kontrollpatienten deutlich erhöht [155–158]. GZMB+ zytotoxische T-Zellen 

wurden zudem in räumlicher Nähe zu demyelinisierten Axonen und Oligodendrozyten 

nachgewiesen (Übersichtsartikel in [146]). Die GZMB+ Vesikel waren dabei in Richtung der 

geschädigten Axone polarisiert, was auf einen direkten und gezielten zytotoxischen Angriff 

von CD8+ T-Zellen auf die Zielzellen schließen lässt. Diese Befunde implizieren, dass CD8+ 

T-Zellen eine direkte zytotoxische Wirkung auf MHC-I-exprimierende Zellen im ZNS von 

MS-Patienten vermitteln und somit zur Progression der Pathologie beitragen können.  

Neben den genannten pathogenen Eigenschaften werden CD8+ T-Zellen auch protektive 

Funktionen zugeschrieben. Insbesondere für die CD8+ regulatorischen T-Zellen, eine kleine 

Subpopulation der CD8+ T-Zellen, konnten protektive und anti-inflammatorische 

Eigenschaften aufgezeigt werden. Chou et al. konnten nachweisen, dass CD8+ 

regulatorische T-Zellen in vitro autoreaktive CD4+ T-Zellen, die spezifisch gegen das 

Basische Myelinprotein (MBP) gerichtet sind, inhibieren und somit inflammatorische 

Prozesse abschwächen können [159]. Der komplexe Wirkmechanismus des 

Glatirameracetat, ein für die Behandlung von RRMS-Patienten zugelassener 

Immunmodulator, ist zudem teilweise auf die Induktion von CD8+ regulatorischen T-Zellen 

und der damit verbundenen Eindämmung pro-inflammatorischer Signalkaskaden 

zurückzuführen [160]. Die genaue Rolle der CD8+ T-Zellen an der Krankheitsprogression in 

der progressiven MS ist weiterhin unbekannt. 
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In MS-Tiermodellen konnten sowohl T-Zellen mit schädigenden als auch protektiven 

Eigenschaften nachgewiesen werden. Viele Studien schreiben einer potenziellen T-Zell-

Rekrutierung im Cuprizone-Modell lediglich eine untergeordnete Rolle an der Entstehung 

und Progression der Pathologie zu. In Studien mit Recombination activating gene 1 

defizienten (RAG1-/-) Mäusen, welche weder potenziell protektive noch schädigende 

T-Zellen besitzen, konnte gezeigt werden, dass RAG-/- Mäuse gegenüber der Cuprizone-

induzierten Demyelinisierung in gleichem Umfang vulnerabel waren, wie Wildtyp (wt) Tiere. 

Es wurde daraus geschlussfolgert, dass T-Zellen im Cuprizone-Modell keine übergeordnete 

Rolle für die Demyelinisierung und Remyelinisierung spielen [76, 161, 162]. In anderen 

Arbeiten konnte im Cuprizone-Modell eine signifikante Rekrutierung von 

fluoreszenzmarkierten Knochenmarkzellen in das ZNS nachgewiesen werden. Dabei 

handelte es sich hauptsächlich um rekrutierte Lymphozyten und Monozyten. Nach einer 

Transplantation von C-C chemokine receptor type 2 defizienten (CCR2-/-) 

Knochenmarkzellen blieb eine Rekrutierung von Lymphozyten und Monozyten in das 

demyelinisierte Corpus callosum aus, ohne das Ausmaß der Demyelinisierung positiv oder 

negativ zu beeinflussen [163]. Ein möglicher Einfluss von Immunzellen auf die Cuprizone-

vermittelte Pathologie erscheint auch in dieser Studie untergeordnet. Dass T-Zellen 

funktionell nicht in den Vorgang der Demyelinisierung im Cuprizone-Modell involviert sind, 

geht auch aus anderen Studien hervor, in denen die Cuprizone-Intoxikation gleichzeitig mit 

einem PTX- und Freund-Adjuvans-induzierten Immunstimulus durchgeführt wurde [145]. 

Caprariello et al. konnten zeigen, dass eine signifikante Rekrutierung von T-Zellen nur dann 

beobachtet werden kann, wenn zusätzlich zu der Intoxikation mit Cuprizone eine parallele 

Immunstimulation durchgeführt wird. T-Zellen scheinen demnach in Mäusen, die keinen 

zusätzlichen Immunstimulus zur Cuprizone-Intoxikation erhielten, keinen wesentlichen 

Einfluss auf das Ausmaß der Cuprizone-induzierten Pathologie zu haben. 

Einige Autoren beschreiben eine T-Zell-vermittelte Unterstützung von 

Remyelinisierungsprozessen [161, 164], in anderen Studien wird hingegen von einer 

Verzögerung der Remyelinisierung durch T-Zellen ausgegangen [79, 165, 166]. 

Dombrowski et al. konnten auf der einen Seite zeigen, dass regulatorische T-Zellen (Treg) 

die Differenzierung von Oligodendrozyten-Vorläuferzellen zu adulten myelinisierenden 

Oligodendrozyten beschleunigen und Remyelinisierungsprozesse unterstützen, indem sie 

den pathologischen Eigenschaften von TH1- und TH17-Zellen entgegenwirken [164]. Die 

Ergebnisse dieser Studie unterstreichen potenzielle protektive Eigenschaften von T-Zellen 

im ZNS Cuprizone-intoxikierter Tiere. Kang et al. identifizierten auf der anderen Seite 

Interleukin-17 abhängige Signalkaskaden als entscheidend für die Cuprizone-induzierte 

Demyelinisierung [167]. Als eine wesentliche Quelle von Interleukin-17 im ZNS beschreiben 

die Autoren T-Zellen. Eine mögliche pathogene Rolle von T-Zellen im Cuprizone-Modell ist 
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somit nicht auszuschließen. Ob den in dieser Arbeit beschriebenen, rekrutierten 

Lymphozyten im Cuprizone-Modell pathogene oder regenerative Eigenschaften 

zuteilwerden, oder ob die gefundenen T-Zellen ein Epiphänomen ohne signifikante 

funktionelle Relevanz sind, muss in weiteren Studien untersucht werden. Stereologische 

Analysen nach der „Nearest-Neighbor“-Methode [168] könnten beispielsweise Aufschlüsse 

darüber geben, welche T-Zell-Subpopulationen akuten axonalen Schaden im Cuprizone-

Modell induzieren oder am Untergang neuronaler Strukturen beteiligt sind.  

 

4.3.2 Potenzielle Mediatoren der T-Zell-Rekrutierung im Cuprizone-Modell 

 

Ob T-Zellen in der progressiven Phase der MS primär oder getrieben von Hirn-intrinsischen 

Prozessen sekundär in das ZNS einwandern, ist weiterhin strittig. Eine Reihe von Zelltypen 

im ZNS kommen als Auslöser der Immunzellrekrutierung in der progressiven MS und im 

Cuprizone-Modell in Frage. Im folgenden Abschnitt werden Astrozyten, Mikrogliazellen und 

Oligodendrozyten als mögliche Mediatoren der T-Zell-Rekrutierung diskutiert. 

In der Studie von Kang et al. wurden die pathologischen Effekte von Interleukin-17 

maßgeblich über den Act1-Signalweg in Astrozyten vermittelt [167]. In MS-Läsionen konnte 

zudem gezeigt werden, dass das von Astrozyten gebildete Interleukin-15 eine wichtige 

Rolle in der Aktivierung und Erhaltung von CD8+ T-Zellen im ZNS übernimmt [169]. Andere 

Autoren beschreiben hingegen vorwiegend anti-inflammatorische Eigenschaften von 

Astrozyten. Bechmann et al. konnten zeigen, dass Astrozyten über die Expression von FasL 

die Apoptose in T-Zellen induzieren und so inflammatorische Prozesse im ZNS eindämmen 

[170]. In der hier vorgelegten Arbeit konnte gezeigt werden, dass nach 11 Wochen 

Cuprizone-Intoxikation (chronische Demyelinisierung) das Ausmaß der reaktiven 

Astrogliose noch immer signifikant gegenüber Kontrollen erhöht war, das Ausmaß der 

Mikrogliose hingegen fast auf ein Kontrollniveau zurückkehrte (vgl. Abbildung 24). Diese 

Befunde implizieren, dass Astrozyten entscheidende Regulatoren der T-Zell-Rekrutierung 

im Cuprizone-Modell darstellen. Es sind weitere Studien zur Überprüfung der Hypothese 

erforderlich, dass eine mögliche Astrozyten-vermittelte T-Zell-Rekrutierung 

und -Aktivierung im Cuprizone-Modell eine übergeordnete Rolle einnimmt.  

Mikrogliazellen, die residenten Immunzellen des ZNS, werden häufig mit der Entstehung 

von neuen Läsionen und der Rekrutierung von Immunzellen in MS in Verbindung gebracht 

[171, 172]. Mikrogliazellen können sowohl Zytokine sezernieren [173] als auch Antigene 

über MHC-II präsentieren [174] und somit die Proliferation und Differenzierung von T-Zellen 

beeinflussen. In der NAWM von MS-Patienten zeigen Mikrogliazellen, im Vergleich zu 

Kontrollpatienten, einen bereits aktivierten Phänotyp [175]. Es ist somit denkbar, dass 

Mikrogliazellen an der Entstehung neuer inflammatorischer Läsionen und an der 



Diskussion 

 
70 

Rekrutierung von T-Zellen in das ZNS beteiligt sind. Im Cuprizone-Modell konnten im 

Rahmen der Demyelinisierung sowohl pathologische [176, 177] als auch protektive 

Eigenschaften  [66] von Mikrogliazellen beobachtet werden. In dieser Arbeit konnte gezeigt 

werden, dass das Ausmaß der Mikrogliose positiv mit der Dichte rekrutierter T-Zellen 

korreliert (vgl. Abbildung 29). Eine potenzielle Rolle der Mikrogliazellen an der Rekrutierung 

von Immunzellen im Cuprizone-Modell ist somit ebenfalls denkbar. Aus Monozyten 

heranreifende periphere Makrophagen sind in ähnlicher Weise wie Mikrogliazellen dazu 

fähig, Antigene über den MHC-II Komplex zu präsentieren und Zytokine zu sezernieren 

[178]. Rekrutierte periphere Makrophagen konnten zudem sowohl in MS-Läsionen [179] als 

auch in geringer Dichte im Cuprizone-Modell nachgewiesen werden [70, 139]. Die 

Unterscheidung von Mikrogliazellen und peripheren Makrophagen anhand zellspezifischer 

Marker ist aufgrund der sehr ähnlichen embryologischen Entwicklung nicht trivial 

(Übersichtsartikel in [180]). Das Protein IBA1 wird beispielsweise sowohl von 

Mikrogliazellen als auch von peripheren Makrophagen und Monozyten exprimiert [181]. Für 

die Abgrenzung von Mikrogliazellen gegenüber Monozyten und peripheren Makrophagen 

werden das Transmembranprotein 119 (TMEM119) [182, 183] und der purinerge Rezeptor 

P2Y12 [184] als spezifische Mikroglia-Zellmarker diskutiert. In weiterführenden Studien 

muss gezeigt werden, ob TMEM119 und P2Y12 als eindeutig spezifische Marker für 

Mikrogliazellen etabliert werden können und somit eine Differenzierung der Zelltypen 

zuverlässig möglich wird. Eine Unterscheidung von Mikrogliazellen und peripheren 

Makrophagen ist erforderlich, um den Mechanismus und die treibenden Faktoren der 

Immunzellrekrutierung in progressiven MS-Phasen und im Cuprizone-Modell genauer 

untersuchen zu können. 

Im aktuellen Fokus der Pathologie des Cuprizone-Modells steht der Ferroptose-abhängige 

Untergang von adulten Oligodendrozyten [65]. Im Verlauf von endogenen 

Remyelinisierungsprozessen kommt es zu einer Rekrutierung von Oligodendrozyten-

Vorläuferzellen an den Ort der Demyelinisierung [185]. Im Rahmen von in vitro 

Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Oligodendrozyten-Vorläuferzellen nicht nur 

Antigen-präsentierende Eigenschaften besitzen, sondern auch Zytokin-Rezeptoren wie 

zum Beispiel den Interleukin-17-Rezeptor exprimieren [186]. Sie gelten somit in 

besonderem Umfang als vulnerabel gegenüber der T-Zell-vermittelten Zytotoxizität. Diese 

Ergebnisse aus in vitro Untersuchungen unterstreichen eine mögliche Rolle von 

Oligodendrozyten und Oligodendrozyten-Vorläuferzellen als Mediatoren im Rahmen der 

Immunzellrekrutierung. Fortführende funktionelle und ex vivo Untersuchungen sind nötig, 

um den Stellenwert der Oligodendrozyten und Oligodendrozyten-Vorläuferzellen an der 

Immunzellrekrutierung in der MS und im Cuprizone-Modell genauer bewerten zu können. 
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Ob die im Cuprizone-Modell beobachtete sekundäre Rekrutierung von T-Zellen auf einen 

einzelnen der oben genannten Zelltypen zurückzuführen ist oder vielmehr ein 

Zusammenspiel verschiedener Zellen und ein daraus resultierendes pro-inflammatorisches 

Milieu im ZNS der Cuprizone-intoxikierten Mäuse für die Immunzellrekrutierung 

verantwortlich ist, muss in weiterführenden Studien gezeigt werden. 

 

4.3.3 Fazit  

 

Die Frage, ob T-Zellen kontinuierlich in das ZNS von progressiven MS-Patienten rekrutiert 

werden, ist unbeantwortet. Mehrere Autoren gehen davon aus, dass inflammatorische 

Vorgänge während der progressiven MS „gefangen“ hinter der geschlossenen 

beziehungsweise reparierten BHS stattfinden und die begleitende Astro- und Mikrogliose 

[187] das Voranschreiten der Neurodegeneration bedingen. Dieses Konzept könnte 

erklären, warum anti-inflammatorische Therapien zum Beispiel mit Interferon Beta [5] oder 

Fingolimod [188] während der progressiven MS wenig effektiv sind. Ergebnisse der hier 

vorgelegten Arbeit implizieren jedoch, dass T-Zellen, insbesondere CD8+ Zellen, 

kontinuierlich in das ZNS Cuprizone-intoxikierter Tiere rekrutiert werden können, angelockt 

von Hirn-intrinsischen zytodegenerativen Prozessen. Die Cuprizone-induzierte 

Demyelinisierung ist, ohne eine zusätzliche Stimulierung des Immunsystems oder der 

Induktion von autoreaktiven T-Zellen, ein potenter Trigger für die Rekrutierung von CD3+ 

Zellen. Gegenüber Kontrolltieren signifikant erhöhte T-Zell-Dichten fanden sich nicht nur 

nach fünf Wochen Cuprizone-Intoxikation (akute Demyelinisierung), sondern auch nach 11 

Wochen (chronische Demyelinisierung) beziehungsweise nach einer zweiwöchigen 

Remyelinisierungsphase. Es ist also davon auszugehen, dass die Rekrutierung von T-

Zellen im Cuprizone-Modell einen langanhaltenden Prozess darstellt oder die T-Zellen im 

ZNS Cuprizone-intoxikierter Tiere über einen längeren Zeitraum persistieren und 

proliferieren. Ob die primäre Degeneration von Oligodendrozyten der übergeordnete 

Auslöser der T-Zell-Rekrutierung ist, oder vielmehr die Induktion von pro-inflammatorischen 

Signalkaskaden als Konsequenz der Oligodendrozyten-Degeneration und der 

nachfolgenden Demyelinisierung, Mikro- und Astrogliose und dem akuten axonalen 

Schaden als Trigger der sekundären Rekrutierung von Immunzellen im Mittelpunkt stehen, 

muss in zukünftigen Studien gezeigt werden. 

Diese Arbeit liefert Hinweise darauf, dass die primäre, metabolische Oligodendrozyten-

Degeneration und die nachfolgende Demyelinisierung im ZNS Cuprizone-intoxikierter Tiere 

ein pro-inflammatorisches Mikromilieu induzieren, welches sekundär die Rekrutierung von 

peripheren Immunzellen bedingt. Die rekrutierten T-Zellen sind zudem in Qualität (CD8+ > 
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CD4+ T-Zellen) und Quantität (Dichte der rekrutierten T-Zellen) vergleichbar mit 

inflammatorischen Infiltraten in progressiven MS-Läsionen.  

Eine genauere Untersuchung der treibenden Faktoren und auslösenden Mechanismen der 

T-Zell-Rekrutierung ist von entscheidender Bedeutung für ein besseres Verständnis der der 

MS zugrundeliegenden Pathomechanismen.   
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5. Zusammenfassung 

 

Hintergrund: Die Hypothese dieser Arbeit basiert auf der grundlegenden Annahme, dass 

die progressive Multiple Sklerose eine primär neurodegenerative Erkrankung 

ist, in der es sekundär zu einer Einwanderung von T-Zellen kommt („Inside-

Out-Theorie“). Im verwendeten Tiermodell, dem Cuprizone-Modell, kommt 

es ohne induzierte Autoimmunität zu einer Degeneration von 

Oligodendrozyten und einer nachfolgenden Demyelinisierung. 

 

Hypothese: Eine primäre, metabolische Oligodendrozyten-Degeneration und 

Demyelinisierung im Hirn Cuprizone-intoxikierter Tiere ist ein Auslöser für die 

sekundäre Rekrutierung von peripheren Immunzellen zum Ort der Läsion. 

 

Methoden: Immunhistochemische Markierungen wurden an Hirnen Cuprizone-

intoxikierter Tiere sowie an post mortem Hirnmaterial von progressiven 

Multiple Sklerose-Patienten durchgeführt, um die Dichte, Zusammensetzung 

und den Aktivitätszustand von rekrutierten T-Zellen zu untersuchen. 

 

Ergebnisse: Die Ergebnisse dieser Arbeit demonstrieren eine überwiegende 

Rekrutierung von CD8+ T-Zellen in das Corpus callosum Cuprizone-

intoxikierter Tiere. Rekrutierte T-Zellen weisen hohe Raten von 

Zellproliferation und anteilig einen aktivierten Phänotyp auf, was auf pro-

inflammatorische Verhältnisse im Zentralnervensystem Cuprizone-

intoxikierter Tiere schließen lässt. Dichte und Zusammensetzung rekrutierter 

T-Zellen im Cuprizone-Modell sind zudem vergleichbar mit 

inflammatorischen Infiltraten in post mortem Gewebe von progressiven 

Multiple Sklerose-Patienten. Eine Reduktion der Cuprizone-induzierten 

Pathologie mit Laquinimod führt zu einer signifikant geringeren Ausprägung 

der T-Zell-Rekrutierung. 

 

Ausblick: In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Cuprizone-induzierte 

Pathologie einen Auslöser für die sekundäre Rekrutierung von T-Zellen an 

den Ort der Demyelinisierung darstellt. Weitere Untersuchungen zum 

Mechanismus und zu den auslösenden Faktoren der T-Zell-Rekrutierung 

können ein besseres Verständnis der pathophysiologischen Vorgänge in 

progressiven MS Krankheitsphasen und gegebenenfalls neue 

Therapieansätze ermöglichen. 
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6.  Thesen 

 

1.  Im Cuprizone-Modell kommt es ohne die Induktion von autoimmunen Prozessen zu 

einer Demyelinisierung mit begleitender Mikro- und Astrogliose sowie akutem 

axonalen Schaden im Zentralnervensystem intoxikierter Mäuse. 

 

2. In Cuprizone-intoxikierten Mäusen werden T-Zellen an den Ort der Demyelinisierung 

rekrutiert. Der Grad der Myelinisierung korreliert negativ mit der Dichte der T-Zellen. 

 

3. Nach einer zweiwöchigen Remyelinisierungsphase ist die Dichte der T-Zellen im 

Corpus callosum von Cuprizone-intoxikierten Mäusen gegenüber Kontrolltieren 

signifikant erhöht. 

 

4. In das Corpus callosum Cuprizone-intoxikierter Tiere werden überwiegend CD8+ 

T-Zellen rekrutiert. 

 

5. Rekrutierte T-Zellen im Cuprizone-Modell zeigen intrazerebral hohe Raten von 

Zellproliferation. 

 

6. In rekrutierten T-Zellen im Cuprizone-Modell ist eine Polarisierung zytotoxischer 

Vesikel zu einem Zellpol zu beobachten und deutet als Ausdruck der Lymphozyten-

vermittelten Zytotoxizität auf einen aktivierten Phänotyp rekrutierter T-Zellen hin.  

 

7. Die Dichte rekrutierter T-Zellen im Cuprizone-Modell korreliert positiv mit der Dichte 

von Mikrogliazellen & Makrophagen und mit dem Ausmaß des axonalen Schadens. 

 

8. Im Vergleich zu Kontrolltieren finden sich im Rahmen der chronischen 

Demyelinisierung nach 11 Wochen Cuprizone-Intoxikation signifikant erhöhte 

T-Zell-Dichten im Corpus callosum.  

 

9. Eine Reduktion der Cuprizone-induzierten Pathologie mit Laquinimod führt zu einer 

signifikant geringeren Ausprägung der T-Zell-Rekrutierung. 

 

10. Dichte, Zusammensetzung und Aktivitätszustand rekrutierter T-Zellen im Cuprizone-

Modell sind vergleichbar mit inflammatorischen Infiltraten in post mortem Gewebe 

von progressiven Multiple Sklerose-Patienten. 
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11.1 Chemikalien und Materialien 

 
Tabelle 20: Verwendete Chemikalien und Materialien 

Chemikalie  Hersteller/Firma Bestellnummer 

3,3-Diaminobenzidin (DAB) + Chromogen Dako K3468 
3,3-Diaminobenzidin (DAB) + Substrat Dako K3468 

4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Roth 6335.1 
Citronensäure-Monohydrat Merck 5949-29-1 

Cuprizone 
(Bis(cyclohexanon)oxaldihydrazon) 

Alfa Aesar A10628 

Deckgläser (24x50mm) Menzel-Gläser 19 00 02450 
DePeX Serva 18243.02 

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat Roth T877.1 

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat Merck 1.06580.1000 
EDTA Dinatriumsalz-Dihydrat Roth X986.2 

Elite ABC-Kit VECTASTAIN PK-6100 
Eosin Y Merck 1.15935.0025 

Essigsäure (Eisessig) J.T.Baker 6052 
Ethanol 100% Walter-CMP WAL642 6025 

Ethanol 50%, 70%, 90%, 96% Walter-CMP WAL641 6025 
Formaldehydlösung 37% Merck 1.03999. 1000 

Formaldehydlösung 37% Roth 7398.4 
Futtermehl Ssniff V1530-000 

Haltungsfutter Ssniff V1534-000 
Immu-Mount™ – Shandon Thermo Scientific 9990402 

Kaliumchlorid Roth 6781.3 

Kaliumdihydrogenphosphat Roth P018.2 
Ketamin 10% HFW Zul.-Nr. 27015.00.00 

Kresylviolett (Acetat) Sigma C5042-10G 
Lithiumcarbonat Merck 1.05680.0250 

Luxol Fast Blue Sigma S3382-25G 
Mayers Hämalaunlösung Merck 1.09249.0500 

Natriumacetat, wasserfrei Merck 1.06268.0250 
Natriumchlorid Roth 0962.2 

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat Merck 1.06346.1000 
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Natronlauge (NaOH) Merck 1.06469.1000 

Normales Eselserum Sigma Aldrich D9663 
Normales Ziegenserum Vector S-1000 

Paraffin, 57-60°C Merck 1.07158.9025 
Periodsäure  Merck 1.00524.0100 

Salzsäure (HCl), 37% Merck 1.00317.1000 
Schiff’sche Reagenz Merck 1.09033.0500 

Sudanschwarz B Sigma S0395 
Superfrost Plus Objektträger Thermo Scientific J1800AMNZ 

Tris (PUFFERAN®) Roth AE15.2 
Wasserstoffperoxid 35% (H2O2) Merck 1.08600.1000 

Xylazin (Rompun® 2%) Bayer Zul.-Nr. 
6293841.00.00 

Xylol J.T.Baker 8118.25 
 
 
11.2 Puffer und Lösungen 

 
Tabelle 21: Verwendete Puffer und Lösungen 

Puffer/Lösung Inhalt/Chemikalien 

3,3-Diaminobenzidin (DAB)-Färbelösung Nach Herstellerangaben aus Liquid 

DAB+ Substrate Chromogen System 

98% v/v DAB Substrate Buffer 

2% v/v DAB Chromogen 

4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) -

Arbeitslösung 

Destilliertes Wasser 

5 μg/ml 4',6-Diamidino-2-phenylindol 

Dihydrochlorid (DAPI) 

Avidin-Biotin-Enzym-Komplex Nach Herstellerangaben aus Elite ABC-

Kit 

96% v/v PBS 

2% v/v Reagenz A 

2% v/v Reagenz B 

Blockierlösung (Paraffinschnitte) 95% v/v PBS 

5% v/v Normalserum (Spezies entspricht 

Wirtsspezies des Sekundärantikörpers) 
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Citrat-Puffer 11,5g Citronensäure-Monohydrat 

5000ml destilliertes Wasser 

pH-Wert auf 6,0 eingestellt 

Eosin-Lösung 0,5g Eosin Y 

250ml  destilliertes Wasser 

Fixierlösung 90% v/v destilliertes Wasser 

10% v/v Formaldehydlösung 37% 

4,6 g/l Natriumdihydrogenphosphat-

Monohydrat 

8 g/l Dinatriumhydrogenphosphat-

Dihydrat 

Hämatoxylin-Farblösung 250ml Mayers Hämalaunlösung 

filtriert 

HCl-Alkohol 70% v/v Ethanol 

30% v/v destilliertes Wasser 

Angesäuert mit 3% v/v Salzsäure 37% 

Luxol-Fast-Blue (LFB) - Farblösung 99,5% v/v Ethanol 96% 

0,5% v/v Essigsäure 

1 g/l LFB 

Lithiumcarbonat-Lösung Stammlösung: 

Destilliertes Wasser 

0,5 g/l Lithiumcarbonat 

Beginn der Differenzierung: 1:5-

Verdünnung der Stammlösung 

Finale Differenzierung: 1:10-Verdünnung 

der Stammlösung 

Natriumacetat-Puffer 1,088g Natriumacetat  

200ml destilliertes Wasser 

Nissl-Farblösung 0,5g Kresylviolett-Acetat 

100ml Natriumacetat-Puffer 

Phosphatpufferlösung (PBS) Destilliertes Wasser 

80 g/l Natriumchlorid 

2 g/l Kaliumchlorid 
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16,8 g/l Dinatriumhydrogenphosphat-

Dihydrat 

2,7 g/l Kaliumdihydrogenphosphat 

pH 7,4 

Periodsäure-Lösung Destilliertes Wasser 

5 g/l Periodsäure 

Sudanschwarz-Lösung 0,5g Sudanschwarz 

500ml 70% Ethanol 

Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris) -

Ethylendiamintetra-essigsäure (EDTA) - 

Puffer 

6,05g Tris 

1,85g EDTA Dinatriumsalz-Dihydrat 

5000ml destilliertes Wasser  

pH-Wert auf 9,0 eingestellt 
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