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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entziindliche neurodegenerative Erkrankung
des Zentralnervensystems (ZNS), von der weltweit tiber zwei Millionen Menschen betroffen
sind [1]. Durch die Erkrankung kommt es im ZNS zu fokal-demyelinisierenden Lasionen,
einer daraus resultierenden Abnahme der Nervenleitgeschwindigkeit sowie einem Verlust
von Axonen und Synapsen [2]. Das Krankheitsbild der MS ist sehr heterogen und unter
anderem durch motorische und sensible Ausfille gekennzeichnet. Die Heterogenitit der
Symptome ist Folge der unterschiedlichen Lokalisation der MS-Lasionen innerhalb des ZNS
[3]. Die Atiologie der Erkrankung ist nicht gekldrt, diskutiert werden verschiedene
Einflussfaktoren wie eine genetische Pradisposition [4] oder Umwelteinfliisse in Form von
Infektionen, Impfungen und Nikotinabusus [5,6]. Kiirzlich konnte in einer longitudinalen
Studie gezeigt werden, dass eine Infektion mit dem Epstein-Barr Virus das Risiko an MS zu

erkranken deutlich erhoht [7].

1.1.1 Klinische Aspekte

Im Verlauf der MS kommt es zu vollstandig oder teilweise reversiblen bishin zu irreversiblen
Episoden neurologischer Storungen. Klinisch kénnen unterschiedliche Verlaufsformen der
MS abgegrenzt werden [8] (Abbildung 1.1.1). Die schubformig remittierende MS (engl.
relapsing remitting MS, RRMS) betrifft 85 % der MS-Patienten und ist damit die haufigste
Form der MS [9]. Die RRMS ist durch Schiibe neurologischer Symptomatik, gefolgt von einer
Phase der Remission mit Symptomlosigkeit oder Verringerung der Symptomatik,
gekennzeichnet. Etwa 10 bis 15 Jahre nach Beginn kann die RRMS in eine sekundar
progressive MS (SPMS) ohne Phasen der Remission tibergehen [10]. Die klinische Diagnose
der SPMS wird retrospektiv gestellt, da der Ubergang graduell ist und bisher keine klinischen,
pathologischen oder immunologischen Kriterien zu sicheren Diagnosestellung vorhanden
sind [11]. Die Symptomatik der SPMS verschlechtert sich fortschreitend und kann durch
einzelne, aufgesetzte Schiibe verstarkt werden. Tritt der progressive Verlauf ohne eine
vorherige RRMS ein, spricht man von der primér progressiven MS (PPMS). Diese Form zeigt

sich bei etwa 15 % der Patienten [12].
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Bei etwa 85 % der MS-Patienten tritt zunéachst ein klinisch isoliertes Syndrom (engl. clinically
isolated syndrome, CIS) auf [13,14]. Das CIS zeigt die klinischen Symptome eines
demyelinisierenden inflammatorischen Ereignisses, erfiillt aber nicht alle Kriterien in der
Diagnostik  nach ~ McDonald [15]. Erst wenn in einer T2-gewichteten
Magnetresonanztomographie (MRT) und der Untersuchung des Liquors ortlich und zeitlich
disseminierte Lasionen nachgewiesen werden konnten, kann eine MS-Diagnose nach den

momentan giiltigen McDonald-Kriterien gestellt werden [16].

Schubférmig-remittierende Sekundar-progressive Primar-progressive
MS (RRMS) MS (SPMS) MS (PPMS)

X X X

Abbildung 1.1.1 Verlaufsformen der MS
Schematische Darstellung der Verlaufsformen der Multiplen Sklerose (MS), Schwere der

Symptomatik (y) in Abhéngigkeit von der Zeit nach Krankheitsbeginn (x).

1.1.2 Neuropathologie und inflammatorische Prozesse der MS

Bei der MS treten histopathologisch Demyelinisierung und axonaler Schaden in herdférmigen,
inflammatorischen Lasionen auf. Diese MS-Lasionen konnen im gesamten ZNS auftreten,
betreffen jedoch vorrangig die weifle Substanz. Préddilektionsstellen sind insbesondere
periventrikuldre und juxtakortikale Regionen, das Corpus callosum, die Pons, das Cerebellum
und das Riickenmark [17]. Neben Demyelinisierung, Inflammation und einem Untergang der
Axone kommt es in den MS-Lasionen zu einer reaktiven Gliose [18,19]. Das Ausmafs des
akuten axonalen Schadens korreliert positiv mit dem Ausmafl der Inflammation und ist in
akut-entziindlichen Lasionen am grofSten [19,20]. Die MS-Lasionen konnen histopathologisch
nach dem Muster der inflammatorischen Aktivitit und der Demyelinisierung in Subtypen
unterteilt werden [21]. Alle Lasionen mit einer aktiven Demyelinisierung weisen
perivaskuldre Ansammlungen von Immunzellen und eine Infiltration dieser Imnmunzellen ins
Parenchym auf [22,23]. Die perivaskuldren Infiltrate konnen neben T-Zellen und

Makrophagen auch B-Zellen und Plasmazellen enthalten [24]. Im demyelinisierten Parenchym
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sind B-Zellen und Plasmazellen weniger zu finden [23]. In der SPMS treten perivaskulare
Infiltrate auch im Bereich der zerebralen Leptomeninx auf. In den Meningen von RRMS-
Patienten sind hingegen seltener perivaskuldre Infiltrate, aber verstreute T-Zellen zu finden.
In der SPMS wurde weiterhin die Bildung von Lymphfollikel-dhnlichen Strukturen in den
Meningen beschrieben [23]. Diese Lymphfollikel-dhnlichen Strukturen bestehen aus
semiorganisierten, kompartimentalisierten Ansammlungen von B-Zellen, enthalten aber auch
T-Zellen [23,25]. Sie dhneln den in anderen autoimmunen Erkrankungen beschriebenen
ektopen Lymphfollikeln, denen eine Bedeutung beim Ursprung der Inflammation
zugeschrieben wird [26,27]. In etwa 40 % der post mortem untersuchten SPMS-Fille konnten
solche Lymphfollikel-dhnlichen Strukturen nachgewiesen werden [25]. Ihre Bedeutung fiir die
Pathogenese der MS ist bislang unklar, zugeschrieben wird ihnen eine Verstarkung der

myelinspezifischen T-Zellantwort [28].

Die Mehrheit der Immunzellen in den Infiltraten besteht aus Monozyten und von Monozyten
abgeleiteten Zellen, gefolgt von T-Zellen [29]. Quantitativ dominieren in den parenchymalen
und perivaskuldren Infiltraten von MS-Lasionen die T-Zellen gegeniiber den B-Zellen etwa
um den Faktor zehn [30]. Dabei ist die Menge der infiltrierenden T- und B-Zellen in der RRMS
verglichen mit den progressiven Verlaufsformen deutlich hoher [30,31]. Im Rahmen dieser
Arbeit liegt der Fokus auf den T-Zellen. T-Zellen reifen im Thymus und differenzieren sich
hier in zwei Untergruppen (engl. cluster of differentiation, CD): CD4* T-Helferzellen und CD8*
zytotoxische T-Zellen. CD3 ist ein Transmembranprotein und als Korezeptor des
T-Zellrezeptors auf allen T-Zellen exprimiert. CD3 kann daher als Pan-T-Zellmarker
verwendet werden. Nach der Reifung im Thymus zirkulieren naive T-Zellen in der Peripherie
zwischen dem Blut und den sekunddren lymphatischen Organen. Naive T-Zellen
differenzieren nach Kontakt mit ihrem spezifischen Antigen in den aktivierten Zustand.
Dieses Antigen wird ihnen durch eine antigenprasentierende Zelle (APZ) iiber
Haupthistokompatibilititskomplexe (engl. major histocompatibility complex, MHC)
prasentiert. CD4* Zellen interagieren mit MHC Il und CD8* Zellen mit MHC I. Die aktivierten
T-Zellen haben die Fahigkeit zur Extravasation und Migration in inflammatorisches Gewebe.
Nach der Migration der T-Zellen in das Parenchym sezernieren CD4* Zellen
proinflammatorische Zytokine zur Rekrutierung weiterer Entziindungszellen. CD8* Zellen

16sen in Zielzellen durch die Sekretion von Effektormolekiilen eine Apoptose aus. In den
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Infiltraten von MS-Lasionen dominieren CD8* T-Zellen tiber CD4* T-Zellen [30,32,33]. B-Zellen
reifen im Knochenmark. Nach dem Kontakt einer naiven B-Zelle mit einem Antigen, wird
dieses von der B-Zelle tiber MHC II prasentiert und von einer T-Helferzelle erkannt. Die
Aktivierung der B-Zelle erfolgt tiber Zytokine, welche von T-Helferzellen produziert werden.
Aktivierte B-Zellen konnen sich in B-Gedachtniszellen und Antikdrper produzierende

Plasmazellen differenzieren.

Der Funktionsverlust der Blut-Hirn-Schranke (BHS) ist ein weiteres Charakteristikum der MS
[34]. Im MRT zeigt sich dieser Funktionsverlust in frischen Lasionen durch eine Anreicherung
des Kontrastmittels Gadolinium im Gewebe [35,36]. In histopathologischen Studien konnte
gezeigt werden, dass der durch Gadolinium angezeigte Funktionsverlust der BHS mit der
inflammatorischen Aktivitat in den Lasionen korreliert [35,37]. Anhand einer verdnderten
Organisation des Verschlusskontakte-Proteins (engl. Tight Junction) Zonula occludens
Protein 1 (ZO1) konnte weiterhin gezeigt werden, dass die BHS in Lasionen mit einer stark
ausgepragten Inflammation auch starker aufgelockert ist [38,39]. Zusatzlich kann in solchen
Lasionen das Endothel tiber das Muskelprotein Dysferlin dargestellt werden, da dieses nur an

Gefafien mit einer undichten BHS von den Endothelzellen expremiert wird [40].

1.1.3 Rolle von proinflammatorischen Zytokinen

Die Infiltration peripherer Lymphozyten wird durch proinflammatorische Zytokine und
Chemokine gefordert, wie zum Beispiel Tumornekrosefaktor alpha (TNF«), Interferon gamma
(INFy), Interleukin-1-beta (IL1beta), Interleukin-6 (IL6), a-Chemokinligand-2 (CCL2) oder
B-Chemokinligand-10 (CXCL10) [41,42]. Viele dieser Zytokine liegen in Liquor und Serum von
MS-Patienten in erhohter Konzentration vor, wie zum Beispiel das Chemokin CXCL10 [41].
CXCL10 wirkt chemotaktisch auf T-Zellen [43] und wird von Monozyten, Lymphozyten,
Keratinozyten, Endothelzellen [44] und Astrozyten gebildet [45]. Der 3-Chemokin Rezeptor 3
(CXCR3), ein Rezeptor fiir CXCL10, ist auf etwa 80-90 % der T-Zellen im Liquor von MS-
Patienten exprimiert [46]. Ein weiteres proinflammatorisches Chemokin ist CCL2. Es wirkt
chemotaktisch auf T-Gedéachtniszellen, natiirliche Killerzellen, Mikroglia und professionelle
antigenprasentierende Zellen wie dendritische Zellen [47,48] und spielt speziell bei der
Transmigration von Lymphozyten iiber das Gefaflendothel eine wichtige Rolle [48-50]. In
aktiven MS-Lasionen wird CCL2 von reaktiven Astrozyten und Monozyten gebildet

[47,48,51]. Im Gegensatz zu CXCL10 ist die CCL2-Konzentration im Serum von MS-Patienten
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erhoht und im Liquor hingegen reduziert [52,53]. Das Zytokin IL1beta ist bei MS-Patienten
nur im Liquor nachweisbar [53,54]. Die Expression von IL1beta im ZNS ist auf Gliazellen, vor
allem Mikroglia, beschrankt [55]. In der Peripherie wird IL1beta aufSerdem von Monozyten,
Makrophagen, dendritischen Zellen, natiirlichen Killer- und B-Zellen gebildet. IL1beta tragt
iiber die Forderung der Expression von Endothelwachstumfaktor A auf Astrozyten [56] und
die Expression von Adhéasionsmolekiilen auf Endothelzellen [57] zur Auflockerung der BHS
und Rekrutierung von Lymphozyten bei. Neben CXCL10 ist auch IL6 sowohl im Liquor als
auch im Serum von MS-Patienten in erhohter Konzentration vorhanden [41,53,54]. IL6 kann
sowohl von Lymphozyten, Makrophagen und Mikroglia als auch von nicht-
inflammatorischen Zellen wie Endothelzellen und Neuronen gebildet werden [58]. An
Endothelzellen sorgt es fiir eine starke Expression von Adhédsionsmolekiilen. Dies ermdglicht
die Extravasation von peripheren Immunzellen in das ZNS-Parenchym und fiihrt so zu einer

Auflockerung der BHS [59].

1.2 Das Zentralnervensystem als immunprivilegierter Raum

Das ZNS gilt als immunprivilegierter Raum, was sich durch eine niedrige Expression von
MHCI und II, eine niedrige Anzahl ansassiger dendritischer Zellen und durch die
Abwesenheit einer klassischen Lymphdrainage aus dem ZNS zeigt [60]. Die
Immuniiberwachung des ZNS wird von den Mikrogliazellen {ibernommen. Mikroglia sind
residente Makrophagen, welche sowohl Phagozytose betreiben und Antigene prasentieren als

auch Zytokine sezernieren konnen

Im Folgenden sollen die Grenzstrukturen dieses, als immunprivilegiert beschriebenen,

Raumes besprochen werden.

1.2.1 Grenzstrukturen an der Gehirnoberfliache

Anatomisch wird das ZNS durch strukturierte Bindegewebsschichten begrenzt, die
Meningen. An den knochernen Schadel von innen angelagert, liegt die Dura mater als dufserste
Schicht der Meningen. Die Dura mater besteht aus straffem, geflechtartigen Bindegewebe und
mehreren Schichten flacher Fibroblasten. Direkt unter der Dura mater liegt die Leptomeninx,
bestehend aus der Arachnoidea mater und der Pia mater. Zwischen der Arachnoidea mater und
der darunterliegenden Pia mater liegt der Subarachnoidalraum, der als dufSerer Liquorraum

mit Liquor gefiillt ist. Die Arachnoidea mater besteht aus flachen Zellen, die iiber Tight Junctions
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eine Barriereschicht zwischen dem dufieren Liquorraum und dem blutbestimmten Milieu der
Dura mater bilden [61]. Der Subarachnoidalraum wird von den Trabeculae arachnoideae
durchspannt, welche die Arachnoidea mater mit der Pia mater verbinden. Die Pia mater liegt der
Gehirnoberflache eng an. Die piale Zellschicht verlduft entlang penetrierender Arterien bis in
den prakapilldaren Bereich. Die zahlreichen Geféfse der Leptomeninx sind durch Tight Junctions
des kontinuierlichen Endothels gegeniiber dem Liquor isoliert [62,63]. Unterhalb der Pia mater
bilden Astrozytenfortsdtze und eine aufgelagerte Basallamina die Membrana limitans glialis
superficialis. Im Gegensatz zu penetrierenden GefédfSen sind leptomeningeale Gefifde nicht von
Astrozytenfortsatzen umschlossen. Die leptomeningealen Gefdfie sind als Folge dessen
durchlédssiger fiir Inmunzellen als Gefafse mit einer vollstandigen BHS [64]. Der Aufbau der

Meningen ist in Abbildung 1.2.1 schematisch dargestellt.

Neben ihrer Funktion als mechanischer Schutz des ZNS sind die Meningen auch an der
physiologischen Immuniiberwachung des ZNS beteiligt. Es konnte gezeigt werden, dass
Lymphozyten im Rahmen der Immuniiberwachung in den Meningen gesunder Mause iiber
das Endothel migrieren konnen [65]. Die Meningen enthalten weitere Immunzellen wie
Makrophagen und dendritische Zellen [66]. Die fehlende klassische Lymphdrainage des ZNS
wird von Lymphgefifien der Dura mater und des Subarachnoidalraumes {ibernommen.

[67,68].

Schadelkalotte

Dura mater

Arachnoidea mater

Pia mater
Leptomeninx

Subarachnoidalraum,
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Trabeculae arachnoideae
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Abbildung 1.2.1 Schematische Darstellung der Meningen
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1.2.2 Blut-Hirn-Schranke

Die BHS bildet die Grenze zwischen ZNS-Parenchym und vaskuldrem Netzwerk. Sie ist
weitgehend undurchléssig fiir toxische Metabolite, Krankheitserreger, Antikdrper und
Leukozyten. Die Barriere beruht auf der Interaktion von Endothelzellen, Perizyten und
perivaskuldren Astrozyten. Die eigentliche Barriere liegt auf Hohe des Gefaf3-assoziierten
kontinuierlichen Endothels [63], welches tiber Tight Junctions verbunden ist. Die Tight
Junctions sind an der apikalen Zellmembran lokalisiert und verbinden die Endothelzellen
untereinander. Tight Junctions verhindern einen parazellularen Transport von hydrophilen
Molekiilen. Der extrazelluldre Anteil dieser Verschlusskontakte besteht aus Claudinen und
Occludinen, die tiber seitliche und End-zu-End-Kontakte verbunden sind. Adapterproteine
wie ZO1 stellen eine Verkniipfung zu den intrazelluldaren Aktinfilamenten des Zytoskeletts
her. Die Endothelzellen der BHS exprimieren in hohem Mafse Claudin 5 (CLDND5) [69],
Occludin [70], das junktionale Adhédsionsmolekiil 4 [71] sowie ZO1 [72]. Ein Verlust von Tight
Junction Proteinen wie ZO1 oder CLDNS5 ist mit einem Verlust der Schrankenfunktion der
BHS assoziiert [73,74]. Im Vergleich zu anderen Geweben exprimieren die Endothelzellen der
BHS unter physiologischen Bedingungen eine geringere Menge von Adhéasionsmolekiilen,
welche fiir die Transmigration von Lymphozyten iiber das Endothel essentiell sind [75]. Die

Transmigration der Lymphozyten ist daher stark eingeschrankt.

An der Oberflache des ZNS und entlang der Gefafse bilden die Fortsdatze von Astrozyten die
durchgehende Membrana limitans glialis, welche eine weitere Barriere bildet. Astrozyten
wirken zusétzlich direkt auf die Tight Junctions Formierung der Endothelzellen [76]. Die
Gefafle des ZNS sind umrundet von zwei Basallaminae, der dufleren, von Astrozytenendfiifien
gebildeten parenchymalen Basallamina, und der inneren vaskuldren Basallamina des
Endothels [70,77]. Auf Hohe der Kapillaren verschmelzen die beiden Basallaminae [78].
Basallaminae sind ein ultrastruktureller Bestandteil von Basalmembranen. Basalmembranen
bestehen aus einer kompakten Schicht von Proteoglykanen, Kollagenen und Lamininen. Sie
dienen der Verankerung des Epithels und zur Abgrenzung gegeniiber dem angrenzenden
Gewebe. Ultrastrukturell besteht die Basalmembran im Allgemeinen aus zwei Teilen, der
Basallamina und der Lamina fibroreticularis (Abbildung 1.2.2). Hauptbestandteile der
Basallamina sind Kollagen IV und Laminin [79]. Die Lamina fibroreticularis verankert die

Basallamina am angrenzenden Bindegewebe und besteht aus Kollagenfibrillen.
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Abbildung 1.2.2 Aufbau einer Basalmembran
Schematische Darstellung der Basalmembran mit ihren zwei Anteilen: Basallamina und Lamina

fibroreticularis. Das Zytoskelett der Epithelzellen ist iiber Adaptermolekiile an der Extrazelluldarmatrix
verankert (1). Die Basallamina lasst sich in Lamina rara (2) und Lamina densa (3) unterteilen. Die Lamina
rara wird von Adhéasionsmolekiilen durchzogen und die Lamina densa besteht aus einem dichten Netz
von Kollegen- und Lamininfasern. Die Lamina fibroreticularis (4) besteht aus Kollagenfibrillen und ist an

der Lamina densa sowie am umliegenden Gewebe befestigt.

Die Basallaminae bilden eine weitere Barriere fiir den Ubertritt von Molekiilen und Zellen
zwischen dem vaskuldren System und neuronalem Gewebe [77]. In die vaskuldre Basallamina
sind Perizyten eingebettet. Diese konnen iiber kontraktile Proteine den Durchmesser des
Gefdfles regulieren [80,81]. Zwischen den beiden Basallaminae existiert ein mit Liquor
gefiillter Raum. Dieser sognenannte perivaskuldre Raum (engl. perivascular space, PVS)
wurde erstmals von Rudolf Virchow und Charles-Philippe Robin beschrieben [82]. Der PVS
steht mit den dufieren Liquorrdumen in Verbindung und ist an der Bewegung und Drainage
interstitieller Fliissigkeiten des ZNS beteiligt [83]. Der Aufbau der BHS ist in Abbildung 1.2.3

schematisch dargestellt.

Die BHS besteht prinzipiell an allen GefdfSabschnitten innerhalb des ZNS [84]. Es konnten
dennoch Unterschiede in der Tight Junctions Formierung und damit der Dichte der BHS
zwischen prakapilldaren, kapilliren und postkapillaren Gefafsen festgestellt werden [77,85].
Dies kann auf die physiologisch variierende Breite des PVS zuriickgefiihrt werden. Auf Hohe
der postkapillaren Gefafle ist der PVS weiter als auf Hohe der kapillaren und prakapillaren
Gefafle. Die grofsere Entfernung zwischen Astrozyten und Endothelzellen auf Hohe der
postkapilldren Gefafse scheint den Signaleinfluss der Astrozyten auf die Formierung der Tight

Junctions des Endothels zu schmalern [85].
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Abbildung 1.2.3 Aufbau der Blut-Hirn-Schranke
(A) Schematischer Aufbau der zellularen Bestandteile der Blut-Hirn-Schranke, (B) Anti-Laminin

Immunmarkierung eines murinen Gehirnschnittes des kombinierten Mausmodells von Cuprizone
und experimenteller autoimmuner Enzephalomyelitis. Durch die Rekrutierung von peripheren
Immunzellen in den perivaskuldren Raum (Stern) werden die parenchymale Basalmembran
(gestrichelter Pfeil) und die vaskuldre Basalmembran (durchgehender Pfeil) in diesem
inflammatorischen Mausmodell auseinandergedriangt und sind dadurch einzeln darstellbar,
Maf3stab 20 pm.
Die BHS ist nicht an allen Kapillaren des Gehirns gleichermafien ausgepragt. Entlang des
dritten und vierten Ventrikels liegen die unpaaren zirkumventrikuldren Organe (ZVO) [86].
ZVO sind Hirnareale, die durch eine nicht vorhandene BHS eine Kommunikation zwischen
dem ZNS und dem Blut erlauben. Die Kapillaren der ZVO besitzen ein fenestriertes Endothel
und damit eine aufgelockerte BHS mit einer diskontinuierlichen ZO1 Expression [86,87] und
einer erhohten Immunreaktivitat fiir Dysferlin [40]. Die aufgelockerte BHS ermoglicht die
Diffusion im Blut zirkulierender hydrophiler Stoffe zu den Neuronen und umgekehrt den
Ubergang von Neurohormonen in das Blutsystem. Die Einteilung der ZVO erfolgt in
sensorische und sekretorische ZVO [86]. Zu den sensorischen ZVO gehdren das
Subfornikalorgan, die Area postrema und das Organum vasculosum. Die sekretorischen ZVO
sind die Glandula pinealis, die Eminentia mediana, die Neurohypophyse und das
Subkommissuralorgan. Eine Barriere zwischen Blutsystem und dem ZNS Parenchym
innerhalb der ZVO wird vermutlich durch spezielle, langgestreckte, Astrozyten-dhnliche,

spezialisierte Ependymzellen, den Tanyzyten [88,89] gebildet. Tanyzyten weisen eine erhShte

Z0O1 Expression auf [87].
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1.2.3 Aufbau des Plexus choroideus und der Blut-Liquor-Schranke

Der Plexus choroideus ist ein GefafSkonvolut, das in allen vier Ventrikeln vorhanden ist. Das
Endothel der GefdfSe des Plexus choroideus ist fenestriert [90] und weist somit eine geringe
Schrankenfunktion auf [40]. Durch die Fenestrierung des Endothels ist das Stroma gegeniiber
den Blutkomponenten exponiert. Die Blut-Liquor-Schranke wird durch das Epithel des Plexus
choroideus gebildet, welches apikal durch Tight Junctions verbunden [91] ist. Das Epithel des
Plexus choroideus ist einschichtig kubisch und besitzt, im Gegensatz zu den Ependymzellen der
Ventrikel, eine Basallaminae [92]. Das Stroma des Plexus choroideus besteht aus kapillarreichem
Bindegewebe, welches aus einer Fortsetzung der Leptomeninx besteht [93]. Innerhalb des
Stromas lassen sich viele MHC II*-Zellen, wie dendritische Zellen und Makrophagen, finden
[94,95]. Beide Zelltypen tibernehmen Funktionen von APZ, was fiir eine Beteiligung des Plexus
choroideus an einer immunologischen Kommunikation zwischen ZNS und Peripherie spricht
[95]. Auf dem Epithel des Plexus choroideus aufgelagert befindet sich eine weitere
Makrophagen-Population, welche durch W. Kolmer beschrieben wurde. Diese sogenannten

Kolmer-Epiplexuszellen weisen Ahnlichkeiten mit Mikrogliazellen auf [96].

Als Nahtstelle zwischen dem vaskuldren System und dem Liquor ist der Plexus choroideus fiir
die Liquorproduktion zustandig. Durch apikal gelegene Natrium (Na*)-Kalium (K*)-Pumpen
wird am Epithel des Plexus choroideus ein elektrochemischer Gradient aufgebaut [97,98].
Diesem, durch den Gradienten hervorgerufenem osmotischen Druck, folgt Wasser
transzellular durch den fiir den Plexus choroideus spezifischen Wasserkanal Aquaporin 1
(AQP1) [99]. Glucose wird mittels des insulinunabhéangigen Glucosetransporters 1 iiber die
Blut-Liquor-Schranke transportiert. Der Aufbau des Plexus choroideus und die

Liquorpoduktion sind in Abbildung 1.2.4 schematisch dargestellt.
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Abbildung 1.2.4 Aufbau des Plexus choroideus
(A) Schematische Darstellung der zelluldren Strukturen des Plexus choroideus. (B) Schema der

Liquorproduktion anhand einer reprasentativen Epithelzelle des Plexus choroideus, in violett: apikale

Na*/K* Pumpe, in grau: Glucosetransporter 1, in rot: der Wasserkanal (H20) Aquaporin 1.

1.2.4 Immunzellmigrationsrouten in das Zentralnervensystem

Trotz der oben beschriebenen Schrankenfunktionen konnen bei diversen inflammatorischen

Erkrankungen, wie zum Beispiel der MS, periphere Immunzellen in das ZNS einwandern.

Der allgemeine Ablauf der Immunzellrekrutierung in Geweben aufSerhalb des ZNS beginnt
mit der Phagozytose eines Antigens am Ort des Entziindungsgeschehens durch eine APZ.
Nach der Migration iiber Lymphgefifie in einen lokalen Lymphknoten présentiert die APZ
das prozessierte Antigen iiber MHC II. Hiertiiber erfolgt die Aktivierung von B-Zellen, die
wiederum durch den Kontakt mit T-Zellen zur Proliferation und Differenzierung angeregt
werden. Der erste Antigenkontakt der T-Zellen erfolgt im Lymphknoten {iiber den
T-Zellrezeptor mit dem, von der APZ prasentierten, Antigen. Die aktivierten T-Zellen
verlassen das Lymphsystem und treten in die Blutbahn ein, um zum Infektionsort zu
gelangen. Nach Anlagerung an spezifische Adhdsionsmolekiile der Endothelzellen migrieren
die T-Zellen iiber die Gefafiwand und treten ins Parenchym {iber. Nach einem zweiten
Antigenkontakt erfolgt die Proliferation der T-Zelle und die Differenzierung zur Effektor-

T-Zelle.

Die oben beschriebenen Schranken miissen bei der Immunzellrekrutierung in das ZNS
umgangen werden. Die Verfiigbarkeit von ZNS-Antigenen in der Peripherie, sowie die
Migration von APZ und peripheren Immunzellen im Rahmen der physiologischen

Immuniiberwachung, sind auf ein Minimum beschrankt [75]. Da trotzdem Antigene aus dem
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ZNS in Lymphknoten nachgewiesen werden konnten, wird ein Antigentransport innerhalb
des ZNS iiber den Liquor und die PVS [100] vermutet. Dieser Antigentransport fithrt zu
Lymphsystemen der Dura mater [67,68] und durch die Lamina cribrosa zu nasalen
Lymphgefafien [101]. Die erste Antigenprasentation findet wahrscheinlich in den tiefen
zervikalen Lymphknoten statt [102]. Mogliche Orte des zweiten Antigenkontaktes sind der
PVS und der Subarachnoidalraum [103,104], sowie das Stroma des Plexus choroideus [105].
Dendritische Zellen [106,107], Mikroglia [108,109], Astrozyten [110], Makrophagen [29] und

Endothelzellen [111,112] konnen die Funktion von APZ tibernehmen.

Die genaue Route von peripheren Immunzellen in das ZNS nach Eintreten in die Blutbahn ist
nicht abschlieffend geklart. Diskutiert werden drei Routen, die im Folgenden beschrieben

werden sollen [113,114]. Eine schematische Darstellung dieser Migrationsrouten ist in

Abbildung 1.2.5 zu finden.

(1) Immunzellen migrieren iiber das Endothel postkapillirer Venolen in den PVS und weiter in das
Parenchym. Aktivierte T-Zellen kénnen die BHS von postkapilldaren Venolen aufgrund der
lockereren Tight Junction Formierung [85] sowie der Expression von Adhdsionsmolekiilen am
Endothel iiberqueren [85,115] und gelangen so in den PVS. Die Extravasation erfolgt in
mehreren Schritten und beginnt zunachst mit einer Margination der Lymphozyten im
Blutstrom. Bei der Margination kommt es zur Interaktion der Lymphozyten mit
Adhasionsmolekiilen des Endothels. Die Geschwindigkeit der Lymphozyten wird dadurch
verringert und die Lymphozyten , rollen” entlang des Endothels. Nach einer festen Adhésion
tiber Adhéasionsmolekiile und Chemokinrezeptoren kommt es zur Diapedese iiber das
Endothel [114]. Die Expression und Sekretion der fiir die Transmigration der Lymphozyten
essentiellen Adhdsionsmolekiile wie das Gefdfizelladhdsionsmolekiil 1 (engl. vascular
adhesion molecule 1, VCAM]1), Interzellular-Adhésionsmolekiil 1 (engl. intercellular adhesion
molecule 1, ICAM1), P-Selectin und Chemokine wie zum Beispiel CCL2 [114] sind unter
physiologischen Bedingungen deutlich geringer und die Molekiile selbst dem Blutstrom nicht
ausgesetzt [75,116,117]. Unter inflammatorischen Bedingungen wie im Tiermodell der Myelin
Oligodendrozyten Glykoprotein (MOG) induzierten experimentellen autoimmunen
Enzaphalomyelitis (EAE) ist die Expression der Adhésionsmolekiile hingegen deutlich erhoht
[116,117].
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Durch den zweiten Antigenkontakt im PVS differenzieren CD8* T-Zellen zu Effektorzellen
und CD4" T-Zellen erhohen durch die Sekretion proinflammatorischer Zytokine die
Durchléssigkeit der BHS [118,119]. Die Strukturen der Extrazellularmatrix (EZM) werden
durch die Sekretion von Metalloproteinasen aus Immunzellen aufgelockert und die Migration
der Immunzellen somit ermoglicht [50,120,121]. Aus dem PVS konnen nun T-Zellen und

andere Immunzellen tiber die Glia limitans perivascularis in das ZNS Parenchym iibertreten.

(2) Immunzellen migrieren iiber die postkapilliren Venolen oberflichlicher leptomeningealer Gefiife in
den dufSeren Liquorraum. Diese Migrationsroute dhnelt dem Weg iiber das Endothel zerebraler
postkapillarer Venolen. Nach der Extravasation liber das Endothel gelangen die Immunzellen
in den Liquor-gefiillten Subarachnoidalraum. Uber die Liquorrdume konnen sich die
Lymphozyten verteilen und letztendlich tber die Glia limitans superficialis in das ZNS
Parenchym tibertreten [113,114]. Mittels eines kombinierten fluoreszierenden Sensors aus dem
nukledren Faktor fiir T-Zell Aktivierung mit dem Histonprotein 2B, konnte eine Diapedese
von T-Zellen auf Hohe der Leptomemingen in frithen Stadien der EAE gezeigt werden [119].

Die T-Zellen konnten im perivaskuldren Raum und im Parenchym gefunden werden [119].

(3) Immunzellen folgen dem physiologischen Weg der Liquorproduktion iiber das Epithel des Plexus
choroideus. Ein weiterer oft diskutierter Weg der Lymphozyten fiihrt {iber das fenestrierte
Endothel der Gefifle innerhalb des Plexus choroideus und folgt dem physiologischen Weg der
Liquorproduktion iiber das Epithel des Plexus choroideus. Nach Uberquerung des Epithels
konnen sich die Lymphozyten {iber den Liquor im Ventrikelsystem verteilen und tiber das
Ependym ins Parenchym iibertreten. Das Ependym ist nicht durch Tight Junctions verbunden

und stellt somit eine geringe Barriere zwischen dem Liquor und dem ZNS Parenchym dar.

Die Route tiiber das Epithel des Plexus choroideus wird auch unter physiologischen
Bedingungen fiir die Inmuniiberwachung des ZNS und die immunologische Kommunikation
zwischen Peripherie und ZNS genutzt. Fiir diese These spricht der Nachweis von etwa 3000
Leukozyten pro Milliliter Liquor eines gesunden erwachsenen Menschen nach der Verteilung
der Zellen tiber den Liquor. [122]. Es konnte gezeigt werden, dass im Rahmen der
Immuniiberwachung durch eine Umstrukturierung der Tight Junctions das Epithel des Plexus
choroideus fiir Immunzellen durchlassig wird und Immunzellen tiber dieses migrieren konnen
[123,124]. In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass fluoreszenzmarkierte
Lymphozyten nach intravendser Injektion im Stroma des Plexus choroideus und den Meningen
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gesunder Mause zu finden waren [65]. Auch im humanen Plexus choroideus konnten im Stroma

unter physiologischen Bedingungen T-Zellen nachgewiesen werden [125].

Die bei MS-Patienten erhohte Leukozyten-Anzahl im Liquor spricht fiir Immunzellmigration
iiber das Epithel des Plexus choroideus und eine Beteiligung des Plexus choroideus an der
Immunzellrekrutierung [91]. Unter inflammatorischen Bedingungen wie bei der MOG
induzierten EAE konnte gezeigt werden, dass die Migration von Tnl7-Zellen iiber das Epithel
des Plexus choroideus durch die Interaktion von «a-Chemokinrezeptor6 und
a-Chemokinligand 20 moglich wird [126]. Der Plexus choroideus unterliegt im Laufe der MS
einem Wandel. So konnte in post mortem Gehirnen eine Storung der Blut-Liquor-Schranke
durch den Verlust des Tight Junction Proteins Claudin 3 nachgewiesen werden [127] und im
Stroma des Plexus choroideus von MS-Gehirnen konnten signifikant mehr T-Zellen als in

Kontroll-Gehirnen gefunden werden [128,129].

In einem Schlaganfall-Modell konnte aufierdem gezeigt werden, dass nach intraventrikularer
Photoaktivierung Immunzellen im Infarktareal zu finden waren. Die detektierbare Zahl der
Immunzellen wurde dabei nicht durch eine Blockade des Liquorflusses, mithilfe einer
gallertartigen Proteinmischung, beeinflusst [130]. Llovera et al. stellen daher die Hypothese
einer alternativen Route iiber die Anheftungsstelle des Plexus choroideus auf. Statt der
Uberquerung des Epithels des Plexus choroideus konnten Immunzellen entlang des Stromas
des Plexus choroideus iiber seine Anheftungsstelle in das ZNS-Parenchym migrieren [130].
Diese Migrationsroute ist bislang wenig untersucht und theoretische weitere Grenzstrukturen
an der Anheftung des Plexus choroideus, sowie die anatomische Struktur der Anheftung sind

bislang nicht beschrieben.
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Abbildung 1.2.5 Schema der Immunzellrekrutierungsrouten
Schematische Darstellung der moglichen Routen der Immunzellrekrutierung. Eine

antigenprasentierende Zelle (APZ) phagozytiert ein Antigen innerhalb des Zentralnervensystems
(ZNS) und gelangt iiber durale und nasale Lymphgefédfie zu den tiefen zervikalen Lymphknoten,
dem Ort des ersten Antigenkontaktes der T-Zelle. In violet dargestellt sind der Transport der ZNS-
Antigene zu den zervikalen Lymphknoten, in rot dargestellt sind die moglichen Wege innerhalb der
Blutbahn. Die schwarze Linie veranschaulicht das Endothel, die graue Linie veranschaulicht die Glia
limitans; zur Veranschaulichung der Fenestrierung des Endothels des Plexus choroideus ist das
Endothel gestrichelt dargestellt. Subarachnoidalraum (engl. subarachnoid space, SAS),
perivaskuldrer Raum (engl. perivascular space, PVS) und das Stroma des Plexus choroideus sind Ort

des zweiten Antigenkontaktes.

1.3 Mausmodelle der Multiplen Sklerose

In dieser Arbeit wurden zur Untersuchung moglicher Migrationsrouten drei verschiedene
MS-Mausmodelle verwendet. In Mausmodellen lassen sich unterschiedliche Aspekte der MS-
Pathologie im Modell nachahmen. So konnen Demyelinisierungsvorgange und entziindliche

Vorgidnge einzeln und in Kombination untersucht werden.

1.3.1 Cuprizone-Modell

Das Cuprizone-Modell ist ein toxisches Demyelinisierungsmodell. =~ Cuprizone

(Bis(cyclohexanon)oxaldihydrazon) ist ein Kupferchelator, dessen orale Gabe in einem
Tierversuch an Mdusen von Carlton et al. 1967 erstmalig durchgefiihrt wurde [131]. Es wurden
verschiedene Verdnderungen des ZNS gefiitterter Tiere wie ein Hydrocephalus, ein
zerebellares Odem und Myelinverlust beschrieben. Durch die Fiitterung mit Cuprizone-
versetztem Futtermehl kommt es zu einem Untergang von Oligodendrozyten und einer
Aktivierung von Astrozyten und Mikroglia [132,133]. Zusitzlich zur Aktivierung der
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Mikrogliazellen kommt es zu einer geringen Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten
[134] und Makrophagen [135,136] in das ZNS. Eine Rekrutierung von Lymphozyten wurde in
vielen Studien ausgeschlossen oder als gering erachtet [137,138]. Kiirzlich konnte jedoch in
unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass es, ausgeldst von der Cuprizone-Intoxikation, zu
einer signifikanten Rekrutierung von CD3* Zellen in demyelinisierte Bereiche des ZNS
kommt. Das Verhaltnis von CD4* zu CD8* T-Zellen innerhalb der rekrutierten Lymphozyten

dhnelt qualitativ den Infiltraten in MS-Lasionen [139].

Die Cuprizone-induzierte Demyelinisierung ist in der zerebralen weifSen Substanz, besonders
dem Corpus callosum, am starksten [133]. Die Aktivierung der Mikroglia ist in den Bereichen
der Demyelinisierung am stiarksten ausgepragt [140]. Nach fiinf Wochen kommt es zu einem
nahezu kompletten Myelinverlust in der Mittellinie des Corpus callosum auf der Hohe des
rostralen Hippocampus [141]. Weitere betroffene Regionen der Demyelinisierung sind der
Hippocampus [142], das Cerebellum [143], die Basalganglien [144], der Thalamus [145] und der
Kortex [146]. Im murinen Riickenmark konnte keine Cuprizone-Pathologie festgestellt werden
[147]. Der Myelinverlust nach fiinfw6chiger Cuprizone-Intoxikation ist in Abbildung 1.3.1 in

einer Anti-Proteolipid-Protein (PLP) Imnmunmarkierung zu erkennen.

Begleitet wird die Demyelinisierung und Gliaaktivierung von einer axonalen Schadigung, die
sich iiber die Akkumulation des Amyloid-Vorlauferproteins nachweisen ldsst. Diese

Akkumulationen entstehen durch Unterbrechung der axonalen Transportprozesse [18].

Die BHS in Cuprizone-intoxikierten Tieren wird als unbeschddigt bis leicht permeabel

[148,149] beschrieben und im Allgemeinen als intakt angenommen.

Der Wirkungsmechanismus der Cuprizone-Intoxikation ist nicht vollstindig geklart.
Cuprizone greift als Kupferchelator in die Kupferhomdoostase ein und verursacht Symptome
eines Kupfermangels [150,151]. Der Kupfermangel verursacht Storungen in der Funktion von
Atmungskettenenzymen [152]. Diese Storungen der Atmungskette fithren zu oxidativem
Stress, der besonders in Oligodendrozyten eine Degeneration des Perikaryons und folglich
einen Untergang bewirkt [153]. Die selektive Vulnerabilitat der Oligodendrozyten [154] kann
durch ihren hohen oxidativen Metabolismus erklart werden [155]. Das Cuprizone-Modell

kann zu Studien der De- und Remyelinisierung verwendet werden [156].
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Anti-PLP A‘.': © . Kontrolle Anti-PLP

Abbildung 1.3.1 Darstellung der Demyelinisierung nach 5 Wochen Cuprizone-Intoxikation durch
eine Anti-Proteolipid-Protein Immunmarkierung
links Myelinisierung eines Kontrolltiers, Anti-Proteolipid-Protein (PLP) Immunmarkierung

rechts Myelinisierung nach fiinfwochiger Cuprizone-Intoxiaktion (SWCup), der Pfeil deutet auf die
nahezu vollstandige Demyelinisierung in der Mittellinie des Corpus callosum, Mafistabe 100 pm.

Mit freundlicher Genehmigung von Hannes Kaddatz, Institut fiir Anatomie Rostock.

1.3.2 Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis

Das Modell der EAE ist das am haufigsten verwendete MS-Tiermodell [157]. Es gilt als Modell
fiir die Phase der RRMS, da es zu fokalen Lasionen mit massiver Immunzellrekrutierung
kommt. Die EAE kann entweder iiber eine Transplantation myelinreaktiver T-Zellen (passive
Immunisierung) oder iiber eine Injektion von ZNS-spezifischen Myelinantigenen bei
gleichzeitiger Stimulation des Immunsystems (aktive Imnmunisierung) ausgelost werden [158].
Die verwendeten Myelinantigene sowie Tierart und -stamm bestimmen den Verlauf und die
Auspragung der EAE. Fiir diese Arbeit wurden C57BL/6-Méduse mit MOGssss-Antigenen
immunisiert. Die MOG-Antigene werden in einem Adjuvans mit hitzeinaktivierten
Mykobakterien (komplettes Freund-Adjuvans) injiziert und die Immunantwort zuséatzlich
durch zweimalige Injektion von Pertussis-Toxin (PTX) verstarkt [159]. Nach der
Immunisierung werden die Antigene durch APZ phagozytiert. Die APZ migrieren zu den
lymphatischen Organen, interagieren dort tiiber die Prasentation der Antigene mit
Lymphozyten und 16sen die Proliferation von T-Helferzellen vorwiegend mit dem Phanotyp
Tnl und Tr17 aus. Diese verlassen die peripheren Lymphbahnen und sorgen im ZNS fiir eine
Inflammation [157]. Etwa zehn Tage nach der Immunisierung kommt es zur Auspragung eines
monophasischen Krankheitsverlaufes und zum Auftreten einer vom Schwanz aufsteigenden
Paralyse [160]. Histopathologisch ist die EAE durch Immunzellinfiltrate in Riickenmark,
Hirnstamm und Cerebellum gekennzeichnet [161]. Diese Immunzellinfiltrate befinden sich
tiberwiegend perivaskular, sind aber auch periventrikuldr und subpial zu finden [162]. In den

Infiltraten dominieren CD4* T-Helferzellen [163] mit den Phanotypen Tnl und Tul7 [164].
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Neben der Immunzellrekrutierung kommt es sekundar zu akutem axonalen Schaden [165]
und Demyelinisierung. Die Demyelinisierung ist weniger stark ausgebildet als im Cuprizone-
Modell und lasst sich vor allem ultrastrukturell nachweisen [166]. In EAE-Tieren wurden
Defekte der BHS durch eine veranderte Organisation des Tight Junction Proteins ZO1
beschrieben [167]. Die Permeabilitat der BHS korreliert dabei positiv mit der Schwere der EAE-

Symptomatik [168].

1.3.3 Kombination aus Cuprizone und EAE

Das Cuprizone und EAE Modell (Cup/EAE-Modell) ist eine Kombination aus dem toxisch
zytodegenerativen Cuprizone-Modell und dem inflammatorischen EAE-Modell [169]. Nach
drei Wochen Cuprizone-Intoxikation sowie einer zweiwochigen Phase ohne Gabe von
Cuprizone wird eine aktive EAE experimentell induziert. Zundchst wird dabei eine
Cuprizone-induzierte Demyelinisierung und anschliefsend eine autoimmune Reaktion durch
die Induktion einer MOGss55-EAE ausgelost. Die Tiere entwickeln die gleiche Symptomatik
wie bei einer reinen EAE, haufig jedoch mit einem schwicherem Score als bei einer reinen EAE
[170]. Im Cup/EAE Modell kommt es zusatzlich zu den charakteristischen Pathologien im
Riickenmark und Hirnstamm auch zur Beteiligung des Vorderhirns. Die Bildung von
perivaskuldren Infiltraten peripherer Immunzellen erfolgt zusatzlich in Kortex, Corpus
callosum und subkortikalen Strukturen. Die meisten Infiltrate finden sich in den Regionen der
starksten Cuprizone-induzierten Demyelinisierung. Zusétzlich findet sich auch eine hohere
Zahl parenchymaler CD3* Zellen [169]. Histopathologisch zeigen sich neben den verstarkten
EAE Merkmalen auch Merkmale einer Cuprizone-Lasion. In den Regionen der Immunzell-
Infiltration wurden eine erhohte Immunreaktivitat fiir das saure Gliafaserprotein (engl. glial
fibrillary acidic protein, GFAP) und eine fokale Demyelinisierung beschrieben. Neben einer
Mikrogliose und einer Rekrutierung von Monozyten wird auch ein akuter axonaler Schaden

induziert [170].

In Cup/EAE Tieren zeigt sich an den Gefdflen eine verminderte Expression des Wasserkanals
Aquaporin 4, einem Marker fiir Astrozytenendfiifle [171]. Dies konnte auf einen Defekt der

BHS im Cup/EAE-Modell hindeuten.
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1.4 Fragestellung

Die Immunzellrekrutierung ist ein zentraler Aspekt der MS Pathologie. Die Migrationsroute
der rekrutierten Immunzellen ist nicht geklart. Diskutiert werden drei verschiedene Routen
(Kapitel 1.2.4) [113,114]. In dieser Arbeit sollen zwei mogliche Migrationsrouten naher

untersucht und beschrieben werden.

1.4.1 Die Migrationsroute innerhalb des PVS penetrierender Gefifde

Immunzellen kénnen im aktivierten Zustand tiber die BHS postkapilldrer Venolen [85] in den
PVS iibertreten. Treten Immunzellen auf der Hohe leptomeningealer postkapillarer Venolen
aus, konnen sie sich iiber die dufleren Liquorrdaume verteilen [113,114]. Die erste Hypothese
dieser Arbeit lautet: Periphere Immunzellen migrieren {iber das Endothel leptomeningealer
Gefaf3e in den Subarachnoidalraum und migrieren dann entlang des perivaskuldren Raumes
penetrierender Gefdfie, um auf Hohe bestehender inflammatorischer Ldsionen in das
Parenchym iiberzutreten. Diese Migrationsroute ist in Abbildung 1.4.1 schematisch

dargestellt.
In Bezug auf diese Hypothese sollen folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

> Sind T-Zellen im PVS von Cup/EAE-Tieren zu finden, und wie verhilt sich die Dichte der
T-Zellen im PV'S entlang von penetrierenden Geféfien?
> Ist in den Meningen eine inflammatorische Aktivitit durch vermehrte proinflammatorische

Zytokine nachweisbar?

Anhand von Immunfluoreszenzdoppelmarkierungen an Schnitten von Cup/EAE-Tieren
wurde der PVS im Quer- und Langsanschnitt untersucht. Mittels einer quantitativen
Echtzeit-Polymerasekettenreaktion wurden nativ entnommene Meningenproben von
unterschiedlichen Tierexperimentgruppen auf die Aktivitit inflammatorischer Gene

untersucht.
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Abbildung 1.4.1 Schematische Darstellung der Migrationsroute entlang des perivaskulidren Raumes

1.4.2 Die Migrationsroute innerhalb des Stromas des Plexus choroideus

Der Plexus choroideus bietet iiber das gefensterte Endothel eine mogliche Eintrittspforte fiir
Immunzellen, welche auch unter physiologischen Bedingungen zur Immuniiberwachung
genutzt wird [65,125]. In einer Studie zur Immunzellrekrutierung in Schlaganfall-Lasionen
konnte gezeigt werden, dass Immunzellen tiber den Plexus choroideus rekrutiert werden. Die
Migration erfolgte nicht {iber das durch Tight Junctions abgedichtete Epithel des Plexus
choroideus [130]. Die zweite Hypothese dieser Arbeit lautet daher: Periphere Immunzellen
migrieren iiber das gefensterte Endothel choroidaler Gefiafse und innerhalb des Stromas des
Plexus choroideus tiiber dessen Anheftungsstelle in das ZNS Parenchym. Beide

Migrationsrouten iiber den Plexus choroideus sind in Abbildung 1.4.2 schematisch dargestellt.
In Bezug auf diese Hypothese soll folgende Fragestellung bearbeitet werden:
> Wo ist der murine Plexus choroideus anatomisch am Parenchym des ZNS angeheftet?

Die hier vermutete Migrationsroute {iber das Stroma und die Anheftungsstelle des Plexus
choroideus umgeht die Barriere des Epithels des Plexus choroideus, daher soll folgendes

untersucht werden:
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> Sind an der Anheftungsstelle des Plexus choroideus weitere Grenzstrukturen zum ZNS

Parenchym vorhanden?

Diese Fragestellungen wurden {iiber die Methoden der Immunhistochemie und

Immunfluoreszenzdoppelmarkierung an Schnittserien von Kontrolltieren untersucht.

mogliche Anheftungsstelle des Plexus
choroideus mit Ubergang des Stroma
des Plexus choroideus in das ZNS
Parenchym

T-Zelle

Migrationsroute innerhalb des

Stromas des Plexus choroideus

Migrationsroute iiber das Epithel des

Plexus choroideus

GefaR des Plexus choroideus

Stroma des Plexus choroideus

Epithel des Plexus choroideus

Ventrikellumen

Abbildung 1.4.2 Schematische Darstellung der moglichen Migrationsrouten iiber den Plexus
choroideus
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2 Material und Methoden

Alle verwendeten Materialien, Chemikalien und Losungen sind in Kapitel 8.3 und Kapitel 8.4

zu finden.

2.1 Tierversuchsaufbau

2.1.1 Versuchstierhaltung

Die Haltung und Pflege der Versuchstiere erfolgte nach den Richtlinien der Federation of
European Laboratory Animal Science Associations (FELASA). Die Maiuse wurden in
Polycarbonat-Kéafigen mit mindestens 100 cm? Grundfldche pro Tier gehalten, die einmal
wochentlich gewechselt wurden. Die Kafige waren standardgemafs mit Einstreu,
Versteckmoglichkeit, Nestbaumaterial, Kauholz, Standard-Haltungsfutter und frischem
Wasser ausgestattet. Im Tierhaltungsraum herrschte ein festgelegter Tag-Nacht-Zyklus von

jeweils zwolf Stunden und eine standardisierte Temperatur von 23 + 2°C.

Jahrlich wurde der Tierhygienestatus nach FELASA anhand von Sentineltieren kontrolliert.
Im Versuchszeitraum wurden Sentineltiere positiv auf Helicobacter, Murines Norovirus,

Oxyuren (Syphacia spp.) und Flagellen getestet.

Eine Genehmigung von den Landesbehorden fiir die Durchfithrung des Tierexperimentes
gemafs §8  Tierschutzgesetz lag vor (Regierung Mecklenburg-Vorpommern,

Tierversuchsnummer 7221.3-1-001/19).

2.1.2 Versuchsgruppen

2.1.2.1 Cuprizone-Intoxikation

Fiir die Cuprizone-Intoxikation wurden elf Wochen alte weibliche C57BL/6]-Mause (Janvier
Labs, Le Genest-Staint-Iles, Frankreich) verwendet. Jeweils fiinf Mause wurden in 820 cm?
Kéfigen mit standardgemafser Ausstattung, aber ohne Standard-Haltungsfutter gehalten. Die
Mause erhielten stattdessen iiber fiinf Wochen 0,25 % Cuprizone in Futtermehl. Das
Cuprizone-Futtermehl-Gemisch wurde tadglich frisch mit einer handelsiiblichen
Kiichenmaschine (Kult X, WMF, Geislingen, Deutschland) eine Minute lang vermengt und
dann in Petrischalen in die Kéfige gegeben. Kéfige und Einstreu wurden dreimal wochentlich

gewechselt.
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Die Tiere wurden taglich gesundheitlich tiberpriift und wochentlich gewogen. Kriterien der
Gesundheitspriifung waren Aktivitit, Atmung, Bewegung, Fell, Konstitution und

Dehydrierung.

2.1.2.2 FEAE-Induktion
Fiir die Induktion einer EAE wurden 16 Wochen alte weibliche C57BL/6]J-Mause (Janvier Labs,

Le Genest-Staint-Iles, Frankreich) verwendet. Jeweils fiinf Mduse wurden in 820 cm? Kéfigen

mit Standardausstattung gehalten.

Die EAE wurde durch Immunisierung mit MOGss-ss-Antigenen, gelost in komplettem Freund-
Adjuvant mit hitzeinaktivierten Mykobakterien, und zusitzlicher Stimulation der
Immunantwort durch zweimalige Injektion von PTX induziert. Die fiir die EAE-Induktion
verwendete Antigenemulsion und die PTX-Stammlésung stammten aus einem
kommerziellen EAE-Induktions-Kit von Hooke Laboratories (Lawrence, USA). Je 100 ul der
Antigenemulsion wurden subkutan in Nacken und lumbalen Riickenbereich injiziert. Die
PTX-Stammlosung wurde in Phosphatpufferlosung (engl. Phosphate-buffered-saline, PBS)
auf 3 ng/ul verdiinnt und zusatzlich intraperitoneal injiziert. Die PTX-Injektion wurde 24 h
spater einmalig wiederholt. Tiere der Kontrollgruppe erhielten keine Antigen- oder PTX-

Injektionen.

Die Gesundheit der Tiere wurde, wie in Kapitel 2.1.3 beschrieben, tdglich {iberpriift und die

Tiere wurden wochentlich gewogen.

2.1.2.3 Kombination aus Cuprizone-Intoxikation und EAE-Induktion

Zur Kombination von Cuprizone-Intoxikation und EAE-Induktion wurden elf Wochen alte
weibliche C57BL/6J-Méause (Janvier Labs, Le Genest-Staint-Iles, Frankreich) verwendet.
Zundchst wurden die Tiere drei Wochen lang wie in Kapitel 2.1.2.1 beschrieben mit
0,25 %igem Cuprizone-Futtermehlgemisch behandelt. Nach zwei Wochen mit Standard-

Haltungsfutter erfolgte die EAE-Induktion der Mause wie in Kapitel 2.1.2.2 beschrieben.

2.1.3 Klinische Beurteilung der Mause

Die klinische Symptomatik der EAE besteht aus einer aufsteigenden bis hin zu Tetraplegie.
Nach der Injektion erfolgte eine tdgliche, klinische Inspektion der Mause nach den Kriterien
Aktivitat, Atmung, Bewegung, Fell, Konstitution und Dehydrierung. In den ersten sieben

Tagen erfolgte zur Minderung von Stress lediglich eine Sichtkontrolle. Ab Tag acht wurden
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EAE-spezifische Lihmungserscheinungen durch tagliche Vergabe von Scoring-Werten von 0

bis 5 dokumentiert (Tabelle 2.1.1).

Offene Wunden an den Injektionsstellen wurden taglich mit Dexpanthenolsalbe behandelt.

Erreichte ein Tier einen Score von 2,5 wurden zur Sicherstellung der Fliissigkeitsversorgung

alle Kafige zusatzlich mit einem Wassergel ausgestattet. Ab einem Score von mindestens 3

erhielten die Tiere eine tagliche subkutane Injektion von 1 ml Ringer-Losung. Bei einem Score

von 4 sollte das betroffene Tier innerhalb von zwei Tagen finalisiert werden. Bei einem Score

von 4,5 sollte das Tier am selben Tag finalisiert werden. Kein Tier hatte einen hoheren Score

als 2,5. Die Scores der EAE-Tiere sind im Anhang tabellarisch zusammengefasst (Kapitel 8.6).

Tabelle 2.1.1 Klinische Beurteilung der Mause

Score Klinische Beobachtungen

0,0 Keine Krankheitssymptome

0,5 Lahmung der Schwanzspitze

1,0 Lahmung des kompletten Schwanzes

1,5 Gelahmter Schwanz und beginnende
Lahmung der hinteren Extremitaten

2,0 Gelahmter Schwanz, Schwache der hinteren
Extremitdten und Ataxie
oder schwere Ataxie

2,5 Fast vollstandige Lahmung beider hinterer
Extremitaten oder komplette Lihmung eines
Hinterbeines

3,0 Paraplegie oder schwerste Ataxie

3,5 Zusatzlich zu den Symptomen bei einem
Score von 3,0 kann sich das Tier aus
Riickenlage nicht selbststandig aufrichten

4,0 Zusatzlich partielle Lihmung der vorderen
Extremitaten

4,5 Minimale Bewegung vorhanden, apathisch

5,0 Exitus letalis oder Totung aufgrund
schwerwiegender Lahmung
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2.1.4 Transkardiale Perfusion und Paraffineinbettung

Zur Einleitung einer terminalen Narkose wurde den Maiusen eine Mischung aus drei
Volumenanteilen Ketamin (10 %, 100 mg/kg) und einem Volumenanteil Xylazin (2 %,
10 mg/kg) injiziert. Dabei betrug die Dosis der Narkosemischung 0,1ml pro 10g
Korpergewicht der Maus. Die Schmerzreflexe wurden vom Schwanz aufsteigend bis zur
Kornea und durch Kneifen mit einer Pinzette, beziehungsweise durch Auftropfen von
70 %igem Ethanol auf das Auge, tiberpriift. Bei Reflexlosigkeit wurde mit der Praparation

fortgefahren.

Die Haut und anschliefSend das Peritoneum der Mause wurde von kaudal nach kranial eroffnet,
das Diaphragma und die Rippen durchtrennt und das Herz freigelegt. Das rechte Atrium wurde
angeschnitten und in den linken Ventrikel wurde eine gekiirzte, stumpfe Fliigelkaniile
eingefiihrt. Manuell wurden zundchst 20 ml Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) und
nachfolgend mit 30 ml 3,7 %iger Paraformaldehydlosung (PFA) injiziert. AnschliefSend wurde
die Maus an einer Schlauchpumpe (Ismatec IPC, Wertheim, Deutschland) fiir weitere 7 min
mit 150 ml PFA perfundiert (Flussgeschwindigkeit ca. 22 ml/min). Zur Ermoglichung einer
Immersionsfixierung wurde nach Abtrennung des Kopfes die Kalotte mit einer scharfen
Schere vorsichtig eingeschnitten. Der gesamte Kopf wurde iiber Nacht in PFA bei 4°C
inkubiert. Anschlieffend wurde das Gehirn herausprdpariert und in Einbettkassetten

uberfiihrt.

Nach mindestens 6 h unter flielendem Leitungswasser wurde das Gewebe in einer
aufsteigenden Ethanolreihe entwéssert und in Xylol und Paraffin inkubiert. Die einzelnen
Schritte sind in Tabelle 2.1.2 zusammengefasst. Die Gehirne wurden anschlieflend in fliissigem
Paraffin eingebettet. Nach vollstaindiger Aushdrtung der Blocke wurden an einem
Rotationsmikrotom (Leica, RM 2255, Wetzlar, Deutschland) 5 pm dicke Schnitte hergestellt.
Jeweils zwei Paraffinschnitte wurden aus einem warmen Wasserbad (43°-45°C) auf einen

Superfrost Plus Objekttrager aufgezogen und tiber Nacht bei 37°C getrocknet.

25



Material und Methoden

Tabelle 2.1.2 Dehydrierung von fixiertem Gewebe mit aufsteigender Ethanolreihe

Dauer
Laufendes Leitungswasser 6h
50 % Ethanol Uber Nacht
70 % Ethanol 40 min
70 % Ethanol 40 min
96 % Ethanol 40 min
96 % Ethanol 40 min
100 % Ethanol 40 min
100 % Ethanol 40 min
100 % Ethanol 60 min
Xylol 1 40 min
Xylol 2 40 min
Xylol 3 40 min
Paraffin 1 (60°C) 60 min
Paraffin 2 (60°C) 60 min
Paraffin 3 (60°C) 2 Tage

2.2 Histologie und Immunhistochemie

2.2.1 Hdmatoxylin-Eosin-Farbung

Bei der Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) handelt es sich um eine Sukzedanfarbung.
Die HE-Farbung besteht aus einer basophilen Farbung durch Hamatoxylin und einer
acidophilen Farbung durch Eosin. Die Farbung beruht auf dem Prinzip der Durchtrankung

und der elektrostatischen Absorption.

Hamatoxylin ist eine Farbvorstufe, die durch Oxidation zu Héamatein umgesetzt wird.
Hématein bildet mit Aluminiumionen den positiv geladenen Farbstoff Hamalaun. Hamalaun
lagert sich aufgrund seiner basischen Eigenschaften an negativ geladene Phosphatgruppen an
und farbt dementsprechend negativ geladene Zellbestandteile wie Nukleinsduren. Durch den
hohen Gehalt an Desoxyribonukleinsdure im Zellkern erscheint dieser nach der Farbung blau.
Héamalaun liegt in saurer Losung vor. Negativ geladene Carboxylgruppen im Cytoplasma

werden dadurch abgesittigt und es kommt zu einer nahezu selektiven Kernfarbung. Das
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Eintauchen in Chlorwasserstoffsdure-Ethanol (HCI-Ethanol) bewirkt einen Umschlag der
Farbe des Himalaun zu blau. Durch anschliefSendes Spiilen unter fliefendem Leitungswasser,
und die damit verbundene pH-Wert-Steigerung, wird das , Blauen” und die Stabilisierung des
Farbstoffs unterstiitzt. Eosin farbt positiv geladene Proteine des Zytoplasmas und der
extrazellular Matrix (eosinophile Strukturen) rot. Die saure Losung des EosinG bewirkt eine

Positivierung des Zytoplasmas und férdert das Anlagern von EosinG im Zytoplasma.

Die Paraffinschnitte wurden zundchst in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und
rehydriert (Tabelle 2.2.1). Die einzelnen Schritte der Hamatoxylin-Eosin-Farbung sind in
Tabelle 2.2.2 zusammengefasst. Die Schnitte wurden abschlieflend in einer aufsteigenden
Ethanolreihe dehydriert (Tabelle 2.2.3). Da die Ethanolreihe Eosin entzieht, wurden die
Schnitte leicht {iberfarbt. Das verbliebene Ethanol wurde mit Xylol entfernt und die Schnitte
mit dem Xylol-16slichen Eindeckmedium Depex® eingedeckt. Im Ergebnis sind Zellkerne,
Kalk, Bakterien und Knorpelgrundsubstanz blau und Zytoplasma, Kollagenfasern sowie

Erythrozyten rot gefarbt.

Tabelle 2.2.1 Entparaffinierung und Rehydrierung

Schritt Chemikalie Zeit
1 Xylol 1 10 min
2 Xylol 2 10 min
3 Xylol 3 10 min
4 Xylol 50 %/ 5 min

Ethanol (100 %) 50 %
5 100 % Ethanol 3 min
6 100 % Ethanol 3 min
7 96 % Ethanol 3 min
8 96 % Ethanol 3 min
9 70 %Ethanol 3 min
10 50 % Ethanol 3 min
11 destilliertes Wasser 3 min
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Tabelle 2.2.2 Farbeschritte fiir HE-Farbung

Schritt Chemikalie Zeit
1 Mayers Hamalaun Losung 10 min
2 HCI-Ethanol 1-2s
3 Laufendes Leitungswasser 15 min
4 Aqua dest. 2 min
5 EosinG-Losung 2 min
6 Aqua dest. 30s

Tabelle 2.2.3 Dehydrierung nach der HE-Farbung

Schritt Chemikalie Zeit
8-10 min, je nach
1 70 % Ethanol
gewiinschtem Farbeergebnis

2 80 % Ethanol 2 min
3 90 % Ethanol 2 min
4 96 % Ethanol 2 min
5 100 % Ethanol 2 min
6 100 % Ethanol 2 min
7 Xylol 1 10 min
8 Xylol 2 10 min
9 Xylol 3 10 min

2.2.2 Indirekte Immunhistochemie

2.2.2.1 Prinzip der Inmunhistochemie

Bei der Immunhistochemie erfolgt eine indirekte Darstellung spezifischer Antigene im
Gewebeschnitt durch schrittweises spezifisches Binden zweier Antikorper. Dabei ist der
primare Antikorper gegen das nachzuweisende Antigen und der biotinylierte sekundare
Antikorper gegen den Fc-Teil des primaren Antikorpers gerichtet. Durch mehrfaches Binden
sekunddrer Antikorper an einen primdren Antikorper kann eine Amplifikation des Signals

erreicht werden.

An den biotinylierten sekundaren Antikorper kann sich, aufgrund der hohen Affinitat von
Avidin zu Biotin, ein Avidin-Biotin-Enzymkomplex (ABC-Komplex) binden. Der
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ABC-Komplex besteht aus Avidin (Reagenz A) und einer an Biotin gekoppelten
Meerrettichperoxidase (engl. horse radish peroxidase, HRP) (Reagenz B). Durch Vermischen
dieser beiden Teilldsungen 30 min vor Applikation, bindet das Biotin mit hoher Affinitat an

eine der vier Bindungsstellen des Avidins.

In Anwesenheit von Wasserstoffperoxid (H20:) katalysiert die HRP die Umwandlung des
phenolischen 3,3'-Diaminobenzidin (DAB)-Substrats in dessen unldsliche Form. Durch diese
Umwandlung entsteht ein braunliches Prézipitat. Das Prinzip der immunhistochemischen

Markierung ist in Abbildung 2.2.1 dargestellt.

Im Rahmen einer Immunhistochemie kann es zu unspezifischen Bindungen der Antikorper
kommen. Mogliche Ursachen dafiir sind Sekundarantikorper, die endogene Immunglobuline
binden, Primédr- und Sekundarantikorper, die durch endogene Fc-Rezeptoren gebunden
werden, oder hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Gewebsbestandteilen und
Antikorpern. Vor dem Auftragen des primdren Antikorpers wird mit einem Blockserum
inkubiert. Das in dem Blockserum enthaltene Normalserum stammt aus der gleichen Spezies
wie der Sekunddrantikorper. Antikorper und Proteine aus dem Normalserum lagern sich im
Gewebe an Immunglobulin-dhnliche Proteine wund Strukturen mit unspezifischer
Bindungsaffinitdt zu Immunglobulinen an. Fiir den Sekundérantikorper stehen dadurch
weniger unspezifische Bindungsstellen zur Verfiigung, da diese blockiert wurden. Um die
unspezifische Bindung des Sekundarantikorpers zu beurteilen, wurden in jeder
immunhistochemischen Markierung Negativkontrollen mitgefiihrt. Das dafiir verwendete
Gewebe exprimiert das zu untersuchende Antigen. Negativkontrollen wurden nicht mit dem
primdren Antikorper inkubiert, aber zur gleichen Zeit und nach demselben Protokoll wie alle

anderen Schnitte behandelt.

Ein weiterer Grund fiir ein unspezifisches Signal kann die gewebsintrinsische Peroxidase sein.
Dieses endogene Enzym katalysiert die gleiche Reaktion wie die im ABC-Komplex enthaltene
HRP. Dadurch kann es zu unspezifischen Ausfallungen des DAB-Substrats kommen. Um dies
zu verhindern, werden die Schnitte in 0,35 % Wasserstoffperoxid in PBS (1x) fiir 30 min in
einer Glaskiivette inkubiert. Die endogene Peroxidase wird dadurch gesattigt, ihre Aktivitat

reduziert und das unspezifische Hintergrundsignal gesenkt.
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Abbildung 2.2.1 Prinzip der immunhistochemischen Markierung nach der ABC-Methode

2.2.2.2 Durchfiihrung der immunhistochemischen Markierung

Im gesamten Verlauf der immunhistochemischen Markierung wurde darauf geachtet, dass die
Schnitte nicht austrocknen. Zunachst wurden die Schnitte entparaffiniert und rehydriert
(Tabelle 2.2.1). Durch Einbettung und Fixierung des Gewebes kann es zu Quervernetzungen
von Proteinen kommen. Einige Epitope konnen dadurch nicht mehr von ihrem zugehorigen
Antikorper erkannt werden, dies wird als Maskierung bezeichnet. Eine Maskierung von
Epitopen kann das Féarbeergebnis beeintrachtigen. Daher erfolgte, abhdngig vom primaren
Antikorper, eine Hitze-induzierte Antigenfreilegung (heat induced epitope retrieval, HIER)
durch zehnmintitiges Kochen in Citratpuffer (pH=6,0) oder Tris/EDTA-Puffer (pH=9,0). Nach
Abkiihlung der Schnitte auf Raumtemperatur wurden sie unter leichtem Schiitteln dreimal fiir
5min in PBS gewaschen. Nachfolgend wurde mit Blockserum1 fiir 60 min bei

Raumtemperatur geblockt.

Es folgte die Inkubation des primdren Antikorpers in seiner jeweiligen Verdiinnung in
Blockserum 1 (sieheTabelle 8.5.1) tiber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer. Dabei wurden
100 ul pro Objekttrager verwendet. Negativkontrollen wurden nicht mit dem primaren

Antikorper inkubiert sondern mit Blockserum 1.

Am zweiten Tag wurden die Schnitte zunédchst dreimal fiir fiinf Minuten in PBS unter leichtem
Schiitteln gewaschen. Dabei wurde die Negativkontrolle in einer separaten Kiivette

gewaschen. Anschliefiend erfolgte ein Blocken der gewebsintrinsischen Peroxidase fiir 30 min
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im Dunkeln mit 0,35 % Wasserstoffperoxid in PBS. Es folgten erneut drei flinfminiitige
Waschschritte in PBS. Das Waschen der Schnitte in PBS wurde im weiteren Verlauf zwischen

allen weiteren Farbeschritten wiederholt.

Der sekundare Antikorper wurde 1:200 in Blockserum 1 verdiinnt. Die Inkubation erfolgte fiir
60 min bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer. Der ABC-Komplex wurde
aufgetragen und fiir 60 min bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert. Die
Visualisierung mit dem DAB-Komplex erfolgte durch zehnminiitige Inkubation. Die Schnitte
wurden anschliefend dehydriert und mit dem xylollslichen Eindeckmedium Depex®
eingedeckt (Tabelle 2.2.3). Alle Schritte der immunhistochemischen Markierung sind in
Tabelle 225 zusammengefasst. Die Schnitte wurden bei Raumtemperatur in

Aufbewahrungskasten gelagert.

2.2.2.3 Etablierung primdrer Antikérper

Die primaren Antikorper, die im Rahmen dieser Arbeit etabliert und genutzt wurden, sind im
Anhang (Kapitel 8.5) zusammengefasst. Zur Ermittlung der optimalen Bedingungen fiir den
jeweiligen Antikorper fand eine zweistufige Etablierung statt. Im ersten Schritt wurde
ermittelt, ob eine Demaskierung des Antigens notwendig ist. Dazu wurden vergleichbare
Schnitte zum einen ohne HIER und zum anderen in Tris/EDTA- und in Citrat-Puffer gekocht
und die immunhistochemische Markierung wurde nach dem oben beschriebenen Protokoll
mit der vom Hersteller empfohlenen Antikorperkonzentration durchgefiihrt. Fiir das HIER
mit dem besten Signal-Rausch-Verhaltnis wurde im zweiten Schritt die immunhistochemische
Markierung mit dem Antikdrper in verschiedenen Verdiinnungen wiederholt, um die
Konzentration mit optimalem Verhaltnis zwischen starkem spezifischen Signal und geringer

unspezifischer Hintergrundfarbung zu ermitteln.
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Tabelle 2.2.4 Dehydrierung nach der immunhistochemischen Markierung

Schritt Chemikalie Zeit
1 Ethanol 50 % 3 min
2 Ethanol 70 % 3 min
3 Ethanol 96 % 3 min
4 Ethanol 96 % 3 min
5 Ethanol 100 % 3 min
6 Ethanol 100 % 3 min
v Xylol 50 %/ 5 min
Ethanol (100 %) 50 %
8 Xylol 1 10 min
9 Xylol 2 10 min
10 Xylol 3 10 min
Tabelle 2.2.5 Schritte der immunhistochemischen Markierung
Schritt Zusammenfassung
1 Entparaffinierung und Rehydrierung
2 Antigen-Demaskierung
3 Blocken mit Normalserum
4 Inkubation Primarantikorper
5 Waschen in PBS
6 Peroxidaseblock
7 Waschen in PBS
8 Inkubation Sekundarantikorper
9 Waschen in PBS
10 Inkubation ABC-Komplex
11 Waschen in PBS
12 Visualisierung mit DAB
13 Dehydrierung und Eindecken mit Depex®
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2.2.3 Immunfluoreszenzdoppelmarkierung

2.2.3.1 Prinzip der Immunfluoreszenzdoppelmarkierung

Ein Nachteil der beschriebenen indirekten Immunhistochemie ist, dass nur ein Antigen
wahrend einer Markierung nachgewiesen werden kann. Um mehr als ein Protein,
beziehungsweise Antigen, darzustellen, wurden daher
Immunfluoreszenzdoppelmarkierungen durchgefiihrt. Wie die beschriebene

immunhistochemische Markierung, ist diese eine indirekte Nachweismethode.

Das Prinzip dieser Methode dhnelt dem Prinzip der chromogenen immunhistochemischen

Markierung.

Primédre Antikorper aus verschiedenen Spezies binden an zwei verschiedenen gesuchten
Antigenen. Die Sekundarantikorper binden an den Spezies-spezifischen Fc-Teil des
Primarantikorpers. Somit ist eine Markierung zweier Antigene parallel moglich. Anders als
bei der chromogenen immunhistochemischen Markierung, sind die Sekundarantikorper

direkt mit unterschiedlichen Fluorochromen gekoppelt.

Zur topographischen Orientierung im Schnitt erfolgt eine universelle nukledare Markierung
mit dem ebenfalls fluoreszierenden DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol). In der jeweiligen
Anregungswellenldange des Fluorochroms erfolgt am Epifluoreszenzmikroskop (Leica CM6 B,
Wetzlar, Deutschland) die Visualisierung der Markierung. Dort, wo der Sekundarantikorper
an den Priméarantikorper binden konnte, entsteht bei Anregung ein Signal in Form von
emittiertem Licht in der Emissionswellenlainge des Fluorochroms. Das Prinzip der

Immunfluoreszenzdoppelmarkierung ist in Abbildung 2.2.2 dargestellt.

33



Material und Methoden

Licht in
Anregungswellenlange

Lichtin
Emissionswellenldnge

vAe vAg
< > < >
) X

JANWAN
A\A\ {

Abbildung 2.2.2 Prinzip der Immunfluoreszenzdoppelmarkierung
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2.2.3.2 Durchfiihrung der Immunfluoreszenzdoppelmarkierung

Die Immunfluoreszenzdoppelmarkierung beginnt, bis zum Blocken mit Blockserum 2, mit
denselben Schritten wie das der chromogenen immunhistochemischen Markierung (Tabelle

2.2.5).

Nach dem Blocken mit Blockserum 2 fiir 60 min, wurden die Primédrantikdrper in
entsprechender Verdiinnung in Blockserum 2 aufgetragen. Beide Antikorper wurden in einer
gemeinsamen Losung verdiinnt. Die Inkubation erfolgte iiber Nacht bei 4°C in einer feuchten
Kammer. Die genutzten Primdr- und Sekundarantikorper sind im Anhang (Kapitel 8.5)

zusammengefasst.

Am zweiten Tag wurden die Sekunddrantikorper in Blockserum 2 verdiinnt aufgetragen.
Deren Verdiinnung betrug bei der Immunfluoreszenzmarkierung stets 1:250. Die Inkubation
erfolgte bei Raumtemperatur iiber zwei Stunden in einer feuchten Kammer. Da die, an die
Sekundarantikorper gekoppelten Fluorochrome, lichtempfindlich sind, wurden alle Schnitte
nachfolgend unter moglichst wenig Lichteinfall behandelt. Ein friihzeitiges Ausbleichen der
Fluorochrome wurde somit minimiert. Zwischen den Schritten wurden die Schnitte je drei Mal

fiir fiinf Minuten in PBS gewaschen.
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Zum Findecken der Schnitte unter einem Deckgldaschen wurde Fluoroshield™ verwendet.
Darin gelostes DAPI sorgt fiir eine gleichzeitige Markierung der Zellkerne. Die Schnitte

wurden nach dem Eindecken bei 4°C im Dunkeln gelagert.

Tabelle 2.2.6 Schritte der Immunfluoreszenzmarkierung

Schritt Zusammenfassung
1 Entparaffinierung und Rehydrierung
2 Antigen-Demaskierung
3 Blocken mit Normalserum
4 Inkubation Primarantikorper
5 Waschen in PBS
6 Inkubation Sekundarantikorper
7 Waschen in PBS
8 Eindecken mit Fluoroshield mit DAPI

2.2.3.3 Negativkontrollen und Kreuzkontrollen der Imnmunfluoreszenzdoppelmarkierung

Durch die Verwendung von zwei verschiedenen Antikorper-Paaren besteht bei der
Immunfluoreszenzdoppelmarkierung das potentielle Risiko, dass ein Sekundarantikorper an
den falschen Primarantikorper bindet. Durch sogenannte Kreuzproben, die parallel zu den
anderen Schnitten in der Immunfluoreszenzdoppelmarkierung mitgefiihrt wurden, wurde
dies tiberpriift. Fiir die Kreuzproben wurden die Primérantikorper mit dem ,falschen”
Sekundarantikorper inkubiert. Neben den Kreuzkontrollen wurden stets Negativkontrollen

mitgefiihrt, um mogliche unspezifische Bindungen des Sekundarantikorpers zu beurteilen.

2.3 Histologische Auswertung

2.3.1 Auswertung von HE-Farbungen

Die Auswertung der HE-Farbungen erfolgte mit einem am Mikroskop (DM6 B, Leica, Wetzlar,
Deutschland) installierten Kamerasystem (DMC 6200, Leica, Wetzlar, Deutschland). Zur
Darstellung grofserer Areale eines Schnittes wurden einzelne Bilder durch die Software Leica
Application Suite X (Wetzlar, Version 3.4.2) zusammengesetzt. Die Orientierung im
Mausgehirn erfolgte mit Hilfe der Einteilung nach Bregma [172]. Als Bregma wird der Punkt

des Zusammentreffens der Sutura coronalis und der Sutura sagittalis bezeichnet. Er dient als
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Referenzpunkt. Areale rostral dieses Punktes werden als positive Entfernungen in Millimeter

angegeben, Areale okzipital als negative Werte.

2.3.2 Auswertung der Immunfluoreszenzdoppelmarkierung I

Die Auswertung und Visualisierung von Immunfluoreszenzdoppelmarkierungen erfolgte an
einem Epifluoreszenzmikroskop (DM6 B, Leica, Wetzlar, Deutschland). Es wurden von jedem
Schnitt in allen drei Kanélen (blau: Exzitation 350/50 nm, Emission 460/50 nm: DAPI; rot:
Exzitation 560/40 nm, Emission 645/75 nm: Anti-CD3; griin: Exzitation 480/40 nm, Emission
527/30 nm: Anti-Laminin) Bilder angefertigt. Die Einstellungen aller Kanale wurden am ersten
Schnitt angepasst und folgend fiir alle Schnitte beibehalten. Alle Bilder einer
Immunfluoreszenzmarkierung wurden am selben Tag aufgenommen. Damit wurde ein
Verblassen der Fluoreszenz verhindert und die Vergleichbarkeit der Bilder gewdhrleistet.
Helligkeit und Kontrast wurden fiir die gedruckte Arbeit mit der Software Gimp (Version

2.10.18) optimiert.

Zur Darstellung von T-Zellen im PVS wurde eine Immunfluoreszenzdoppelmarkierung mit
einem Anti-CD3 und einem Anti-Laminin Antikorper durchgefiihrt. Es wurden
Paraffinschnitte von acht Cup/EAE-Tieren verwendet. Laminin ist Bestandteil der Basallamina
und dient als Marker sowohl fiir die vaskulére als auch fiir die astrozytire Basallamina. Unter
dem Mikroskop sind die beiden Blitter der Basallamina im murinen Gehirn von Kontrolltieren
nicht voneinander abzugrenzen. Durch Einwanderung von Immunzellen bildet sich ein
Infiltrat zwischen den Basallaminae und damit ein unter dem Mikroskop sichtbarer Raum.
Diese Immunfluoreszenzdoppelfarbung diente dem Nachweis von T-Zellen im PVS. Als PVS
wurde jede Aufspaltung der Basallaminae gezdhlt. Im gesamten Gehirn wurden die PVS

aufgesucht und dokumentiert. Die PVS, die CD3* Zellen enthielten, wurden manuell gezahlt.

2.3.3 Auswertung der Immunfluoreszenzdoppelmarkierung Il

Zur Darstellung von T-Zellen entlang eines penetrierenden Gefdfles wurde eine Anti-
CD3/Anti-Laminin-Immunfluoreszenzdoppelmarkierung  durchgefiihrt. Dazu wurden
anhand von vorher angefertigten HE-Farbungen gezielt Schnitte mit penetrierenden
meningealen Gefdfien von sechs Cup/EAE-Tieren gewahlt. Am Epifluoreszenzmikroskop
wurden mit dem 20-fach-Objektiv durch Zusammenfiigen {iiberlappender Teilbilder
Aufnahmen vom gesamten Verlauf eines GefafSes erstellt. Helligkeit und Kontrast wurden fiir

die gedruckte Arbeit mit der Software Gimp optimiert.
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Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Image] (Version 1.53c, NIH, Bethesda, MD,
USA). Die CD3* Zellen wurden gezdhlt und nach ihrer Lage zu den Basallaminae in
interlamindr und extravasal eingeteilt. Als extravasale Zellen wurden CD3* Zellen bis zu einem
Abstand von etwa fiinf Zelldurchmessern von der astrozytiren Basallamina gewertet
(Abbildung 2.3.1-B). Anhand einer eigens fiir diese Arbeit geschriebenen Image]-
Befehlszusammenfassung (im Folgenden als Macro bezeichnet) wurde der Kortex, ausgehend
von den Meningen, in fiinf 250 um breiten Zonen eingeteilt (Abbildung 2.3.1-A). Fiir jede Zone
wurde die Lange der angeschnittenen Gefiflwand gemessen und die Zellen dazu ins
Verhiltnis gesetzt. Die fiinf Zonen wurden von 1 bis 5 durchnummeriert, dabei war Zone 1

die Zone direkt unter der Meningenoberflache.

Laminin

Laminin Laminin

Abbildung 2.3.1 Auswertung Immunfluoreszenzdoppelmarkierung mit einem Macro
Anti-Laminin (griin) - Anti-CD3 (rot) Inmunfluoreszenzdoppelmarkierung, Kernfarbung durch 4’,6-

Diamidin-2-phenylindol (DAPL, blau); (A) Einteilung des Gefdfles in Zonen durch regelmafliige
Senkrechten auf einem Richtungspfeil mit Startpunkt an den Meningen; (B) extravasale CD3* Zelle;
(O) interlaminédre CD3* Zellen; Mafistab (A) 100 pum; (B)-(C) 10 pum.

2.3.4 Auswertung der optischen Dichte

Histologische Bilder von Immunhistochemischen Markierungen wurden mit einem am
Mikroskop (DM6 B, Leica, Wetzlar, Deutschland) installierten Kamerasystem (DMC 6200,
Leica, Wetzlar, Deutschland) mit einem 40-fach-Objektiv aufgenommen. Es wurden Bilder im
zu untersuchenden Gebiet (engl. region of interest, ROI) und Bilder in einer gewdhlten

Referenzregion aufgenommen. Als Referenzregion wurde eine gut reproduzierbare Region in
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der weifsen Substanz gewahlt. Diese befand sich in den Fimbriae hippocampi. Helligkeit und

Kontrast wurden fiir die gedruckte Arbeit mit der Software Gimp optimiert.

Zur Quantifizierung sehr eng liegender Zellen, wie Mikrogliazellen, wurde eine Messung der
optischen Dichte durchgefiihrt. Dazu wurde die ROI mittels eines Polygons festgelegt. Das
Bild wurde zundchst in Graustufen umgewandelt und anschlieffend iiber einen vorher
gewdhlten Schwellenwert in ein bindres Format umgewandelt. Sowohl die ROI als auch die
Referenzregion wurden mit demselben Schwellenwertalgorithmus ausgewertet. Ergebnis der
optischen Dichtemessung ist die relative Dichte der schwarzen Pixel in der ROI, angegeben in
Prozent. In Abbildung 2.3.2 sind die drei Schritte zur Vorbereitung der optischen

Dichtemessung dargestellt.
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Abbildung 2.3.2 Vorbereitung der optischen Dichtemessung
(A) Das griine Polygon beschreibt das Untersuchungsgebiet (engl. region of interest, ROI)

(“polygonale Auswahl”); (B) Umwandlung in Graustufen (“Image”, “Type”, “8bit”); (C)

Umwandlung in binéres Bild iiber einen Schwellenwert (“Image”, “Adjust”, “Threshold”).

2.3.5 Auswertung der optischen Dichte in Schichten

Zur Darstellung einer Anderung der optischen Dichte in Entfernung von einem bestimmten
Punkt wurde ein eigens fiir diese Arbeit geschriebenes Macro verwendet. Die Bilder wurden
mit einem 20-fach-Objektiv mit dem, in Kapitel 2.3.4 beschriebenem, Mikroskop und
Kamerasystem aufgenommen. Helligkeit und Kontrast wurden fiir die gedruckte Arbeit mit

der Software Gimp optimiert.
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Die Bilder wurden zundchst in Graustufen umgewandelt. Es wurde eine polygonale
Referenzlinie gezogen und ein Richtungspfeil angegeben. Anschlieffend wurde die
Referenzlinie in der Richtung des Pfeils um eine bestimmte Entfernung sechsmal parallel
verschoben. Zwischen den Kopien der Referenzlinie ergaben sich sechs gleich grofie ROI
(Abbildung 2.3.3). Es erfolgte eine optische Dichtemessung anhand eines vorher gewahlten
Schwellenwerts in allen sechs ROI gleichzeitig. Die Angabe der optischen Dichte erfolgte als

Anteil schwarzer Pixel zum Anteil weifler Pixel in Prozent.

(A) Zeichnen der Referenzlinie und des Richtungspfeils in einem 8 bit Bild, dabei ist die Lange des

Pfeils irrelevant; (B) Verschieben der Referenzlinie in Richtung des Pfeils um Entfernung x und

Darstellung der 6 Untersuchungsgebiete (engl. region of interest, ROI).
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2.4 Untersuchung von Genexpressionen

Ziel des Versuchs war es, die Expression von Genen proinflammatorischer Zytokine anhand
der Menge der Boten-Ribonukleinsdure (engl. messenger ribonucleic acid, mRNA) in den

Meningen verschiedener Versuchsgruppen zu vergleichen.

2.4.1 Gewebeaufbereitung

Zur Praparation der Meningen wurden die Tiere, wie in Kapitel 2.1.4 beschrieben, transkardial
mit PBS perfundiert. Es wurde keine Fixierung mit PFA durchgefiihrt. Nach Abtrennung des
Kopfes wurde die Schadelbasis vom Foramen magnum aus mit einer scharfen Schere vorsichtig
eroffnet und das Gehirn entnommen. Mithilfe eines Stereomikroskopes wurden die Meningen
vorsichtig mit einer spitzen Pinzette von der Innenseite der Kalotte abgezogen. Die
praparierten Meningen wurden dann in 1 ml PeqGold TriFast™, einem gebrauchsfertigem

Reagenz fiir die Extraktion von RNA, iiberfiihrt.

Zur Vergroflerung der RNA-Menge wurden die Meningen von je zwei Tieren in einem
Reaktionsgefafs gesammelt. Bei fiinf Tieren pro Versuchsgruppe ergab dies zwei gemischte

Proben und eine einzelne (sieche Anhang Kapitel 8.6).

2.4.2 RNA-Isolation

2.4.2.1 Prinzip

Zur Isolation der RNA wurde die Single-Step-Methode nach Chromczynski und Sacchi
angewendet [173]. Dazu wurde TriFast™ von PeqlLab verwendet. Dieses enthalt
Guanidiniumthiocyanat und Phenol. Guanidiniumthiocyanat lysiert die Zellen und
deaktiviert RNasen, sowie andere Enzyme. Phenol lost die RNA. Durch Zugabe von
Chloroform und Zentrifugation kommt es zu einer Phasentrennung. Die obere wéssrige Phase
enthdlt die geloste RNA. Die Interphase enthdlt die Desoxyribonukleinsdure (engl.
deoxyribonucleic acid, DNA), die untere Chloroformphase enthalt Proteine. Die RNA wird
mittels Isopropanol und Ethanol prazipitiert, gewaschen und anschlieffend in RNase-freiem

Wasser gelost.

2.4.2.2 Durchfiihrung

Zu Beginn der RNA-Isolation wurden die Meningen mittels kleiner Keramikkiigelchen
(Precellys®-Keramik-Kit) in einem Schiittler (Minilys Personal Homogenizer, Bertin, Rockville,

USA) homogenisiert. Auf einem gekiihlten Metallstander erfolgte eine Inkubation bis zur
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Auflosung des gebildeten Schaums. Durch weitere 5 min Inkubation bei Raumtemperatur

wurde eine komplette Aufspaltung von Kernproteinkomplexen sichergestellt.

Anschlieffend wurden 1000 ul der Probe in ein neues Reaktionsgefafs iiberfiihrt. In jedes
Reaktionsgefafs ~wurden 200 ul Chloroform  hinzugegeben. Nach griindlichem
Vibrationsmischen wurden die Reaktionsgefafse fiir 10 min auf einem eiskalten Metallstander
inkubiert. Zur Phasentrennung wurden die Reaktionsgefafe fiir 20 min bei 20.000 g und 0°C
zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefafs tiberfiihrt. Zur wassrigen
Phase wurden 500 ul Isopropanol gegeben und griindlich vibrationsgemischt. Wegen der zu

erwartenden geringen RNA Menge erfolgte eine Inkubation tiber Nacht bei -20°C.

Am zweiten Tag wurden die Reaktionsgefafse fiir 60 min bei 20.000 g und 0°C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen. Das RNA-Pellet wurde zum Waschen mit 1000 ul auf -20°C
gekiihltem 75 %igem Ethanol gewaschen und erneut bei 20.000 g und 0°C fiir 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und der Waschschritt zweimal wiederholt.
Nach dem dritten Waschschritt wurde das RNA-Pellet an der Luft getrocknet. Das getrocknete
RNA-Pellet wurde bei 55°C fiir 60 min mit 12 ul RNase-freiem Wasser gelost. Die
Reaktionsgefdffle ~ wurden  abschlieSend kurz  zentrifugiert. Es folgte eine
spektralphotometrische Konzentrationsbestimmung. Die RNA wurde bis zur weiteren

Verwendung bei -80°C gelagert.

2.4.2.3 Quantifizierung der RNA

Zur Quantifizierung der aufgereinigten RNA  wurde die Methode der
spektralphotometrischen =~ Konzentrationsbestimmung genutzt. Dazu wurde das
NanoPhotometer® NP80 (Implen GmbH, Miinchen, Deutschland) verwendet. Es wurde je
Reaktionsgefdfs 1 pl auf den Sensor gegeben. Die optische Dichte wurde bei einer Wellenlange
von 260 nm, dem Absorptionsmaximum von Nukleinsduren, gemessen. Eine optische Dichte
von 1 bei 260 nm entspricht einer RNA-Konzentration von 40 pg/ml. Durch Multiplikation der

optischen Dichte mit 40 pg/ml ergibt sich die vorhandene RNA-Konzentration.

Eine Probenverunreinigung durch Phenole oder Proteine kann durch den Quotienten aus der
optischen Dichte bei 260 nm und 280 nm ermittelt werden, da das Absorptionsmaximum von
Proteinen und Phenolen bei 280 nm liegt. Bei einer reinen RNA-Probe liegt der Wert des

Quotienten zwischen 1,8 und 2,0. Bei einer Kontamination mit Phenolen oder Proteinen ist der
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Quotient deutlich geringer [173]. Der Quotient von 260 nm/280 nm lag bei den untersuchten
Proben im Mittel bei 1,7 + 0,06.

2.4.3 Reverse Transkription

2.4.3.1 Prinzip

Zur Ermoglichung von Analysen der RNA Menge mittels einer Polymerase-Ketten-Reaktion
(engl. polymerase chain reaction, PCR, siehe Kapitel 2.4.4) muss zundchst die RNA in
komplementdre Desoxyribonukleinsdure (engl. complementary deoxyribonucleic acid,
cDNA) umgeschrieben werden, da die PCR mit einer DNA-abhangigen DNA-Polymerase
arbeitet. In dieser Arbeit wurde die reverse Transkriptase (RT) aus dem Moloney murinen
Leukédmie-Virus (M-MLV) mit einem Temperaturoptimum bei 37°C verwendet. Zunachst
wird an der einzelstrangigen RNA durch Bindung komplementarer DNA-Bausteine, den
Desoxyribonukleosidtriphosphaten (ANTP), ein Hybrid-Doppelstrang synthetisiert. Dieser
Schritt wird durch die RNA-abhangige DNA-Polymerase-Aktivitdt des Enzyms katalysiert.
Durch die RNase-H-Aktivitit der M-MLV RT wird der RNA-Anteil des Hybridstrangs
abgebaut. Der verbliebene DNA-Einzelstrang wird durch die DNA-abhingige DNA-
Polymerase-Aktivitat der RT zu einem Doppelstrang synthetisiert. Als initiale Bindungsstellen
fiir die M-MLV RT dienen zufillige Hexamerprimer (Random Primer). Diese hybridisieren an
zufdlligen Stellen der RNA, sodass die Wahrscheinlichkeit, dass mRNA in cDNA
umgeschrieben wird fiir alle Bereiche der mRNA gleich ist. Dithiothreitol (DTT) ist ein
Reduktionsmittel, welches die Oxidation von Proteinen aus dem Zellinneren mit
Luftsauerstoff verhindert. Somit wird die Funktion der Proteine konserviert. DTT ist ein

Zusatz im Puffer der reversen Transkription und sichert die Funktion des Enzymes RT.

2.4.3.2 Durchfiihrung

Nach der spektralphotometrischen Konzentrationsbestimmung der RNA wurde die RNA auf
1 pgin 11 pl Probenvolumen mit RNase freiem Wasser verdiinnt. Die Proben wurden bei 90°C
fiir 5 min im Thermomixer (ThermoMixer C, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) denaturiert.

Anschlieffend wurden die Proben auf Raumtemperatur abgekiihlt.

Es wurde ein Mastermix mit Random Primern, Puffer (5x First Strand Buffer), DTT, dNTPs

und M-MLV RT angesetzt. Die genaue Zusammensetzung ist Tabelle 2.4.1 zu entnehmen.
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Es wurden 8,1 ul vom Mastermix in jede Probe gegeben und griindlich durch mehrmaliges
auf- und abpipettieren gemischt. Anschlieffend wurden die Proben bei 37°C im Thermomixer
fiir 50 min inkubiert. Durch anschlieflende 15 min Inkubation bei 90°C wurde die M-MLV RT

inaktiviert. Nach kurzem Zentrifugieren wurden die Proben bei -20°C gelagert.

Als Positivkontrolle wurde eine Probe mitgefiihrt, aus der in einer vorangegangenen reversen

Transkription erfolgreich cDNA synthetisiert werden konnte.

Tabelle 2.4.1 Zusammensetzung des Mastermix fiir die Reverse Transkriptase

Reagenz Volumen/ 1 Probe [ul]
5x First Strand Buffer 4
DTT 2
dNTP 1
Random Primer 0,1
M-MLV RT 1

2.4.4 Kontroll-Polymerase-Ketten-Reaktion

Um zu iiberpriifen, ob sich in den Reaktionsgefdfien nach der reversen Transkription cDNA

befindet, wurde eine Kontroll-PCR durchgefiihrt.

Als Kontrolle wurden Primer fiir das Gen der Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase
(Hprt) verwendet. Hprt ist ein konstitutiv exprimiertes Gen (Haushaltsgen, engl.
Housekeeping gene). Es hat eine konstante Expression unabhdngig von der Behandlung des

Tiers und wird ubiquitar exprimiert.

2.4.4.1 Prinzip

Bei der PCR wird die cDNA anhand von zwei passenden Oligonukleotidprimern und einer

thermostabilen DNA-abhiangigen DNA-Polymerase vervielfaltigt.

Die PCR lauft in drei Schritten ab, die sich zyklisch wiederholen. Im Ansatz fiir die PCR

enthalten sind:

> cDNA-Vorlage mit der zu amplifizierenden Zielregion
> zwei Primer, die komplementdr zum 3'-Ende des Matrizenstrangs (Reverse Primer)

und des Nichtmatrizenstrangs (Forward Primer) der Zielregion binden
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> hitzestabile Polymerase (Tag-Polymerase) mit einem Temperaturoptimum bei 72°C

> Desoxynukleosidtriphosphate (ANTP)

> Puffer-Losung fiir optimale Umgebung fiir Aktivitdt und Stabilitdt der Polymerase,
enthalt zweiwertiges Magnesium, welches ein wichtiger Kofaktor fiir die Polymerase
ist

> Reinstwasser

Zu Beginn des Programms des Thermozyklers wird die Taq-Polymerase bei 95°C aktiviert.
Dieser sogenannte Heifsstart bewirkt eine Reduktion unspezifischer DNA-Amplifikationen.
Im néachsten Schritt erfolgt eine Denaturierung der cDNA bei ebenfalls 95°C. Es kommt zur
Aufspaltung der Doppelhelix, durch Auflosen der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
den komplementdren Basenpaaren. Dies ermdglicht die Hybridisierung der Primer
(Annealing) an die komplementaren DNA-Basen der Einzelstrange der cDNA. Die optimale
Annealing-Temperatur wurde fiir jedes Primer-Paar im Rahmen von Vorexpeirmenten
empirisch ermittelt (siehe Kapitel 2.4.4.4) und liegt zwischen 60°C und 66°C (siehe Tabelle
2.4.6). Die fir die Elongation verwendete thermostabile Polymerase hat ihr
Temperaturoptimum bei 72°C. Die Polymerase bindet an das Primer-DNA-Hybrid und
verlangert den Primer in 5'-3"-Strich Richtung zu einem komplementaren DNA-Strang. Dabei
verkniipft die Polymerase die 5-Phosphatgruppe der dNTP mit der Hydroxylgruppe am
wachsenden 3'-Ende des cDNA-Strangs. Nach dem ersten Zyklus sind somit die Strange der
urspriinglichen cDNA und cDNA-Kopien vorhanden, die deutlich linger sind als die
Zielregion. Erst im zweiten Zyklus entstehen cDNA-Produkte der gewiinschten Lange, und
erst nach vier bis fiinf Zyklen nehmen diese {iberhand. Der Ablauf der ersten zwei Zyklen ist

in Abbildung 2.4.1 dargestellt.

Die PCR durchlduft 30 Zyklen, bestehend aus Denaturierung, Annealing und Elongation.
Nach dem letzten Zyklus werden die Proben fiir 2 min bei 72°C inkubiert, um eine
vollstandige Amplifizierung sicherzustellen. Abschliefend werden die Proben bei 10°C

gekiihlt, bis sie aus dem Thermozykler entnommen werden.

Eine Amplifikation der cDNA findet nur statt, wenn ausreichend Nukleotide und Primer
vorhanden sind. Bei steigender Anzahl von Amplifikationsprodukten nimmt die

Vermehrungsrate stark ab. Es kommt zu einer Stagnation.
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Abbildung 2.4.1 Prinzip der Polymerasenkettenreaktion
Schematische Darstellung der Desoxyribonukleinsdure (engl. deoxyribonucleic acid, DNA)-

Amplifikation wiahrend der Polymerasenkettenreaktion (PCR), Forward und Reverse Primer sind
durch unterschiedlich orientierte Pfeile dargestellt, DNA Strange aus unterschiedlichen Zyklen sind
farblich gekennzeichnet, nach dem zweiten Elongationsschritt ist erstmals das PCR-Produkt in

erwarteter Lange vorhanden (orange).

2.4.4.2 Durchfiihrung

Die Proben wurden aufgetaut, vibrationsgemischt und kurz zentrifugiert. Der Mastermix

wurde gemafs Tabelle 2.4.2 vorbereitet.

In jedes PCR-Rohrchen wurden 11,5 ul Mastermix und je 1 ul cDNA-Probe gegeben. Die
Negativkontrolle der PCR enthielt, statt cDNA, 1 ul RNase-freies Wasser. Zusétzlich zur
Negativkontrolle der PCR wurde stets eine Positivkontrolle der PCR und die Negativ- und

Positivkontrolle der reversen Transkription mitgefiihrt. Als Positivkontrolle fiir die
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Kontroll-PCR wurden Proben aus Vorexperimenten verwendet, die die gleiche DNA

enthielten.

Die PCR-Rohrchen wurden kurz zentrifugiert und dann im Thermozykler (Mastercycler,
Nexus Gradient, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) platziert. Das Programm wurde wie in

Tabelle 2.4.3 beschrieben gewahlt. Eine Gelelektrophorese wurde anschlieffend durchgefiihrt.

Tabelle 2.4.2 Mastermixzusammensetzung fiir die PCR

Reagenz Volumen/ 1 Probe [ul]
Reinstwasser 8,25
5x PCR Buffer 2,5
Forward Primer 0,25
Reverse Primer 0,25
MyTaq Red DNA-Polymerase 0,25

Tabelle 2.4.3 PCR Programm

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
1 Initialisierung 95°C 3 min
2 Denaturierung 95°C 40s
3 Primerhybridisierung 55-65°C 40s 30 Zyklen
4 Elongation 72°C 45s
5 finale Elongation 72°C 2 min
6 kurzzeitige Lagerung 10°C biszu1lh

2.4.4.3 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist eine analytische Methode, bei der cDNA-Fragmente nach ihrer
Grofle aufgetrennt werden und mit bekannten Grofien verglichen werden. Die Trennung
erfolgt in einem Agarosegel durch ein elektrisches Feld. Die cDNA-Fragmente wandern
aufgrund ihrer negativen Ladung zur Anode und werden durch das Gel abhangig von ihrer
Grofie unterschiedlich stark aufgehalten. Im Ergebnis wandern kurze Fragmente weiter als
langere Fragmente. Mit der Gelelektrophorese kann tiberpriift werden, ob wahrend der PCR

das erwartete cONA Produkt amplifiziert wurde.
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Dazu wurde ein Gel aus 4 g Agarose und 200 ml TRIS-Acetat-EDTA-Puffer angesetzt. Nach
Aufkochen der Agarosemischung in der Mikrowelle wurden 4 ul eines interkalierenden
DNA-Farbstoffs (Midori Green) hinzugegeben. Mit einem Kamm wurden Taschen fiir die
PCR-Produkte erzeugt. In diese wurden 10 pl des PCR-Produkts pipettiert. In eine Tasche in
der Mitte des Gels wurden 5 ul eines Markers gegeben, der cDONA-Fragmente mit bekannten
Langen (100 bp, 250 bp, 500 bp, 1000 bp, 2000 bp) enthalt.

Die Elektrophorese wurde in einer Elektrophoresekammer (Sub-Cell GT Cell, BioRad,
Hercules, USA) mit einer Spannung von 160V fiir 45min durchgefiithrt. Zur
Spannungsversorgung diente pegPower 300 (peqLab, Erlangen, Deutschland). Die
DNA-Banden im Gel wurden auf einem Ultraviolett-Licht-Transilluminator (Hoefer Scientific

Instruments, San Francisco, USA) sichtbar gemacht und fotografiert.

2.4.4.4 Gradienten PCR

Zur Etablierung der optimalen Annealing-Temperatur fiir das jeweilige Primerpaar wurde
eine Gradienten-PCR durchgefiihrt. Dies ist eine Variante der PCR, bei der der Thermocycler
an jeder Position eine andere Annealing-Temperatur anwendet. Als Temperaturbereich
werden etwa 10°C unterhalb des Schmelzpunktes der Primer gewahlt, da die optimale
Annealing-Temperatur in diesem Bereich erwartet wird. In einer anschlieffenden
Gelelektrophorese konnen die unter verschiedenen Annealing-Temperaturen entstandenen

DNA-Banden verglichen und die optimale Temperatur bestimmt werden.

2.4.5 Quantitative Echtzeit-PCR

2.4.5.1 Prinzip

Nachteil der herkommlichen Kontroll-PCR ist, dass nur eine qualitative Endpunktanalyse
durch eine Gelelektrophorese moglich ist. Eine quantitative Auswertung, im Sinne eines

Vergleichs von Expressionsstarken, ist nicht bzw. nur bedingt moglich.

Bei der quantitativen Echtzeit PCR (engl. quantitative realtime PCR, qRT-PCR) wird der
interkalierende fluoreszierende Farbstoff SYBR-Green® genutzt. DNA-interkalierende
Farbstoffe lagern sich in doppelstrangige DNA ein und werden dadurch aktiviert. Nach jeder
Elongation eines Zyklus wird die Fluoreszenz in relativen Fluoreszenzeinheiten (eng. relative
fluorescence units, RFU) gemessen und in Abhangigkeit der Zyklusanzahl dargestellt. Der

Zyklus, bei dem die sigmoidale Kurve einen festgelegten Schwellenwert {ibersteigt, wird als
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Schwellenwertzyklus (engl. fiir threshold cycle, CT-Wert) bezeichnet und ist ein theoretischer
Wert. Der CT-Wert wird so gewdhlt, dass sich das Signal klar {iber den Hintergrund abhebt,

sich aber noch im exponentiell verlaufenden Bereich der Kurve befindet.

Die qRT-PCR lasst sich anhand der sigmoidalen Kurve in vier Phasen einteilen (siehe
Abbildung 2.4.2-A). In der ersten Phase hebt sich das Fluoreszenzsignal nicht vom
Hintergrund ab. Das System ist nicht sensitiv genug, um die cDNA-Amplifikation in den
ersten Zyklen festzustellen. Wahrend der exponentiellen Phase bewirkt die theoretische
Verdopplung der cDNA-Menge einen exponentiellen Anstieg des Fluoreszenzsignals.
Wahrend der linearen Phase werden Reaktionskomponenten weniger, und die Effizienz der
Reaktion fallt. Das Signal wachst nicht mehr exponentiell. In der Plateauphase findet keine
weitere Amplifikation statt, da die Reaktionskomponenten verbraucht sind. Das Signal wachst

nicht weiter.

Zur quantitativen Auswertung wurde zunéchst die relative Menge der eingesetzten cDNA
durch Abgleich mit einer internen Standardreihe bestimmt. Dann wurden die cDNA-Mengen
zueinander ins Verhaltnis gesetzt, um die relative Genexpression der untersuchten Gene zu

bestimmen (siehe Kapitel 2.4.5.2).

Die Qualitdt des amplifizierten Produktes wurde im Anschluss an die gqRT-PCR durch eine
Schmelzkurvenanalyse gepriift. Dafiir wurde die Temperatur alle 30 Sekunden von 55°C bis
auf 95°C in 0,5°C-Schritten erhdht, um den Schmelzpunkt des PCR-Produkts zu ermitteln.
Nach jedem Temperaturschritt wird die Fluoreszenzstirke gemessen. Im Bereich der
Schmelztemperatur des cDNA-Produkts kommt es zu einem starken Abfall des
Fluoreszenzsignals, da die Doppelhelix denaturiert (Abbildung 2.4.2-C). Die erste Ableitung
dieser Schmelzkurve stellt diesen Abfall des Fluoreszenzsignals als deutliche Spitze dar
(Abbildung 2.4.2-D). Ist mehr als ein Maximum in der Ableitung der Schmelzkurve zu
erkennen, konnen Nebenprodukte entstanden sein. Proben mit einem Nebenprodukt wurden
aus der Quantifizierung ausgeschlossen. Fiir eine vollstandige qualitative Kontrolle erfolgt
zusatzlich eine Gelelektrophorese. Dadurch wird das PCR-Produkt in Bezug auf seine

Schmelztemperatur und seine Liange untersucht.
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Abbildung 2.4.2 Ubersicht zur Auswertung der qRT-PCR
(A) Darstellung der relativen Fluoreszenzeinheit (RFU) in Abhangigkeit von der Zyklenanzahl,

Abschnitt 1 — Grundlinienphase, Abschnitt 2 — exponentielle Phase, Abschnitt 3 — lineare Phase,
Abschnitt 4 — Plateauphase; (B) Darstellung des Schwellenwertzyklus (CT-Wert) in Abhangigkeit vom
Logarithmus der eingesetzten cDNA (Starting Quantity, SQ), Kreise verdeutlichen die Werte der
Standardreihe, durch die die Regressionsgerade gelegt wurde, reprédsentativ sind CT-Werte von
Proben dargestellt (Kreuze); (C) Schmelzkurve, dargestellt durch RFU in Abhédngigkeit von der
Temperatur, ein erkennbares Abfallen des Fluoreszenzsignals ist bei ca. 85°C zu sehen; (D)

Schmelzspitze, Darstellung des Betrags der ersten Ableitung der Schmelzkurve.
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2.4.5.2 Quantifizierung der Genexpression

Die relative Menge der eingesetzten cDNA wurde iiber eine interne Standardreihe aus sieben
1:1 Verdiinnungsstufen ermittelt. Die relativen Mengen der internen Standardreihe sind
demnach definiert als 100 %, 50 %, 25 %, 12,5 %, 6,25 %, 3,125 % und 1,56 %. Der 100 %-Ansatz

besteht zu gleichen Anteilen aus allen Proben.

Zwischen dem Logarithmus der eingesetzten cDNA-Menge und dem CT-Wert besteht ein
linearer, umgekehrt proportionaler Zusammenhang [174]. Dieser kann in einer Eichgerade
dargestellt werden. Dazu wird eine Regressionsgerade aus den Werten der Standardreihe
errechnet. Uber diese Regressions- beziehungsweise Eichgerade kann fiir unbekannte Proben
der Logarithmus der eingesetzten cDNA-Menge (engl. Starting Quantity, SQ) errechnet
werden (Abbildung 2.4.2-B).

Zur Auswertung der qRT-PCR Ergebnisse wurden die relativen DNA-Mengen ins Verhiltnis
gesetzt. Dazu wurden die tiber die Eichgerade errechneten SQ-Werte normiert, indem der SQ-
Wert des untersuchten Gens mit dem SQ-Wert der internen Kontrolle ins Verhiltnis gesetzt
wurde. Als interne Kontrolle diente Hptr. Dieser gemittelte normierte Wert der
Versuchsgruppe wurde mit dem entsprechenden Wert der Kontrollgruppe ins Verhaltnis
gesetzt. Das Ergebnis beschreibt die Expression des Versuchsgens der Versuchsgruppe im

Verhiltnis zur Expression in der Kontrollgruppe.
Die gesamte Rechnung ist in folgender Formel zusammengefasst.

SQV h
( Q(Versuc Sgen)/sQ(Hprt))Versuchsgruppe

SQV h
( Q(Versuc Sgen)/SQ(Hprt))Kontrollgruppe

=n

Eine Expressionsinduktion des Versuchsgens entspricht n>1, eine Expressionsreduktion n<1.

2.4.5.3 Durchfiihrung

Zur Vorbereitung der internen Standardreihe wurde aus allen Proben das gleiche Volumen
entnommen und gemischt. Aus diesem internen Standard wurde dann eine siebenfache 1:1
Verdiinnungsreihe erstellt. Das verbleibende Probenvolumen wurde 1:10 verdiinnt und so in

der qRT-PCR eingesetzt.

Ein Mastermix wurde wie in Tabelle 2.4.4 beschrieben angesetzt. Jeweils 8 pul Mastermix und

2 ul Probe (in 1:10 Verdiinnung) wurden in den vorgesehenen Positionen einer 96-Well-
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Mikrotiterplatte gemischt. Die Position der Proben wurde protokolliert und die PCR-
Mikrotiterplatte kurz zentrifugiert. Zur Mittelung von Pipettier-Ungenauigkeiten wurden die
Proben und die Verdiinnungsstufen der Standardreihe in Dubletten gemessen. Negativ- und
Positivkontrollen von der reversen Transkriptase und fiir die qRT-PCR wurden in jeder qRT-
PCR mitgefiihrt. Die Messung erfolgte im CFX Connect Thermozykler (BioRad, Hercules,
USA) mit der CFX Maestro Software. Das Programm der qRT-PCR ist in Tabelle 2.4.5

zusammengefasst. Die verwendeten Primerpaare sind in Tabelle 2.4.6 zusammengefasst.

Tabelle 2.4.4 Mastermixzusammensetzung qRT-PCR

Reagenz Volumen/ 1 Probe [ul]
SensiMix 5

Forward primer (10 uM) 0,5

Reverse primer (10 uM) 0,5
UP-H20 2

Tabelle 2.4.5 Programm der qRT-PCR

Schritt Temperatur Zeit
1 95°C 10 min Initialisierung
2 95°C 15s
3 60-66°C 30s 40 Zyklen
4 72°C 30s
5 95°C 1 min
6 55+0,5°C 30s Schmelzpunktanalyse
7 95°C 1 min
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Tabelle 2.4.6 Verwendete Primer

5-3' Annealing Temp. | Produktlinge
Hprt_forward | TCAGTCAACGGGGGACATAAA
Hprt_reverse | GGGGCTGTACTGCTTAACCAG 62°C 142 bp
Cxcl10_forward | CCAAGTGCTGCCGTCATTITTC
Cxcl10_reverse | GGCTCGCAGGGATGATTTCAA 66°C 157 bp
Ccl2_forward |TAAAAACCTGGATCGGAACCAAA
Ccl2_reverse | GCATTAGCTTCAGATTTACGGGT 65°C 120 bp
1l6_forward | TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC
1l6_reverse TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC 66°C 76 bp
11beta_forward | GCAACTGTTCCTGAACTCAACT
111beta_reverse | ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT 60°C 89 bp

2.5 Statistische Auswertungen

Die graphische Darstellung und die statistische Auswertung aller Daten erfolgte mit der

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

Datensatze wurden initial unter Verwendung des Shapiro-Wilk Test auf Normalverteilung

gepriift. Die angewendeten statistischen Tests sind jeweils in der Abbildungsunterschrift

angegeben. Es wurden keine AusreifSer aus den Analysen ausgeschlossen. Alle Daten werden

als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Signifikante Unterschiede zwischen den

Gruppen sind als Sterne gekennzeichnet (* = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001).
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3 Ergebnisse

3.1 Meningeale Migrationsroute

Die erste iibergeordnete Arbeitshypothese lautet: “ Periphere Immunzellen migrieren {iiber
das Endothel leptomeningealer GefédfSe in den Subarachnoidalraum und migrieren dann
entlang des perivaskuldren Raumes penetrierender Gefdfle, um auf Hohe bestehender
inflammatorischer Lasionen in das Parenchym iiberzutreten.”. Zur Uberpriifung dieser
Arbeitshypothese wurden T-Zellen im PVS von quer und langs angeschnittenen Gefafsen im
Kortex und die Genexpression verschiedener migrationsfordernder Gene in den Meningen

untersucht.

3.1.1 T-Zellen im perivaskulidren Raum

Wenn die Arbeitshypothese zutrifft, miissen CD3* Zellen im PVS zu finden sein. Der PVS wird
von der vaskuldaren und von der astrozytaren Basallamina begrenzt. Diese Basallaminae
konnen, aufgrund ihres hohen Anteils an Laminin, durch eine Anti-Laminin Markierung

dargestellt werden.

Die Hirnschnitte der Mause aus dem kombinierten Cup/EAE-Mausmodell wiesen eine starke
perivaskuldre Infiltration durch periphere Immunzellen auf. Es wurde eine Anti-CD3/Anti-
Laminin Immunfluoreszenzdoppelmarkierung an Cup/EAE-Hirnschnitten durchgefiihrt. In
der Anti-Laminin-Markierung, welche die Basallaminae entlang aller angeschnittenen Gefafe
darstellt, wiesen die Tiere einige Gefdfle mit zwei getrennten Basallaminae und einem
dazwischenliegenden Raum, dem PVS, auf. Die CD3-Markierung ergab ein membrandses
Farbemuster der T-Zellen (Abbildung 3.1.1-A). Die manuelle Zdhlung wurde wie in
Kapitel 2.3.2 durchgefiihrt und ergab, dass 92 % aller PVS CD3+ Zellen enthielten (92 +7,3 %)
(Abbildung 3.1.1-B).

3.1.2 T-Zellen entlang des perivaskulidren Raums penetrierender Gefifde

Wenn die oben genannte Arbeitshypothese zutrifft, miissen CD3* Zellen im PVS auf der
gesamten Lange eines von den Meningen ausgehenden penetrierenden Geféfses zu finden
sein. Die Hypothese besagt, dass die Immunzellen auf Hohe der Lasion aus dem Gefafs
austreten. Die Lasionen mit der starksten Inflammation in den Cup/EAE-Gehirnen sind im

Corpus callosum lokalisiert. Daher sollten extravasale CD3* Zellen iiberwiegend in den tieferen
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Kortex-Schichten zu finden sein. Die Gesamtanzahl der CD3* Zellen miisste, entsprechend der

Arbeitshypothese, von der Hirnoberflache bis in die tieferen Schichten des Kortex zunehmen.

Anhand von HE-Ubersichtsfarbungen wurden gezielt Cup/EAE-Gehirnschnitte mit langs
angeschnittenen penetrierenden Gefiafien ausgewdhlt. Es wurde eine Anti-CD3/Anti-Laminin
Immunfluoreszenzdoppelmarkierung durchgefiihrt. Insgesamt wurden 37 Gefafie von 5
unterschiedlichen Tieren untersucht. Die Auswertung erfolgte wie in Kapitel 2.3.3

beschrieben.

Die Immunfluoreszenzdoppelmarkierung zeigte das bereits beschriebene Farbemuster von
Laminin und CD3 (Abbildung 3.1.1). Die Auftrennung der Basallaminae bestand entlang der
gesamten Lange des angeschnittenen Gefdfles. Die Werte der mittleren Zelldichten der CD3*
Zellen in Bezug zur Lange der angeschnittenen Gefafiwand sind in Tabelle 3.1.1
zusammengefasst. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.1.1-C dargestellt. In allen fiinf Zonen
sind CD3* Zellen zwischen den zwei Basallaminae im PVS zu finden. Die Anzahl der
interlamindren Zellen steigt, mit zunehmender Entfernung von den Meningen, an und erreicht
in Zone 5 einen Maximalwert. CD3* Zellen, die extravasal liegen, sind erst ab Zone 3 zu finden.
Die Anzahl der extravasalen CD3* Zellen steigt von Zone 3 zu Zone 5 und ist in Zone 5

maximal.

Tabelle 3.1.1 Zelldichten bezogen auf die Linge der angeschnittenen GefifSwand

Zone 1 Zone 2 Zone 3 Zone 4 Zone 5
interlaminar | 2,4 + 10,1 + 8,1+ 21,3 + 22,2 +

4,3/mm 14,1/mm 7,6/mm 16,2/mm 14,1/mm
extravasal 0,3 + 04+ 2,4 + 13,1 21,5+

1,6/mm 0,9/mm 4 8/mm 13,9/mm 18,5/mm
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Abbildung 3.1.1 T-Zellen im PVS quer und lings angeschnittener Gefifie
(A) Reprasentatives Gefafs eines Cup/EAE Tieres im Querschnitt,

Immunfluoreszenzdoppelmarkierung mit Anti-CD3 (rot) und Anti-Laminin (griin), nuklear markiert
mit 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, blau), die weiflen Pfeile deuten auf CD3* Zellen im
perivaskuldren Raum (engl. perivascular space, PVS); (B) in acht Cup/EAE Tieren wurden die PVS
gezdhlt, die CD3* Zellen enthielten; (C) Représentatives penetrierendes Gefafs eines Cup/EAE Tieres
im Langsschnitt, Inmunfluoreszenzdoppelmarkierung mit Anti-CD3 (rot) und Anti-Laminin (griin),
nukledr markiert mit DAPI (blau), Veranschaulichung der Zoneneinteilung durch rote Linien,
darunter: Ergebnis der Auszahlung der CD3*Zellen in den Zonen, insgesamt wurden 37 Gefafse von
fiinf Cup/EAE Tieren ausgewertet. Mafistab: (A) 20 pm, (C) 100 pum.
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3.1.3 Genexpressionsuntersuchung der Meningen

Zur Migration der Immunzellen entlang eines Gefdfies innerhalb des PVS, miissen die
Immunzellen zundchst iiber das mit Tight Junctions abgedichtete Endothel aus dem
Gefafflumen migrieren. Dieser Prozess wird durch proinflammatorische Zytokine und
Chemokine wie CXCL10, CCL2, IL6 und IL1-beta unterstiitzt. Der Hypothese nach findet
dieser Ubertritt aus dem Gefafs in den PVS auf Hohe der Meningen statt. Daher waren,
entsprechend der Arbeitshypothese, eine erhohte Expression von oben genannten Zytokinen
und Chemokinen zu erwarten. Die Aufbereitung und Gewinnung der Meningen erfolgte wie
in Kapitel 2.4.1 beschrieben. Aus den Meningen wurde die RNA isoliert und eine reverse
Transkription durchgefiihrt. Anschlieffend wurden qRT-PCRs durchgefiihrt (Kapitel 2.4), um
die RNA-Expression von 116, Il1beta, Ccl2 und Cxcl10 zu ermitteln. Untersucht wurden die
Meningen von EAE-Tieren, Cup/EAE-Tieren und von Tieren nach fiinf Wochen Cuprizone-

Intoxikation (5WCup).

Alle Proben zeigten eine sigmoidale Fluoreszenzintensititszunahme des SYBR-Green® in der
qRT-PCR. In der Schmelzpunktanalyse wiesen alle Proben eine eindeutige Schmelzspitze
(siehe Kapitel 2.4.5) auf. Die anschlieffende Gelelektrophorese zeigte eindeutige Banden wie
in Abbildung 3.1.2 dargestellt. Die Auswertung der CT-Werte erfolgte wie in Kapitel 2.4.5.2
beschrieben. Alle Daten sind in Prozent der Kontrollgruppe angegeben und in Tabelle 3.1.2
zusammengefasst, sowie die Ergebnisse in Abbildung 3.1.2 graphisch dargestellt. Es wurde
wie in Kapitel 2.5 beschrieben, auf Signifikanzen zwischen Versuchsgruppe und Kontrolle

gepriift.

Fiir Il1beta ergab sich ein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe in der EAE- und in der
Cup/EAE-Gruppe. Die Expression von Il1beta war in beiden Gruppen etwa um das drei- bis
vierfache gegeniiber der Kontrollgruppe erhoht. Zwischen der Kontrollgruppe und der
5WCup-Gruppe gab es keinen signifikanten Unterschied. Fiir 1I6 ergab sich ein signifikanter
Unterschied zwischen der EAE-Gruppe und der Kontrollgruppe. Die Il6-Expression war in
der EAE-Gruppe im Mittel siebenfach im Vergleich zur Kontrollgruppe erhéht. Es ergab sich
kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der 5WCup-Gruppe, sowie
zwischen der Kontrollgruppe und der Cup/EAE-Gruppe. Trotzdessen war die
IL-6-Expression in der Cup/EAE-Gruppe etwa dreifach im Vergleich zur Kontrollgruppe

erhoht. Flir Cxcl10 ergab sich ein signifikanter Unterschied aller Experimentgruppen zur
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Kontrollgruppe. Die Expression von Cxcl10 war in der EAE-Gruppe etwa zehnfach und in der
Cup/EAE-Gruppe etwa siebenfach im Vergleich zur Kontrollgruppe erhéht. Fiir Ccl2 ergab
sich ein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe in der EAE- und in der Cup/EAE-
Gruppe. Die Ccl2-Expression war in der Cup/EAE- und in der EAE-Gruppe etwa zwei- bis
dreifach gegeniiber der Kontrollgruppe erhoht. Zwischen der Kontrollgruppe und der
5WCup-Gruppe gab es keinen signifikanten Unterschied.

Tabelle 3.1.2 Ergebnisse der qRT-PCR Untersuchung der Meningen verschiedener Versuchsgruppen

5WCup EAE Cup/EAE
I1beta 65,9 + 31,3 % 371,6 +138,9 % 368,4 +92,0 %
116 97,3 £ 68,2 % 719,2 +557,4 % 351,8 + 266,6 %
Cxcl10 137,8 +30,8 % 1116,6 +512,9 % 712,4 +243,1 %
Ccl2 74,8 +14,5 % 298,9 £ 62,2 % 219,3+£67,73 %
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Abbildung 3.1.2 Ergebnisse der qRT-PCR Untersuchung auf Zytokine in den Meningen
Graphische Darstellung der Genexpression proinflammatorischer Zytokine im Cuprizone-Modell

(5WCup), EAE-Modell und Cup/EAE-Modell in Prozent der Kontrolle; rechts neben jedem Graph ein
representatives Bild der zugehorigen Gelelektrophorese; statistische Signifikanz der Unterschiede zur
Kontrollgruppe wurden mit dem Dunn’s-Test fiir Interleukin-6 (II6) und dem Dunnetts’s-Test fiir
Interleukin-1beta (I11beta), a-Chemokinligand 2 (Ccl2) und p-Chemokinligand 10 (Cxcl10) ermittelt,

auf Normalverteilung wurde mit dem Shapiro-Wilk-Test gepriift.

3.2 Choroidale Migrationsroute

Die zweite {ibergeordnete Arbeitshypothese lautet , Periphere Immunzellen migrieren iiber
das gefensterte Endothel choroidaler Gefiafie und innerhalb des Stromas des Plexus choroideus
iiber dessen Anheftungsstelle in das ZNS Parenchym.”. Zur Uberpriifung dieser
Arbeitshypothese wurde zundchst die Morphologie des Plexus choroideus und seiner
Anheftung genauer charakterisiert und anschliefsend anliegende Grenzstrukturen, bestehend

aus Gliazellen, densitometrisch untersucht.
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3.2.1 Morphologie des murinen Plexus choroideus

Der Plexus choroideus bietet durch das gefensterte Endothel seiner GefdfSe eine mogliche
Eintrittspforte fiir Inmunzellen in das ZNS. Gemafs der formulierten Hypothese migrieren die
Immunzellen innerhalb des Stromas des Plexus choroideus tiber dessen Anheftungsstelle in das
Parenchym des ZNS. Die anatomische Struktur der Anheftung des Plexus choroideus und dort
vorliegende Grenzstrukturen sind jedoch bisher nicht detailliert beschrieben. Auf Basis der
Arbeitshypothese sollte in der vorliegenden Arbeit zundchst die Morphologie des murinen
Plexus choroideus untersucht werden. Besonders relevant sind die Lage der Anheftungsstellen
des Plexus choroideus und die Verbindungen der einzelnen Teile des Plexus choroideus in den

Ventrikeln untereinander.

Zur morphologischen Untersuchung des Plexus choroideus wurden Serienschnitte gesunder
adulter C57BL/6J-Méduse in koronarer Schnittebene, zwischen Bregma 0,14 mm und
Bregma -1,34 mm, und in horizontaler Schnittebene angefertigt. Zur Ubersicht wurde an

jedem zehnten Schnitt eine HE-Farbung durchgefiihrt.

Das Ventrikelsystem der Maus besteht, wie das des Menschen, aus zwei Seitenventrikeln, dem
dritten und dem vierten Ventrikel. Die Seitenventrikel sind tiber das Foramen interventrikulare
mit dem dritten Ventrikel verbunden (Abbildung 3.2.1-B, D, F). Durch eine Anti-Vimentin
Immunmarkierung konnte das durchgehende Ependym innerhalb des Foramen
interventrikulare dargestellt werden (Abbildung 3.2.2-C). Auf der Hohe des Foramen
interventrikulare stellt sich zusatzlich der erste Anschnitt des Subfornikalorgans (SFO) am Dach
des dritten Ventrikels dar (Abbildung 3.2.2-C). Das SFO ist durch die enthaltenen Tanyzyten,
eine spezialisierte Form von Ependymzellen, ebenfalls in der Anti-Vimentin
Immunmarkierung markiert (Abbildung 3.2.2-C). Der dritte Ventrikel verlauft langlich nach
dorso-okzipital. Nach dorsal grenzt er an den Subarachnoidalraum, welcher sich von
dorso-okzipital nach ventral unter den Kortex zieht. Der Subarachnoidalraum zieht sich bis

zum SFO, sodass dieses nach dorsal-okzipital an den Subarachnoidalraum grenzt.
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Abbildung 3.2.1 Ubersicht iiber das murine Ventrikelsystem
(A) Ubersicht iiber die verwendeten Schnittebenen; (C-E) koronare Schnittebene; (F-G) horizontale

Schnittebene; (B) Projektion des Seitenventrikels und des dritten Ventrikels in eine Ebene mit
Kennzeichnung der Schnittebenen C-E; (C) erster Anschnitt des Plexus choroideus (Pfeil) auf Hohe der
Commissura anterior (gekennzeichnet durch gestrichelte Umrandung) (Bregma 0,14 mm); (D) Foramen
interventrikulare (gekennzeichnet durch gestrichelte Umrandung) mit dem hier durchlaufenden Plexus
choroideus, Pfeile deuten auf den Plexus choroideus im Formamen interventriculare (Bregma -0,46 mm); (E)
Anschnitt des Hippocampus, Pfeile deuten auf Plexus choroideus im Seitenventrikel und drittem Ventrikel;
(F) horizontale Schnittebene auf Hohe des Foramen interventrikulare (Pfeil), Plexus choroideus im
Seitenventrikel sowie im dritten und vierten Ventrikel (IV); (G) horizontale Schnittebene, Anschnitt des
Seitenventrikels und des dritten Ventrikels; (C-G) Hamatoxylin-Eosin Farbung. Der dritte Ventrikel ist

in allen Schnitten mit einem Stern gekennzeichnet.

Der Plexus choroideus ist in allen vier Ventrikeln vorhanden, dabei befindet sich der vom
Volumen grofite Anteil im vierten Ventrikel. In dieser Arbeit wurde sich auf die Morphologie
des Plexus choroideus in den Seitenventrikeln und im dritten Ventrikel konzentriert. Der erste
Anschnitt des Plexus choroideus in der koronaren Schnittreihe kann bereits auf Hohe der
Commissura anterior (Bregma 0,14 mm) im Seitenventrikel zu finden sein (Abbildung 3.2.1-C).
Von dort zieht das Konvolut des Plexus choroideus innerhalb des Seitenventrikels nach
okzipital ohne eine Anheftung aufzuweisen. Auf Hohe von Bregma -0,46 mm verlduft ein Teil
des Plexus choroideus durch das Foramen interventrikulare vom Seitenventrikel in den dritten
Ventrikel (Abbildung 3.2.1-D, F). Der weitere Teil verbleibt im Seitenventrikel und verlauft
nach okzipital. Auf Hohe des anterioren Hippocampus schlédgt sich an den Fimbriae hippocampi
und am Diencephalon das Ependym in das Epithel des Plexus choroideus um (Abbildung

3.2.2-A). An dieser Stelle ist der Plexus choroideus im Seitenventrikel angeheftet.

Im Bereich des dritten Ventrikels hat der Plexus choroideus eine Anheftungsstelle am
Ventrikeldach. Diese beginnt am rostralen Ende des dritten Ventrikels zunédchst zweigeteilt
beidseits lateral des SFO und vereinigt sich mit der Gegenseite nach okzipital medial hin zu
einer Anheftungsstelle am dorso-okzipitalen Rand des SFO (Abbildung 3.2.2-D). Die
Anheftungsstelle am SFO befindet sich etwa auf Hohe von Bregma -0,94 mm am Dach des
dritten Ventrikels. Eine Auswahl der wichtigsten Schnittebenen ist in Abbildung 3.2.2

dargestellt. Der Plexus choroideus zieht bis zum okzipitalen Ende des dritten Ventrikels.
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Abbildung 3.2.2 Morphologie des murinen Plexus choroideus
Ubersicht iiber die Morphologie des murinen Plexus choroideus in den Seitenventrikeln und im dritten

Ventrikel; (A) Anheftungsstelle des Plexus choroideus im Seitenventrikel, Hamatoxylin-Eosin Farbung
(HE); (A’) Vergrofierung von (A), sichtbarer Umschlag des Ependyms in das Epithel des Plexus
choroideus an den Fimbria hippocampi (fi) und Diencephalon (di); (B) Ubersicht {iber genutzte
Schnittebenen (C) Anti-Vimentin Immunmarkierung auf Hohe des Foramen interventrikulare,
Markierung der Ependymzellen und Zellen mesenchymaler Herkunft, am Dach des dritten Ventrikels
(Stern) ist das Subfornikalorgan zu erkennen (grauer Pfeil) (D) HE-Farbung der Anheftungstelle des
Plexus choroideus im dritten Ventrikel (Stern), links und rechts der Anheftungsstelle befindet sich

Subarachnoidalraum; Mafistdbe 50 pm.

3.2.2 Grenzstrukturen an der lateralen Anheftungsstelle

Wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben, konnte gezeigt werden, dass der Plexus choroideus im
Seitenventrikel eine Anheftungsstelle am Diencephalon und den Fimbriae hippocampi aufweist.
Zur Untersuchung der Hypothese, dass Immunzellen {iber die Anheftungsstelle migrieren,
wurden mogliche gliale und extrazelluldre Grenzstrukturen an dieser Anheftungsstelle iiber
Immunfluoreszenzdoppelmarkierungen mit Anti-Laminin und Anti-AQP1 sowie mit
Anti-GFAP und Anti-AQP1 dargestellt. AQP1 ist ein Markerprotein fiir das Epithel des Plexus

choroideus. GFAP ist ein Intermediarfilament, das vor allem von Astrozyten exprimiert wird.

In der Anti-Laminin/Anti-AQP1 Immunfluoreszenzdoppelmarkierung zeigt sich anliegend an
das Epithel des Plexus choroideus eine durchgehende Basallaminae. Innerhalb des Stromas des
Plexus choroideus zeigen sich Basallaminae des Gefdfskonvulutes. Zwischen dem Diencephalon
und den Fimbriae hippocampi zieht die Basallamina des Epithels des Plexus choroideus in zwei
Schichten bis in den dritten Ventrikel. Im dritten Ventrikel setzt sich die dem Diencephalon
anliegende Schicht als Basallamina des Epithels des Plexus choroideus fort. Die hippocampale
Schicht der Basallamina verlduft entlang des Dachs des dritten Ventrikels und bildet dort eine
Abgrenzung zum ZNS Parenchym (Abbildung 3.2.3-B, C). Der Spalt zwischen den
Basallaminae des Plexus choroideus ist dem Subarachnoidalraum zugehorig. Das Stroma des

Plexus choroideus steht demnach in direkter Verbindung zum Subarachnoidalraum.

In der Anti-GFAP/Anti-AQP1 Immunfluoreszenzdoppelmarkierung ist eine Zunahme des
Anti-GFAP-Fluoreszenzsignals medial des Umschlags von Ependym in Epithel des Plexus
choroideus zu erkennen. Dies betrifft den Randbereich medial der Anheftungsstelle des
Diencephalon und der Fimbriae hippocampi (Abbildung 3.2.3-A). Zusammengefasst sind an der

lateralen Anheftungsstelle sowohl eine Basallaminae als auch eine durch Astrozytenfortsatze
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gebildete Grenzschicht vorhanden. Eine schematische Darstellung ist in Abbildung 3.2.3-D zu

finden.

Im Bezug zur Hypothese bedeutet dies: Wiirden Immunzellen {iber das Endothel choroidaler
Geféafie und innerhalb des Stromas des Plexus choroideus tiber dessen laterale Anheftungsstelle
in das ZNS Parenchym migrieren, so miissten sie sowohl die Basallaminae als auch die durch

Astrozytenfortsétze gebildete Grenzschicht iiberqueren.
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Abbildung 3.2.3 Laterale Anheftungsstelle des murinen Plexus choroideus mit vorhandenen
Grenzstrukturen
(A) Immunfluoreszenzdoppelmarkierung mit Anti-Aquaporinl (AQP1, rot) und Anti- saures

Gliafaserprotein (engl. glial fibrillary acidic protein, GFAP, griin), Markierung des Epithels des Plexus
choroideus mit Anti-AQP1 und Markierung der Astrozyten durch Anti-GFAP, Umschlagen des Epithels
in Ependym erkennbar, sichtbar stdrkeres GFAP Signal am Rand der Fimbria hippocampi und
Diencephalon; (B) Immunfluoreszenzdoppelmarkierung mit Anti-AQP1 und Anti-Laminin (griin),
Markierung der Basallamina durch Anti-Laminin, die choroidale Basallamina verldauft zwischen den
Fimbria hippocampi und dem Diencephalon und ist wie in (C) sichtbar mit der Basallamina des Plexus
choroideus im dritten Ventrikel verbunden. Der Raum lateral des dritten Ventrikels, zwischen den
Basallaminae, gehort zum Subarachnoidalraum. (D) schematische Darstellung der an der
Anheftungsstelle beteiligten Strukturen; (A-B) Mafsstabe 50 pum.

3.2.3 Grenzstrukturen an der medialen Anheftungsstelle

3.2.3.1 Bestimmung glialer Grenzstrukturen durch densitometrische Untersuchungen

Der Plexus choroideus ist, wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben, unter anderem medial am Dach des
dritten Ventrikels angeheftet. Zur Untersuchung der Arbeitshypothese wurde eine denkbare
Barriere, durch eine Verdichtung von Mikroglia an der Anheftungsstelle zum ZNS Parenchym
iiber eine immunhistochemische Markierung mit Anti-ionisiertes-Kalzium-bindendes
Adaptermolekiil 1 (engl. ionized calcium-binding adapter molecule 1, IBA1), dargestellt. Es
erfolgte eine Auswertung der optischen Dichte wie in Kapitel 2.3.4 beschrieben. Es wurden
Gehirnschnitte von Kontrolltieren ausgewertet. Als Referenzregion wurden aufgrund der
guten Reproduzierbarkeit eine mediale Region innerhalb Fimbriae hippocampi gewahlt

(Abbildung 3.2.4).

Die Anti-IBA1 immunhistochemische Markierung zeigt in den Kontrolltieren ramifizierte
Mikrogliazellen. Im Mittel ergab sich eine relative optische Dichte von 24,5+1,9 % an der
Anheftungsstelle und 7,9+2,2% in der Referenzregion. Die optische Dichte an der
Anheftungsstelle ist damit signifikant hoher als in der Referenzregion. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 3.2.4 dargestellt.
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Abbildung 3.2.4 Optische Dichte an der Anheftungsstelle des Plexus choroideus im dritten
Ventrikel
Représentative Abbildung einer Anti-ionized calcium-binding adapter molecule1 (IBAI)

Immunmarkierung, Vergrofierungen der Anheftungsstelle (AS) und der definierten Referenzregion
(RR), die optische Dichte der Anti-IBA1 Immunmarkierung ist an der Anheftungsstelle signifikant
hoher als in der Referenzregion, die Daten wurden zundchst mit dem Shapiro-Wilk-Test auf
Normalverteilung gepriift, Unterschiede zwischen den untersuchten Regionen wurden mit einem

unpaaren T-Test festgestellt, Mafistab 20 pm.

3.2.3.2 Bestimmung und Charakterisierung glialer Grenzstrukturen durch
densitometrische Untersuchungen in Zonen

In Kapitel 3.2.3.1 konnte gezeigt werden, dass eine erhohte optische Dichte von IBA1 an der
Anheftungsstelle des Plexus choroideus im dritten Ventrikel im Vergleich zu einer

Referenzregion vorliegt.

Zur weiteren Analyse dieser potentiellen glialen Grenzstruktur wurde die optische Dichte in
Abhiéngigkeit von der Entfernung zu der Anheftungsstelle untersucht. Dazu wurde eine
immunhistochemische Markierung mit Anti-IBA1 als auch mit Anti-GFAP an vier
Kontrolltieren durchgefiihrt. Analog zu der astrozytiren Komponente der Bluthirnschranke
wurde, zusatzlich zur Anti-IBA1, eine Anti-GFAP Immunmarkierung durchgefiihrt. Die
Auswertung erfolgte wie in Kapitel 2.3.5 beschrieben in sechs 25 pum breiten Zonen,
nummeriert von ROI1 bis ROI6 ausgehend von der Anheftungsstelle (Abbildung 3.2.5-A).
Zusatzlich zur Anheftungsstelle wurde eine Referenzregion untersucht, dazu diente erneut
die Ventrikelwand im Bereich der Fimbriae hippocampi. Die ROI1 der Referenzregion ist direkt

an den Ventrikel angrenzend.
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Die Auswertung der Anti-IBA1 und Anti-GFAP immunhistochemischen Markierungen zeigte
eine hohere optische Dichte von IBA1 und GFAP in der ROI1 an der Anheftungsstelle im
Vergleich zur Referenzregion. Sowohl in der Anti-IBAl, als auch in der Anti-GFAP
Immunmarkierung ist die grofite optische Dichte am Rand des Ventrikels und in der Nahe zur
Anheftungsstelle zu erkennen. Alle Werte der optischen Dichte sind in Tabelle 3.2.1 angegeben
und in Abbildung 3.2.5 dargestellt.

Benachbarte ROI wurden wie in Kapitel 2.5 beschrieben hinsichtlich signifikanter
Unterschiede iiberpriift. An der Anheftungsstelle sinkt die optische Dichte der Anti-IBA1
Immunmarkierung (Abbildung 3.2.5-B) von ROI1 auf ROI2 signifikant um ~20 %. Dariiber
hinaus sinkt die optische Dichte an der Anheftungsstelle im Verlauf von ROI1 bis ROI6. Erst
in ROI4 ist die optische Dichte kleiner als die Halfte der optischen Dichte in ROI1. An der
Anheftungsstelle zeigte sich zwischen ROI1 und ROI2, sowie zwischen ROI2 und ROI3 und
zwischen ROI3 und ROI4 ein signifikanter Unterschied. Erst ab ROI4 gibt es keine
signifikanten Unterschiede mehr zwischen den ROI. Die optische Dichte der Anti-IBA1
Immunmarkierung in der Referenzregion sinkt bereits von ROI1 auf ROI2 signifikant um die
Halfte und verandert sich zwischen ROI3 und ROI6 nicht. Es findet sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den ROI3 bis ROI6. Der Bereich, in der die optische Dichte der Anti-
IBA1 Immunmarkierung erhoht ist, beschrankt sich demnach in der Referenzregion auf ROI1.
Im Vergleich der Anheftungsstelle mit der Referenzregion ist der Bereich der erhohten

optischen Dichte an der Anheftungsstelle breiter.

In der Anti-GFAP Immunmarkierung (Abbildung 3.2.5-C) sinkt die optische Dichte an der
Anheftungsstelle zwischen ROI1 und ROI2 nicht signifikant. Die optische Dichte der
Anti-GFAP Immunmarkierung in der Referenzregion sinkt dagegen von ROI1 zu ROI2
signifikant um etwa 40 %. Im Verlauf von ROI1 zu ROI3 sinkt die optische Dichte in der
Referenzregion um rund 43 %, an der Anheftungsstelle jedoch nur um rund 23 %. An der
Anheftungsstelle wurde zwischen ROI2 und ROI3 sowie zwischen ROI4 und ROI5 ein
signifikanter Unterschied festgestellt. In der Referenzregion wurden signifikante
Unterschiede zwischen den ROI von ROI1 bis ROI5 festgestellt. Die optische Dichte an der
Anheftungsstelle fillt erst ab der zweiten ROI signifikant ab, wihrend die optische Dichte in
der Referenzregion direkt von ROI1 an absinkt. Im Vergleich des Verlaufs der optischen

Dichte an der Anheftungsstelle und der Referenzrgeion wird deutlich, dass der Bereich der
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erhchten optischen Dichte in der Anti-GFAP Immunmarkierung an der Anheftungsstelle zum

einen breiter und die optische Dichte zusatzlich hoher ist.

Die Ergebnisse legen eine Bariere aus Astrozyten und IBA1*-Zellen, womdglich Mikroglia,

nahe. Im Bezug zur Hypothese bedeutet dies: Wiirden Immunzellen iiber das Endothel

choroidaler Gefafse und innerhalb des Stromas des Plexus choroideus, iiber dessen mediale

Anheftungsstelle im dritten Ventrikel in das ZNS Parenchym migrieren, so miissten sie an der

Anheftungsstelle eine Zone erhohter Dichte IBA1* Zellen als auch GFAP* Zellen tiberqueren.

Tabelle 3.2.1 Ergebnisse der densitometrischen Auswertung in Zonen in Prozent

Anti-GFAP Anti-IBA1
Anheftungsstelle | Referenzregion Anheftungsstelle Referenzregion
ROI1 |882+29% 71,1+11,1 % 55,9 +10,9 % 23,3+9,5%
ROI2 |81,5+10,8% 439+ 11,7 % 459 +12,1 % 11,2+4,7 %
ROI3 | 68,2+12,7 % 30,8 £8,9 % 32,0+11,7 % 93+33%
ROI4 |56,0+12,7 % 243+6,7 % 21,1 +11,6 % 8,0£3,3 %
ROI5 | 49,48 £10,2 % 19,5+6,0 % 149+79 % 88+2,6%
ROI6 |451+9,8% 15,3 +5,4 % 14,0 £ 6,2 % 8,3+3,5%
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Abbildung 3.2.5 Untersuchung der glialen Grenzstrukturen an der Anheftungsstelle des Plexus
choroideus im dritten Ventrikel
(A) Darstellung der Verschiebung der polygonalen Startlinie und Entstehung der 6 untersuchten

Regionen (engl. region of interest, ROI) im binédren Bildformat; (B) reprasentatives Bild einer Anti-
ionized calcium-binding adapter molecule 1 (IBA1) Immunmarkierung eines Kontrolltiers (Ktrl.) an
der Anheftungsstelle des Plexus choroideus im dritten Ventrikel; (C) reprédsentatives Bild einer Anti glial
fibrillary acidic protein (GFAP) Immunmarkierung eines Kontrolltiers an der Anheftungsstelle des
Plexus choroideus im dritten Ventrikel; (D-D’) optische Dichte der Anti-IBA1 Immunmarkierung an der
Anheftungsstelle und der Referenzregion (Fimbria hippocampi); (E-E’) optische Dichte der Anti-GFAP
Immunmarkierung an der Anheftungsstelle und der Referenzregion, mit dem Shapiro-Wilk-Test
wurde auf Normalverteilung gepriift, Unterschiede zwischen benachbarten ROI wurden durch den
Mann-Whitney Test ermittelt, n=4; Mafistab (B-C) 50 pm.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methoden

Im folgenden Abschnitt sollen die in dieser Arbeit verwendeten Methoden und Tiermodelle

hinsichtlich ihrer Vorteile und Nachteile diskutiert werden.

4.1.1 Tiermodelle

Die MS entsteht aus einem komplexen Zusammenspiel iiberwiegend unbekannter
auslosender Faktoren und dem Immunsystem des menschlichen Korpers. Im Vergleich zur
MS ist der auslosende Faktor im Mausmodell bekannt und wird aktiv induziert. In
Tiermodellen konnen auflerdem nur bestimmte Teilaspekte der pathologischen
Veranderungen bei der MS dargestellt werden. Die Ergebnisse aus Experimenten mit
Tiermodellen haben folglich eine eingeschrinkte Ubertragbarkeit auf den Menschen, bieten

aber die Moglichkeit, Teilaspekte einer Pathologie zu erforschen.

4.1.1.1 Cuprizone-Modell

Das Cuprizone-Modell ist ein toxisches Mausmodell, dessen Wirkungsweise nicht
abschlieflend geklart ist. Die beobachtbaren Auswirkungen der Cuprizone-Intoxikation sind
eine zentrale Demyelinisierung [18,175], die Apoptose reifer Oligodendrozyten [175,176],
axonaler Schaden [18] und eine Mikrogliose [133,136]. Im Cuprizone-Modell lassen sich De-
und Remyeliniserungsvorgange und deren Einfliisse besonders gut untersuchen [153]. Die
ausgeloste Demyelinisierung betrifft vorhersagbar bestimmte Hirnregionen [133,177] und ist
bei einfacher Anwendung gut reproduzierbar [175,177]. Das Cuprizone-Modell weist
zahlreiche histopathologische Ahnlichkeiten zu zerebralen L&sionen progressiver MS
Patienten auf. Zu diesen Ahnlichkeiten gehoren eine kortikale Demyelinisierung [178,179],
axonaler Schaden [18,180], ein nur geringer Schaden der BHS [38,39,148,149] und eine nur
geringe Immunzellrekrutierung [136,139,181]. Aufgrund dieser Ahnlichkeiten bietet sich das
Cuprizone-Modell zur Erforschung der progressiven Verlaufsformen an, fiir die es zur Zeit
nur wenige addquate Therapieansatze gibt [13]. Die autoimmune Komponente der RRMS lasst
sich durch die geringe Immunzellrekrutierung [136,139,181] im Cuprizone-Modell nicht

untersuchen.

Wie bei allen anderen Tiermodellen sind Ergebnisse des Cuprizone-Modells nicht direkt auf
den Menschen {ibertragbar. Zusitzlich ist der Vergleich der Ergebnisse verschiedener
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Arbeitsgruppen nur begrenzt moglich. Die Wirkung des Cuprizone ist abhadngig von
verschiedenen Faktoren wie der Applikationsdauer, der Dosis [179], dem Alter der Tiere [177],
dem Mausstamm [182] sowie dem Geschlecht und Gewicht der Tiere [179]. Die Vielzahl der
Einflussfaktoren variiert von Arbeitsgruppe zu Arbeitsgruppe und dadurch auch die

Cuprizone Auswirkungen und die Ergebnisse.

Die wesentlichen Unterschiede des Cuprizone-Modells zur MS sind die Atiologie, der
Ausloser und der zeitliche Ablauf der Pathologien. Wahrend die MS sich iiber Jahre
entwickelt, sind bei Cuprizone-behandelten Mausen schon in den ersten Tagen pathologische
Veranderungen nachweisbar [156,175]. Die langjahrigen Prozesse vor Ausbruch der
Erkrankung lassen sich in Tiermodellen im Allgemeinen und im Cuprizone-Modell im

Speziellen demnach nicht untersuchen.

4.1.1.2 Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis

Die EAE ist eine durch Immunisierung induzierte, inflammatorische Erkrankung des ZNS. Im
ZNS der EAE-Tiere kommt es zu massiven Infiltraten vor allem in Kleinhirn, Hirnstamm und
Riickenmark. Die EAE ist das am haufigsten verwendete Tiermodell der MS und kann
aufgrund der starken autoimmunen Komponente vor allem zur Untersuchung der RRMS und
deren Therapieansdtzen verwendet werden [157,183]. Die EAE dient auflerdem der
Untersuchung von Immunzellrekrutierung und deren Einfliissen, kann aber im Vergleich zum
Cuprizone-Modell weniger zur Studie von Demyelinisierungsprozessen verwendet werden.
Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass eine Demyelinisierung in den meisten EAE-Modellen
nur ultrastrukturell nachweisbar ist [166]. Die EAE ist eine sehr heterogene Erkrankung und
kann durch unterschiedliche Antigene, sowie durch aktive und passive Immunisierung,
ausgelost werden [184]. Der Verlauf der EAE wird durch verschiedene Einflussfaktoren
bestimmt. Neben unterschiedlichen Antigenen zur Immunisierung sind der Mausstamm

[157,185], das Alter [186] und das Geschlecht der Mause [187] zu diesen Faktoren zu zahlen.

Die fiir diese Arbeit verwendete MOG-EAE wird durch eine Immunisierung mit MOGas-ss-
Antigenen in Médusen vom C57BL/6 Stamm ausgelost. Die MOG-EAE in C57BL/6 Tieren ist
die meist genutzte EAE und gilt als zuverlassig und gut reproduzierbar [159]. Es kommt zu
einem monophasischen chronischen Verlauf [157]. Die rekrutierten T-Zellen unterscheiden
sich in ihrer Zusammensetzung von Infiltraten in der MS. In der MOGssss-EAE kommt es zu

einer durch CD4* T-Helferzellen dominierten Inflammation [163]. In den inflammatorischen
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Infiltraten der MS-Lasionen dominieren CD8* T-Zellen gegeniiber den CD4* T-Zellen [30,32].
Durch die Immunisierung mit MOGss-ss-Antigenen kommt es zur Bildung von MOG-reaktiven
T-Zellen, diese iiberwiegen in MS-Patienten gegeniiber PLP- oder basischen Myelinprotein
(engl. myelin basic protein, MBP)-reaktiven T-Zellen [188]. In anderen Mausstammen kann
durch die Immunisierung mit MOGssss-Antigenen ein anderer EAE-Verlauf induziert werden.
So kann in PL/]-Mausen eine chronisch-schubférmige EAE und in nicht fettleibigen Diabetes
(engl. non-obese diabetic, NOD) Mausen eine initiale akute EAE mit folgender sekundar
progressiver Phase ausgelost werden [158]. In verschiedenen Mausstammen kénnen durch
unterschiedliche Gene verschiedene Verlaufe induziert werden. Dies schrankt

Vergleichbarkeit und Verstandnis der Ergebnisse ein.

Die Grenzen der EAE liegen, wie in jedem anderen Tiermodell, in der Ubertragbarkeit der
Ergebnisse, insbesondere von Therapieoptionen, auf den Menschen. Die in der EAE zu einer
verminderten = EAE-Symptomatik fithrenden Applikation des transformierenden
Wachstumsfaktors (-2 (engl. transforming growth factor (-2, TGF(3-2) [189], fiihrte in
MS-Patienten zum Beispiel weder zu einer verminderten Symptomatik, noch zu einer
verringerten Anzahl von Lasionen im MRT [190]. Als Positivbeispiel ist dagegen die
Entwicklung des monoklonalen Antikorpers gegen Alpha-4-Integrin (engl. verylate antigen 4,
VLA-4) Natalizumab zu nennen. VLA-4 wird auf der Zelloberflache aktivierter Lymphozyten
und Monozyten exprimiert. Das Binden von Natalizumab verhindet die Adhdsion der
aktivierten Lymphozyten an das Endothel iiber VCAM1 und damit die Migration in das ZNS-
Parenchym [191]. Natalizumab wurde im EAE-Modell entwickelt [192] und wird zur
Monotherapie der RRMS eingesetzt [193].

4.1.1.3 Kombiniertes Cup/EAE-Modell
Das kombinierte Cup/EAE-Modell vereint Aspekte der EAE und des Cuprizone-Modells. In

den Gehirnen der Cup/EAE-Miuse kommt es sowohl zu einer Cuprizone-induzierten
Demyelinisierung als auch zur Infiltration durch periphere Immunzellen. Im Gegensatz zur
reinen EAE kommen diese Infiltrate auch vermehrt im Vorderhirn vor. Im Cup/EAE-Modell
konnen somit Demyelinisierung, akute Infiltration durch periphere Immunzellen und deren
Zusammenhang elegant untersucht werden [157]. Durch signifikant hohere Expression von
Adhasionsmolekiilen und Chemokinen wie Cxcl10, Ccl2 und Ccl3 in der Cup/EAE-Gruppe im

Vergleich zur Kontrollgruppe [170] sowie der starken Immunzellrekrutierung eignet sich das
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Cup/EAE-Modell auch zur Untersuchung der Mechanismen der Immunzellrekrutierung.
Studien zur Immunzellrekrutierung am murinen Vorderhirn im Cup/EAE-Modell bieten eine
vergleichsweise gute Ubertragbarkeit auf die humane Situation, da Studien und Bildgebung
der MS-Pathologie in Patienten auch hauptsachlich am Vorderhirn durchgefiihrt werden und

so Vergleiche gezogen werden konnen [170].

Die Pathogenese der MS ist nicht geklart. Hinsichtlich der MS-Pathogenese wurden zwei
unterschiedliche Hypothesen aufgestellt [194]. Die eine Hypothese geht von einer primar
inflammatorischen Storung aus, welche sekundar einen zytodegenerativen Schaden ausldst.
Die zweite Hypothese geht von einem primar zytodegenerativen Schaden aus, der sekundar
zu einer Immunzellrekrutierung fiihrt [195]. Im Cup/EAE-Modell kann eine zytodegenerativ
induzierte Immunzellrekrutierung untersucht werden, da gezeigt werden konnte, dass ein
primdr degenerativer Prozess innerhalb des ZNS zur Ausweitung der Immunzellinfiltration

durch eine sekunddre MOG-Immunisierung fiihrt [169].

4.1.2 Immunhistochemie, Inmunfluoreszenz und histologische Firbungen

Die Immunhistochemie, Immunfluoreszenz und histologische Farbungen sind bewdihrte
Moglichkeiten zur Auswertung von Gewebeschnitten. In der Immunhistochemie und der
Immunfluoreszenz lassen sich gezielt ein oder mehrere Antigene im Gewebeschnitt darstellen.
In histologischen Farbungen konnen bestimmte Strukturen oder Zelltypen aufgrund ihrer

physikochemischen Eigenschaften sichtbar gemacht werden.

Bei der Immunhistochemie und der Immunfluoreszenz kann es durch verschiedene Faktoren
zu unspezifischen Bindungen der Antikoérper kommen. Dadurch wird das Ergebnis und die
Auswertung der markierten Gewebeschnitte verfalscht. Mogliche Fehlerquellen und

durchgefiihrte Kontrollen sind in Kapitel 2.2 beschrieben.

Die Quantifizierung der Ergebnisse sorgt fiir eine Objektivierbarkeit und eine bessere
Vergleichbarkeit der Ergebnisse. Die Anfertigung der Bilder erfolgte fiir alle Schnitte einer
Markierung oder Farbung mit denselben Einstellungen am Mikroskop und am selben Tag.
Dadurch wurde die Variabilitdt zwischen den Bildern, durch Alter der Markierung oder
Farbung sowie durch Unterschiede in den Einstellungen zu Belichtung, Blende und Intensitat
moglichst gering gehalten. Das Verhaltnis des Signals spezifisch markierter Antigene zum

Hintergrundsignal ist fiir jede immunhistochemische Markierung unterschiedlich. Mit einem
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Schwellenwert wurde festgelegt, welche Pixel von der Software als schwarz, beziehungsweise
weif3, gewertet und somit dem spezifischen Signal oder dem Hintergrundsignal zugeordnet
wurden. Die Wahl eines unpassenden Schwellenwertes kann die Ergebnisse verfilschen, da
Pixel fdlschlicherweise dem Hintergrundsignal oder dem spezifischen Signal zugeordnet
werden. Alle Markierungen eines Antigens wurden daher mit demselben Schwellenwert
ausgewertet, sodass der Einfluss durch den Schwellenwert gleichbleibt. Die Bestimmung der
ROI und der Referenzlinie, wie in Kapitel 2.3.5 beschrieben, erfolgte durch den
Experimentator und kann durch dessen Erwartungshaltung beeinflusst sein. Es wurden stets
zwei Schnitte eines Gehirns eines Tieres ausgewertet und der daraus gebildete Mittelwert als
Ergebnis verwendet, um den Einfluss durch den Experimentator moglichst gering zu halten.
Die Verschiebung der Referenzlinie erfolgte automatisiert durch ein selbstgeschriebenes
Macro, sodass die entstandenen ROIs alle dieselbe Form und Grofse hatten. Im Gewebeschnitt
enthaltene Locher oder Gefdfse wurden in der ROI nicht ausgeschlossen. Da die optische
Dichte als durchschnittliche Pixeldichte in der jeweiligen ROI angegeben wird, fiihrt dies zu
einer Verringerung der optischen Dichte in den ROIs. Die Wahl der Referenzregion kann das
Ergebniss beeinflussen, da die unspezifischen Markierungen des Hintergrunds und
Zellzahlen zwischen den unterschiedlichen Hirnarealen variieren. Als Referenzregion wurde
die mediale Region der Fimbriae hippocampi gewahlt. Die Referenzregion wurde so gewahlt,
dass sie gut reproduzierbar ist und die ventrikelnahe Lage diese mit der Anheftungsstelle

vergleichbar macht.

Die Quantifizierung der Zellzahl der CD3* Zellen im langs angeschnittenen PVS erfolgte, wie
in Kapitel 2.3.3 beschrieben, ebenfalls mit der Software Image]. Ubersichtsbilder, die das
gesamte langs geschnittene Gefafs abbilden, wurden durch Zusammenrechnen tiberlappender
Teilbilder erstellt. Durch diese Uberlappung kann ein systematischer Fehler entstanden sein.
Durch das Zusammenrechnen der Uberlappung kénnen Bildanteile verloren gehen oder
verdoppelt werden, dadurch kénnten Zellen doppelt oder gar nicht in die Zahlung mit
eingegangen sein. Zur Zahlung der Zellen wurden durch ein Macro Zonen erzeugt. Diese
Zonen wurden in gleichmafligen Abstanden rechtwinklig zu einem Richtungspfeil durch das
Macro erstellt. Dieser Richtungspfeil wurde vom Experimentator festgelegt und moglichst
radial zu den Meningen gezogen. Die Festlegung des Richtungspfeiles ist demnach vom

Experimentator abhingig und bereits eine geringe Anderung des Winkels hat Einfluss auf die
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Bildung der Zonen. Innerhalb der gebildeten Zonen wurde die Zelldichte pro Lange der
angeschnittenen GefdfSwand ausgewertet. Dazu wurden die angeschnittenen Gefafiwande
durch den Experimentator ausgemessen und die Zellen innerhalb des PVS und in einem vom
Experimentator festgelegten Abstand aufierhalb des Gefafies gezahlt. Fehlerquellen ergaben
sich hierbei durch personliche Zihlkriterien, eine mdogliche Erwartungshaltung des
Experimentators und Abweichungen in der Intensitdt der Immunmarkierung zwischen den

markierten Zellen.

4.1.3 Genexpressionsuntersuchungen mittels qRT-PCR

Die Methode der qRT-PCR ermoglicht eine semiquantitative Aussage iiber die Menge der in
einem Gewebe enthaltenen mRNA eines Gens im Vergleich zu einem Kontrollgen. Somit
konnen Riickschliisse auf die Aktivitat dieses Gens gezogen werden. Die Ergebnisse der
Analyse lassen eine Aussage iiber die RNA-Menge eines Gens in den Proben treffen. Die
tatsachliche Menge des jeweiligen aktiven Proteins kann nicht beurteilt werden, da die
Moglichkeit einer alternativen Proteinregulation durch Signaltransduktionen und

Proteinabbau besteht.

Der zeitliche Aufwand einer qRT-PCR ist vergleichsweise gering und eine objektive
Auswertung ist moglich. Die Messung der Fluoreszenzintensitaten wahrend der qRT-PCR
wurde durch den Thermozykler durchgefiihrt und ist nicht durch den Experimentator
beeinflussbar. Mdogliche Pipettierfehler wurden durch die Mittelung von Doubletten
minimiert. Proben mit zu grofflen Abweichungen der Doubletten wurden ausgeschlossen. Die
Auswertung der qRT-PCR erfolgte standardisiert. Erwartungshaltungen des Experimentators
haben daher keinen Einfluss. Das PCR-Produkt wurde durch zwei unabhédngige Methoden
(Schmelzkurvenanalyse und Gelelektrophorese) auf Spezifitit gepriift. Positiv- und
Negativkontrollen der reversen Transkription und der PCR wurden stets mitgefiihrt und so

die Validitat der qRT-PCR gepriift.

Die Grenzen dieser Methode liegen in der Aufbereitung der Proben. Die Gewebeaufbereitung
und Praparation erfolgten wie in 2.4 beschrieben. Die Gewebeproben enthalten durch die
Praparation Gewebeteile der Dura mater und der Arachnoidea sowie leptomeningeale Gefafse
in unbekannten relativen Anteilen. Nach Aufbereitung der mRNA und Synthese der cDNA
enthalten die Proben unter anderem die cDNA von Endothelzellen, Fibrozyten und in den

Meningen anséssigen Immunzellen wie Makrophagen und dendritischen Zellen. Die n-Zahl
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verwendeter Proben pro Experimentalgruppe war durch die Anzahl der Tiere gering und
wurde durch das Zusammenfiihren der Gewebeproben von je zwei Tieren zur Erhéhung der
Ausbeute zusitzlich verringert. Im Laufe des Experiments stellte sich heraus, dass diese
Erhohung der Ausbeute nicht nétig war und Proben der einzelnen Tiere eine ausreichende
mRNA-Ausbeute boten. Durch die kleine n-Zahl haben Ausreifier einen grofieren Einfluss auf
die Analyse. In der Analyse wurden die Experimentgruppen jeweils mit der Kontrollgruppe
verglichen. Die Methode ist aufgrund der grofien Sensitivitdt und der vielen Schritte in der
Gewebeaufbereitung, RNA-Isolation und cDNA-Synthese zusitzlich anfillig fiir

Kontaminationen.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

Die Kenntnis und das Verstandnis der Immunzellmigrationsrouten in das ZNS sind von
grundlegender Bedeutung fiir zukiinftige therapeutische Entwicklungen bei der MS. In der

vorliegenden Arbeit konnte folgendes gezeigt werden:

> Innerhalb des gesamten PVS penetrierender Geféfie sind CD3* Zellen vorhanden. In
tieferen Zonen des Kortex ist die Dichte der CD3* Zellen dabei pro angeschnittene
Gefafswand deutlich hoher, als in den oberflachlicheren Schichten des Kortex.

> In den Tiermodellen der EAE und des Cup/EAE-Modells ist eine hthere Expression
der Gene der proinflammatorischen Zytokine IL6, IL1beta, CCL2 und CXCL10 auf
Hohe der Meningen vorhanden.

> Der Plexus choroideus ist sowohl im Seitenventrikel als auch im dritten Ventrikel am
parenchymalen Gehirngewebe angeheftet und an der Anheftungsstelle des dritten

Ventrikels liegen gliale Grenzstrukturen vor.

Diese Erkenntnisse sollen im Folgenden unter Bezug zur aktuellen Literatur diskutiert

werden.

4.2.1 Meningeale Migrationsroute

4.2.1.1 T-Zellen im perivaskulidren Raum

Die perivaskuldre Infiltration peripherer Immunzellen ist eine der frithesten pathologischen
Veranderungen in MS Lasionen [196]. Zwischen der vaskuldren und der parenchymalen
Basallamina, im PVS, akkumulieren Plasmazellen, Makrophagen und Lymphozyten vor
ihrem Ubertritt in das Parenchym [121,196]. Die anatomische Definition des PVS ist, je nach
Autor, unterschiedlich [82,197]. In dieser Arbeit wurde der PVS als Raum zwischen den zwei

Basallaminae eines Gefaf3es definiert [77].

Der PVS, begrenzt durch die vaskuldre und parenchymale Basallamina, ist unter
Kontrollbedingungen in histologischen Schnitten von murinen Gehirnen, nicht nachweisbar.
In humanen Gehirnen ist der PVS unter physiologischen Bedingungen im MRT nachweisbar
[198]. Durch die Infiltration peripherer Immunzellen im Cup/EAE-Modell wird der
perivaskuldre Raum aufgedrangt und sichtbar. Anhand einer Inmunmarkierung des Proteins
Laminin lassen sich beide Basallaminae darstellen. Der CD3-Komplex ist als Ko-Rezeptor des
T-Zellrezeptors auf allen T-Zellen exprimiert und kann als Pan-T-Zellmarker verwendet

78



Diskussion

werden. Der PVS von den Kortex penetrierenden Gefdafien in Cup/EAE-Tieren wurde auf
enthaltene CD3* Zellen untersucht. In einem ersten Schritt konnte gezeigt werden, dassin 90 %
der PVS quer angeschnittener Gefafie CD3* Zellen enthalten sind. Die Untersuchung des PVS
langs angeschnittener penetrierender Gefafie konnte zeigen, dass in allen Schichten des Kortex
CD3* Zellen im PVS vorhanden sind. Die Dichte der vorhandenen interlaminiren CD3* Zellen
steigt in der Tiefe des Kortex. Extravasale CD3* Zellen sind dagegen erst in der dritten Zone 3
des Kortex zu finden. Die Zahl extravasaler CD3* Zellen steigt ebenfalls in den tieferen
Schichten an und ist in der letzten Zone dhnlich hoch wie die Zahl der interlaminiren CD3*
Zellen. Eine gerichtete Bewegung der CD3* Zellen im PVS, wie in der Arbeitshypothese
formuliert, lasst sich durch die verwendete Methode nicht unmittelbar zeigen, da es sich um
eine Momentaufnahme handelt. Die in Kapitel 3.1.2 beschriebenen Erwartungen wurden
jedoch durch die Ergebnisse bestatigt. Der Nachweis der CD3* Zellen im Verlauf des gesamten
PVS deutet auf eine mogliche Route der Immunzellen im PVS hin. Der, im Vergleich zu den
interlamindren CD3* Zellen, in tieferen Schichten einsetzende Anstieg der Dichte extravasaler
CD3* Zellen lasst sich mit einem Ubertritt in das Parenchym der CD3* Zellen auf Hohe der

Lasion deuten.

In der Literatur ist beschrieben, dass in EAE-Tieren die ersten Lymphozyten-Ansammlungen
noch vor klinischem Beginn in den spinalen Meningen zu finden sind [199]. Durch die passive
Induktion einer EAE durch MOG- und MBP-reaktive T-Zellen, welche iiber einen gekoppelten
Fluoreszenzstoff nachverfolgt wurden, konnte gezeigt werden, dass aktivierte T-Zellen aus
den leptomeningealen Gefédfien in das Parenchym migrieren und nicht aktivierte T-Zellen im
Liquor verbleiben [200]. Die Extravasation von T-Zellen aus leptomeningealen Gefédfsen
konnte tiber intravitale Multiphotonenmikroskopie in Echtzeit nachgewiesen werden [118].
Die Leptomeninx sind aufserdem, wie in Kapitel 1.2.1 beschrieben, an der Immuniiberwachung
des ZNS beteiligt [65,125]. Die aufgefiihrten Studien unterstiitzen die Hypothese der Arbeit,
dass T-Zellen aus meningealen Gefdfsen austreten, und lassen auf eine Beteiligung der

meningealen Gefifle an einer Migrationsroute der Lymphozyten in das ZNS schliefien.

Die begleitenden anatomischen Schichten entlang penetrierender Gefafie sind nicht in allen
Regionen des humanen ZNS gleich. Penetrierende Gefiafse der Basalganglien an der Basis des
Gehirns sind von zwei Schichten der Leptomeninx umgeben und der zwischen den Schichten

der Leptomeninx entstehende Raum steht direkt mit dem Subarachnoidalraum in Verbindung
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[198]. Penetrierende Gefafse innerhalb des Kortex sind nur von einer leptomeningealen Schicht
umgeben. Ob eine Verbindung zum Subarachnoidalraum oder lediglich zum Subpialraum
besteht, wird diskutiert [197,201,202]. Durch Injektion eines Indikators in die Cisterna magna
von Madusen konnte gezeigt werden, dass eine Verbindung des kortikalen PVS zum
Subarachnoidalraum existieren muss, da sich der Indikator sowohl im PVS der kortikalen als
auch der basalen Gefifle sammelte [203]. Ahnliches konnte im Menschen durch Gadolinium-
Injektion in den lumbalen Liquor nachgewiesen werden [204]. Diese Studien zeigen, dass eine
Verbindung des Subarachnoidalraums zu den PVS existiert. Diese Verbindung ist eine
Voraussetzung fiir die in der Arbeitshypothese formulierte Migrationsroute. Diskutiert wird
weiterhin die Existenz eines, sogenannten, glymphatischen Systems [205]. Das glymphatische
System beschreibt den Austausch zwischen interstitieller Fliissigkeit und dem Liquor tiber den
von Astrozytenendfiifien exprimierten Wasserkanal Aquaporin 4 [171]. Uber den PVS werden
neuronale und gliale Endprodukte zu den 4dufleren Liquorrdumen wie dem
Subarachnoidalraum abtransportiert. Inwieweit Inmunzellen tiber das glymphatische System

migrieren, ist bisher nicht bekannt [205,206].

4.2.1.2 Proinflammatorische Zytokine in den Meningen

Proinflammatorische Zytokine, wie IL6, IL1beta, CCL2 und CXCL10 sind an der Ausbildung
inflammatorischer MS-Lasionen beteiligt [41,42,207]. Es wurde untersucht, ob in den
verwendeten Tiermodellen ein inflammatorisches Milieu in den Meningen vorliegt. Dazu
wurde das meningeale Genom auf RNA-Ebene in den drei Experimentalgruppen 5WCup,
Cup/EAE und EAE im Vergleich zu einer Kontrollgruppe mittels einer qRT-PCR analysiert.
Die mRNA Konzentration aller getesteten Zytokine war im Vergleich zur Kontrollgruppe in
der Cup/EAE und der EAE Gruppe signifikant erhoht. Die hohe Standardabweichung kann

unter anderem auf die kleine Anzahl der Proben in den Gruppen zuriickfiihrt werden.

Am Endothel induziert IL6 eine erhohte Expression von Adhédsionsmolekiilen [59] und
ermoglicht so die Extravasation von Immunzellen. Ein hoher IL6-Spiegel fordert demnach die
lokale Rekrutierung von Immunzellen. Fiir die Ausbildung einer EAE ist IL6 von Bedeutung.
Es konnte gezeigt werden, dass sich in II67- Knockout-Mausen keine EAE induzieren lasst und
weniger Adhdsionsmolekiile in der Knockout-Maus im Vergleich zum Wildtyp gebildet

wurden [59]. Der Effekt von Antikorpern gegen IL6 ist ungewiss, so konnte sowohl eine
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Linderung der EAE [208], als auch ein Ausbleiben eines protektiven Effektes [209] beschrieben

werden.

Die durch ILlbeta ausgeloste Signalkaskade bewirkt eine vermehrte Expression von
Adhéasionsmolekiilen fiir migrierende Leukozyten am Endothel und damit eine stirkere
Durchlassigkeit der BHS [56,57]. Ein hoher IL1beta-Spiegel fordert daher, dahnlich wie IL6, die
Transmigration von Immunzellen iiber das Endothel der BHS. Die Bedeutung von IL1beta fiir
die Entwicklung der EAE zeigt sich auch dadurch, dass eine Neutralisierung von IL1beta eine
Minderung der EAE Symptomatik bewirkt [210]. In IL1-Rezeptor Knockout Mausen konnte
nur eine schwichere EAE ausgelost werden [211] und die BHS zeigte nach EAE-Induktion
eine geringere Durchlassigkeit als in Wildtypen [57]. In MS-Gehirnen konnte in Lasionen der

grauen Substanz subpial eine erhohte Gen Aktivitdt von ILIbeta nachgewiesen werden [212].

Durch die chemotaktische Wirkung auf T-Zellen [47,48] fordert CCL2 die Rekrutierung von
Immunzellen in das ZNS und ist besonders bei der Transmigration tiber das Endothel von
Bedeutung. In CCR2"- Knockout-Mdusen fehlt der Rezeptor fiir CCL2 und die Rekrutierung
von Immunzellen findet nicht statt [49,213]. CCL2 ist bei der Bildung inflammatorischer
Lasionen in Cup/EAE-Tieren involviert, und im Corpus callosum, Cerebellum sowie im
Riickenmark konnten erhéhte Ccl2-Level nachgewiesen werden [170]. In MS-Gehirnen konnte
sowohl in Lasionen der weifSen Substanz, als auch in subpialen Lasionen der grauen Substanz,

eine erhohte Genaktivitat von CCL2 nachgewiesen werden [212].

CXCL10 hat eine starke chemotaktische Wirkung auf T-Zellen [43] und fordert damit die
Rekrutierung von Immunzellen. Bei Gabe von Antikorpern gegen CXCL10 ist die Ausbildung
einer EAE und die Menge der akkumulierenden T-Zellen im Mausmodell verringert [214]. In
Cup/EAE-Tieren ist die Expression von Cxcl/10 und Ccl2, in Corpus callosum, Cerebellum sowie
im Riickenmark erhoht [170]. Im Cuprizone-Modell induziert CXCL10 die frithe Aktivierung
von Mikroglia in Cuprizone-Lasionen [215]. In post mortem humanen Meningenproben von
RRMS-Patienten und in subpialen Lasionen der grauen Substanz, konnte eine erhdhte

Genaktivitat CXCL10 nachgewiesen werden [212,216].

Die untersuchten proinflammatorischen Zytokine werden, wie in Kapitel 1.1.3 beschrieben,
von Immunzellen wie Monozyten, Lymphozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen

und teilweise von Endothelzellen synthetisiert. Die Ergebnisse der qRT-PCR zeigen

81



Diskussion

zusammengefasst eine inflammatorische Aktivitit mit einer erhohten Genaktivitat
proinflammatorischer Zytokine in den Meningen. Dies unterstiitzt die Arbeitshypothese, dass
periphere Immunzellen {iber das Endothel leptomeningealer Gefafie migrieren. Es kann keine
Aussage dartiber getroffen werden, wie sich diese inflammatorische Aktivitat im Verlauf der
EAE beziehungsweise der Cup/EAE verhalt. Die Tiere wurden an unterschiedlichen Tagen
mit unterschiedlichen EAE-Scores perfundiert. Die Cup/EAE-Tiere wiesen bei der
Finalisierung einen hoheren EAE-Score als die reinen EAE-Tiere auf. Weitere Versuche mit
einer grofferen Versuchstier-Anzahl und unterschiedlichen Finalisierungszeitpunkten nach
den EAE-Scores wiren notwendig, um eine genauere Aussage iiber den Verlauf der
inflammatorischen Aktivitat der Meningen in Bezug zum EAE-Score zu treffen. Wiirde die
inflammatorische Aktivitat auf Hohe der Meningen bereits vor der Ausbildung eines héheren
EAE-Scores nachweisbar sein, wiirde dies eher fiir eine Rekrutierung der Immunzellen iiber

die meningeale Route sprechen.

4.2.2 Choroidale Migrationsroute

Die Barriere der Blut-Liquor-Schranke liegt, wie in Kapitel 1.2.3 beschrieben, nicht auf Hohe
des Endothels, sondern erst auf Hohe des Epithels des Plexus choroideus. Immunzellen konnen
tiber das fenestrierte Endothel der choroidalen Gefdfse in das Stroma des Plexus choroideus
migrieren. So konnten sowohl im murinen als auch im humanen Plexus choroideus T-Zellen
unter physiologischen Bedingungen gefunden werden [65,125]. Fiir eine Beteiligung des
Plexus choroideus an der Immuniiberwachung des ZNS spricht aufserdem die Vielzahl an

Makrophagen und dendritischen Zellen im Stroma des Plexus choroideus [95].

Nach Eintritt in das Stroma des Plexus choroideus gibt es fiir die T-Zellen zwei mdgliche Routen,
um in das Parenchym des ZNS zu gelangen. Gut beschrieben ist die Uberquerung des Epithels
des Plexus choroideus, die anschlieffende Verteilung iiber den Liquor und Invasion des ZNS
Parenchyms [217,218]. Gegen die Migration iiber das Epithel spricht die Ausrichtung der
Adhéasionsmolekiile. Die fiir die Transmigration notwendigen Adhdsionsmolekiile wie
VCAMI und ICAM]1 [219] sind auf der apikalen Seite des Epithels exprimiert [220] und somit
fiir zirkulierende T-Zellen nicht zuganglich. Gegen die Migration {iber das Epithel und die
Verteilung tiber den Liquor spricht weiterhin, dass in einem Modell der zerebralen Ischamie
durch ein Blocken des Liquorflusses die Infiltration von Lymphozyten in das ZNS Parenchyms

aus dem Plexus choroideus nicht verhindert werden konnte [130]. In Tabelle 4.2.1 findet sich
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eine Zusammenfassung der Argumente fiir die Migrationsroute tiber das Epithel des Plexus

choroideus beziehungsweise iiber die Anheftungsstellen des Plexus choroideus.

Die seltener beschriebene Alternative zur Migration iiber das Epithel ist die Migration der
T-Zellen entlang des Stromas des Plexus choroideus iiber die Anheftungsstelle in das ZNS
Parenchym [130].

In dieser Arbeit wurde die allgemeine Morphologie des murinen Plexus choroideus und der
Grenzstrukturen an der Anheftungsstelle untersucht. Die Kenntnis iiber die genaue
Morphologie und vorhandene Grenzstrukturen ist die Grundlage zur Erforschung moglicher
Migrationsrouten. Wie bereits von Llovera et al. beschrieben [130], konnte gezeigt werden,
dass der Plexus choroideus im Seitenventrikel iiber die Weiterfiihrung der Basallaminae und
den Umschlag des Epithels ins Ependym angeheftet ist. Im dritten Ventrikel ist der Plexus
choroideus tiber eine Gewebebriicke am Dach des dritten Ventrikels angeheftet. Die Anheftung
im dritten Ventrikel wurde densitometrisch untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass eine
dichtere Expression von IBA1 und GFAP an der Anheftungsstelle, im Vergleich zur gewahlten
Referenzregion, vorliegt. Dies deutet auf das Vorhandensein einer glialen Grenzstruktur hin.
In den angefertigten Serienschnitten wurde die Nahe der Anheftung zum SFO deutlich. Diese
Lagebeziehung wurde bereits beschrieben [221-223]. Am dorso-okzipitalen Ende des SFO
geht das Epithel des Plexus choroideus in das Ependym iiber dem SFO iiber [222]. Uber den an
das SFO angrenzenden Subarachnoidalraum wird der Plexus choroideus vaskuldr versorgt
[221]. Die nachgewiesene gliale Grenzstruktur an der Anheftungsstelle kann durch die enge
Lagebeziehung zum SFO aus dem SFO entstanden sein. Llovera et al. halten weitere
Grenzstrukturen an der Anheftungsstelle fiir moglich, gehen aber von keinen
Grenzstrukturen durch Tanyzyten aus [130]. Aufgrund der engen Lagebeziehung der
Anheftungsstelle zum SFO, besteht jedoch die Moglichkeit einer Beteiligung der Tanyzyten an
der Grenzstruktur. Da Tanyzyten GFAP exprimieren [88], sind sie in der optischen Dichte

Messung der Anti-GFAP Immunmarkierung mit enthalten.

In weiterfithrenden Experimenten sollte untersucht werden, wie sich die gliale Grenzstruktur
unter inflammatorischen Bedingungen, wie dem Cup/EAE-Modell, verandert und ob eine

Migration von T-Zellen durch diese Struktur nachweisbar ist.
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Tabelle 4.2.1 Zusammenfassung von Argumenten fiir die Immunzellmigrationsroute iiber das
Epithel oder die Anheftungsstelle des Plexus choroideus

Argumente pro Migration iiber das Epithel
des Plexus choroideus

Argumente pro Migration iiber die
Anheftungsstelle des Plexus choroideus

— Unter physiologischen Bedingungen ist es
Immunzellen moglich, das Epithel des

Plexus choroideus zu tiberqueren [122-124].

— Notwendigen Adhasionsmolekiile wie
VCAMI1 und ICAM1 sind auf der apikalen
Seite des Epithels exprimiert [219,220] und
damit fiir Immunzellen im Stroma des Plexus

choroideus nicht zuganglich.

— Im Liquor von MS-Patienten findet sich

eine erhohte Leukozyten-Anzahl [91].

— Durch Blocken des Liquorflusses kann die
Infiltration von Lymphozyten in das ZNS
Parenchyms aus dem Plexus choroideus nicht

verhindert werden [130].

— Wie in Kapitel 3.2.2 und in Kapitel 3.2.3
beschrieben, befinden sich sowohl an der
Anheftungstelle des Plexus choroideus im
dritten, als auch im lateralen Ventrikel
Grenzstrukturen durch gliale Strukturen

und Basallaminae.

— Das Epithel des Plexus choroideus ist apikal
durch Tight Junctions verbunden und bildet
die eigentliche Barriere der Blut-Liquor-

Schranke [91].
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4.3 Fazit

Die Immunzellrekrutierung ist ein essentieller Bestandteil der MS-Pathologie. Die genaue
Migrationsroute der Immunzellen ist nicht bekannt und Gegenstand vieler Studien
[100,114,224,225]. In dieser Arbeit wurden zwei mogliche Routen genauer untersucht und

beschrieben.

Es konnte erstmals die genauere Morphologie der Anheftung des murinen Plexus choroideus
beschrieben werden. An der Anheftungsstelle des Plexus choroideus wurde eine gliale
Grenzstruktur charakterisiert. Wie sich diese unter inflammatorischen Bedingungen
verandert und ob eine Immunzellmigration in dieser Region nachweisbar ist, muss in

zukiinftigen Studien geklart werden.

Die Arbeit liefert Hinweise auf eine mdogliche Immunzellmigrationsroute entlang des PVS
penetrierender Gefédfle. Inwieweit diese Erkenntnisse auf den Menschen iibertragbar sind,
sollte an humanem Gewebe tiberpriift werden und Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen
sein. Erkenntnisse der Immunzellrekrutierung ermdoglichen ein besseres Verstiandnis der

Pathogenese der MS, was unerlasslich fiir die Entwicklung neuer Therapieansétze ist.
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5 Zusammenfassung

Hintergrund: Die anatomischen Routen der Immunzellmigration iiber die Barrieren des

Hypothesen:

Methoden:

Ergebnisse:

Zentralnervensystems (ZNS) bei der Multiplen Sklerose sind nicht
abschlieflend gekldrt. Detaillierte Kenntnis dieser Routen ist aber essentiell, um
durch spezifische Modulation der Immunzellmigration Therapieoptionen zu

entwickeln und zu optimieren.

(1) Periphere Immunzellen migrieren iiber das Endothel leptomeningealer
Gefdfie in den Subarachnoidalraum und migrieren dann entlang des
perivaskuldren Raumes penetrierender Gefafle, um auf Hohe bestehender

inflammatorischer Lasionen in das Parenchym {iberzutreten.

(2) Periphere Immunzellen migrieren {iber das gefensterte Endothel choroidaler
Gefdfie und innerhalb des Stromas des Plexus choroideus iiber dessen
Anheftungsstelle in das ZNS Parenchym.

In autoimmun-inflammatorischen sowie zytodegenerativen murinen Modellen
der Demyelinisierung wurde die Expression proinflammatorischer Gene
(ll1beta, 116, Ccl2 und Cxcl10) in den Meningen und die Verteilung von T-Zellen
im perivaskuldren Raum penetrierender Gefédfie analysiert. Des Weiteren
wurde durch histologische, immunhistologische und Immunfluoreszenz-
Untersuchungen die Morphologie der Anheftungsstelle des Plexus choroideus

im Seitenventrikel und dritten Ventrikel kartiert.

(1) Die Ergebnisse dieser Arbeit demonstrieren unter autoimmun-
neuroinflammatorischen Bedingungen eine erhohte inflammatorische Aktivitat
der Meningen, sowie Akkumulation von T-Zellen im perivaskuldren Raum
penetrierender Gefafle und mit steigender Dichte der T-Zellen in der Tiefe der
Gefafde.

(2) Der Plexus choroideus ist im Seitenventrikel an Fimbriae hippocampi und
Diencephalon und im Dach des dritten Ventrikels hinter dem Subfornikalorgan
angeheftet. An diesen Lokalisationen liegen Barrieren aus Basallaminae,

Astrozyten und Mikroglia vor.

Weitere Studien sollten die wultrastrukturelle Beschaffenheit der
Anheftungsstelle des Plexus choroideus, sowie die Inmunzellmigration tiber die
Anheftungsstelle unter inflammatorischen Bedingungen untersuchen. Fiir die
Immunzellmigrationsroute {iber penetrierende Geféfse sind Studien notwendig,
die den zeitlichen Verlauf der Immunzellmigration darstellen, um
nachzuweisen, dass die Inmunzellen innerhalb des perivaskuldren Raumes in

die Tiefe des Gehirns zur Lasion migrieren.
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6

Thesen

10.

Die Multiple Sklerose ist eine Erkrankung des Zentralnervensystems (ZNS), bei der es zur
Infiltration peripherer Immunzellen in den immunprivilegierten Raum des ZNS kommt.
Derzeit diskutierte Immunzellmigrationsrouten fiihren {iber postkapillare Venolen im
Hirnparenchym, iiber postkapillare Venolen der Leptomeninx oder iiber das fenestrierte
Endothel und das Epithel des Plexus choroideus.

Weitere Immunzellmigrationsrouten sind die Route entlang des perivaskuldren Raumes
(PVS) penetrierender Gefdfife und die Route innerhalb des Stroma und {iiber die
Anheftungsstelle des Plexus choroideus.

Die Ergebnisse dieser Arbeit =zeigen eine erhohte Expression von Genen
proinflammatorischer ~Zytokine und Chemokine wund damit eine erhohte
inflammatorische Aktivitit in den Meningen von Tieren unter autoimmun-
inflammatorischen Bedingungen.

Entlang penetrierender Gefdfie konnen bei Mausen des kombinierten autoimmun-
inflammatorischen und zytodegenerativen Modells im gesamten PVS T-Zellen gefunden
werden. Die Dichte der T-Zellen steigt mit der Entfernung zur Hirnoberflache.

Die Kenntnis iiber die Anatomie des murinen Plexus choroideus ist essentiell zur
Untersuchung der Inmunzellmigrationsroute iiber das Stroma und die Anheftungsstelle
des Plexus choroideus.

Der Plexus choroideus ist in allen vier Ventrikeln der Maus vorhanden. Der Plexus
choroideus der Seitenventrikel steht mit dem des dritten Ventrikels iiber das Foramen
interventrikulare in Verbindung.

Der Plexus choroideus ist im Seitenventrikel an Fimbria hippocampi und Diencephalon
angeheftet. Es liegt eine Barriere aus Basallamina und Astrozyten vor.

Der Plexus choroideus ist im dritten Ventrikel dorso-okzipital hinter dem Subfornikalorgan
angeheftet. Es besteht eine Barriere aus Mikroglia und Astrozyten.

Zukiinftige Untersuchungen sollten sich mit der ultrastrukturellen Beschaffenheit der
Anheftungsstellen des Plexus choroideus beschaftigen und mit einer Echtzeitverfolgung

der Immunzellmigration auf Hohe der penetrierenden Gefafde.
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8.3 Materialien und Chemikalien

Tabelle 8.3.1 Ubersicht iiber verwendete Chemikalien und Lésungen

Chemikalie Hersteller/Firma | Bestellnummer
Agarose Standard Roth 3810.3
Dexpanthenol Bayer Vital GmbH | PZN: 01578847
3,3-Diaminobenzidin (DAB) + Chromogen Dako K3468
3,3-Diaminobenzidin (DAB) + Substrat Dako K3468
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPT) Roth 6335.1
Citronensdaure-Monohydrat Merck 5949-29-1
Chloroform/Trichlormethan Roth 3313.1
Cuprizone Alfa Aesar A10628
(Bis(cyclohexanon)oxaldihydrazon)

Deckglaser (24x50 mm) Menzel-Glaser 19 00 02450
Depex Serva 18243.02
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat Roth T877.1
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat Merck 1.065.801.000
DTT 0,1 M (Kit), Dithiothreitol Thermo Fisher 28025-021
dNTP Mix 10 nM Bioline BIO-39044
(Desoxynukleosidtriphosphot)

EAE-Kit (MOGss-s5) Hook Laboratories | EK-2110

Easy Ladder I Bioline BIO-33045
EDTA Dinatriumsalz-Dihydrat Roth X986.2

Elite ABC-Kit VECTASTAIN PK-6100
Essigsaure (Eisessig) J.T.Baker 6052

Ethanol 100 % Walter-CMP WAL642 6025
Ethanol 50 %, 70 %, 90 %, 96 % Walter-CMP WALG641 6025
5x First Strand Buffer (Kit) Thermo Fisher 28025-021
Fluoroshield™ with DAPI SIGMA SLCC1782
Formaldehydlosung 37 % Merck 1.03999. 1000
Formaldehydlosung 37 % Roth 7398.4
Futtermehl Ssniff V1530-000
Haltungsfutter Ssniff V1534-000
Immu-Mount™ — Shandon Thermo Fisher 9990402
Kaliumchlorid Roth 6781.3
Kaliumdihydrogenphosphat Roth P018.2
Ketamin 10 % HFW Zul.-Nr. 27015.00.00
Kresylviolett (Acetat) Sigma C5042-10G
Mayers Hamalaunlosung Merck 1.092.490.500
Midori Green Advance Biozym MGO03
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M-MLV Reverse Transkriptase Thermo Fisher 28025-021
MyTaq Red DNA-Polymerase Bioline BIO-21105
Natriumacetat, wasserfrei Merck 1.062.680.250
Natriumchlorid Roth 0962.2
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat | Merck 1.063.461.000
Natronlauge (NaOH) Merck 1.064.691.000
Normales Eselserum Sigma Aldrich D9663
Normales Ziegenserum Vector S-1000
Paraffin, 57-60°C Merck 1.071.589.025
peqGOLD TriFast™ peqLab 30-2010
Pertussis-Toxin in Glycerol Hook Laboratories | BT-0105
Precellys-Keramik-Kit peqLab 91-PCS-CK14
Propanol-2 ROTIPURAN 2>99,8 %, p.a., ACS, | Roth 6752.4

ISO

Random Primer Thermo Fisher 48190-011
Ringer Losung Braun 3570030
Salzsaure (HCl), 37 % Merck 1.003.171.000
SensiMix™ SYBR®&Flurescin KIT Bioline QT615-05
Superfrost Plus Objekttrager Thermo Fisher J1800AMNZ
5x Taq Reaction Buffer Bioline BIO-21108
Tris (PUFFERAN®) Roth AE15.2
UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Thermo Fisher 10977

Water (UP H20)

Wassergel Clear H20 70-01-5022
Wasserstoffperoxid 35 % (H20) Merck 1.086.001.000
Xylazin (Rompun® 2 %) Bayer Zul.-Nr. 6293841.00.00
Xylol J.T.Baker 8118.25
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Anhang

8.4 Puffer, Blockseren und Fiarbelésungen

e Phosphatpufferlosung (engl. Phosphate-buffered-saline, PBS) (10x Lésung):
400 g Natriumchlorid
10 g Kaliumchlorid
84 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
13,5 g Kaliumdihydrogenphosphat
5000 ml destilliertes Wasser
pH-Wert auf 7,4 eingestellt
e PBS-Puffer (1x Losung): 500 ml PBS (10x Losung)
4500 ml destilliertes Wasser
pH-Wert auf 7,4 eingestellt
e Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)- Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)-
Puffer: 6,05 g Tris
1,85 g EDTA Dinatriumsalz-Dihydrat
5000 ml destilliertes Wasser
pH-Wert auf 9,0 eingestellt
e Citratpuffer: 11,5 g Citronensaure-Monohydrat
5000 ml destilliertes Wasser
pH-Wert auf 6,0 eingestellt
¢ Blockserum (1): Verdiinnung 1:20
2,5 ml Normales Eselserum
47,5 ml PBS (1x)
¢ Blockserum (2): Verdiinnung 1:20
2,5 ml Normales Ziegenserum
47,5 ml PBS (1x)
e 0,35% Wasserstoffperoxid (Hz02): Verdiinnung 1:100
1 ml H202(35 %)
99 ml PBS
e 3,3-Diaminobenzidin (DAB)-Komplex: Verdiinnung 1:50
20 pl DAB-Chromogen
980 ul DAB-Substrat
¢ Fixierldsung: 4.6 g Natriumdihydrogenphosphat
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8 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
100 ml Formaldehydlosung 37%
900 ml destilliertes Wasser

filtriert und pH-Wert auf 7,4 eingestellt

Himatoxylin-Farblésung: 250 ml Mayers Hamalaunlésung

filtriert

Avidin-Biotin-Enzymkomplex (ABC-Komplex)
2400 pl PBS
50 ul Reagenz A
50 ul Reagenz B

Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) (10x Losung)
96,88 g Tris Pufferan
22,84 ml 100%ige Essigsaure
40 ml 0,5 M-EDTA
aufgefiillt auf 2 1 mit destilliertem Wasser

pH-Wert auf 8,0 eingestellt

TAE-Puffer (1x Losung) 200 ml TAE (10x Losung)

1800 ml destilliertes Wasser

0,5M EDTA 186 g EDTA
11 destilliertes Wasser

pH-Wert auf 8,0 eingestellt
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8.5 Verwendete Antikérper

Tabelle 8.5.1 Verwendete primire Antikorper

Katalog-
Antikorper | Klonalitat | Verdiinnung | HIER Spezies Nr Firma
im Rahmen dieser Arbeit etablierte primdre Antikorper
Laminin poly 1:300 Tris/EDTA | Kaninchen | ab11575 | Abcam
Citrat/
AQP1 mono 1:600 Tris/EDTA Maus ab9566 Abcam
im Rahmen dieser Arbeit genutzte primdre Antikorper
CD3 mono 1:250 Tris/EDTA | Ratte ab11089 | Abcam
019-
IBA1 poly 1:5000 Tris/EDTA | Kaninchen | 19741 Wako
GFAP poly 1:4000 Tris/EDTA | Hithnchen | ab4674 Abcam
Vimentin mono 1:200 Tris/EDTA | Kaninchen | ab92547 | Abcam
Tabelle 8.5.2 Verwendete sekundire Antikorper
Katalog-
Ziel Herkunft | Konjugat Konzentration | \y, Firma
Hase Esel Alexa Fluor™ 488 | 1:250 ab150065 | Abcam
Ratte Esel Alexa Fluor™ 594 | 1:250 ab150156 | Abcam
Maus Esel Alexa Fluor™ 594 | 1:250 A21203 | Thermo Fisher
Jackson
Immuno
703-225- | Research
Hiithnchen | Esel Cy™2 1:250 155 Laboratories
Vector Vector
Kaninchen | Ziege Biotin 1:200 BA 1000 | Laboratories
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8.6 EAE-Scores Tierversuch

interne
Tier Nr. | Tag 8 |Tag9 |Tag 10 |Tag 11 |Tag 12 |Tag13 |Tag 14 |Tag 15 |Tag16
7864 0 0 0 0 0 0 0 0
7865 0 0 0 0 0 0 0 1 2
= [7866 |0 0 0 0 1 2
25
7867 0 0 0 0 0 0 1
7868 0 0 0 0 0 1 1
7869 1 1 2,5 2,5 2,5 2
. 7870 0 0 0 0 0 1 1 2 2,5
% 7871 0 0,5 1 1 1 2 2,5
3 7872 1 1 1 1 1 1,5 1 1
7873 0 0 1 1 2 2,5

Je zwei Tiere pro Versuchsgruppe wurden zusammengefiihrt, um eine moglichst grofse Menge
an RNA zu erhalten. Aus organisatorischen Griinden konnten nur zwei Tiere pro Tag
perfundiert werden. Dabei wurden die Tiere nach Hohe ihres EAE-Scores an verschiedenen

Tagen perfundiert. Je ein Tier pro Gruppe wurde einzeln mitgefiihrt.
Die Paare sind:

7866 & 7864

\%

7867 & 7868

\%

> 7873 & 7869
> 7871 & 7872
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