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1. Einleitung
1.1 Die Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine erworbene, chronisch-entziindliche, neurodegenerative
Erkrankung des Zentralnervensystems (ZNS). Die Entstehung von entzlindlichen Lasionen,
sowohl in der weiBen als auch in der grauen Substanz des ZNS, ist ein pathologisches

Kennzeichen der Erkrankung.

1.1.1 Klinische Aspekte

Je nach Lokalisation der Ldsionen kann bei der MS nahezu jedes neurologische Symptom
auftreten. Typische Symptome sind zum Beispiel (z.B.) Optikusneuritis, sensorische
und/oder motorische Defizite sowie ein Hirnstammsyndrom (Ubersichtsartikel in: Katz
Sand, 2015; Tsang & Macdonell, 2011). Bei 85% der Patienten, die spater eine manifeste
MS entwickeln, duRert sich die Erkrankung zunachst in Form des ,klinisch isolierten
Syndroms” (Tsang & Macdonell, 2011). In diesem Zustand zeigt ein Patient zwar die
klassische, klinische Symptomatik eines demyelinisierenden Ereignisses (siehe oben), erfiillt
jedoch nicht vollstandig die Kriterien der MS in der Magnetresonanztomographie (MRT)
(Ubersichtsartikel in: Katz Sand, 2015). Die Diagnose ,,Multiple Sklerose” wird gestellt, wenn
zeitlich und ortlich disseminierte Lasionen in einer T,-gewichteten MRT-Bildgebung
nachweisbar sind. Diese kbnnen entweder isoliert oder in Kombination mit der klinischen
Symptomatik auftreten (Keegan & Noseworthy, 2002; Thompson et al., 2018).
Grundsatzlich lassen sich bei der MS, wie in Abbildung 1 dargestellt, klinisch drei
Verlaufsformen unterscheiden: die akute,

schubférmig-remittierende Form (RRMS), Y ,\_/\ _
die sekundar-progressive Form (SPMS) /\_/\ ffi “hub“d:\ﬂrﬂsii;::;;“‘*““de
und die primar-progressive Form (PPMS). ,fL '
Bei den meisten Patienten tritt zunachst
die RRMS auf (Ubersichtsartikel in: Katz

Sand, 2015; Tsang & Macdonell, 2011). - _
seKundar-progressive

Diese Verlaufsform ist durch akut- / M (SPMS)

auftretende Episoden mit neurologischer /\_/\

Symptomatik, sogenannte Schiibe, %

gekennzeichnet. Auf diese Schiibe folgt
dann eine Phase, in der sich die / | primar-progressive

. . .. . | M5 (PPMS)
Symptome teilweise oder vollstdandig / :

zurickbilden (Remission). Bei einem .

\

x = Zeit

Grol3teil der Patienten geht die RRMS
etwa 10-15 Jahre nach Krankheitsbeginn

y = Schwere der klinischen Symptomatik

o i ) Abbildung 1: Schematische Darstellung der drei
in die SPMS Uber (Solari et al., 2019). unterscheidbaren MS-Verlaufsformen
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Diese ist durch ein kontinuierliches Voranschreiten der klinischen Symptomatik
gekennzeichnet. Gleichzeitig bleiben bei dieser Verlaufsform die Phasen der Remission aus.
Bei etwa 15% der Patienten wird die PPMS diagnostiziert. Bei dieser Verlaufsform treten
keine Schibe auf, sondern es kommt von Krankheitsbeginn an zu einer kontinuierlichen
Zunahme der klinischen Symptomatik (Keegan & Noseworthy, 2002).

Die Atiologie der MS ist bis heute nicht geklart. Als auslésende Faktoren werden sowohl
genetische Pradispositionen (Ubersichtsartikel in: Sawcer et al., 2014) als auch bestimmte
Umwelteinflisse wie z.B. das Rauchen oder eine infektidse Mononukleose diskutiert
(Ubersichtsartikel in: Belbasis et al., 2015).

1.1.2 Histopathologie der Lasionen

Die grundlegenden Merkmale einer MS-Ldsion sind Demyelinisierung, Inflammation, der
Untergang von Axonen und reaktive Gliose (Hoflich et al., 2016; T. Kuhlmann et al., 2008).
Das sonstige histopathologische Erscheinungsbild von MS-Lasionen ist allerdings sehr
heterogen. Fir die Klassifizierung von Lasionen gibt es verschiedene Systeme
(Ubersichtsartikel in: Tanja Kuhlmann et al., 2017). Bei dem Klassifizierungssystem nach
Lucchinetti et al. werden die Lasionen anhand der Demyelinisierung, der Lokalisation und
Ausdehnung der demyelinisierten Plaques, des Musters der Degeneration von
Oligodendrozyten und der Nachweisbarkeit von Immunglobulinen (Ig) sowie
Komplementablagerungen in vier verschiedene Typen eingeteilt.

Lasionen vom Typ-l und Typ-ll sind durch eine T-Lymphozyten und Makrophagen
vermittelte Inflammation gekennzeichnet. Die Ldsionen weisen auRerdem zentral liegende
kleine Venen und Venolen auf und haben scharf abgegrenzte Lasionsrander (Kipp et al.,
2009; Lucchinetti et al.,, 2000). In Typ-ll Ldsionen lassen sich zuséatzlich noch eine
ausgepragte lg-Reaktivitdt sowie Ig- und Komplementfaktor-Ablagerungen an Stellen der
aktiven Myelindestruktion nachweisen (Lucchinetti et al., 2000).

Lasionen vom Typ-lll weisen ebenfalls inflammatorische Infiltrate auf, welche hauptsachlich
aus T-Lymphozyten und Makrophagen bestehen. Im Gegensatz zu Typ-l und Typ-Il Ldsionen
gibt es bei diesem Ladsionstyp keine zentral liegenden kleinen Venen und Venolen und auch
keine Ig- oder Komplementfaktor-Ablagerungen. Die Rdander von Typ-Illl-Ldsionen sind eher
unscharf begrenzt und die Demyelinisierung breitet sich diffus in die umgebende weiRe
Substanz aus (Lucchinetti et al., 2000). Die Besonderheit dieses Lasionstyps ist der
vermutlich primdre Untergang von Oligodendrozyten. Besonders am Rand der
demyelinisierenden Plaques ist dieser stark ausgepragt, wahrend im inaktiven Zentrum der
Lasionen nahezu keine Oligodendrozyten mehr nachweisbar sind (Kipp et al.,, 2009;
Lucchinetti et al., 2000).

Lasionen vom Typ-IV entsprechen im Wesentlichen Lasionen vom Typ-Illl. Der einzige
Unterschied ist, dass der Untergang von Oligodendrozyten sich auf eine schmale Zone in
der weillen Substanz begrenzt, die direkt an die demyelinisierenden Plaques angrenzt (Kipp
et al., 2009; Lucchinetti et al., 2000).
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1.2 Die Oligodendrozyten

Oligodendrozyten sind ein Typ von Gliazellen im ZNS, die vor allem in der weien Substanz
und in geringerer Zahl auch in der grauen Substanz vorkommen. Die Entwicklung der
Oligodendrozyten ist ein komplexer Vorgang, der durch unterschiedliche Signalkaskaden
reguliert wird (Ubersichtsartikel in: Elbaz & Popko, 2019; Ubersichtsartikel in: Tiane et al.,
2019). Wahrend ihrer Entwicklung durchlaufen sie verschiedene Stadien, von der
Progenitorzelle bis hin zum ausdifferenzierten Oligodendrozyten. Diese Stadien sind durch
morphologische Besonderheiten und die Expression bestimmter Markermolekile
gekennzeichnet und kénnen dahingehend voneinander unterschieden werden (vergleiche
(vgl.) Abbildung 2).

1.2.1 Entwicklung

Der Ursprung von Oligodendrozyten liegt in neuroepithelialen, multipotenten Stammzellen
der subventrikuldren Zone (Doetsch et al., 1997). Aus diesen Stammzellen entstehen
Oligodendrozyten-Progenitorzellen (OPZ), welche durch das Gehirn zu ihren Zielgebieten
migrieren. Typische Marker, die von OPZ exprimiert werden, sind der Platelet-derived
growth factor (PDGF)-Rezeptor, Oligodendrocyte Transcription Factor-2 (OLIG-2) (Doucette
et al, 2010), Neural/glial antigen 2 (NG2), A2B5 Gangliosid und 04 Sulfatid
(Ubersichtsartikel in: Olsen & Akirav, 2015). Das Uberleben der OPZ im Zielgebiet hidngt von
verschiedenen Wachstumsfaktoren, wie z.B. PDGF, Insulin-like growth factor-1/2 (IGF-1/2),
Neurotrophin 3 (NT3) oder Ciliary neurotrophic factor (CNF), ab (Barres et al., 1993). Bevor
OPZ zu reifen Oligodendrozyten differenzieren, proliferieren sie. Die Proliferationskapazitat
der einzelnen OPZ ist dabei sehr variabel (Temple & Raff, 1986). Fir die Forderung der
Proliferation sind mitogene Signale wie PDGF, NT3 (Barres et al., 1993) oder auch OLIG-2
(Ubersichtsartikel in: Tiane et al., 2019) entscheidend. Das AusmaR der Proliferation
korreliert auBerdem positiv mit der elektrischen Aktivitdt der benachbarten Axone (Barres
& Raff, 1993). Der nachste Schritt in der Entwicklung der Oligodendrozyten ist die
Differenzierung der OPZ. Der genaue Mechanismus, der dazu fihrt, dass eine
Progenitorzelle die Proliferation stoppt und mit der Differenzierung beginnt, ist bis heute
nicht vollstindig geklart. Laut Temple und Raff scheint es einen intrinsischen
Zahlmechanismus innerhalb der OPZ zu geben. Dieser Mechanismus sorgt nach einer
bestimmten Anzahl an Zellteilungen dafiir, dass die OPZ unempfindlich gegeniber
Wachstumsfaktoren werden, ihre Proliferation stoppen und zu addulten Oligodendrozyten
differenzieren. Dabei haben alle OPZ eine dhnliche Zellzyklusdauer von 1-2 Tagen (Temple
& Raff, 1986). Dieser Zahlmechanismus wird hauptsachlich aus Mitogenen gebildet, die
Rezeptoren auf der Zelloberflache aktivieren (Barres et al., 1994). Der intrinsische
Mechanismus wird durch eine externe Effektorkomponente erganzt, die aus hydrophoben
Signalen wie z.B. Schilddriisenhormonen, Retinoidsdaure oder Glukokortikoiden besteht

(Barres et al., 1994). Das Fehlen dieser hydrophoben Signale fiihrt in Anwesenheit von
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Mitogenen dazu, dass sich OPZ unendlich teilen und so eine Differenzierung ausbleibt
(Barres et al., 1994). Die Differenzierung selbst wird anschlieBend durch die Expression
verschiedener Transkriptionsfaktoren gesteuert. Zu den Aktivatoren der Differenzierung
gehoéren z.B. Oligodendrocyte Transcription Factor-1 (OLIG-1), OLIG-2 (Li et al., 2009) und
die Proteine Sex determining region Y-box 9 und 10 (SOX 9/10) (Elisabeth Sock & Michael
Wegner, 2019). Negative Regulatoren der Differenzierung sind z.B. die Proteine Hairy and
enhancer of split-1 und 5 (HES-1/5) (Ubersichtsartikel in: Tiane et al., 2019) oder
Neurogenic locus notch homolog protein 1 (NOTCH-1) (Li et al., 2009). Auch epigenetische
Mechanismen, wie die Desoxyribonukleinsdure (DNS)-Methylierung (Ubersichtsartikel in:
Tiane et al.,, 2019) oder die Deacetylierung von Histonen (Li et al.,, 2009), sind fiur die
Differenzierung zum reifen Oligodendrozyten von Bedeutung. Typische Marker, die von
noch nicht vollstandig differenzierten, unreifen Oligodendrozyten exprimiert werden, sind
unter anderem PDGF-Rezeptor (Doucette et al., 2010), OLIG-2 (Elisabeth Sock & Michael
Wegner, 2019), 04 Sulfatid, Galaktocerebroside (Ubersichtsartikel in: Olsen & Akirav, 2015)
und die 2',3'-Cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase (CNPase) (Othman et al., 2011). Diese
Marker werden, bis auf den PDGF-Rezeptor, ebenfalls von ausdifferenzierten
Oligodendrozyten exprimiert.  Zusatzlich exprimieren reife, myelinisierende
Oligodendrozyten Adenomatous polyposis coli (APC) (Salinas Tejedor et al., 2015) und
verschiedene Myelinproteine wie das Proteolipidprotein (PLP), das Myelin-
Oligodendrozyten-Protein (MOG), das basische Myelinprotein (MBP) oder das Myelin-
assoziierte Glykoprotein (MAG) (Ubersichtsartikel in: Olsen & Akirav, 2015).

1.2.2 Funktion

Die Funktion von Oligodendrozyten ist die Myelinisierung von Axonen. Dies ist die
Grundlage fir die elektrische Isolierung der Axone gegeniber ihrer Umgebung und
ermoglicht die schnelle Weiterleitung von Aktionspotenzialen (Suminaite et al., 2019). Die
Oligodendrozyten bilden auBerdem eine metabolische Unterstiitzung fiir die Axone und
erhalten ihre Integritat (Finfschilling et al., 2012; Lee et al., 2012).

Die Myelinisierung hangt wie die Differenzierung von verschiedenen Transkriptionsfaktoren
ab. Waihrend Achaete-Scute-Homolog 1 (ASCL-1) in Kombination mit OLIG-2 oder
Homeobox protein Nkx-2.2 (Nkx2.2) (Li et al., 2009) ebenso wie eine Hyperthyreose
(Adamo et al., 1990) férdernd auf die Myelinisierung wirken, wird sie beispielsweise durch
HES-5 inhibiert (Li et al., 2009). Die elektrische Aktivitat benachbarter Axone wirkt ebenfalls
fordernd auf die Myelinisierung (Demerens et al., 1996).

Die Oligodendrozyten myelinisieren Axone, indem sie diese mit ihren Zellfortsatzen
mehrfach umwickeln (vgl. Abbildung 2). Durch diesen Vorgang entsteht eine multilamellare
Myelinschicht, die durch das Verdrangen von Zytoplasma kompaktiert wird. Zwischen den
Fortsatzen der Oligodendrozyten liegen axonale Bereiche, die nicht myelinisiert sind, die
Ranvier’schen Schnirringe. Auf diese Weise kann ein Oligodendrozyt bis zu 60 verschiedene
Axone myelinisieren (McDonald & Belegu, 2006), wobei neue Myelinscheiden laut Czopka
et al. nur in einer sehr kurzen Zeitperiode von etwa 5 Stunden nach Beginn der

Myelinisierung von Oligodendrozyten erzeugt werden.
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Oligodendrozyt- unreifer reifer
Progenitorzelle Oligodendrozyt Oligodendrozyt

f@f-%_

exprimierte Marker:

PDGF-Rezeptor PDGF-Rezeptor OLIG-2
NG2 OLIG-2 Sulfatid (04)
OLIG-2 Sulfatid (04) Galaktocerebroside
Sulfatid (04) Galaktocerebroside CNPase
A2B5 Gangliosid CNPase PLP

MBP

MOG

MAG

APC

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Entwicklungsphasen von Oligodendrozyten

In der oberen Reihe sind die morphologischen Besonderheiten der einzelen Entwicklungstufen schematisch
dargestellt. Mit zunehmender Reifestufe bildet die Progenitorzelle zunachst zahlreiche langere Fortsatze aus
und beginnt dann nach der Differenzierung mit der Myelinisierung von Axonen. In der unteren Reihe findet sich
fur jede Entwicklungsstufe eine Auswahl an typischen, exprimierten Markern. Quelle: Abbildung in Anlehnung
an Dornblut, 2018, S. 12

1.3 Das Protein CPI-17
1.3.1 Vorkommen und Proteinstruktur

Das Protein C-kinase potentiated protein phosphatase-1 inhibitor (CPI-17) oder Protein
phosphatase 1 regulatory subunit 14a (PPP1R14A) ist ein 17 Kilodalton (kDa) schweres
Protein. Es wird vom ppplrl4a-Gen kodiert, welches sich beim Menschen auf Chromosom
19 befindet.

Die Expression von CPI-17 beschrankt sich unter Normalbedingungen auf wenige Zelltypen.
Dazu gehoren z.B. glatte Muskelzellen (Eto et al., 1997; Woodsome et al., 2001), Endothel-
und Epithelzellen (Eto, 2009). Innerhalb des ZNS wird CPI-17 nach heutigem Kenntnisstand
von Oligodendrozyten (Dornblut, 2018; Takada & Appel, 2010) exprimiert. Laut Dornblut,
2018 ist das Protein sowohl im Zellkern als auch im Zellkérper und der Zellmembran
lokalisiert. Friihere Studien konnten auferdem eine Expression von CPI-17 in verschiedenen
Tumorzelllinien wie z.B. Schwannomen oder Melanomen (Hagel et al., 2016; Riecken et al.,
2016) und in Purkinje-Zellen der Maus (Eto et al., 2002) nachweisen.
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Die dreidimensionale Struktur von CPI-17 wird durch 4 Helices gebildet, die sich in Form von
zwei antiparallelen Paaren V-formig tiberkreuzen (vgl. Abbildung 3). Das erste Helix-Paar
(B/C-Helices) liegt zentral innerhalb des Proteins und wird von zwei groRen Spiralschleifen
flankiert, die durch den N- und den C-Terminus entstehen. Diese beiden Termini sind
einzigartig fur das Protein (Eto, 2009) und werden durch das zweite Helix-Paar (A/D-Helices)
zusammengehalten. Helix B ist mit Helix C und Helix C ist wiederum mit Helix D jeweils Gber
eine kurze Schleife verbunden. Helix D und Helix A sind {ber hydrophobe

Wechselwirkungen aneinander fixiert (Ohki et al., 2001)

Abbildung 3: Dreidimensionale Struktur von CPI-17

Die dreidimensionale Struktur von CPI-17 besteht aus vier Helices, die in zwei antiparallelen
Paaren angeordnet sind. Die Helices sind mit GroBbuchstaben gekennzeichnet. Der Beginn
und das Ende jeder Helix ist mit der Nummer des jeweiligen Restes bezeichnet.

Quelle: Ohki et al., 2001

Das Protein CPI-17 existiert auBerdem in einer phosphorylierten Form. Diese Form ist die
aktive Form von CPI-17, da eine Phosphorylierung die inhibitorische Potenz um das bis zu
1000-fache steigern kann (Ohki et al., 2001). Die Phosphorylierungsstelle von
CPI-17, Threonin 38, liegt innerhalb einer Schleifenstruktur am N-Terminus zwischen den
Helices (Eto et al., 2007). Diese Schleifenstruktur wird P-Loop genannt. Phosphorylierende
Enzyme sind z.B. die Proteinkinase C (PKC) und einige ihrer Isoformen, die Rho-associated
protein kinase (ROCK) und die Integrin-linked kinase (ILK) (Eto, 2009). Der wichtigste
strukturelle Unterschied zwischen der dephosphorylierten und der phosphorylierten Form
von CPI-17 ist ein Positionswechsel von Threonin 38. Nach der Phosphorylierung kommt es
zur Freilegung der Seitenkette von Threonin 38 (Eto et al., 2007). Diese Freilegung erzeugt
eine schwingende Bewegung des P-Loops um die A-Helix, wodurch diese sich um 29° nach
rechts dreht. Durch diese Bewegung werden neue Bindungsstellen an der A-Helix
freigesetzt, welche dann fiir die Myosin-Phosphatase zuganglich sind (Eto et al., 2007; Ohki
et al., 2001). Die aus diesen Vorgédngen resultierende Kompaktierung der vier Helices, mit
Bildung eines hydrophoben Kerns, sorgt im Folgenden fiir die Stabilisierung dieser aktiven
Form (Eto et al., 2007).
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1.3.2 Funktion

Die Funktion von CPI-17 ist die Inhibition der Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase (MLKP).
Fir die Erflllung dieser Funktion sind dabei vor allem die Proteinreste 35-120 erforderlich
(Ohki et al., 2001). Die Inhibition selbst erfolgt dann wahrscheinlich durch die Bindung des
P-Loops an das aktive Zentrum der MLKP (Eto et al., 2007). Die MLKP und damit auch CPI-17
sind in mehrere Signalwege involviert. Je nach Signalweg und betrachtetem Gewebe
erzeugt CPI-17 also unterschiedliche Effekte.

Der bis heute am besten untersuchte Signalweg, in welchen die MLKP und CPI-17 involviert
sind, ist jener in glatten Muskelzellen. Diese Signalkaskade reguliert das AusmaR der
muskularen Kontraktion, welches von der Anzahl der phosphorylierten leichten Ketten des
Myosins abhangig ist. Diese Anzahl wird von zwei Enzymen beeinflusst. Zum einen von der
Myosin-Leichte-Ketten-Kinase (MLKK), welche die leichten Ketten des Myosins
phosphoryliert. Zum anderen von der MLKP, welche die leichten Ketten dephosphoryliert.
Das Aktivitatsverhaltnis dieser beiden Enzyme ist somit ein entscheidender Faktor in der
Regulation der Kontraktion. Die Inhibition der MLKP durch CPI-17 flhrt zu einer
verminderten Dephosphorylierung der leichten Ketten und damit zu einem erhdhten
Kontraktionsgrad der Muskulatur (Eto et al., 2007). Die Aktivitat der MLKP und auch die der
MLKK kénnen zusatzlich durch weitere Faktoren beeinflusst werden. Dazu geh6ren unter
anderem die zytoplasmatische Calcium (Ca**)-Konzentration, ROCK oder G-Proteine
(Ubersichtsartikel in: Kuo & Ehrlich, 2015). Diese Faktoren und ihr Zusammenwirken

innerhalb des Signalweges sind in Abbildung 4 schematisch dargestellt.

Agonist
ANP (0 GPKR L-Typ-Ca™"-
h¥) IR ;2; Kanile
Qe G /
¥ cGMP l 1Py
& @ ol | &
1 RBC o
[ Pka _ i
N
CPI-1 ca®*
Relaxation CaM

Kontraktion
Abbildung 4: Kontraktionsregulierung im glatten Muskel
Die MLKK wird durch einen Calcium-Calmodulin (CaM)-Komplex aktiviert. Das Calcium stammt aus dem
Extrazellularraum oder dem Endoplasmatischen Retikulum (ER). Verschiedene Effektormolekiile kénnen tber G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren und nachgeschaltete Enzyme (z.B. Guanylatzyklase (GC) oder ROCK) die Aktivitat
der MLKP und der MLKK dariber hinaus beeinflussen. Quelle: modifiziert und ibersetzt nach: Kuo & Ehrlich,
2015
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Friihere Studien konnten zusatzlich zeigen, dass CPI-17 nicht nur Uber diese direkte
Beeinflussung der MLKP-Aktivitat einen Einfluss auf die Kontraktion hat. Gleichzeitig scheint
CPI-17 auch die Kinetik der Ca**-Sensitivierung zu beeinflussen (Sakai et al., 2017).

Ein weiterer Signalweg, in welchen die MLKP und CPI-17 involviert sind, ist der sogenannte
Merlin-Signalweg (vgl. Abbildung 5). Dieser Signalweg reguliert die Aktivitdt der kleinen
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CPI-17 beeinflusst tGber die Hemmung der MLKP direkt die Aktivitat der
von Ras st also ein ERM-Proteine und Merlin. Die wiederum beeinflussen die Aktivtit von
GTP-Ras. Quelle: Abbildung in Anlehnung an Riecken et al., 2016

vollstandigen

Austausch von GDP gegen
GTP nétig (Ubersichtsartikel in: Vetter & Wittinghofer, 2001), fir den der
Nukleotidaustauschfaktor Son of sevenless (SOS) und die Proteine Ezrin, Radixin und
Moesin (ERM) bendétigt werden. Die ERM-Proteine bilden einen Komplex, welcher die
Anndherung von SOS und GDP-Ras erméglicht (Geissler et al., 2013). Der Austausch von
GDP gegen GTP und damit die Bildung der aktiven Form von Ras werden erleichtert. Die
beschriebenen Funktionen der ERM-Proteine werden von dem strukturell verwandten
Tumorsuppressor Merlin antagonisiert (Geissler et al.,, 2013). Die Aktivitdit der ERM-
Proteine und Merlin wird durch Phosphorylierung beeinflusst. Wahrend eine
Phosphorylierung die Aktivitdt der ERM-Proteine erhéht (Pearson et al., 2000; Shaw et al.,
2001; Yonemura et al., 2002), inhibiert sie die tumorsuppressive Funktion von Merlin (Shaw
et al., 2001). Das einzige bekannte Enzym fiir die Dephosphorylierung der ERM-Proteine
und Merlin ist die MLKP (Fukata et al., 1998; Jin et al., 2006). Eine hohe Expression von
CPI-17 und die damit verbundene Inhibition der MLKP bewirken eine verminderte
Dephosphorylierung der ERM-Proteine und Merlin. Folglich wird Merlin in geringerem
Ausmal aktiviert und die Ras-Aktivitat steigt, was zu Proliferation und Tumorgenese fihrt
(Jin et al., 2006; Riecken et al., 2016).

Das Protein CPI-17 scheint zusatzlich zu den bereits genannten Funktionen auch einen
Einfluss auf die Differenzierung von Oligodendrozyten zu haben. Diese Annahme beruht auf
Untersuchungen des Expressionsmusters in reifen Oligodendrozyten beziehungsweise

(bzw.) dessen Veranderungen im Zuge ihrer Differenzierung.
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In zwei unabhangigen Studien konnte mithilfe der RNA-Sequenzierung und des Microarrays
sowohl in vitro als auch ex vivo nachgewiesen werden, dass das fir CPI-17 kodierende
ppplrlda-Gen zu den 40 am stdrksten exprimierten Genen in reifen Oligodendrozyten
gehort (Cahoy et al., 2008; Zhang et al., 2014). Des Weiteren wurde das ppplrl4a-Gen als
eines der 60 Gene identifiziert, die wahrend der Differenzierung zu addulten
Oligodendrozyten am starksten reguliert werden (Cahoy et al., 2008; Dugas et al., 2006).

Im Zuge von spaten Remyelinisierungsvorgdangen gehort das ppplrl4a-Gen ebenfalls zu
den, in diesem Fall 10, am starksten regulierten Genen, was zu der Annahme fiihrt, dass
CPI-17 auch im Zuge der Remyelinisierung eine wichtige Rolle einnimmt (Huang et al.,
2011).

1.4 Das Cuprizone-Modell

Das Cuprizone-Modell ist ein Beispiel fiir ein toxisches, zytodegeneratives Tiermodell. Es
eignet sich besonders zur Untersuchung von De- und Remyelinisierungsvorgangen
(Ubersichtsartikel in: Kipp et al., 2009;

Praet et al., 2014). Die erste chemische 0 O‘
Beschreibung von Cuprizone w
(Bis(cyclohexanon)oxaldihydrazon)  er- N—N N—=N
folgte 1950 durch Gustav Nilsson. Dieser // H H

charakterisierte den Kupferchelator als

ein Kondensationsprodukt aus Oxalylhyd-

raziden und Cyclohexanonen (vgl.

Abbildung 6). In den 1960er Jahren appildung 6: Strukturformel von  Cuprizone
wurde Cuprizone erstmalig von William (Bis(cyclohexanon)oxaldihydrazon)

W. Carlton in einem Tierexperiment angewandt. Im Verlauf dieses Experimentes konnte er
verschiedene Veranderungen im ZNS behandelter Tiere beobachten. Neben einer zentralen
Demyelinisierung wiesen die Tiere weitere Begleitsymptome wie einen Hydrocephalus oder
zerebelldre Odeme auf (Carlton, 1967). In den darauffolgenden Jahren wurden zahlreiche
weitere Experimente unter Verwendung von Cuprizone durchgefiihrt. Als Ergebnis dieser
Experimente zeigte sich, dass die Wirkung von Cuprizone auf den Organismus von
verschiedenen Faktoren abhangig ist. Zu diesen Faktoren sind zum einen die Dauer der
Applikation und die applizierte Dosis zu zdhlen (Ubersichtsartikel in: Gudi et al., 2014). Zum
anderen sind auch der verwendete Mausstamm (Yu et al., 2017) sowie das Alter (Doucette
et al., 2010), das Geschlecht und das Gewicht der Tiere (Ubersichtsartikel in: Gudi et al.,
2014) von Bedeutung. Mittlerweile hat sich eine Cuprizone-Konzentration von 0,2-0,25%
etabliert. Die Intoxikation von C57BL/6-Ma3usen mit Cuprizone in dieser Konzentration und
Uber einen Zeitraum von fiinf bis sechs Wochen fiihrt zu einer symmetrischen,
reproduzierbaren und nahezu vollstandigen Demyelinisierung des medialen Corpus
callosum, ohne dass die Versuchstiere Zeichen einer Hepatotoxizitdt aufweisen (Hiremath
et al., 1998).
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Die Cuprizone-induzierte Demyelinisierung beschrankt sich jedoch nicht nur auf das Corpus
callosum, sondern lasst sich auch in anderen Regionen des ZNS nachweisen. Dabei sind
sowohl weitere Regionen der weiRen Substanz als auch Regionen der grauen Substanz
betroffen. Zu diesen Regionen gehoren z.B. der primar somatosensorische und der primar
somatomotorische Cortex (Gudi et al., 2009; Skripuletz et al., 2008), der Pedunculus
cerebellaris superior (Blakemore, 1973a), der Hippocampus (Hoffmann et al., 2008) oder,

wenngleich weniger stark ausgepragt, das Cerebellum (Skripuletz et al., 2010).

In Bezug auf die Dauer der Cuprizone-Applikation und dem Auftreten einer spontanen
Remyelinisierung wird im Cuprizone-Modell zwischen einer akuten und einer chronischen
Demyelinisierung unterschieden.

Eine akute Demyelinisierung tritt auf, wenn die Cuprizone-Applikation Gber funf bis sechs
Wochen erfolgt. Das mediale Corpus callosum ist nach dieser Dauer fast vollstandig
demyelinisiert (Ubersichtsartikel in: Kipp et al., 2009). Nach anschlieBendem Absetzen des
Cuprizones lasst sich eine spontane Remyelinisierung beobachten (Blakemore, 1973b). Von
einer chronischen Demyelinisierung spricht man, wenn das Cuprizone fiir 12 Wochen oder
langer appliziert wird. Nach dieser Applikationsdauer lasst sich nach Absetzen des
Cuprizones nur sehr verzogert eine spontane Remyelinisierung nachweisen
(Ubersichtsartikel in: Kipp et al., 2009).

Neben der Demyelinisierung sind die Apoptose von reifen Oligodendrozyten (Goldberg et
al., 2013; Hesse et al.,, 2010; Matsushima & Morell, 2001) und die Proliferation von OPZ
(Gudi et al., 2009; Islam et al., 2009) weitere Merkmale dieses Tiermodells. Insbesondere
reife, myelinisierende Oligodendrozyten sind dabei gegeniliber Cuprizone vulnerabel.
(Bénardais et al., 2013; Matsushima & Morell, 2001). Der hohe Energiebedarf dieser Zellen
wird als moglicher Grund angesehen. (Ubersichtsartikel in: Praet et al., 2014). Die ersten
Oligodendrozyten mit einem apoptotischen Phanotyp lassen sich bereits 2 Tage nach
Beginn der Cuprizone-Intoxikation nachweisen (Hesse et al., 2010). Bei dem GroBteil der
reifen Oligodendrozyten kommt es innerhalb der ersten drei Wochen der Cuprizone-
Intoxikation zur Apoptose (Hesse et al.,, 2010) und nach fiinf Wochen Cuprizone-
Intoxikation lassen sich nahezu keine reifen Oligodendrozyten mehr nachweisen
(Matsushima & Morell, 2001).

Die bereits beschriebenen Prozesse werden von einer ausgepragten Mikrogliaaktivierung
(Hiremath et al., 1998; Remington et al., 2007), einer Astrogliose (Doucette et al., 2010;
Hiremath et al., 1998) und akutem, axonalen Schaden (Héflich et al., 2016) begleitet. Die
Blut-Hirn-Schranke ist in diesem Tiermodell hingegen weitesgehend intakt (Bakker &
Ludwin, 1987; Matsushima & Morell, 2001).

Im Gegensatz zu anderen Tiermodellen ist das Cuprizone-Modell nicht primar durch eine
autoimmune Komponente gekennzeichnet. Den aktivierten Mikrogliazellen und reaktiven
Astrozyten wird aber aufgrund ihrer Fahigkeit, Chemokine und proinflammatorische
Zytokine zu produzieren, eine Rolle bei der Progression der Demyelinisierung zugeschrieben
(Pasquini et al., 2007).

10
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AuBerdem konnte unsere Arbeitsgruppe kiirzlich nachweisen, dass es im Cuprizone-Modell
zu einer Rekrutierung von T-Zellen in das ZNS kommt (Kaddatz et al., 2020).

Der genaue Wirkmechanismus von Cuprizone ist nicht vollstandig geklart. Als
Kupferchelator senkt Cuprizone die Kupfer-Spiegel im Gehirn behandelter Tiere
(Matsushima & Morell, 2001) und stért so die Kupfer-Homdostase (Benetti et al., 2010).
Kupfer ist ein essenzieller Bestandteil verschiedener mitochondrialer Enzyme, wie z.B. der
Monoaminooxidase oder der Cytochromoxidase. Die Aktivitdit dieser Enzyme ist nach
Cuprizone-Intoxikation vermindert (Goldberg et al., 2013; Venturini, 1973). Gleichzeitig
flihrt Cuprizone zur Bildung von sogenannten ,Riesenmitochondrien” in der Leber
behandelter Tiere (Kipp et al., 2009; Matsushima & Morell, 2001; Venturini, 1973). Diese
Erkenntnisse fiihrten zu der Hypothese, dass die apoptotische Wirkung von Cuprizone auf
metabolischen (Hemm et al.,, 1971) bzw. oxidativen Stress (Fischbach et al., 2018)

zurickzufiahren ist.
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2. Fragestellungen

Die genauere Erforschung der Einflussfaktoren auf die Demyelinisierung ist von essenzieller
Bedeutung flir das bessere Verstindnis der Pathogenese der MS und der
Lasionsentstehung. Gleichzeitig konnte die Identifizierung eines Einflussfaktors zur
Entstehung neuer Ansatzpunkte fir PraventionsmalRnahmen und MS-Therapeutika fihren.

Das Protein CPI-17 wird von Zellen des ZNS exprimiert. Frilhere Studien konnten zeigen,
dass Oligodendrozyten CPI-17 exprimieren und dass CPI-17 moglicherweise einen Einfluss
auf die Differenzierung von Oligodendrozyten hat (Cahoy et al., 2008; Dugas et al., 2006;
Zhang et al., 2014). Es ist jedoch nicht geklart, ab wann im Verlauf des Reifeprozesses der
Oligodendrozyten die Expression von CPI-17 erfolgt. Daher sollte im Rahmen der

vorliegenden Arbeit folgende Frage beantwortet werden:

e Wann im Verlauf ihres Reifeprozesses beginnen Oligodendrozyten das Protein

CPI-17 zu exprimieren?

Das Protein CPI-17 konnte auf funktioneller Ebene eine wichtige Rolle im Zuge der
Remyelinisierung einnehmen (vgl. Kapitel 1.3.2). Dies fiihrt zu der Annahme, dass die
Expression von CPI-17 auch fiir die allgemeine Myelinstabilitdt in einem toxischen MS-
Mausmodell von Bedeutung ist. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss eines
CPI-17-Knockouts (CPI-177) im Cuprizone-Modell untersucht. Die konkrete Fragestellung
lautete:

e Weisen CPI-17-Miuse ein erhdhtes AusmaR Cuprizone-induzierter

+/+

Schadigungen im Vergleich zu Tieren mit einem CPI-17"'"-Genotyp auf?

12
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3. Material und Methoden
3.1 Materialien und Chemikalien

Tabelle 1: Verwendete Materialien und Chemikalien

Material/Chemikalie Hersteller Bestellnummer
3,3-Diaminobenzidin + Chromogen Dako K3468
3,3-Diaminobenzidin + Substrat Dako K3468
4',6-Diamidin-2-phenylindol Roth 6335.1
Cuprizone Sigma-Aldrich C9012
(Bis(cyclohexanon)oxaldihydrazon)
Deckglaser (24x50mm) Menzel-Glaser 19 00 02450
Depex Serva 18243.02
Dinatriumhydrogenphosphat- Roth T877.1
Dihydrat
Dinatriumhydrogenphosphat- Merck 1.06580.1000
Dihydrat
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 WAL641 6025
Formaldehydldsung 37% Merck 1.03999. 1000
Formaldehydldsung 37% Roth 7398.4
Futtermehl Ssniff V1530-000
Haltungsfutter Ssniff V1534-000
Immu-Mount™ — Shandon Thermo Scientific 9990402
Intermedium: Xylene Ersatz Sigma-Aldrich AS597
Kaliumchlorid Roth 6781.3
Kaliumdihydrogenphosphat Roth P018.2
Ketamin 10% HFW Zul.-Nr. 27015.00.00
Lithiumcarbonat Merck 1.05680.0250
Luxol Fast Blue Sigma $3382-25G
Mayers Hamalaunldsung Merck 1.09249.0500
Natriumchlorid Roth 0962.2
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Natriumdihydrogenphosphat- Merck 1.06346.1000
Monohydrat
Natronlauge Merck 1.06469.1000
Normales Eselserum Sigma Aldrich D9663
Normales Ziegenserum Vector S-1000
Paraffin, 57-60°C Merck 1.07158.9025
Periodsdure Merck 1.00524.0100
Salzsdure 37% Merck 1.00317.1000
Schiff’sche Reagenz Merck 1.09033.0500
Superfrost Plus Objekttrager Thermo Scientific J1800AMNZ
Tris (PUFFERAN®) Roth AE15.2
Wasserstoffperoxid 35% (H,0,) Merck 1.08600.1000
Xylazin (Rompun® 2%) Bayer Zul.-Nr. 6293841.00.00
Xylol J.T.Baker 8118.25
3.2 Puffer, Blockseren und Farbel6sungen

1. Phosphatpufferlosung (PBS) (10x Lésung):

2. PBS (1x Losung):

400g Natriumchlorid

10g Kaliumchlorid

84g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
13,5g Kaliumdihydrogenphosphat

5000ml destilliertes Wasser

pH-Wert auf 7,4 eingestellt

500ml PBS (10x Losung)
4500ml destilliertes Wasser
pH-Wert auf 7,4 eingestellt

3. Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)- Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)-Puffer:

4. Blockserum (1):

6,05g Tris

1,85g EDTA Dinatriumsalz-Dihydrat
5000ml destilliertes Wasser
pH-Wert auf 9,0 eingestellt

Verdiinnung 1:20
2,5ml Normales Ziegenserum
47,5ml PBS (1x)
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5. Blockserum (2):

6. 0,35% H,0,:

7. 3,3-Diaminobenzidin (DAB)-Komplex:

8. Fixierlosung:

9. Hdmatoxylin-Farblosung:

10. Luxol-Fast-Blue-Farblosung:

11. Lithiumcarbonat-Lésung:

12. Lithiumcarbonat-Lésung

(Verdiinnung 1):

13. Lithiumcarbonat-Lésung
(Verdiinnung 2):

14. Periodsaure-Lésung (0,5%):

Verdiinnung 1:20
2,5ml Normales Eselserum
47,5ml PBS (1x)

Verdiinnung 1:100
1ml H,0, (35%)
99ml PBS

Verdiinnung 1:50
2ul DAB-Chromogen
98ul DAB-Substrat

4.6g Natriumdihydrogenphosphat-Mono-
hydrat

8.0g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
100ml Formaldehydlésung (37%)

900ml destilliertes Wasser

pH-Wert auf 7,4 eingestellt

250ml Mayers Hamalaunl6sung
filtriert

0,1g Luxol-Fast-Blue
0,5ml Essigsdure (100%)
100ml Ethanol (96%)

0,05g Lithiumcarbonat
1000ml destilliertes Wasser

Verdiinnung 1:5
50ml Lithiumcarbonat-Lésung

200ml destilliertes Wasser

Verdiinnung 1:10
25ml Lithiumcarbonat-Lésung

225ml destilliertes Wasser

0,5g Periodsaure

100ml destilliertes Wasser
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3.3 Versuchstiere

Fiir das im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Tierexperiment wurden 18-21g schwere, 5-
7 Wochen alte Mause verwendet, die aus einer Eigenzucht stammten. Diese Mause wiesen

+/+

entweder einen homozygoten Wildtyp (CPI-17"") oder einen homozygoten Knockout
(CPI-177) des fir CPI-17 kodierenden ppplri4a-Gens auf. Die Knockout-Miuse wurden
urspriinglich von der Firma TaconicArtemis GmbH (Koln, Deutschland) aus Madusen vom
Stamm C57BL/6J generiert (vgl. Dornblut, 2018, S. 22). Die Abkdmmlinge dieser Mause
wurden dann fir die Eigenzucht verwendet.

Die Haltung der Tiere erfolgte nach den Richtlinien der ,,Federation of European Laboratory
Animal Science Associations (FELASA)“ in gut bellfteten Polycarbonat-Kafigen mit
mindestens 100cm® Grundfliche pro Tier. Die Kafige wurden einmal wdchentlich
gewechselt und waren standardmaRig mit Einstreu, Versteckmoglichkeit, Nestbaumaterial,
Kauholz, Standard-Haltungsfutter und frischem Wasser ausgestattet. Die Tiere wurden bei
einem festgelegten Tag-Nacht-Zyklus von jeweils 12 Stunden und einer standardisierten
Raumtemperatur von 23 + 2°C gehalten. Eine regelmaRige Luftzirkulation war ebenfalls
gewadhrleistet. Bei der jahrlichen Kontrolle des Tierhygienestatus nach FELASA-Richtlinien
wurden in Sentineltieren in der Tierhaltung Helicobacter, Murines Norovirus, Oxyuren
(Syphacia spp.) und Flagellen nachgewiesen.

Bei allen Versuchstieren wurden die aktuell geltenden Tierschutzbestimmungen
eingehalten. Eine Genehmigung fiir die Durchfihrung des Tierexperimentes gemaR §8

Tierschutzgesetz lag von den Landesbehorden vor (Referenznummer .7221.3-1-001/19).

3.4 Versuchsaufbau

Das Ziel des Experimentes war es zu untersuchen, ob Tiere mit einem CPI—17'/'-Genotyp ein
héheres AusmaR Cuprizone-induzierter Schadigungen aufweisen als Tiere mit einem
CPI-17**-Genotyp. Die Versuchstiere wurden daher anhand ihres Gewichtes und ihres
Genotyps in drei Versuchsgruppen eingeteilt (vgl. Abbildung 7). Neben dem
Demyelinisierungsgrad wurden auch die Mikrogliaaktivitat und das Ausmal® des akuten

axonalen Schadens immunhistochemisch untersucht.

Gruppe B

5 Tiere, WT

Y Y

Kontrolle 3 Wochen Cuprizone-Behandlung,
(keine Behandlung) 0,25%

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Versuchsgruppen
WT= Wildtyp (CPI-17"%), TG= Transgen (CPI-177")
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3.5 Durchfiihrung des Versuches

Die Versuchstiere wurden jeweils fiir 3 Wochen mit Cuprizone behandelt. Gemahlenes
Standardfutter (Futtermehl) wurde mit 0,25% Cuprizone versetzt. Dieses Cuprizone-
Futtermehl-Gemisch wurde jeden Tag frisch mit einem handelstblichen Kichenmixer
(Kult X, WMF, Geislingen an der Steige, Deutschland) hergestellt. Die Kontrollgruppen
wurden (iber den gesamten Zeitraum des Tierexperimentes mit normalem Haltungsfutter
geflttert und zusammen mit den Tieren der Behandlungsgruppen transkardial perfundiert.
Die Gesundheit der Tiere wurde taglich nach den Kriterien Aktivitdit, Atmung,
Bewegung, Fell, Konstitution und Dehydrierung kontrolliert. Die Tiere wurden einmal
wochentlich gewogen.

Alle Kafige wurden dreimal woéchentlich gewechselt. Die Kafige der Kontrolltiere waren
standardmaRBig ausgestattet. Die Kafige der Cuprizone-behandelten Tiere waren ebenfalls,
mit Ausnahme des Standard-Haltungsfutters, standardmaBig ausgestattet. Das Cuprizone-
Futtermehl-Gemisch wurde auf zwei getrennte Petrischalen innerhalb des Kafigs aufgeteilt.
Zusatzlich zu dem in Rostock durchgefiihrten Tierexperiment wurde Material von einem
anderen Tierexperiment untersucht. Dieser Versuch wurde von anderen Experimentatoren
(Dr. med. M. sc. U. Splietker, Ludwig-Maximilian-Universitat Miinchen) unabhangig betreut,
aber, abgesehen von einigen Abweichungen im Versuchsaufbau (z. B. die Dauer der
Cuprizone-Gabe), nach demselben Protokoll durchgefiihrt. An dem Material des in
Minchen  durchgefiihrten  Tierexperimentes wurden die  Immunfluoreszenz-
Doppelmarkierungen in Hirnregion 265 vorgenommen. Eine Tabelle mit ausfihrlicheren

Informationen zu diesem Versuch findet sich im Anhang (siehe 11.1).

3.6 Transkardiale Perfusion

Den Mausen wurde zur Einleitung einer tiefen Narkose ein Ketamin/Xylazin-Gemisch (3
Volumenanteile Ketamin/1 Volumenanteil Xylazin) mit einer Dosis von 0,1ml/10g
Korpergewicht intraperitoneal injiziert. Die Reflexe wurden anschliefend, beginnend bei
den Hinterldufen durch Kneifen mit einer Pinzette bis zum Auftropfen von 70%igem-
Ethanol auf das Auge, Uberprift. Nach vollstandiger Reflexlosigkeit wurden die Haut und
das Peritoneum der Maus mit einer Schere am unteren Teil des Abdomens eréffnet. Das
Peritoneum wurde bis zum Zwerchfell hinauf entfernt. Das Zwerchfell wurde er6ffnet, der
Brustkorb seitlich an den Rippen abgetrennt und hochgeklappt. AnschlieRend wurde ein
kleiner Schnitt im rechten Vorhof gesetzt und eine stumpfe Kaniile in den linken Ventrikel
eingefiihrt. Manuell wurde dann zunéchst mit 20ml PBS (1x) und anschlieRend mit 30ml
Fixierlosung gesplilt. Danach wurde die Maus an einer Schlauchpumpe (IPC-4, IsmaTec,
Wertheim, Deutschland) mit einer Geschwindigkeitseinstellung von 40 (entspricht etwa
22ml/min) weitere 7 Minuten perfundiert. Der Kopf wurde anschlieBend mit einer scharfen
Schere abgetrennt und die Kalotte vorsichtig sagittal eroffnet. Der gesamte Kopf mit
eroffneter Kalotte und Hirn wurde iber Nacht bei 4°C in Fixierlosung belassen. Am Folgetag

wurde das Hirn herausprapariert und in Einbettkassetten tiberfuhrt.
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3.7 Entwadsserung, Einbettung und Schnitt

Die Einbettkassetten wurden fiir mindestens 6 Stunden unter flieRendem Leitungswasser
gewaschen. AnschlieBend erfolgten eine manuelle Dehydrierung unter Schitteln bei
Raumtemperatur und die Einbettung in Paraffinblocke (vgl. Tabelle 2).

Tabelle 2: Manuelle Entwasserung und Einbettung

Schritt Chemikalie Zeit

1 70% Ethanol 2 Tage

2 80% Ethanol 4h

3 90% Ethanol Uber Nacht
4 96% Ethanol 4h

5 100% Ethanol Gber Nacht
6 Intermedium (Xylene Ersatz) 1 60 min

7 Intermedium (Xylene Ersatz) 2 60 min

8 Paraffin 1 1Tag

9 Paraffin 2 1Tag
10 Paraffin 3 3 Tage

Nach vollstandiger Aushartung der Paraffinblocke auf einer Kihlplatte wurden S5um dicke
Paraffinschnitte mithilfe eines Rotationsmikrotoms (RM 2255, Leica, Wetzlar, Deutschland)
angefertigt. Die Paraffinblécke wurden bis zu definierten Hirnregionen angeschnitten und
das dabei entstehende Material verworfen. Als Orientierung zum Auffinden der definierten
Hirnregionen diente der Maus-Hirn-Atlas von Sidman et al., 1971. Es wurden die Regionen
215 (Zusammenschluss der Commissura anterior) und 265 (rostraler Hippocampus)
identifiziert (vgl. Abbildung 8). Auf diese folgend wurden jeweils zwei Hirnschnitte pro
Objekttrager aus dem warmen Wasserbad (43-45°C) auf Superfrost Plus Objekttrager
aufgezogen. Die Trocknung der Schnitte erfolgte Uber Nacht bei 37°C in einem

Warmeschrank.

Region 215 Region 265

Corpus callosum Hippocampus

L . % w
! - % & Pefini
\ i rrt g 3 Commissura anterior Ky O o
- P x o bttt 1Y 7 L
. i% g : - L
- x v T -

Abbildung 8: Regionen 215 und 265 (Maus-Hirn-Atlas von Sidman et al.)
Region 215 ist durch den Zusammenschluss der Commissura anterior gekennzeichnet. Region 265 liegt

auf Hohe des rostralen Endes des Hippocampus. Quelle: modifiziert nach Sidman et al., 1971
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3.8 Histologische Farbungen
3.8.1 »Luxol-Fast-Blue/Periodic-Acid-Schiff” (LFB/PAS)-Firbung
3.8.1.1 Prinzip einer ,Luxol-Fast-Blue/Periodic-Acid-Schiff” (LFB/PAS)-Farbung

,Luxol-Fast-Blue” (LFB) ist ein basischer Kupferphthalocyanin-Farbstoff. Dieser geht in
saurer, ethanolischer Losung starke Verbindungen mit dem Lipoproteingerist der
Myelinscheiden ein (Humphrey et al, 2008, S. 681). Dadurch erscheinen die
Myelinscheiden nach der Farbung blau.

»Periodic-Acid-Schiff” (PAS) ist eine Kombination aus Periodsaure und Schiff'scher Reagenz.
Die Periodsaure bewirkt eine Oxidation von OH-Gruppen und damit die Entstehung von
Aldehydgruppen. Diese Aldehydgruppen reagieren mit dem Schiff'schen Reagenz, welches
dadurch in einen purpurroten Farbstoff umgesetzt wird. Alle kohlenhydratreichen

Makromolekdile (z.B. Glykogene oder Muzine) erscheinen daher nach der Farbung rosa/rot.

Die Kerngegenfarbung mit Mayers Hamalaunldsung beruht auf den elektrostatischen
Eigenschaften des enthaltenen Hamatoxylins. Da es sich um einen kationischen Farbstoff
handelt, erfolgt die Bindung an anionische Zellkomponenten wie z.B. die DNS. Die Zellkerne
erscheinen aufgrund ihres hohen Gehalts an DNS daher nach der Farbung blau.

Ein optimales Farbeergebnis ist erreicht, wenn die myelinisierte weilde Substanz kraftig blau
angefarbt ist und die graue Substanz rosa/rot erscheint (vgl. Abbildung 9). Der Grad der
Demyelinisierung kann dann beurteilt werden.

A: Farbintensitét zu schwach B: gewlinschte Farbintensitét C: Farbintensitat zu-stark
¥
o / =
2 ?Tf-:‘vm‘v s ,x.m“\' %
VIS R
\ A\ / J
i\\ /
puais 3
LFB/PAS LFB/PAS LFB/PAS

Abbildung 9: Ergebnisse einer LFB/PAS-Farbung am Hirn

(A) Zu schwache Farbintensitdt bei GbermaRiger Differenzierung. (B) Optimales Farbeergebnis. Die weilRe
Substanz ist kraftig blau angefarbt und ldsst sich deutlich von der rosa/rot erscheinenden grauen Substanz
abgrenzen. (C) Zu starke Farbintensitdt bei ungenlgender Differenzierung. Die graue Substanz ist noch
deutlich blau angefarbt.

3.8.1.2 Durchfiihrung einer , Luxol-Fast-Blue/Periodic-Acid-Schiff“ (LFB/PAS)-Firbung

Die Farbung aller Objekttrager einer Farbereihe wurde zur selben Zeit und nach demselben
Arbeitsprotokoll durchgefiihrt. Dies gewadhrleistet einheitliche, vergleichbare Farbeer-
gebnisse.

Da LFB in Ethanol gelost ist, ist eine vollstindige Rehydrierung der Gewebe nicht
notwendig. Zu Beginn der Farbung erfolgte daher eine Entparaffinierung mit Beginn in Xylol
und eine Rehydrierung in absteigender Alkoholreihe mit Ende in 96%igem Ethanol (vgl.
Tabelle 3).
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Tabelle 3: Entparaffinierung und Rehydrierung

Schritt Chemikalie Zeit
1 Xylol 1 10 min
2 Xylol 2 10 min
3 Xylol 3 10 min
4 Xylol 50%/Ethanol 50% 5 min
5 100% Ethanol 3 min
6 100% Ethanol 3 min
7 96% Ethanol 3 min
8 96% Ethanol 3 min

Danach wurden die Objekttrager in LFB-Farblosung inkubiert. Dies erfolgte Gber Nacht bei
56°C in einem Warmeschrank.

Am néachsten Tag wurde die (iberschiissige Farblosung durch kurzes Eintauchen, zuerst in
96%igen Ethanol und dann in destilliertes Wasser, von den Objekttragern abgespiilt.
AnschlieBend erfolgte die Differenzierung in verschiedenen Verdiinnungen einer
Lithiumcarbonat-Losung (vgl. Tabelle 4). Die wiederholte mikroskopische Beurteilung der
Schnitte war dabei notwendig, um zu entscheiden, wie oft die einzelnen Schritte
durchgefihrt werden missen. Nach erfolgreicher Differenzierung war die graue Substanz
farblos und die weile Substanz kraftig blau angefarbt.

Tabelle 4: Differenzierung von LFB

Chemikalie Zeit Bemerkung
Lithiumcarbonat-Losung 10 sec Grobdifferenzierung
Verdiinnung 1
70% Ethanol 10 min Auswaschen der Farbe
destilliertes Wasser mikroskopische Beurteilung
Lithiumcarbonat-Losung 10 sec Feindifferenzierung
Verdiinnung 2
70% Ethanol 10 min Auswaschen der Farbe
destilliertes Wasser mikroskopische Beurteilung

Vor der Durchfihrung der PAS-Reaktion und der Kerngegenfarbung mit Mayers
Hamalaunlésung wurden die bendtigten Farbezeiten mit einem Objekttrager getestet, da
sie abhangig vom Alter der Farbelésungen von Farbung zu Farbung variieren kénnen. Die
einzelnen Schritte der jeweiligen Farbungen sind nachfolgend in Tabelle 5

zusammengefasst.
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Tabelle 5: PAS-Farbung und Kerngegenfarbung

Chemikalie Zeit Bemerkung
Periodsaure-Losung (0,5%) 2 min
destilliertes Wasser kurz eintauchen Spulen
Schiff’'sche Reagenz 45 sec— 10 min farblos
flieBRendes Leitungswasser 5 min Schiff'sche Reagenz farbt
sich pink
destilliertes Wasser kurz eintauchen
Mayers Hamalaunlosung 5-20 sec Kerngegenfarbung
HCI-Alkohol kurz eintauchen
flieBRendes Leitungswasser 5 min ,Blauen”

destilliertes Wasser

Als letztes erfolgten die Entwadsserung ab 80%igem Ethanol (vgl. Tabelle 6) und das

Eindecken mit Depex.

Tabelle 6: Entwdsserung

Schritt Chemikalie Zeit
1 80% Ethanol 3 min
2 96% Ethanol 3 min
3 100% Ethanol 3 min
4 100% Ethanol 3 min
5 Xylol 50%/Ethanol 50% 5 min
6 Xylol 1 10 min
7 Xylol 2 10 min
8 Xylol 3 10 min
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3.9 Immunhistochemie
3.9.1 Prinzip immunhistochemischer Markierungen

Zur  spezifischen Darstellung  verschiedener  Proteine bzw.  verschiedener
Antigene im Gewebe wurde die immunhistochemische Markierung nach der ABC-Methode

angewandt. Dabei handelt es sich um ein indirektes Markierungsverfahren von Antigenen:

Der Primarantikorper bindet spezifisch an das gesuchte Antigen im Gewebe.

2. Der sekundare Antikorper (AK), welcher mit Biotin gekoppelt ist, bindet an den
Priméarantikorper (auch mehrfach maoglich, daher Amplifikation des Signals).

3. Der zugesetzte Avidin-Biotin-Enzym-Komplex bindet aufgrund der hohen Affinitat
von Avidin zu Biotin an den biotinylierten sekundaren AK.

4. Bei Vorhandensein von H,0, katalysiert die im Komplex enthaltene
Meerrettichperoxidase (HRP) die Umsetzung des phenolischen DAB-Substrates in
dessen unldsliche Form. Dabei entsteht ein braunliches Prazipitat.

5. Je mehr Antigen im Gewebe vorhanden ist, desto mehr Primarantikdrper kdnnen
binden, desto mehr sekundare AK konnen binden, desto mehr Avidin-Biotin-Enzym-

Komplexe kénnen binden, desto starker ist das Signal.

Das gesamte Prinzip ist in Abbildung 10 noch einmal dargestellt.

H,0, DAB (I5slich)

H'+H" DAB (unléslich)

A A e = e
biotinylierte
Primdrantikérper

Meerrettichperoxidase (HRP)
biotinylierter
Sekundérantikérper

Abbildung 10: Prinzip einer immunhistochemischen Markierung nach der ABC-Methode
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Im Verlauf einer immunhistochemischen Markierung kann es aus verschiedenen Griinden
zu unspezifischen Anfarbungen kommen. Ein Grund sind unspezifische Bindungen, die
sowohl vom priméren als auch vom sekundaren AK eingegangen werden kénnen. Dafir
sind unter anderem Ig-ahnliche Proteine im untersuchten Gewebe verantwortlich, die vom
sekundaren AK falschlicherweise gebunden werden und somit ein unspezifisches Signal
erzeugen. Um diesem Phdanomen vorzubeugen, wird das sogenannte ,Blocken” vor der
Zugabe des primaren und des sekundaren AK durchgefiihrt. Dazu wird ein Normalserum
aus der Spezies verwendet, aus der auch der sekundadre AK stammt. Die Bindungsstellen an
Ig-ahnliche Proteine werden von den AK aus dem Normalserum blockiert. Der sekundare AK
kann somit dort nicht mehr binden und das unspezifische Signal wird vermindert. Des
Weiteren wurden mogliche unspezifische Bindungen des sekunddren AK durch mitgefiihrte
Negativkontrollen Uberprift, auf die nur der sekundadre AK, ohne vorherige Zugabe des
primaren AK, aufgetragen wurde.

Ein weiterer Grund fiir ein unspezifisches Signal ist die endogene Peroxidase. Dieses
gewebsintrinsische Enzym ist in der Lage, die Umwandlung von l6slichem DAB-Substrat in
dessen unlosliches, braunes Prazipitat zu katalysieren. Da diese Reaktion unabhangig von
einer vorherigen Bindung der AK verlauft, kann sie zu einem unspezifischen Signal fiihren.
Um dieser Reaktion entgegenzuwirken, werden die Schnitte fiir 30 Minuten in 0,35% H,0,
in PBS (1x) inkubiert. Die endogene Peroxidase wird gesattigt, wodurch ihre Aktivitat und

damit auch das unspezifische Signal vermindert werden.

3.9.2 Durchfiihrung immunhistochemischer Markierungen

Die Markierung aller Objekttrager einer immunhistochemischen Markierungsreihe wurde
zur selben Zeit und nach demselben Arbeitsprotokoll durchgefiihrt. Dies gewahrleistet
einheitliche, vergleichbare Ergebnisse.

Zu Beginn der Markierung erfolgten eine Entparaffinierung mit Beginn in Xylol und eine

Rehydrierung in absteigender Alkoholreihe (vgl. Tabelle 7).

Tabelle 7: Entparaffinierung und Rehydrierung

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

23



Material und Methoden

Bei der Fixierung und Einbettung der Gewebe kann es zur Bildung von sogenannten
Maskierungen (,,crosslinks”) kommen. Diese Maskierungen blockieren freie Antigene und
beeintrachtigen das Ergebnis der immunhistochemischen Markierung. Damit diese
maskierten Antigene wieder flr den AK zuganglich sind, wurde nach der Entparaffinierung
und Rehydrierung gegebenenfalls ein ,HIER” (,heat induced epitope retrieval®)
durchgefihrt. Dazu wurden die Schnitte fir 10 Minuten in Tris/EDTA-Puffer zum Kochen
gebracht, was zur Demaskierung der Antigene fihrt. Daflir wurde eine handelsibliche
Mikrowelle verwendet. AnschlieBend wurden die Schnitte fiir 15 Minuten in einem kalten
Wasserbad auf Raumtemperatur abgekihilt.

Dann wurden die Schnitte unter leichtem Schiitteln dreimal fiir 5 Minuten in mit PBS (1x)
geflllten Klvetten gewaschen. Dies wurde zwischen allen weiteren Schritten, auler
zwischen dem ,,Blocken” und der Applikation des primaren AK, wiederholt.

Als nachstes erfolgte das ,Blocken” mit Blockserum (1). Die Objekttrager wurden dazu in
eine feuchte Kammer Uberfiihrt und es wurden jeweils 50ul des Serums pro Schnitt
tropfenweise aufgetragen. Dies wurde so fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Das Serum wurde abgekippt und der primare AK in entsprechender Verdiinnung in
Blockserum (1) (vgl. Tabelle 8) tropfenweise aufgetragen. Dabei wurden ebenfalls 50ul pro
Schnitt verwendet. Auf die mitgefiihrten Negativkontrollen wurden hingegen 50ul des
Blockserum (1) aufgetragen. Die Inkubation erfolgte Gber Nacht bei 4°C in einer feuchten

Kammer.

Tabelle 8: Verwendete Primarantikorper bei immunhistochemischen Markierungen

Antigen Firma Bestellnummer | Verdiinnung | Demaskierung Wirt

PLP BioRad MCA839G 1:5000 Keine Maus

APP Millipore MAB348 1:5000 Tris/EDTA Maus
IBA-1 Wako 019-19741 1:5000 Tris/EDTA Kaninchen
CPI-17 Abcam ab32213 1:3000 Tris/EDTA Kaninchen

Am nachsten Tag wurde der primare AK bzw. das Blockserum (1) abgekippt. Die Schnitte
wurden gewaschen und anschliefend fir 30 Minuten in 0,35% H,0, inkubiert. Dieser Schritt

fand unter leichtem Schiitteln und unter moglichst geringem Lichteinfall statt.

Danach wurde der sekundare AK in Blockserum (1) verdiinnt (vgl. Tabelle 9) und es wurden
jeweils 50ul pro Schnitt tropfenweise aufgetragen. Der sekundare AK inkubierte fir 1

Stunde bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer.
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Tabelle 9: Verwendete Sekundarantikérper bei immunhistochemischen Markierungen

Antikorper | Kopplung Wirt Firma Bestellnummer | Verdiinnung

Ziege-Anti- Biotin Ziege Vector BA 9200 1:200
Maus

Ziege-Anti- Biotin Ziege Vector BA 1000 1:200

Kaninchen

Der Avidin-Biotin-Enzym-Komplex wurde mindestens 30 Minuten vor der Applikation aus

Reagenz A (Avidin) und Reagenz B (biotinylierte HRP) angesetzt. Dafiir wurden beide

Reagenzien gemischt und jeweils 1:50 in PBS (1x) verdiinnt. Dann wurden pro Schnitt 50ul

tropfenweise auf die Objekttrager pipettiert und so bei Raumtemperatur in einer feuchten

Kammer fir eine Stunde belassen.

AnschlieBend wurde der DAB-Komplex mit je 50ul pro Schnitt tropfenweise aufgetragen.

Die Inkubationszeit betrug 10 Minuten. Danach wurde der Komplex durch kurzes

Eintauchen in Leitungswasser und anschlieRende Uberfiihrung der Schnitte in destilliertes

Wasser abgewaschen.

Als letztes erfolgten eine Entwasserung in aufsteigender Alkoholreihe mit Beginn in 50%

Ethanol (vgl. Tabelle 10) und das Eindecken mit Depex.

Tabelle 10: Entwasserung

Schritt Chemikalie Zeit
1 50% Ethanol 3 min
2 70% Ethanol 3 min
3 96% Ethanol 3 min
4 96% Ethanol 3 min
5 100% Ethanol 3 min
6 100% Ethanol 3 min
7 Xylol 50%/Ethanol 50% 5 min
8 Xylol 1 10 min
9 Xylol 2 10 min
10 Xylol 3 10 min
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Tabelle 11: Arbeitsprotokoll einer immunhistochemischen Markierung

Schritt Ablauf
1 Deparaffinierung und Rehydrierung der Schnitte in einer absteigenden
Alkoholreihe (vgl. Tabelle 7)

2 Demaskierung (,,HIER): zehnminUtiges Kochen der Schnitte in Tris/EDTA-Puffer
3 Abkihlung der Objekttrager auf Raumtemperatur in einem kalten Wasserbad
4 3x5 Minuten Spiilen in PBS (1x) unter leichtem Schiitteln

5 »Blocken” mit 5% Normalserum fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur in einer

feuchten Kammer
6 Normalserum abkippen
7 Applikation des Priméarantikorpers bzw. des Blockserum (1) und Inkubation Giber
Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer

8 3x5 Minuten Spilen in PBS (1x) unter leichtem Schitteln

9 30 Minuten Inkubation in 0,35% H,0, unter leichtem Schitteln im Dunkeln
10 3x5 Minuten Spilen in PBS (1x) unter leichtem Schitteln

11 Applikation des Sekundarantikdrpers und Inkubation fiir 1 Stunde bei

Raumtemperatur in einer feuchten Kammer
12 3x5 Minuten Spiilen in PBS (1x) unter leichtem Schitteln
13 Applikation des Avidin-Biotin-Enzym-Komplexes und Inkubation fiir 1 Stunde bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer
14 3x5 Minuten Spiilen in PBS (1x) unter leichtem Schitteln
15 Applikation des DAB-Komplexes zur Visualisierung und Inkubation fir 10
Minuten unter einem Abzug

16 10 Sekunden Spilen in Leitungswasser

17 5 Minuten Spilen in destilliertem Wasser
17.1 Je nach Hintergrundsignal: Hdmatoxylin (H)-Farbung, 15 Sekunden in

Hamatoxylin-Lésung und anschlieBend finf Sekunden in HCI-Alkohol
eintauchen

17.2 5 Minuten unter flieBendem Leitungswasser inkubieren (,,blauen”)
18 Entwasserung in aufsteigender Alkoholreihe (vgl. Tabelle 10)

19 Eindecken der Objekttrager mit Depex und Deckgldsern unter dem Abzug
20 Trocknen der eingedeckten Schnitte unter dem Abzug

= fakultative Arbeitsschritte
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3.10 Immunfluoreszenz

3.10.1 Prinzip von Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen

Zur spezifischen Darstellung von mehr als nur einem Protein bzw. mehr als nur einem
Antigen im Gewebe wurden Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen angewandt. Die
Immunfluoreszenz ist, wie die bereits beschriebene Immunhistochemie, eine indirekte

Nachweismethode fiir Antigene und beruht auf dem nachfolgenden Prinzip:

1. Die unterschiedlichen Priméarantikdrper aus verschiedenen Spezies binden
spezifisch an die gesuchten Antigene im Gewebe.

2. Die unterschiedlichen sekundaren AK, welche mit einem Fluoreszenzfarbstoff
(Fluorophor) gekoppelt sind, binden an die Priméarantikérper (auch mehrfach
moglich, daher Amplifikation des Signals).

3. Die Kerne der Zellen werden mit 4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) markiert
(ebenfalls fluoreszierend).

4. Die Anregung der Farbstoffe erfolgt am Epifluoreszenzmikroskop (DM6 B, Leica,
Wetzlar, Deutschland) tber Einstrahlung von Licht in der Anregungswellenldnge des
verwendeten Fluoreszenzfarbstoffes.

5. Nur dort, wo der sekundare AK an den gebundenen Priméarantikérper binden
konnte, ergibt sich ein Signal in Form von emittiertem Licht in der
Emissionswellenldnge des Fluoreszenzfarbstoffes.

6. Je mehr Antigen im Gewebe vorhanden ist, desto mehr Priméarantikdrper kbnnen

binden, desto mehr sekundare AK kbnnen binden, desto starker ist das Signal.

Das gesamte Prinzip ist in Abbildung 11 noch einmal dargestellt.
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Abbildung 11: Prinzip einer Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung
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3.10.2 Durchfiihrung von Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen

Die Markierung aller Objekttrager einer Immunfluoreszenz-Markierungsreihe wurde zur
selben Zeit und nach demselben Arbeitsprotokoll durchgefiihrt. Dies gewahrleistet
einheitliche, vergleichbare Farbeergebnisse.

Bis des AK die Schritte bei einer
Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung denen einer immunhistochemischen Markierung
(vgl. Tabelle 11, Schritt 1-6). Statt dem Blockserum (1) wurde zum ,Blocken” das

Blockserum (2) verwendet.

zur  Applikation primaren entsprechen

Nach dem ,Blocken” wurden die Priméarantikdrper in

entsprechender Verdlinnung in Blockserum (2) (vgl. Tabelle 12) tropfenweise aufgetragen.

Dabei wurden 50ul pro Schnitt verwendet. Die Inkubation erfolgte fir beide

Primarantikorper simultan bei 4°C in einer feuchten Kammer iber Nacht.

Tabelle 12: Verwendete Primarantikorper bei Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen

Antigen Firma Bestellnummer | Verdiinnung | Demaskierung Wirt
APC Millipore OP80-100UG 1:200 Tris/EDTA Maus
OLIG-2 Millipore MABNS50 1:100 Tris/EDTA Maus
CPI-17 Abcam ab32213 1:3000 Tris/EDTA Kaninchen

Am nachsten Tag wurden die sekunddren AK Blockserum (2) verdinnt

(vgl. Tabelle 13) und es wurden jeweils 50ul pro Schnitt tropfenweise aufgetragen. Die
sekunddren AK inkubierten simultan fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur in einer feuchten

Kammer.

Tabelle 13: Verwendete Sekundarantikorper bei Imnmunfluoreszenz-Doppelmarkierungen

Antikérper Kopplung Wirt Firma Bestellnummer Verdiinnung
Esel-Anti- AlexaFluor Esel Invitrogen A21203 1:250
Maus 594
Esel-Anti- AlexaFluor Esel Abcam ab150065 1:250
Kaninchen 488

Alle weiteren Schritte wurden unter moglichst geringem Lichteinfall durchgefiihrt, um ein
»Ausbleichen” des Fluorophors zu verhindern.

die Kernmarkierung wurde DAPI-Arbeitslosung
(50ul pro Schnitt). Die Inkubationszeit betrug 10 Minuten.

Nach dreimaliger Waschung in mit PBS (1x) gefiillten Kiivetten und Uberfithrung der

Fir eine (5ug/ml)  aufgetropft

Schnitte in destilliertes Wasser wurden sie mit Immu-Mount™ eingedeckt. Danach wurden

die Schnitte dauerhaft bei 4°C und im Dunkeln gelagert.
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Tabelle 14: Arbeitsprotokoll einer Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung

Schritt Ablauf
1 Deparaffinierung und Rehydrierung der Schnitte in einer absteigenden
Alkoholreihe (vgl. Tabelle 7)
2 Demaskierung (,,HIER"): zehnmin(tiges Kochen der Schnitte in Tris/EDTA-
Puffer
3 Abkiihlung der Objekttrager auf Raumtemperatur in einem kalten Wasserbad
4 3x5 Minuten Spilen in PBS (1x) unter leichtem Schitteln
5 »Blocken” mit 5% Normalserum fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur in einer
feuchten Kammer
6 Normalserum abkippen
7 Applikation der Primarantikorper und Inkubation Gber Nacht bei 4°C in einer
feuchten Kammer
8 3x5 Minuten Spilen in PBS (1x) unter leichtem Schitteln
9 Applikation der Sekundarantikérper und Inkubation fiir 2 Stunden bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer
10 3x5 Minuten Spilen in PBS (1x) unter leichtem Schitteln
11 Applikation der DAPI Lésung (5pg/ml) und Inkubation fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer
12 3x5 Minuten Spilen in PBS (1x) unter leichtem Schiitteln
13 1 Minute Spilen in destilliertem Wasser
14 Eindecken der Schnitte mit Immu-Mount™
15 Lagerung bei 4°C in dunkler Umgebung

= Arbeitsschritte unter minimalem Lichteinfall
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3.11 Auswertung
3.11.1 Untersuchte Hirnareale
3.11.1.1 Immunfluoreszenz

Abbildung 12: Darstellung der in der Inmunfluoreszenz untersuchten ROIs auf Hohe des rostralen
Hippocampus, R265

A und A‘: ICC= laterales Corpus callosum, B und B‘: CCC= Corpus callosum unter dem Cingulum, C und C"
mCC= mediales Corpus callosum, D und D‘: MCx= motorischer Cortex. Quelle des Hirnschnittes:

modifiziert nach Sidman et al., 1971

Bei den Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen wurden Hirnschnitte der Hirnregion 265
untersucht, die sich auf Hohe des rostralen Endes des Hippocampus befindet. Um moglichst
unterschiedliche Anteile des Corpus callosum und des motorischen Cortex untersuchen zu
konnen, wurden verschiedene ,regions of interest” (ROls) definiert, welche in Abbildung 12

dargestellt sind.

3.11.1.2 Immunhistochemie

Bei den immunhistochemischen Markierungen wurden Hirnschnitte der Hirnregionen 215
und 265 untersucht (vgl. Abbildung 8). Um unterschiedliche Anteile des Corpus callosum
beurteilen zu kénnen, wurden erneut verschiedene ROIls definiert. Es wurden sowohl das
mediale als auch das laterale Corpus callosum untersucht (vgl. Abbildung 13). Als
Abgrenzung zwischen dem medialen und dem lateralen Corpus callosum wurde ein Lot von
der héchsten Stelle des Cingulums auf das Corpus callosum gefillt.
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Abbildung 13: Darstellung der in der Immunhistochemie untersuchten ROIs auf Hohe des
Zusammenschlusses der Commissura anterior und des rostralen Hippocampus, R215 und R265

(A) Ubersicht der untersuchten ROIs auf Hohe des Zusammenschlusses der Commissura anterior (R215).
(B) Ubersicht der untersuchten ROI auf Hohe des rostralen Hippocampus (R265). (Abkiirzungen: ICCI/ICCr=
laterales Corpus callosum links/rechts, mCC= mediales Corpus callosum). Quelle der Hirnschnitte:
modifiziert nach Sidman et al., 1971
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3.11.2 Auswertung der LFB/PAS-Firbung

In einer LFB/PAS-Farbung stellt sich die weiRe Substanz kraftig blau dar. Demyelinisierte
Anteile des Corpus callosum sind daher nicht mehr blau angefarbt, sondern erscheinen wie
die graue Substanz rosa/rot. Die Beurteilung des AusmaRes der Demyelinisierung erfolgte
an einem Mikroskop (Eclipse E200, Nikon, Minato, Japan) in R215 und R265. Jedem Schnitt
wurde nach mikroskopischer Betrachtung anhand der sichtbaren, blau-angefarbten Menge
an weiBer Substanz ein Prozentwert zugeordnet. Dieser Wert gibt an, wie viel Prozent der
urspriinglichen Myelinmenge nach subjektiver Einschatzung noch vorhanden sind. Die
Einschatzung erfolgte verblindet. In R265 wurde die Zuordnung des Prozentwertes
zusatzlich verblindet durch den Arbeitsgruppenleiter (Kipp M., Institut flr Anatomie,

Universitatsmedizin Rostock) durchgefiihrt.

3.11.3 Quantifizierung der optischen Dichte

Zunachst wurden von allen Hirnschnitten mit einem am Mikroskop (DM6 B, Leica, Wetzlar,
Deutschland) installierten Kamerasystem (DMC 6200, Leica, Wetzlar, Deutschland) Bilder
der vorher festgelegten ROIs (vgl. Abbildung 13) in R215 und R265 aufgenommen. Dazu
wurden an einem Hirnschnitt die Einstellungen optimiert und dann bei allen weiteren

Hirnschnitten so beibehalten, um eine Vergleichbarkeit der Bilder zu gewahrleisten.

Die Bestimmung der optischen Dichte erfolgte anschlieBend mithilfe der Software , Imagel)”
(Version 1.52n fiir Windows, Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA).
In einem ersten Schritt wurden die Bilder in die Softwareumgebung ,Imagel” importiert

Ill

und die exakte ROl mithilfe der ,,polygonalen Auswahl”“ umrandet. AnschlieBend wurde der
Bildtyp in ,8-bit-greyscale” (8-Bit-Graustufen) gedndert, wodurch die farbigen Bilder in ein
Grau-Format umgewandelt wurden.

Zur Vereinheitlichung der Analyse aller Bilder wurde ein Grenzwert fir die densitometrische
Messung festgelegt, der sogenannte ,Threshold“. Abhdngig von diesem Threshold wird ein
Pixel des Bildes von ,Imagel“ wahrend der optischen Dichtemessung als ,schwarz“ oder
»weiR“ definiert. Die Auswertung der anti-PLP-Markierung erfolgte mit dem Threshold
»MaxEntropy*“, die Auswertung der anti-lonized calcium binding adapter molecule 1 (IBA-1)-

Markierung mit dem Threshold ,,Default”.

In einem letzten Schritt erfolgte die Umwandlung der Bilder in ein Schwarz-WeiR-Format

(binares Format) und die automatische Bestimmung der relativen Dichte (,,Area fraction”).

Die einzelnen Schritte sind in Tabelle 15 noch einmal dargestellt.
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Tabelle 15: Arbeitsschritte einer Dichtemessung mittels Image)

Imagel- Abbildung Beschreibung
Funktion
»polygonale Die zu
Auswahl” untersuchende
Region wurde
bei jedem
Schnitt manuell
markiert (gelbe
Umrandung).
,Image” Das Bild wird in
»Type” ein Grau-
,8-bit” Format
umgewandelt.
,Image” Nach
»Adjust” Umwandlung
,Threshold“ des Bildes in ein

bindres Format
anhand des
ausgewahlten
Thresholds
wurde die
relative Dichte
schwarzer Pixel
in der ROI
gemessen. Die
Angabe erfolgte
in % der ROI.
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3.11.4 Quantifizierung von Zell- und Partikeldichten
3.11.4.1 Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen

Zur Auswertung der Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen wurden am
Epifluoreszenzmikroskop (DM6 B, Leica, Wetzlar, Deutschland) von jedem Hirnschnitt in
allen Kanalen (blau: DAPI, rot: OLIG-2 oder APC, griin: CPI-17) Aufnahmen der vorher
festgelegten ROIs in R265 (vgl. Abbildung 12) angefertigt und gespeichert. Dazu wurden
zunachst an einem Hirnschnitt die Einstellungen in allen Kandlen optimiert und dann bei
allen weiteren Hirnschnitten beibehalten. Alle Bilder von Hirnschnitten einer Markierung
wurden am selben Tag aufgenommen. Dadurch wird ein ,Ausbleichen” des
Fluoreszenzfarbstoffes verhindert und die Vergleichbarkeit der Bilder gewahrleistet.

Die entstandenen Bilder wurden dann manuell mithilfe der Software ,ViewPoint Light”
(Version: 1.0.0.9628) von PreciPoint (Freising, Deutschland) quantifiziert. Es erfolgte eine
Verblindung der Bilder gegeniliber dem auswertenden Experimentator und eine Markierung
der exakten ROIl. Dann wurden innerhalb der ROI die Anzahl der OLIG-2°CPI-17*-Zellen
sowie die Anzahl der OLIG-2°CPI-17-Zellen und die Anzahl der CPI-17°OLIG-2-Zellen
gezahlt. Eine Zelle wurde dann als OLIG-2'CPI-17" gewertet, wenn sie im roten Kanal ein
Signal zeigte und gleichzeitig im griinen Kanal ein kolokalisiertes (doppelpositives) Signal
aufwies. Als letztes wurde ein Quotient aus der Zellzahl und der Flache der ROI gebildet, um
eine Zellzahl pro mm? zu erhalten. Nach demselben Prinzip erfolgte auch die
Quantifizierung der APC/CPI-17-Doppelmarkierung.

Pro Objekttrager wurden zwei Hirnschnitte desselben Tieres ausgewertet. Aus den
jeweiligen Zelldichten jedes Hirnschnittes wurde ein Mittelwerty,, errechnet. Aus allen
Mittelwertenye, einer Gruppe wurde dann ein Mittelwertg.pe gebildet und mit anderen

Mittelwertengyppe verglichen.

3.11.4.2 Immunhistochemie

Durch axonalen Schaden und einen daraus resultierenden gestoérten axonalen Transport
kann es zur Akkumulation des Amyloid Precursor Proteins (APP) kommen (T. Kuhlmann,
2002). Diese Akkumulation ist in Form von APP-Sphéaroiden in APP-markierten Hirnschnitten
sichtbar (vgl. Abbildung 14).

Zur Auswertung der immunhistochemischen APP-Markierung wurden mithilfe eines ans
Mikroskop (Eclipse E200, Nikon, Minato, Japan) gekoppelten Kamerasystems
(acA1920-40uc, Basler, Ahrensburg, Deutschland) und der Software ,,Manual WSI 2019
(Version 2019b) von Microvisioneer (Esslingen am Neckar, Deutschland) von jedem
Hirnschnitt Bilder der vorher festgelegten ROl (vgl. Abbildung 13) in R215 und R265
aufgenommen. Bei dieser Markierung wurde in beiden Regionen nur das mediale Corpus
callosum (mCC) untersucht. Die Bilder wurden angefertigt, indem die ROl jedes

Hirnschnittes mit dem Mikroskop eingescannt wurde.
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AnschlieBend wurde mithilfe der Software am Computer ein zusammenhangendes Bild
erstellt. Dabei wurden alle Bilder mit denselben Einstellungen generiert, um eine
Vergleichbarkeit der Bilder zu gewahrleisten.

Die Quantifizierung der so entstandenen Aufnahmen wurde ebenfalls mit der Software
»,ViewPoint Light“ (Version: 1.0.0.9628) von PreciPoint (Freising, Deutschland)
durchgefiuhrt. Dazu erfolgten zunachst eine Verblindung der Bilder gegeniiber dem
auswertenden Experimentator und eine exakte Umrandung der ROI. Anschliefend wurden
innerhalb der ROI die APP-Sphéroide (Zielstrukturen) manuell mithilfe eines Markierungs-
Werkzeuges gezahlt. Als letztes wurde ein Quotient aus der Zahl der APP-Spharoide und der

Flache der ROI gebildet, um eine Spharoid-Dichte pro mm? zu erhalten.

Abbildung 14: Quantifizierung von APP-Sphiroiden
Dargestellt ist ein Ausschnitt des medialen Corpus callosum auf Hohe des rostralen Hippocampus (R265).
Die Pfeile markieren einige ausgewdhlte APP-Spharoide. Quelle der Hirnlibersicht: Sidman et al., 1971

Pro Objekttrager wurden auf diese Weise zwei Hirnschnitte desselben Tieres ausgewertet.
Analog zu den Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen wurden auch bei dieser
immunhistochemischen Markierung Mittelwerter,, und Mittelwerteg, e gebildet. Die

Mittelwertegyppe Wurden dann untereinander verglichen.

3.11.5 Graphische Darstellung und statistische Auswertung

Sowohl die graphische Darstellung als auch die statistische Auswertung aller Daten erfolgte
mithilfe der Software ,GraphPad Prism“ (Version 8.0.2, GraphPad Software Inc., San Diego,
USA). Aufgrund der zu geringen GruppengroRe wurden keine Tests auf Normalverteilung
durchgefiihrt. Stattdessen wurden die Unterschiede zwischen den Gruppen mit nicht-
parametrischen Tests auf Signifikanz geprift. Bei den Immunfluoreszenz-
Doppelmarkierungen erfolgte dies mithilfe des Mann-Whitney-Tests, bei den
immunhistochemischen Markierungen mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests in Kombination mit
einem Dunn’s Post-Hoc-Test. 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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4, Ergebnisse
4.1 Expression von CPI-17 in Oligodendrozyten
4.1.1 Expression von CPI-17 in allen Oligodendrozyten-Reifestufen

Hintergrund: Wie in Kapitel 2 beschrieben, ist nicht vollstandig geklart, ab wann im Verlauf
des Reifeprozesses der Oligodendrozyten die Expression von CPI-17 erfolgt. Die Hypothese

dieser Arbeit ist, dass CPI-17 von spéatreifen Oligodendrozyten exprimiert wird.

OLIG-2 ist ein typischerweise nukledr lokalisierter (Doucette et al.,, 2010), etablierter
Marker fiir alle Reifestufen von Oligodendrozyten. Folglich exprimieren auch
Progenitorzellen und unreife Oligodendrozyten OLIG-2. Friihreife Oligodendrozyten sollten,

entsprechend meiner Hypothese, kein CPI-17 exprimieren (vgl. Abbildung 15).

CPI-17
OoLG-2 S —

Progenitorzelle ausgereifter
Oligodendrozyt

Abbildung 15: Schematische Darstellung des Expressionszeitraumes von OLIG-2 und CPI-17 wahrend des
Reifeprozesses von Oligodendrozyten entsprechend der Arbeitshypothese

Die Hirnschnitte von 5 Wochen mit Cuprizone behandelten Tieren zeichnen sich durch eine
hohe Zahl an OPZ und eine sehr geringe Zahl an reifen Oligodendrozyten aus. Das
Expressionsmuster von OLIG-2 und CPI-17 wurde in gesunden Tieren sowie nach Cuprizone-
Intoxikation untersucht.

Arbeitshypothese: Die libergeordnete Arbeitshypothese lautet: CPI-17 ist ein Marker fir
spatreife Oligodendrozyten. Wenn diese Hypothese zutrifft, dann:

e sollte unter Kontrollbedingungen ein groRer Anteil der OLIG-2*-Zellen auch CPI-17
exprimieren

e sollte sich die Zahl der CPI-17*-Zellen nach Cuprizone-Intoxikation vermindern

e sollten nach Cuprizone-Intoxikation vermehrt OLIG-2"-Zellen zu finden sein, die
kein CPI-17 exprimieren

Methoden: Das Corpus callosum und der motorische Cortex von Kontrolltieren und 5
Wochen mit Cuprizone behandelten Mausen wurden in definierten ROIs untersucht
(vgl. Abbildung 12).
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Ergebnisse: Das Markierungsmuster der Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung entsprach
den Erwartungen. OLIG-2, dargestellt im roten Kanal, ist in allen Reifestufen von
Oligodendrozyten nukledr exprimiert und erzeugte dementsprechend ein nuklear
lokalisiertes Fluoreszenzsignal.

Das Protein CPI-17 kann nukledr oder zytoplasmatisch lokalisiert sein. Daher ergab die
Markierung von CPI-17 im grinen Kanal ein variables Markierungsmuster mit teils

zytoplasmatisch und teils nuklear lokalisierten Fluoreszenzsignalen (vgl. Abbildung 17).

Veréinderungen der absoluten Zellzahlen:

Nach Cuprizone-Intoxikation nahm die Anzahl der CPI-17"-Zellen im Vergleich zu
Kontrollbedingungen ab. Im lateralen Anteil des Corpus callosum (ICC) reduzierte sich die
Anzahl von 423,27 + 97,17 auf 205,06 + 30,38 Zellen/mm?. Im Corpus callosum unter dem
Cingulum (CCC) reduzierte sie sich von 539,08 + 123,50 auf 86,41 + 31,61 Zellen/mm?. Im
medialen Anteil des Corpus callosum (mCC) reduzierte sich die Anzahl von 558,05 + 131,40
auf 13,46 + 5,76 Zellen/mm? und im motorischen Cortex (MCx) von 93,25 + 24,93 auf 9,27 +
5,88 Zellen/mm? (vgl. Abbildung 16 A). Die Anzahl der OLIG-2*-Zellen nahm nach Cuprizone-
Intoxikation im Vergleich zu Kontrollbedingungen ebenfalls ab. Im lateralen Anteil des
Corpus callosum reduzierte sich die Anzahl der OLIG-2*-Zellen von 516,61 + 87,61 auf
448,42 + 114,80 Zellen/mm?. Im Corpus callosum unter dem Cingulum reduzierte sie sich
von 638,32 + 150,20 auf 363,13 + 54,24 Zellen/mm?®. Im medialen Anteil des Corpus
callosum reduzierte sich die Anzahl von 670,70 + 112,80 auf 512,85 + 149,80 Zellen/mm?
und im motorischen Cortex von 125,40 + 2524 auf 54,74 + 21,42 Zellen/mm? (vgl.
Abbildung 16 B).

alle OLIG-2"-Zellen
(OLIG-2*CPI-17* und OLIG-2*CPI-17), R265

alle CPI-17*-Zellen
(CPI-17°0LIG-2" und CPI-17°0LIG-2), R265
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Abbildung 16: Absolute Zahlen von CPI-17*- und OLIG-2*-Zellen unter Kontrollbedingungen und nach 5
Wochen Cuprizone-Intoxikation in verschiedenen Regionen des Corpus callosum und des motorischen
Cortex auf Hohe des rostralen Hippocampus (R265)

(A) Darstellung der Anzahl von CPI-17°OLIG-2"- und CPI-17°OLIG-2-Zellen auf Hohe des rostralen

Hippocampus (R265). (B) Darstellung der Anzahl von OLIG-2CPI-17"- und OLIG-2"CPI-17"-Zellen auf H6he des
rostralen Hippocampus (R265). (Abkirzungen: ICC= laterales Corpus callosum, CCC= Corpus callosum unter
dem Cingulum, mCC= mediales Corpus callosum, MCx= motorischer Cortex)
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Abbildung 17: Fluoreszenzaufnahmen einer DAPI/OLIG-2/CPI-17-Markierung unter Kontrollbedingungen
und nach 5 Wochen Cuprizone-Intoxikation im Corpus callosum unter dem Cingulum auf Hohe des rostralen
Hippocampus (R265)

(A) zeigt die Negativkontrolle ohne Primarantikérper. (B) und (C) zeigen die Kreuzkontrollen jeweils eines
Primarantikorpers mit dem nicht zugehorigen Sekundarantikorper. (D) zeigt reprasentative
Fluoreszenzaufnahmen der DAPI/OLIG-2/CPI-17-Markierung unter Kontrollbedingungen im Corpus callosum
unterhalb des Cingulums (CCC). Die Pfeile markieren ausgewahlte OLIG-2"CPI-17"-Zellen. (E) zeigt die gleiche
Region mit gleicher Markierung nach 5 Wochen Cuprizone-Intoxikation. Die Pfeile markieren ausgewdahlte
OLIG-2"CPI-17-Zellen.
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Verdnderung des prozentualen Anteils OLIG-2"CPI-17"-Zellen:

Unter Kontrollbedingungen exprimierten im lateralen Anteil des Corpus callosum 73,65 *
9,24% aller OLIG-2*-Zellen auch CPI-17. Im Corpus callosum unter dem Cingulum
exprimierten 81,06 + 4,19% aller OLIG-2"-Zellen auch CPI-17. Im medialen Anteil des Corpus
callosum exprimierten 79,69 * 7,62% aller OLIG-2"-Zellen auch CPI-17 und im motorischen
Cortex waren es 71,03 * 851% aller OLIG-2"-Zellen. Nach Cuprizone-Intoxikation
verminderte sich der Prozentsatz der OLIG-2"-Zellen, die auch CPI-17 exprimieren. Im
lateralen Anteil des Corpus callosum reduzierte sich der Prozentsatz auf 43,49 + 12,40%. Im
Corpus callosum unter dem Cingulum reduzierte er sich auf 20,27 * 8,67%. Im medialen
Anteil des Corpus callosum reduzierte sich der Prozentsatz auf 2,34 + 0,81% und im
motorischen Cortex exprimierten nur noch 8,09 + 4,88% der OLIG-2*-Zellen auch CPI-17
(vgl. Abbildung 17 und Abbildung 18).

OLIG-2"CPI-17*-Zellen/alle OLIG-2"-Zellen, R265
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Abbildung 18: Anteil der OLIG-2"-Zellen, die auch CPI-17 exprimieren unter Kontrollbedingungen und nach
5 Wochen Cuprizone-Intoxikation

Quantifizierung in verschiedenen Regionen des Corpus callosum und des motorischen Cortex.
(Abkirzungen: ICC= laterales Corpus callosum, CCC= Corpus callosum unter dem Cingulum, mCC= mediales
Corpus callosum, MCx= motorischer Cortex)
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4.1.2 Expression von CPI-17 in reifen Oligodendrozyten

Hintergrund: Die Ergebnisse der CPI-17/0LIG-2-Doppelmarkierung lassen vermuten, dass
CPI-17 in OLIG-2"-Progenitorzellen und unausgereiften OLIG-2"-Oligodendrozyten nicht
exprimiert wird. Die Expression von CPI-17 scheint somit selektiv fir reife bzw., gemald
meiner Hypothese, spatreife Oligodendrozyten zu sein. APC ist ein vorwiegend
zytoplasmatisch exprimierter (Midgley et al., 1997), etablierter Marker fir reife
Oligodendrozyten. Ob CPI-17 wahrend der Reifung der Oligodendrozyten zum gleichen
Zeitpunkt wie APC exprimiert wird, ist nicht bekannt. Ich vermute, dass im Rahmen der
Oligodendrozyten-Differenzierung zuerst APC und spater CPI-17 exprimiert wird (vgl.
Abbildung 19).

CPI-17
APC

Progenitorzelle ausgereifter
Oligodendrozyt

Abbildung 19: Schematische Darstellung des Expressionszeitraumes von APC und CPI-17 im Verlauf des
Reifeprozesses von Oligodendrozyten entsprechend der Arbeitshypothese

Arbeitshypothese: Erneut lautet die (bergeordnete Arbeitshypothese: CPI-17 ist ein

Marker fiir spatreife Oligodendrozyten. Wenn diese Hypothese zutrifft, dann:

e sollte unter Kontrollbedingungen der weitaus gréRte Teil der APC*-Zellen auch CPI-
17 exprimieren

e sollte sich die Zahl der CPI-17"-Zellen nach Cuprizone-Intoxikation vermindern

e sollten nach Cuprizone-Intoxikation vermehrt APC*-Zellen zu finden sein, die kein
CPI-17 exprimieren

Methoden: Um die Arbeitshypothese zu Uberprifen, wurde eine CPI-17/APC-
Doppelmarkierung an Hirnschnitten von unbehandelten Kontrolltieren durchgefiihrt. Zur
Untersuchung des Expressionsmusters von APC und CPI-17 in jlingeren Oligodendrozyten

wurden auch Hirnschnitte von 5 Wochen mit Cuprizone behandelten Tieren untersucht
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Ergebnisse: Das Markierungsmuster der Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung entsprach
den Erwartungen. APC, dargestellt im roten Kanal, ist in Oligodendrozyten vorwiegend
zytoplasmatisch exprimiert und erzeugte dementsprechend ein zytoplasmatisch
lokalisiertes Fluoreszenzsignal.

Die Markierung von CPI-17 ergab erneut ein variables Markierungsmuster mit teils
zytoplasmatisch und teils nuklear lokalisierten Fluoreszenzsignalen. Dieses Muster spiegelt
die unterschiedlichen moglichen zellularen Lokalisationen von CPI-17 wider
(vgl. Abbildung 21).

Veréinderung der absoluten Zellzahlen:

Nach Cuprizone-Intoxikation nahm die Anzahl der CPI-17*-Zellen im Vergleich zu
Kontrollbedingungen ab. Im lateralen Anteil des Corpus callosum reduzierte sich die Anzahl
von 526,16 + 72,83 auf 195,70 * 60,95 Zellen/mm?® Im Corpus callosum unter dem
Cingulum reduzierte sie sich von 569,31 + 95,36 auf 81,29 + 36,35 Zellen/mm®. Im medialen
Anteil des Corpus callosum reduzierte sich die Anzahl von 639,53 + 101,70 auf 29,23 + 17,01
Zellen/mm? und im motorischen Cortex von 103,08 + 18,38 auf 14,19 + 4,03 Zellen/mm’
(vgl. Abbildung 20 A). Die Anzahl der APC*-Zellen nahm nach Cuprizone-Intoxikation im
Vergleich zu Kontrollbedingungen ebenfalls ab. Im lateralen Anteil des Corpus callosum
reduzierte sich die Anzahl von 551,65 + 78,30 auf 215,49 + 54,48 Zellen/mm?®. Im Corpus
callosum unter dem Cingulum reduzierte sie sich von 588,64 + 101,90 auf 235,41 + 29,38
Zellen/mm?. Im medialen Anteil des Corpus callosum reduzierte sich die Anzahl von 673,89
+111,00 auf 262,42 + 62,61 Zellen/mm? und im motorischen Cortex von 109,47 + 21,67 auf
27,51 + 10,51 Zellen/mm? (vgl. Abbildung 20 B).
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Abbildung 20: Absolute Zahlen von CPI-17°- und APC’-Zellen unter Kontrollbedingungen und nach 5
Wochen Cuprizone-Intoxikation in verschiedenen Regionen des Corpus callosum und des motorischen
Cortex auf Hohe des rostralen Hippocampus (R265)

(A) Darstellung der Anzahl von CPI-17°APC’- und CPI-17°APC-Zellen auf Hohe des rostralen
Hippocampus (R265). (B) Darstellung der Anzahl von APC'CPI-17"- und APC'CPI-17- Zellen auf Héhe
des rostralen Hippocampus (R265). (Abkirzungen: ICC= laterales Corpus callosum, CCC= Corpus callosum

unter dem Cingulum, mCC= mediales Corpus callosum, MCx= motorischer Cortex)
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Abbildung 21: Fluoreszenzaufnahmen einer DAPI/APC/CPI-17-Markierung unter Kontrollbedingungen und
nach 5 Wochen Cuprizone-Intoxikation im Corpus callosum unter dem Cingulum auf Hohe des rostralen
Hippocampus (R265)

(A) zeigt die Negativkontrolle ohne Primarantikorper. (B) und (C) zeigen die Kreuzkontrollen jeweils eines
Primarantikorpers mit dem nicht zugehorigen Sekundarantikorper. (D) zeigt reprdsentative
Fluoreszenzaufnahmen der DAPI/APC/CPI-17-Markierung unter Kontrollbedingungen im Corpus callosum
unterhalb des Cingulum (CCC). Die Pfeile markieren ausgewéahlte APC'CPI-17"-Zellen. (E) zeigt die gleiche Region
mit gleicher Markierung nach 5 Wochen Cuprizone-Intoxikation. Die Pfeile markieren ausgewahlte
APC'CPI-17-Zellen.
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Verdnderung des prozentualen Anteils APC'CPI-17"-Zellen:

Unter Kontrollbedingungen exprimierten im lateralen Anteil des Corpus callosum 95,19 +
1,71% aller APC*-Zellen auch CPI-17. Im Corpus callosum unter dem Cingulum exprimierten
96,41 + 2,48% aller APC*-Zellen auch CPI-17. Im medialen Anteil des Corpus callosum
exprimierten 94,74 + 1,04% aller APC*-Zellen auch CPI-17 und im motorischen Cortex waren
es 94,22 + 3,44% aller APC™-Zellen. Nach Cuprizone-Intoxikation verminderte sich der
Prozentsatz der APC'-Zellen, die auch CPI-17 exprimieren. Im lateralen Anteil des Corpus
callosum reduzierte sich der Prozentsatz auf 85,36 + 8,55%. Im Corpus callosum unter dem
Cingulum reduzierte er sich auf 34,86 + 12,25%. Im medialen Anteil des Corpus callosum
reduzierte sich der Prozentsatz auf 11,65 + 9,11% und im motorischen Cortex exprimierten
nur noch 45,85 + 20,24% der APC*-Zellen auch CPI-17 (vgl. Abbildung 21 und Abbildung 22).

APC'CPI-17"-Zellen/alle APC*-Zellen , R265
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Abbildung 22: Anteil der APC*-Zellen, die auch CPI-17 exprimieren unter Kontrollbedingungen und nach 5
Wochen Cuprizone-Intoxikation

Quantifizierung in verschiedenen Regionen des Corpus callosum und des motorischen Cortex. (Abkirzungen:
ICC= laterales Corpus callosum, CCC= Corpus callosum unter dem Cingulum, mCC= mediales Corpus callosum,
MCx= motorischer Cortex)
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4.2 Ausmal Cuprizone-induzierter Schadigungen in WT- und CPI-17"-Miusen

Hintergrund: Wie in Kapitel 1.3.2 beschrieben, scheint CPI-17 im Zuge von
Remyelinisierungsvorgdangen eine wichtige Rolle zu spielen. Daher nehme ich an, dass
CPI-17 auch fiir die allgemeine Myelinstabilitdt von Bedeutung ist.

Arbeitshypothese: Die Arbeitshypothese lautet: CPI-177-Miuse sind gegeniiber einer

Cuprizone-Intoxikation vulnerabler als WT-Ma&use. Wenn diese Hypothese zutrifft, dann:

e sollten CPI-17"-Miuse nach Cuprizone-Intoxikation eine geringere
Myelindichte aufweisen als WT-Mause

e sollte das Ausmald der Mikrogliose nach Cuprizone-Intoxikation bei
CPI-177-Méusen héher sein als bei WT-Mausen

e sollten CPI-177-Miuse nach Cuprizone-Intoxikation mehr akuten, axonalen

Schaden aufweisen als WT-Ma&use

Methoden: Es wurde das Corpus callosum von Kontrolltieren und 3 Wochen mit Cuprizone
behandelten Ma&usen in definierten Schnittregionen untersucht (R215 und R265,
vgl. Abbildung 8). Fir beide Schnittregionen wurden festgelegte ROIls definiert
(vgl. Abbildung 13). Es wurden der Demyelinisierungsgrad, die Mikrogliaaktivitdt und das
Ausmal des akuten, axonalen Schadens mithilfe immunhistochemischer Markierungen und

histochemischer Farbungen untersucht.

Ergebnisse:

Lokalisation von CPI-17 im ZNS von WT- und CPI-17""-Méusen:

Vor der Untersuchung der Cuprizone-induzierten Schadigungen in den Hirnen von WT- und
CPI-177-Miusen wurde eine immunhistochemische Markierung von CPI-17 durchgefiihrt.
Diese diente zur Lokalisation von CPI-17 im ZNS der Tiere und zur Bestatigung ihres
Genotyps.

Bei WT-Mausen zeigte sich eine homogene, braunliche Hintergrundfarbung im Bereich des
Corpus callosum und der Commissura anterior. Des Weiteren waren die Wande der GefaRe
und die Oligodendrozyten im Corpus callosum kraftig dunkelbraun gefarbt.

Zusatzlich waren aber auch zahlreiche schwachere unspezifische Anfarbungen von
Zellkernen und anderen Strukturen, wie z.B. dem Cingulum oder den Striosomen
erkennbar. Die unspezifisch angefarbten Zellkerne waren von kleinerer bis hin zu gleicher
GrolRe wie die der Oligodendrozyten und im gesamten Bereich des Hirnes inklusive des
Cortex und des Striatums verteilt (vgl. Abbildung 23). In diesem Zusammenhang wurde eine
immunhistochemische Markierung von CPI-17 mit drei unterschiedlichen Verdiinnungen
(1:5.000, 1:10.000 und 1:20.000) des anti-CPI-17-AK durchgefiihrt. Diese diente dazu, jene
Verdinnung zu finden, bei der die unspezifischen Anfarbungen im Vergleich zur
urspringlichen Verdiinnung (1:3.000) maoglichst gering sind. In den 1:5.000- und 1:10.000-
Verdinnungen zeigte sich keine Verdnderung in der Intensitdt der unspezifischen

Anfarbungen.
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In der 1:20.000-Verdiinnung waren die unspezifischen Anfarbungen nicht mehr zu
erkennen, allerdings nahm die Intensitat der spezifischen Anfarbungen in gleichem Male
ab. Dies flhrte dazu, dass spezifisch angefarbte Strukturen nicht sicher identifiziert werden
konnten. Eine Optimierung der AK-Verdiinnung war daher nicht moglich.

In CPI-17”-M3usen zeigten sich ausschlieRlich die beschriebenen, unspezifischen
Anfarbungen. Dies ist besonders durch die fehlende, braunliche Farbung im Bereich des
Corpus callosum und der Commissura anterior sowie durch nur schwach braunlich gefarbte
Oligodendrozyten im Corpus callosum erkennbar. Die GefiRwinde waren bei CPI-177-
Mausen ungefarbt (vgl. Abbildung 23).
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Abbildung 23: Lokalisierung von CPI-17 im ZNS von WT- und CPI-17"-Miusen anhand einer inmunhisto-
chemischen CPI-17-Markierung im Corpus callosum auf Hohe der Commissura anterior (R215)

(A) zeigt die Hirnlibersicht einer WT-Maus. (B) zeigt ein GefaR einer WT-Maus. Die Pfeile markieren die stark
angefarbte GefdRwand, in welcher CPI-17 exprimiert ist. (C) zeigt stark angefarbte Oligodendrozyten im
medialen Corpus callosum einer WT-Maus. (D) zeigt die Hirntbersicht einer CPI-177-Maus. Deutlich
erkennbar ist die geringere Anfarbung im Bereich des Corpus callosum und der Commissura anterior. (E)
zeigt ein GefaR einer CPI-17”-Maus. Die Pfeile markieren die GefaBwand, welche bei einem Knockout von

CPI-17 nicht angefarbt ist. (F) zeigt die Oligodendrozyten im medialen Corpus callosum einer CPI-177-Maus.
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Expression von CPI-17 durch Purkinje-Zellen:

Laut einer Studie von Eto et al. (2002) ist eine Expression von CPI-17 auch in Purkinje-Zellen
der Maus nachzuweisen. Daher wurde eine eigene Untersuchung des Kleinhirns von WT-
und CPI-177-Miusen mittels einer immunhistochemischen CPI-17-Markierung vorge-
nommen.

In WT-Tieren zeigten die Purkinje-Zellen und die GefaBwande eine braunliche Farbung. In
CPI-177-M&usen waren die Winde der GefiRe nicht gefirbt. Die Purkinje-Zellen hingegen
wiesen auch in transgenen Tieren eine braunliche Farbung auf, welche eine &dhnliche
Intensitat wie in WT-Tieren hatte (vgl. Abbildung 24).

TG 20um TG i 20 um

Abbildung 24: Untersuchung der Expression von CPI-17 durch Purkinje-Zellen anhand einer immunhisto-
chemischen CPI-17-Markierung im Kleinhirn von WT- und CPI-177-Méusen

(A) zeigt die Purkinje-Zellen eines WT-Tieres. Die braune Anfarbung ist deutlich zu erkennen. In (B) ist ein GefaR
eines WT-Tieres dargestellt. Die Wand dieses GefaRes ist ebenfalls kraftig braun angefarbt. (C) zeigt die
Purkinje-Zellen eines Tieres mit einem homozygoten Knockout fiir CPI-17. Trotz des Fehlens von CPI-17,
welches am nicht gefarbten Gefdfl des transgenen Tieres in (D) zu erkennen ist, sind die Purkinje-Zellen
deutlich braun angefarbt. Dies weist darauf hin, dass diese Zellen in WT-Tieren nicht aufgrund einer Expression

von CPI-17 angefarbt werden, sondern den primaren AK lediglich unspezifisch an sich binden.

Demyelinisierung:
Die Demyelinisierung wurde mittels einer immunhistochemischen Markierung von PLP und
einer histochemischen LFB/PAS-Farbung untersucht.

In der immunhistochemischen PLP-Markierung zeigten die Kontrolltiere in beiden
untersuchten Regionen eine kraftige und homogene Anfarbung des Myelins im gesamten
Corpus callosum. Bei den mit Cuprizone behandelten Tieren war in R215 in den lateralen
Anteilen und vereinzelt auch in den medialen Anteilen des Corpus callosum eine

beginnende Demyelinisierung erkennbar (vgl. Abbildung 25 A).

46



Ergebnisse

In R265 hingegen zeigten die Cuprizone-behandelten Tiere eine teils deutlich ausgepragte
Demyelinisierung des medialen Corpus callosum (vgl. Abbildung 25 D).

In der densitometrischen Auswertung wurde die optische Dichte der
immunhistochemischen PLP-Markierung quantifiziert. Diese ist abhdngig von der
vorhandenen Menge an Myelin. Eine Verringerung der Myelinmenge durch eine Cuprizone-
induzierte Demyelinisierung flihrt dementsprechend zu einer verminderten Signalintensitat
der immunhistochemischen PLP-Markierung und damit zu einer geringeren optischen
Dichte. Als Resultat der Auswertung ergab sich sowohl fir R215 als auch flir R265 eine
Abnahme der optischen Dichte in Cuprizone-behandelten Tieren verglichen mit den
Kontrolltieren. Diese Abnahme war im lateralen sowie im medialen Corpus callosum
nachweisbar und bei CPI-17"-M3usen ausgeprigter als bei WT-Méausen (vgl. Abbildung 25
B, C und E). Die Mittelwerte + Standardabweichung der optischen Dichte sind in Tabelle 16
dargestellt.

Tabelle 16: Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der immunhistochemischen PLP-Markierung im
Corpus callosum von Kontrolltieren und 3 Wochen mit Cuprizone behandelten WT- und CPI-177-Miusen auf
Hohe der Commissura anterior (R215) und des rostralen Hippocampus (R265)

optische Dichte in %
Versuchsgruppe R215 R265
mediales CC laterales CC mediales CC
Kontrolle 92,59+ 1,28 89,80+ 1,90 86,17 £ 2,47
3w Cup, WT 85,49 + 3,21 86,21 + 3,45 70,08 + 3,68
3w Cup, TG 76,86 £ 9,02 83,73 +2,93 62,29 +4,76

Die Kontrolltiere zeigten auch in der histochemischen LFB/PAS-Farbung in beiden
untersuchten Regionen eine kraftige und homogene blaue Anfirbung des Myelins. Im
Corpus callosum dieser Tiere waren weder lateral noch medial Anzeichen einer
Demyelinisierung zu erkennen, sodass der Myelinisierungsgrad auf 100% festgelegt wurde
(vgl. Abbildung 26 A und C).

Bei den Cuprizone-behandelten Tieren ergab sich in R215 und R265 ein &hnliches
histologisches Erscheinungsbild, welches je nach Region aber im AusmaR variierte. In R215
waren bei den WT-Tieren im medialen Corpus callosum eine beginnende Auflockerung des
Myelins und eine Demyelinisierung zu erkennen. Der Grad der Myelinisierung betrug
69,00 + 20,43%. In CPI-17"-Miusen zeigte sich eine bereits kraftiger ausgebildete
Demyelinisierung mit teils myelinlosen Bereichen im medialen Corpus callosum. Diese Tiere
waren in dieser Region nur noch zu 45,71 + 15,12% myelinisiert (vgl. Abbildung 26
A und B). In R265 war sowohl bei den WT-Tieren als auch bei den CPI-177-M&usen ein
deutlicher Verlust an Myelin im Bereich des medialen Corpus callosum erkennbar. Der
Myelinisierungsgrad betrug in dieser Region bei WT-Tieren 41,00 + 10,40% und bei CPI-177-
Mausen 21,67 £ 12,52% (vgl. Abbildung 26 C und D).
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Abbildung 25: Untersuchung der Demyelinisierung anhand einer immunhistochemischen PLP-Markierung im
Corpus callosum von Kontrolltieren und 3 Wochen mit Cuprizone behandelten WT- und CPI-17"-Mausen auf
Hohe der Commissura anterior (R215) und des rostralen Hippocampus (R265)

(A) zeigt in R215 reprdsentative Ausschnitte des lateralen Corpus callosum eines unbehandelten Kontrolltieres
im Vergleich zu 3 Wochen mit Cuprizone behandelten WT- und CPI-17”-Méusen. Die transgenen Tiere weisen
gegeniber WT-Tieren eine stdrkere Signalminderung im Corpus callosum und besonders im kortikalen Bereich
auf. (B) zeigt die graphische Darstellung der Ergebnisse der densitometrischen Analyse im medialen Corpus
callosum in R215. (C) zeigt die graphische Darstellung der Ergebnisse der densitometrischen Analyse im
lateralen Corpus callosum in R215. (D) zeigt in R265 reprasentative Ausschnitte des medialen Corpus callosum
eines unbehandelten Kontrolltieres im Vergleich zu 3 Wochen mit Cuprizone behandelten WT- und cpI-177-
Mausen. Die Auflockerung des Myelins ist sowohl bei WT-Tieren als auch bei CPI-177-Miusen erkennbar. In (E)

sind die Ergebnisse der densitometrischen Analyse im medialen Corpus callosum in R265 graphisch dargestellt.
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Abbildung 26: Untersuchung der Demyelinisierung anhand einer histologischen LFB/PAS-Farbung im Corpus
callosum von Kontrolltieren und 3 Wochen mit Cuprizone behandelten WT- und CPI-17"-Miusen auf Hohe
der Commissura anterior (R215) und des rostralen Hippocampus (R265)

(A) zeigt in R215 reprasentativ das Corpus callosum eines unbehandelten Kontrolltieres im Vergleich zu 3
Wochen mit Cuprizone behandelten WT- und CPI-17”-Mausen. In den WT-Tieren ist eine beginnende
Demyelinisierung anhand der Minderung der Farbungsintensitdt im medialen Corpus callosum zu erkennen. Bei
den transgenen Tieren kommt es in Teilen des medialen Corpus callosum zu einem deutlich sichtbaren,
kompletten Verlust der blauen Anfarbung und damit auch des Myelins. In (B) sind die Ergebnisse der manuellen
Auswertung der LFB/PAS-Firbung in R215 dargestellt. Bei beiden Cuprizone-behandelten Gruppen ergab sich
eine Verminderung des Myelinisierungsgrades, wobei die transgenen Tiere prozentual am wenigsten
myelinisiert waren. (C) zeigt in R265 reprasentativ das Corpus callosum eines unbehandelten Kontrolltieres im
Vergleich zu 3 Wochen mit Cuprizone behandelten WT- und CPI-177-Mausen. Sowohl bei WT-Tieren als auch bei
CPI-177-Miusen ist ein Verlust der blauen Anfarbung und damit auch des Myelins im Bereich des medialen
Corpus callosum sichtbar. In (D) sind die Ergebnisse der manuellen Auswertung der LFB/PAS-Firbung in R265
dargestellt. Beide Cuprizone-Gruppen zeigten eine Verminderung des Myelinisierungsgrades, welche

ausgepragter war als in R215. Die transgenen Tiere waren, wie in R215, prozentual am wenigsten myelinisiert.
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Mikrogliose bzw. Mikrogliaaktivierung:
Das Ausmall der Mikrogliose bzw. der Mikrogliaaktivierung wurde mittels einer

immunhistochemischen IBA-1-Markierung untersucht.

Bei den Kontrolltieren war in beiden untersuchten Regionen nur eine geringe Zahl an
IBA-1*-Zellen nachweisbar, welche gleichmiRig tiber das gesamte Corpus callosum verteilt
waren (vgl. Abbildung 27 A). Phanotypisch waren die Zellen durch einen kleinen Zellleib und
weite, verzweigte Fortsatze charakterisiert, was dem Bild einer ruhenden Mikrogliazelle
entspricht (vgl. Abbildung 27 B).

In den Cuprizone-behandelten Tieren waren in R215 und R265 eine Mikrogliose sowie eine
Mikrogliaaktivierung erkennbar. Die Zahl der nachweisbaren IBA-1"-Zellen in den
Cuprizone-behandelten Tieren (iberstieg in beiden Regionen deutlich die der Kontrolltiere
(vgl. Abbildung 27 A und F). Zuséatzlich verdnderte sich der Phdnotyp der Zellen. Der Zellleib
zeigte sich vergroBert (hyperthroph), die Fortsdtze waren zurlickgezogen und weniger
verzweigt. Dies entspricht dem Bild einer aktivierten Mikrogliazelle (vgl. Abbildung 27 C).

In der densitometrischen Auswertung wurde die optische Dichte der
immunhistochemischen IBA-1-Markierung quantifiziert. Die Auswertung ergab sowohl fir
R215 als auch fiir R265 eine Zunahme der optischen Dichte in Cuprizone-behandelten
Tieren verglichen mit den Kontrolltieren. Diese Zunahme war im lateralen sowie im
medialen Corpus callosum nachweisbar und bei CPI-17”-Tieren ausgepragter als bei WT-
Tieren (vgl. Abbildung 27 D, E und G). Die Mittelwerte + Standardabweichung sind in
Tabelle 17 dargestellt.

Tabelle 17: Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der immunhistochemischen IBA-1-Markierung im
Corpus callosum von Kontrolltieren und 3 Wochen mit Cuprizone behandelten WT- und CPI-17"-M3usen auf
Hoéhe der Commissura anterior (R215) und des rostralen Hippocampus (R265)

optische Dichte in %
Versuchsgruppe
srupp R215 R265
mediales CC laterales CC mediales CC
Kontrolle 7,73 £0,90 9,87 +1,44 11,91 +1,23
3w Cup, WT 17,65+ 4,84 18,95 + 6,69 55,24 + 23,35
3w Cup, TG 26,50 + 6,69 23,61 +8,48 71,18 £ 7,41
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Abbildung 27: Untersuchung der Mikrogliose anhand einer immunhistochemischen IBA-1-Markierung im
Corpus callosum von Kontrolltieren und 3 Wochen mit Cuprizone behandelten WT- und CPI-17"-Miusen auf
Hohe der Commissura anterior (R215) und des rostralen Hippocampus (R265)

(A) zeigt in R215 reprasentative Ausschnitte des lateralen Corpus callosum eines unbehandelten Kontrolltieres im
Vergleich zu 3 Wochen mit Cuprizone behandelten WT- und CPI-17"-Méusen. In den Cuprizone-behandelten
Tieren ist eine moderate Mikrogliose erkennbar. (B) zeigt beispielhaft eine ruhende Mikrogliazelle mit kleinem
Zellleib und weiten, verzweigten Fortsatzen im lateralen Corpus callosum eines unbehandelten Kontrolltieres. In
(C) zeigt sich die Phanotypverdanderung der Mikrogliazellen im lateralen Corpus callosum eines WT-Tieres nach
Cuprizone-Intoxikation. Der Zellleib ist vergroRert und die Fortsdtze zurlickgezogen, die Mikrogliazelle ist
aktiviert. (D) zeigt die graphische Darstellung der Ergebnisse der densitometrischen Analyse im medialen Corpus
callosum in R215. (E) zeigt die graphische Darstellung der Ergebnisse der densitometrischen Analyse im lateralen
Corpus callosum in R215. (F) zeigt in R265 reprdsentative Ausschnitte des medialen Corpus callosum eines
unbehandelten Kontrolltieres im Vergleich zu 3 Wochen mit Cuprizone behandelten WT- und CPI-17”-M3usen.
Die ausgepragte Mikrogliose und Mikrogliaaktivierung ist in den Cuprizone-behandelten Tieren deutlich sichtbar.
In (G) sind die Ergebnisse der densitometrischen Analyse im medialen Corpus callosum in R265 graphisch
dargestellt.
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Axonaler Schaden:
Das Ausmald des axonalen Schadens wurde mittels einer immunhistochemischen APP-

Markierung untersucht.

In den Kontrolltieren waren im gesamten Corpus callosum weder in R215 noch in R265 APP-
Spharoide nachweisbar.

In den Cuprizone-behandelten Tieren zeigten sich hingegen im medialen Corpus callosum
beider untersuchter Regionen zahlreiche APP-Sphéaroide unterschiedlicher GroRe (vgl.
Abbildung 28 A). Die Sphéaroidzahl und damit das Ausmal des axonalen Schadens waren
dabei in CPI-17”-Miusen in beiden untersuchten Regionen gréRer als in WT-Tieren. Als
Resultat der manuellen Auszahlung der Spharoide ergab sich in R215 flir WT-Tiere eine Zahl
von 49,25 + 33,54 APP—Sphéiroiden/mm2 und fir CPI-177-M3iuse eine Zahl von
117,70 + 61,71 APP-Spharoiden/mm?. In R265 waren es 69,95 + 30,75 APP-Spharoide/mm?
in WT-Tieren und 103,10 + 25,04 APP-Spharoide/mm? in CPI-177"-M3usen (vgl. Abbildung
28 B und C).
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Abbildung 28: Untersuchung des axonalen Schadens anhand einer immunhistochemischen APP-Markierung
im Corpus callosum von Kontrolltieren und 3 Wochen mit Cuprizone behandelten WT- und CPI-17"-Miusen
auf Hohe der Commissura anterior (R215) und des rostralen Hippocampus (R265)

(A) zeigt in R215 repradsentative Ausschnitte des medialen Corpus callosum von 3 Wochen mit Cuprizone
behandelten WT- und CPI-17”-M3usen. Die APP-Sphéroide sowie deren groRere Anzahl in transgenen Tieren
sind deutlich zu erkennen. In (B) sind die Ergebnisse der manuellen Auszdhlung von APP-Spharoiden im
medialen Corpus callosum in R215 graphisch dargestellt. (C) zeigt die graphische Darstellung der Ergebnisse
aus R265.
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5. Diskussion
5.1 Diskussion der Methoden

Die MS ist eine komplexe, multifaktorielle Erkrankung des ZNS, deren Atiologie bis heute
nicht geklart ist. Aufgrund des sehr heterogenen Krankheitsbildes sind bisher lediglich
Therapieansatze verfligbar, die entweder die Symptome wahrend eines akuten Schubes
lindern oder die Frequenz der Schiibe verringern (Keegan & Noseworthy, 2002;
Ubersichtsartikel in: Kipp et al., 2017). Eine Heilung der MS ist nach aktuellem
medizinischen Kenntnisstand nicht moglich.

Da die MS die haufigste demyelinisierende Erkrankung bei jungen Erwachsenen darstellt (T.
Kuhlmann et al., 2008), sind ein besseres Verstandnis der Atiologie und die Entwicklung
neuer Therapie- bzw. Heilungsansatze von groRer klinischer Relevanz. In der Forschung
werden daher, gemaR ethischer und gesetzlicher Richtlinien, MS-Tiermodelle in
Kombination mit verschiedenen Auswertungsmethoden wie z.B. der Immunhistochemie
oder der Immunfluoreszenz eingesetzt. Die Vorteile, Nachteile und Grenzen der in dieser
Arbeit verwendeten Methoden werden in den folgenden Abschnitten diskutiert.

5.1.1 Das Cuprizone-Modell

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Cuprizone-Modell gehort zur Gruppe der
toxischen MS-Tiermodelle. In dieser Gruppe entsteht das fiir das Modell typische
Schadigungsmuster als direkte Reaktion auf die Gabe eines Toxins. Die Kennzeichen des
Cuprizone-Modells sind unter anderem eine zentrale Demyelinisierung (Hesse et al., 2010;
Hoflich et al., 2016; Islam et al., 2009), die Apoptose reifer Oligodendrozyten (Goldberg et
al., 2013; Hesse et al., 2010; Matsushima & Morell, 2001) und die Proliferation von OPZ
(Gudi et al., 2009; Islam et al., 2009). Des Weiteren kommt es zu einer Mikrogliose
(Hiremath et al., 1998; Remington et al., 2007) und zu akutem axonalen Schaden (Hoflich et
al., 2016).

Das Cuprizone-Modell eignet sich besonders gut zur Untersuchung von De- und
Remyelinisierungsvorgdngen sowie deren Einflussfaktoren (Praet et al., 2014; Torkildsen et
al., 2008). Die durch eine 5-woéchige Cuprizone-Intoxikation hervorgerufene
Demyelinisierung ist gleichmaRig, in bestimmten Hirnregionen lokalisiert und dadurch
vorhersagbar und einfach zu reproduzieren (Doucette et al., 2010; Hesse et al., 2010;
Hiremath et al., 1998; Matsushima & Morell, 2001; Torkildsen et al., 2008).

Das Cuprizone-Modell ist aufgrund der ausgeprdagten Vulnerabilitit von reifen,
myelinisierenden Oligodendrozyten gegenliber Cuprizone (Bénardais et al.,, 2013;
Matsushima & Morell, 2001) auflerdem gut daflir geeignet, zu untersuchen, welche
Auswirkungen die Apoptose dieser Zellen und damit der Verlust der von ihnen exprimierten

Proteine auf das Gewebe haben.
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In Bezug auf die MS weist das Cuprizone-Modell histopathologisch zahlreiche Parallelen zu
den progressiven Phasen der Erkrankung auf. Diese Parallelen sind in Tabelle 18
zusammengefasst und ermoglichen eine weitere Erforschung dieser Krankheitsphasen. Dies
ist von besonderer Bedeutung, da fir die progressive MS bisher keine addquaten
Therapiemoglichkeiten zur Verfligung stehen (Tsang & Macdonell, 2011).

Ein letzter Vorteil des Cuprizone-Modells ist dessen einfache Anwendung. Zur
Durchfiihrung eines Experimentes unter Nutzung dieses Modells sind weder spezielle
Geratschaften noch eine besondere Ausbildung der Experimentatoren, mit Ausnahme

derjenigen, die die Gesundheit der Tiere kontrollieren, erforderlich.

Tabelle 18: Ahnlichkeiten zwischen den progressiven Phasen der MS und dem Cuprizone-Tiermodell (Tabelle

modifiziert nach Zhan et al., 2020)

Histopathologie der
progressiven MS

Referenz

Histopathologie im
Cuprizone-Modell

Referenz

kortikale
Demyelinisierung

Kutzelnigg et al.,
2005; Peterson et
al., 2001

kortikale und
subkortikale
Demyelinisierung

Gudi et al., 2009;
Skripuletz et al.,
2008

axonaler Schaden

Haines et al., 2011;
Singh et al., 2017

akuter axonaler
Schaden

Hoflich et al., 2016

geringe
Immunzellinfiltration

Lassmann et al.,
2007; Machado-

geringe bis keine
Infiltration durch

Kaddatz et al., 2020;
Remington et al.,

Santos et al., 2018 Lymphozyten 2007,
geringe Schadigung Kirk et al., 2003; geringe Schadigung Matsushima &
der Blut-Hirn- Leech et al., 2007 der Blut-Hirn- Morell, 2001;
Schranke Schranke Torkildsen et al.,

2008

Das Cuprizone-Modell weist einige Nachteile auf. Zu diesen Nachteilen gehort z.B., wie bei
allen anderen Tiermodellen auch, die nur begrenzt mégliche Ubertragbarkeit der
Ergebnisse vom Versuchstier auf den Menschen. Ein positiver Effekt eines neuen
Therapieansatzes im Tiermodell bedeutet nicht zwingend auch einen positiven Effekt auf
die Erkrankung im Menschen bzw. der Einfluss eines bestimmten Faktors, ob positiv oder
negativ, auf das AusmaR der Schadigungen im Tiermodell muss nicht dem im Menschen
entsprechen. Ein Beispiel hierfiir aus einem anderen Tiermodell ist die Applikation von
TGFB-2. Im Tiermodell der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) fiihrte
sie zu einer verminderten Ausbildung der EAE, wohingegen TGFB-2 im Menschen keinen
signifikanten Effekt auf die ,Expanded Disability Status Scale” (Methode zur Quantifizierung
der Beeintrachtigungen bei der MS) oder auf die Anzahl der Lasionen im MRT hatte
(Ubersichtsartikel in: Wiendl & Hohlfeld, 2002). Fiir Ergebnisse aus dem Cuprizone-Modell
gilt dhnliches. Diese kdnnen zwar als Hinweis auf einen mdglichen Einfluss eines
bestimmten Faktors oder einer bestimmten Therapie angesehen werden, missen aber
immer durch weitere, kontrollierte Studien auf ihre Geltung im Menschen Uberprift

werden.
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Ein weiterer Nachteil des Cuprizone-Modells ist die von verschiedenen Variablen abhangige
Wirkung des Cuprizones auf den Organismus. Neben der Applikationsdauer und -dosis
(Ubersichtsartikel in: Gudi et al., 2014) spielt auch die Wahl der Versuchstiere eine
erhebliche Rolle. Die Regenerations- bzw. Remyelinisierungsfahigkeit von 16 Monate alten
Mausen ist z.B. nach Cuprizone-induzierter Demyelinisierung geringer als bei 2 Monate
alten Mausen (Doucette et al., 2010) und Mause vom CD1-Stamm sind gegeniber
Cuprizone deutlich weniger empfindlich als M&ause vom Stamm C57BL/6 (Yu et al., 2017).
AulRerdem kann die Wirkung von Cuprizone auf den Organismus auch abhangig vom
Geschlecht und dem Gewicht der verwendeten Tiere variieren (Ubersichtsartikel in: Gudi et
al., 2014). Diese Vielzahl von Variablen sorgt zwar dafiir, dass eine Demyelinisierung durch
Cuprizone in unterschiedlichen Arten von Versuchstieren induziert werden kann, macht die
Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen gleichzeitig aber schwerer vergleichbar. Die
Einflussparameter und damit auch die Cuprizone-Wirkung variieren von Arbeitsgruppe zu
Arbeitsgruppe, was zu unterschiedlichen Ergebnissen bei ansonsten gleichen
Untersuchungen fiihren kann.

In Bezug auf die MS und deren Erforschung weist das Cuprizone-Modell zwei weitere
wesentliche Nachteile auf.

Zum einen unterscheiden sich die Atiologie und der zeitliche Ablauf der Schadigungen im
Cuprizone-Modell erheblich von denen der menschlichen MS. Im Cuprizone-Modell werden
die Schadigungen durch die Gabe eines Toxins hervorgerufen, dessen Wirkmechanismus,
wie in Kapitel 1.4 beschrieben, bis heute nicht vollstandig geklart ist. Bei der menschlichen
MS hingegen sind die auslésenden Faktoren der Erkrankung sehr variabel und das
Schadigungsmuster entsteht durch ein komplexes Zusammenspiel eben jener und unter
anderem dem adaptiven Immunsystem des menschlichen Kérpers (Chatterjee et al., 2013).
Dabei wird angenommen, dass dieses Zusammenspiel teilweise schon Jahre vor dem ersten
Auftreten einer klinischen Symptomatik im Gehirn von MS-Patienten beginnen kann. Im
Cuprizone-Modell hingegen lassen sich die ersten Pathologien bereits Tage (Hesse et al.,
2010) bzw. wenige Wochen (Blakemore, 1972; Hesse et al., 2010; Kipp et al., 2009) nach
Beginn der Cuprizone-Intoxikation nachweisen. Die vorher stattfindenden, langjdhrigen,
pathologischen Prozesse kdnnen daher im Tiermodell nicht untersucht werden.

Zum anderen ist das Cuprizone-Modell eher durch eine geringe bis hin zu keiner Infiltration
durch Lymphozyten gekennzeichnet (Kaddatz et al., 2020; Remington et al., 2007). Die
autoimmune Komponente der MS kann in diesem Modell also ebenfalls nicht ausreichend
untersucht werden.

Das Cuprizone-Modell kann letztendlich, wie andere Tiermodelle auch, nicht alle Merkmale
der MS abbilden. Es eignet sich aber gut dazu, bestimmte Teilaspekte der MS zu
untersuchen. Zu diesen Teilaspekten gehoren insbesondere die Demyelinisierung und der
Untergang von reifen Oligodendrozyten. Das Ziel dieser Arbeit war, das Expressionsmuster
von CPI-17 in Oligodendrozyten genauer zu charakterisieren und einen méglichen Einfluss
dieses Proteins auf die Demyelinisierung zu identifizieren. Die immunologische

Komponente der MS spielte eine untergeordnete Rolle.
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Daher eignete sich, trotz der Nachteile, zu diesem Zweck das Cuprizone-Modell deutlich
besser als z.B. das gangigere EAE-Modell, welches durch T-Zell-Infiltration in das ZNS
(Hoflich et al., 2016) und geringe primiare Demyelinisierung (Ubersichtsartikel in: Kipp et al.,
2017) gekennzeichnet ist.

5.1.2 Immunhistochemie, Immunfluoreszenz und histochemische Farbungen

Mithilfe der Immunhistochemie und der Immunfluoreszenz lassen sich gezielt ein oder
mehrere Antigene im Gewebe farblich darstellen, wahrend bei den histochemischen
Farbungen bestimmte Strukturen oder Zelltypen aufgrund ihrer physikochemischen
Eigenschaften sichtbar gemacht werden.

Bei allen der drei genannten Auswertungsmethoden kann es aus verschiedenen Griinden
dazu kommen, dass die weitere Auswertung des markierten bzw. gefarbten Gewebes
beeintrachtigt wird und die Ergebnisse weniger exakt und verlasslich sind.

Bei immunhistochemischen Markierungen, der Immunfluoreszenz und bei allen weiteren
Auswertungsmethoden, bei denen AK zum Einsatz kommen, kann es zu unspezifischen
Bindungen der AK innerhalb des Gewebes kommen (vgl. Kapitel 3.9.1), welche das Ergebnis
der weiteren Auswertungen in die eine oder andere Richtung verfilschen kénnen. Diesem
Phianomen wurde durch verschiedene Arbeitsschritte wahrend der Markierungen
entgegengewirkt. Zum einen wurde die spezifische Bindung des primaren AK an die
gesuchten Antigene durch einen Vergleich des entstandenen Markierungsmusters mit
einem bei spezifischer Bindung zu erwartendem Muster Gberprift. Zum anderen wurden
unspezifische Bindungen des sekundaren AK durch das ,Blocken” sowie die Mitflihrung von
Negativkontrollen ohne primdaren AK vermindert bzw. kontrolliert. Bei den
Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen erfolgten zusatzliche Kontrollen, durch die
ausgeschlossen werden konnte, dass die sekunddren AK an den falschen Primarantikorper
binden und somit das Ergebnis verfalschen.

Des Weiteren kénnen bei allen drei Methoden die Signal- bzw. Farbeintensitdten in
Abhédngigkeit von z.B. dem Alter, der Dicke, dem Einbettungsvorgang oder auch der
Lagerung der untersuchten Gewebe von Farbung zu Farbung variieren. Daher wurden bei
jeder Markierung oder Farbung stets Hirnschnitte aller Tiere aus dem Tierexperiment zur
selben Zeit und nach demselben Arbeitsprotokoll behandelt, sodass einheitliche und

vergleichbare Ergebnisse entstehen.

5.1.3 Quantifizierung von Zell-, Partikel- und optischer Dichte

Die Quantifizierung von Zell-, Partikel- und optischer Dichte stellt einen der letzten Schritte
bei der Auswertung von Geweben dar. Durch eine Quantifizierung werden die Ergebnisse
einer Markierung oder Farbung verstandlicher, deutlicher und vergleichbarer. Doch auch

bei diesen Methoden existieren kritisch zu betrachtende Aspekte.
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Die Quantifizierung von Zell- und Partikeldichten erfolgt z.B. manuell durch einen
Experimentator. Daher kdnnen unter anderem die Erwartungshaltung des Experimentators,
dessen personliche Zahlkriterien sowie die Intensitdt der Markierung oder Farbung zu einer
Verfalschung des Ergebnisses flihren. Diesen Einflussfaktoren wurde zum einen dadurch
entgegengewirkt, dass die Bilder gegeniiber dem Experimentator verblindet wurden. Die
Erwartungshaltung des Experimentators kann die Zahlweise somit nicht mehr beeinflussen.
Zum anderen wurden immer zwei Hirnschnitte eines Tieres gezahlt und der daraus
gebildete Mittelwert als Ergebnis verwendet, um den Einfluss der Zahlkriterien moglichst

gering zu halten.

Die Quantifizierung der optischen Dichte erfolgt mithilfe eines Thresholds im Programm
Imagel. Die Auswahl des Thresholds kann beeinflussen, ob ein Pixel von der Software als
schwarz oder als weil} eingeordnet wird, obwohl sich die Intensitdt des Pixels nicht
verandert. Dies beeinflusst auch die optische Dichte und kann somit das Ergebnis
verfalschen. Dem wurde dadurch entgegengewirkt, dass miteinander zu vergleichende
Hirnschnitte bzw. auch miteinander zu vergleichende Markierungen stets mit demselben
Threshold quantifiziert wurden, sodass der Einfluss des Thresholds auf das Ergebnis jeweils
gleich ist.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die Expression von CPI-17 im
Wesentlichen auf spétreife Oligodendrozyten beschrankt.

AuRerdem wurde CPI-17 als moglicher Einflussfaktor der Demyelinisierung identifiziert. Im
toxischen Cuprizone-Mausmodell wiesen CPI-177-Tiere eine stirkere Demyelinisierung,
eine ausgepragtere Mikrogliose sowie mehr akuten axonalen Schaden als WT-Tiere auf. In
den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse unter Einbeziehung der aktuellen

Literatur diskutiert.

5.2.1 Die Expression von CPI-17

Das Protein CPI-17 wird unter Normalbedingungen nur von sehr wenigen Zelltypen wie z.B.
glatten Muskelzellen (Eto et al., 1997; Woodsome et al., 2001), Endothelzellen (Eto, 2009)
und, innerhalb des ZNS, von Oligodendrozyten (Dornblut, 2018; Takada & Appel, 2010)
exprimiert. Einen Hinweis darauf, dass das Protein CPI-17 innerhalb des ZNS noch von
weiteren Zelltypen wie z.B. Mikrogliazellen, Astrozyten oder Purkinje-Zellen exprimiert
wird, gibt es basierend auf dem aktuellen Forschungsstand und den Ergebnissen meiner
eigenen Untersuchungen nicht. Zum einen zeigten die Ergebnisse der Immunfluoreszenz-
Doppelmarkierungen einen starken Abfall der Anzahl CPI-17%-Zellen nach Cuprizone-

Intoxikation, kompatibel zur Apoptose der reifen Oligodendrozyten.
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Die Zahl der CPI-17"-Zellen miisste, wenn das Protein in Mikrogliazellen oder Astrozyten
exprimiert werden wiirde, entsprechend der nach Cuprizone-Intoxikation auftretenden
Mikro- und Astrogliose eher zu- als abnehmen.

Zum anderen wiesen die Purkinje-Zellen bei der immunhistochemischen Markierung von
CPI-17 im Kleinhirn von WT- und CPI-17"-M&usen sowohl in WT-Tieren als auch in
transgenen Tieren eine brdunliche Farbung auf. Die GefdBwande waren hingegen nur in
WT-Tieren gefarbt. Die Farbung der Purkinje-Zellen ist daher héchstwahrscheinlich nicht
darauf zurilickzufiihren, dass Purkinje-Zellen CPI-17 exprimieren, sondern darauf, dass der
primare AK unspezifisch von den Purkinje-Zellen gebunden wird. Die Morphologie und das
Verteilungsmuster von CPI-17*-Zellen in untersuchten Hirnschnitten der vorliegenden
Arbeit stimmten auBerdem mit der Morphologie und dem Verteilungsmuster von
Oligodendrozyten Uberein. Daher kann davon ausgegangen werden, dass CPI-17 bezogen
auf die innerhalb des ZNS lokalisierten Zellen ausschlielich von Oligodendrozyten
exprimiert wird.

Die Expression von CPI-17 in Oligodendrozyten wurde explizit dahingehend untersucht, ab
wann sie im Verlauf des Reifeprozesses dieser Zellen beginnt. Zu diesem Zweck wurden
Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen durchgefiihrt, in denen CPI-17, jeweils in
Kombination mit einem Marker fir bestimmte Reifestufen der Oligodendrozyten, markiert
wurde. Zunachst wurde die Expression von CPI-17 bezogen auf alle Reifestufen der
Oligodendrozyten untersucht. Bei dem in diesem Fall verwendeten Marker handelte es sich
um OLIG-2. OLIG-2 ist ein hauptsachlich nukleadr lokalisierter (Doucette et al., 2010)
Transkriptionsfaktor, der flir die Migration, Proliferation und Differenzierung von OPZs eine
wichtige Rolle spielt (Ubersichtsartikel in: Tiane et al., 2019). OLIG-2 wird zu jedem
Zeitpunkt des Reifeprozesses in Oligodendrozyten exprimiert (Elisabeth Sock & Michael
Wegner, 2019; T. Kuhlmann et al., 2008) und fand bereits in zahlreichen publizierten
Studien zur von der Reifestufe unabhdngigen Identifizierung von Oligodendrozyten
Anwendung. Aufgrund der etablierten Nutzung dieses Markers und dessen
Expressionsmusters eignete er sich fiir die in der vorliegenden Arbeit geplanten
Untersuchungen am besten.

Als Ergebnis dieser Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung ergab sich, dass unter
Kontrollbedingungen und je nach Hirnregion 70-81% der OLIG-2*-Zellen auch CPI-17
exprimieren. Bei den 19-30% der OLIG-2"-Zellen, die kein CPI-17 exprimieren, handelt es
sich wahrscheinlich um unausgereifte Oligodendrozyten, die zwar schon OLIG-2, aber noch
kein CPI-17 exprimieren. Nach Cuprizone-Intoxikation nahm die absolute Zahl an OLIG-2"-
Zellen eher moderat und die von CPI-17"-Zellen stark ab. Dementsprechend nahm ebenfalls
der Anteil der OLIG-2"-Zellen, die auch CPI-17 exprimieren, im Corpus callosum ab. In
beiden Fallen wurden die Unterschiede in den Zellzahlen bzw. im Prozentsatz im Vergleich
zu Kontrollbedingungen von lateral nach medial groRer. Dies ist darauf zurlickzufihren,
dass die Vulnerabilitdt der im Corpus callosum befindlichen Oligodendrozyten gegeniber
Cuprizone in der untersuchten Hirnregion 265 medial hoher ist als lateral. Der eher
moderate Abfall der Anzahl an OLIG-2"-Zellen l3sst sich durch proliferierende OPZ erklaren.

Diese werden zum Ort der Schadigung rekrutiert und ersetzen die apoptotischen,
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ausgereiften Oligodendrozyten. Da OPZ bereits OLIG-2 exprimieren, bilden nun sie anstatt
der reifen Oligodendrozyten den groRten Teil der OLIG-2"-Zellen. Entsprechend meiner
Arbeitshypothese exprimieren diese Zellen aber noch kein CPI-17, was wiederum den
starken Abfall der Anzahl an CPI-17"-Zellen und den daraus resultierenden Anstieg der
Anzahl an OLIG-2"CPI-17-Zellen erklart.

Zusammenfassend bestatigen die Ergebnisse dieser Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung
meine in Kapitel 4.1.1 formulierte Arbeitshypothese. Die Expression von CPI-17 scheint
selektiv flr reife Oligodendrozyten zu sein.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde folgend untersucht, ob die Expression von CPI-17
in allen reifen Oligodendrozyten erfolgt oder ob, entsprechend meiner Arbeitshypothese,
anhand des Expressionsmusters noch eine weitere Differenzierung in frih- und spatreife
Oligodendrozyten moglich ist. Bei dem zu diesem Zweck in der Immunfluoreszenz-
Doppelmarkierung verwendeten Marker handelte es sich um APC. APC ist ein vorwiegend
zytoplasmatisch lokalisiertes (Midgley et al.,, 1997) Protein, welches unter anderem an
Catenine bindet und damit moglicherweise einen Einfluss auf die Zell-Zell-Adh&dsion hat
(Bhat et al.,, 1996). Es wurde urspringlich im Zusammenhang mit einer genetischen
Pradisposition fir Kolon-Karzinome entdeckt, spater dann aber auch in Oligodendrozyten
nachgewiesen (Bhat et al., 1996). APC eignet sich dabei besonders zur Identifizierung von
ausgereiften Oligodendrozyten (Ness et al., 2005; Salinas Tejedor et al., 2015) und die
Anwendung von APC zu diesem Zweck wurde bereits in mehreren publizierten Studien
etabliert.

Als Ergebnis dieser Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung ergab sich, dass unter
Kontrollbedingungen >94% der APC'- Zellen auch CPI-17 exprimieren. Nach Cuprizone-
Intoxikation nahm die Zahl der CPI-17"-Zellen erneut stark ab. Die Zahl der APC'-Zellen
nahm ebenfalls ab, wenn auch in geringerem MaR als es bei CPI-17 der Fall war.
Dementsprechend verringerte sich der Anteil an APC'-Zellen, die auch CPI-17 exprimieren.
Die medial hohere Vulnerabilitdt der im Corpus callosum befindlichen Oligodendrozyten in
R265 spiegelte sich bei dieser Doppelmarkierung in den Ergebnissen wider, da die
Unterschiede in den absoluten Zellzahlen bzw. dem Prozentsatz im Vergleich zu
Kontrollbedingungen von lateral nach medial grofRer wurden. Der starke Abfall der Zahl CPI-
17%-Zellen resultiert wahrscheinlich daraus, dass die reifen Oligodendrozyten in die
Apoptose libergehen und die rekrutierten, proliferierenden OPZ sowie die unausgereiften
Oligodendrozyten noch kein CPI-17 exprimieren. Die weniger ausgepragte Verringerung der
Zahl APC'-Zellen ist damit zu erkliren, dass die zum Ort der Schadigung rekrutierten
Oligodendrozyten zwar schon reif genug fiir die Expression von APC sind, aber noch kein
CPI-17 exprimieren. Eine weitere mogliche Erklarung ware, dass APC unter
Stressbedingungen, wie sie bei einer Cuprizone-Intoxikation auftreten, auch von Zellen
exprimiert wird, die keine Oligodendrozyten sind.

Zusammenfassend bestdtigen diese Ergebnisse, dass innerhalb der Gruppe der reifen
Oligodendrozyten noch eine weitere Differenzierung anhand des Expressionsmusters
moglich ist. APC scheint im Rahmen der Oligodendrozytenreifung zu einem friheren

Zeitpunkt als CPI-17 exprimiert zu werden.
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Die Ergebnisse beider Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen bestatigen insgesamt mit
statistischer Signifikanz meine Arbeitshypothese, dass die Expression von CPI-17 selektiv fur
spatreife Oligodendrozyten ist. Fiir die MS-Forschung ist das von Bedeutung, weil es in Typ
Il und Typ IV Lasionen (vgl. Kapitel 1.1.2) zur Apoptose von genau diesem Zelltyp kommt
(Kipp et al., 2009; T. Kuhlmann et al., 2008). Die Entwicklung von proliferierenden OPZ zu
ausgereiften, myelinisierenden Oligodendrozyten ist anschlieRend fiir die Remyelinisierung
und damit fir die Verminderung der neurologischen Symptomatik bei MS-Patienten notig.
Das Protein CPI-17 bzw. das kodierende ppplri4a-Gen werden wahrend des endgiltigen
Differenzierungsprozesses von reifen, myelinisierenden Oligodendrozyten stark exprimiert
(Zhang et al., 2014). Die Klarung der genauen Funktion von CPI-17 innerhalb dieses
Prozesses ist daher moglicherweise von therapeutischer Relevanz und sollte Gegenstand

zuklnftiger Forschungen sein.

5.2.2 Die Rolle von CPI-17 im toxischen Cuprizone-Mausmodell

Das Protein CPI-17 wird, wie in Kapitel 5.2.1 beschrieben, hauptsachlich von ausgereiften,
myelinisierenden Oligodendrozyten exprimiert. Das fir CPI-17 kodierende ppplrl4a-Gen
gehoért aulerdem zu den 10 am starksten regulierten Genen wahrend
Remyelinisierungsvorgdangen (Huang et al., 2011). Dies lasst die Vermutung zu, dass das
Vorhandensein von CPI-17 auch fir die allgemeine Myelinstabilitat von Bedeutung ist. Zur
Uberpriifung dieser Vermutung wurden der Einfluss eines homozygoten Knockouts des
ppplrida-Gens und damit auch der Einfluss des Fehlens von CPI-17 auf die Auspragung
Cuprizone-induzierter Schadigungen im Tiermodell untersucht. Als Ergebnis dieses
Experimentes ergab sich, dass CPI-177-Tiere sowohl eine stirker ausgepragte
Demyelinisierung als auch eine starkere Mikrogliose und mehr akuten axonalen Schaden im
Vergleich zu WT-Tieren aufwiesen. Das Vorhandensein von CPI-17 scheint
dementsprechend ein zu beachtender Faktor bei der Ausprdagung demyelinisierender

Lasionen im Tiermodell zu sein.

Die Beteiligung von CPI-17 an pathologischen Prozessen konnte bereits bei anderen
Krankheiten nachgewiesen werden. So ist CPI-17 z.B. zu den moglichen Onkogenen zu
zahlen, da es Uber den Merlin-Signalweg zu einer gesteigerten Ras-Aktivitat und damit zu
einer tumorerzeugenden Transformation von Zellen fiihren kann (Jin et al., 2006; Riecken et
al., 2016). Zahlreiche menschliche Tumorzelllinien weisen eine gesteigerte Expression bzw.
eine Dysexpression von CPI-17 auf. Dazu gehoren z.B. Schwannome (Hagel et al., 2016; Xu
et al., 2020), Melanome (Riecken et al., 2016) oder Mesotheliome (Thurneysen et al., 2009).
Aullerdem sind Veranderungen der Expression von CPI-17 und daraus folgend auch
Veranderungen der Phosphorylierungslevel von CPI-17 und der MLKP an der Entstehung
von verschiedenen mit dem glatten Muskelsystem assoziierten Erkrankungen beteiligt. Zu
diesen Erkrankungen gehoren z.B. allergisches Asthma (Sakai et al., 2017), die diabetogene
Blasenfunktionsstérung (Chang et al., 2006) oder pulmonale Hypertonie (Dakshinamurti et
al., 2005).
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Die Ergebnisse des Tierexperimentes geben nun einen Hinweis darauf, dass CPI-17
moglicherweise auch bei demyelinisierenden Erkrankungen wie der MS eine Rolle spielen
konnte. Die Tiere, bei denen CPI-17 vorhanden war, wiesen ein geringeres Ausmall an
Cuprizone-induzierten Schidigungen auf als CPI-17”-Tiere. Dieses Experiment konnte also
tendenziell zeigen, dass das Fehlen von CPI-17 mit einer verminderten Myelinstabilitat
gegenilber Cuprizone assoziiert ist. Bei MS-Patienten entsteht die neurologische
Symptomatik unter anderem durch die Ausbildung von demyelinisierten Lasionen im ZNS.
Eine Erhohung der Myelinstabilitdt durch CPI-17 und eine damit verbundene geringere
Demyelinisierung konnten daher fliir MS-Patienten von erheblicher praventiver bzw.
therapeutischer Bedeutung sein. Der Signalweg, tUber den CPI-17 fir diesen Effekt sorgt,
wurde in dieser Studie nicht identifiziert und sollte Gegenstand zukiinftiger Forschungen
sein. Des Weiteren ist es notwendig zu Uberprifen, ob sich der in diesem MS-Tiermodell
gemessene Effekt auch auf andere Tiermodelle Ubertragen lasst oder ob CPI-17 die
Myelinstabilitat lediglich gegeniiber einem Toxin erhéhen kann.

Es ist auBerdem kritisch zu betrachten, dass sich als Ergebniss zwar Unterschiede und klare
Tendenzen zwischen den betrachteten Versuchsgruppen nachweisen lieflen, statistische
Signifikanzen jedoch nicht. Dies liegt moglicherweise zum einen an der relativ geringen
GruppengréBe und zum anderen an der, abhangig von der kérperlichen Konstitution, relativ
variablen Auspragung der Cuprizone-induzierten Schadigungen in den unterschiedlichen
Versuchstieren. Zur Erlangung statistischer Signifikanz sollten daher noch weitere Studien
mit grolBeren Gruppen und Versuchstieren mit moglichst identischen korperlichen

Eigenschaften durchgefiihrt werden.

5.3 AbschlieBende Bemerkungen

Die bisherige Erforschung von CPI-17 fokussierte sich vor allem auf dessen Funktion im
System der glatten Muskulatur und die Beteiligung an der Entstehung von mit diesem
System assoziierten Erkrankungen. Das Expressionsmuster von CPI-17 und die Funktion im
ZNS bzw. in Oligodendrozyten sind daher noch nicht genau bekannt. In der vorliegenden
Arbeit wurde erstmals die Expression von CPI-17 in Oligodendrozyten genauer untersucht
und der Einfluss dieses Proteins auf das Ausmal} der Schadigungen im Cuprizone-Modell

charakterisiert.

Die vorliegende Arbeit liefert einen Hinweis darauf, dass CPI-17 als moglicher, an
pathologischen Prozessen beteiligter Faktor bei der MS zu beriicksichtigen ist. Uber
welchen Signalweg CPI-17 seine Funktion in Oligodendrozyten ausiibt, wie genau es an der
Erhohung der Myelinstabilitat beteiligt ist und inwieweit diese Erkenntnisse auf den
Menschen Ubertragbar sind, sollte Gegenstand zukiinftiger Forschungen sein. Dadurch wird
ein besseres Verstidndnis der Atiologie der MS ermdglicht, welches unerlasslich fiir die

Entwicklung neuer Praventions-, Therapie- und Heilungsansatze ist.
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6. Zusammenfassung

Hintergrund: Die vorliegende Arbeit basiert grundlegend auf der Hypothese, dass die MS
eine primar neurodegenerative Erkrankung ist, bei der es zur Entstehung von
demyelinisierten Lasionen im ZNS kommt. Die myelinisierenden Zellen des ZNS, die
Oligodendrozyten, sind daher von zentraler Bedeutung. Das Protein CPI-17 wird von
Oligodendrozyten exprimiert. Ab wann im Verlauf des Reifeprozesses der Oligodendrozyten
die Expression erfolgt, ist bisher jedoch nicht geklart. In funktioneller Hinsicht kdnnte
CPI-17 einen Einfluss auf die Differenzierung von OPZ zu reifen Oligodendrozyten, auf die
allgemeine Myelinstabilitdit und auf Remyelinisierungsvorgange haben. Diese Annahme
beruht darauf, dass das fiir CPI-17 kodierende ppplri4a-Gen wahrend der Differenzierung
von Oligodendrozyten und spaten Remyelinisierungsvorgdngen zu den am starksten

regulierten Genen gehort.

Hypothesen:
e CPI-17 ist ein Marker fiir spatreife Oligodendrozyten
e CPI-17"-M3suse sind gegeniiber einer Cuprizone-Intoxikation vulnerabler als
WT-Mause

Methoden: Die Charakterisierung des Expressionsmusters von CPI-17 erfolgte mithilfe von
Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen in Hirnen von gesunden und 5 Wochen mit
Cuprizone behandelten Mausen. Zur Untersuchung der Vulnerabilitit wurden CPI-177"- und
WT-Mause im Cuprizone-Mausmodell verglichen. Der Demyelinisierungsgrad, die
Mikrogliose und das Ausmall des akuten axonalen Schadens wurden mittels

immunhistochemischer Markierungen und histochemischer Farbungen untersucht.

Ergebnisse: OPZ und friihreife Oligodendrozyten exprimieren vermutlich kein CPI-17. Die
Expression von CPI-17 scheint selektiv fiir spatreife Oligodendrozyten zu sein.
CPI-17"-Miuse weisen im Vergleich zu WT-Mausen eine erhéhte Vulnerabilitat gegeniiber

Cuprizone auf.

Ausblick: Die vorliegende Arbeit liefert Hinweise darauf, dass CPI-17 sowohl fiir die
Differenzierung von Oligodendrozyten als auch fiir die allgemeine Myelinstabilitat von
Bedeutung und somit ein moglicher zu beachtender Faktor bei der Entstehung
demyelinisierender Lasionen in der MS ist. Der Signalweg, Uber den CPI-17 diese
Funktionen erfillt und inwieweit die Ergebnisse dieser Arbeit auf andere Tiermodelle
Ubertragbar sind, sollte Gegenstand zukiinftiger Forschungen sein. Mégliche neue Therapie-

oder Praventionsansatze konnten so identifiziert werden.
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7.

Thesen

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine erworbene, chronisch-entziindliche Erkrankung
des Zentralnervensystems (ZNS) und stellt die haufigste demyelinisierende
Erkrankung bei jungen Erwachsenen dar.

Die Entstehung von entziindlichen Lasionen sowohl in der weiRen als auch in der
grauen Substanz des ZNS ist ein pathologisches Kennzeichen der Erkrankung. Je
nach Lokalisation der Lasionen kann bei der MS nahezu jedes neurologische
Symptom auftreten. Die grundlegenden Merkmale einer MS-Lasion sind

Demyelinisierung, Inflammation, der Untergang von Axonen und reaktive Gliose.

Die myelinisierenden Zellen des ZNS, die Oligodendrozyten, sind ein Typ von
Gliazellen und entwickeln sich aus multipotenten Stammzellen der
subventrikuldaren Zone. Diese Entwicklung ist ein komplexer Vorgang, der durch
unterschiedliche Signalkaskaden reguliert wird.

Die Funktion der Oligodendrozyten ist die Myelinisierung von Axonen, wodurch die
schnelle Weiterleitung von Aktionspotenzialen ermdglicht wird. Des Weiteren
bilden die Oligodendrozyten eine metabolische Unterstiitzung fiir die Axone und
erhalten ihre Integritat.

Das Protein CPI-17 ist ein 17 kDa schweres Protein, dessen Expression sich unter
Normalbedingungen auf wenige Zelltypen beschrankt. Zu diesen Zellen gehoéren
glatte Muskelzellen, Endothelzellen, Epithelzellen und, innerhalb des ZNS,

Oligodendrozyten.

Die Funktion von CPI-17 ist die Hemmung der Myosin-Phosphatase. Diese spielt
eine zentrale Rolle in der Regulation des Kontraktionsgrades der glatten Muskulatur
und im sogenannten Merlin-Signalweg. In Oligodendrozyten scheint CPI-17 einen
Einfluss auf die Differenzierung und die Remyelinisierung zu haben.

Das Cuprizone-Modell ist ein toxisches, zytodegeneratives Tiermodell, welches sich
besonders zur Untersuchung von De- und Remyelinisierungsvorgangen eignet. Die
grundlegenden Merkmale dieses Tiermodells sind eine zentrale Demyelinisierung,
die Apoptose reifer Oligodendrozyten und die Proliferation von OPZ. Begleitet
werden diese Prozesse von einer ausgeprdgten Mikrogliaaktivierung, einer

reaktiven Gliose und akutem axonalen Schaden.

Die Charakterisierung des Expressionsmusters von CPI-17 erfolgte mithilfe von
Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen in Hirnen von gesunden und 5 Wochen mit

Cuprizone behandelten Mausen.
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10.

11.

12.

Zur Untersuchung der Vulnerabilitdit wurden CPI-17”- und WT-Miuse im
Cuprizone-Mausmodell verglichen. Der Demyelinisierungsgrad, die Mikrogliose und
das Ausmal des akuten axonalen Schadens wurden mittels immunhistochemischer

Markierungen und histochemischer Farbungen untersucht.

OPZ und frihreife Oligodendrozyten exprimieren vermutlich kein CPI-17. Die

Expression von CPI-17 scheint selektiv fiir spatreife Oligodendrozyten zu sein.

CPI-177-Miuse weisen im Vergleich zu WT-Méusen eine erhdhte Vulnerabilitit

gegeniber Cuprizone auf.

Die vorliegende Arbeit liefert Hinweise darauf, dass CPI-17 sowohl fiir die
Differenzierung von Oligodendrozyten als auch fir die allgemeine Myelinstabilitat
von Bedeutung und somit ein moglicher zu beachtender Faktor bei der Entstehung
demyelinisierender Lasionen bei der MS ist.
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Anhang

11. Anhang
11.1  Uberblick Tierexperiment Miinchen

In dieser Tabelle finden sich die ausfuhrlichen Informationen zu dem Tierexperiment,
welches in Kapitel 3.5 erwdhnt wurde. An Material dieses Experimentes wurden die
Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen zur Untersuchung der Expression von CPI-17

durchgefihrt.

Tierexperiment Miinchen

Name des Experimentes: Verlauf 4, Uta

Durchfiihrungsort: Ludwig-Maximilian-Universitat, Miinchen

durchfihrender Dr. med. M. sc. U. Splietker, Ludwig-Maximilian-Universitat
Experimentator: Miinchen

Informationen  zu  den | Abstammung: C57BL/6, Janvier
verwendeten Tieren: Geschlecht: mannlich

Alter: 6 Wochen

Gewicht: 19-21g

Versuchsbedingungen: Tag/Nacht-Zyklus von jeweils 12 Stunden
Temperatur: 22 £2 °C
Kafigwechsel: dreimal die Woche

Cuprizone-Dosis: 0,25%
Gemisch wurde taglich frisch zubereitet

Versuchsgruppen: Kontrolle
1w Cup
3w Cup
5w Cup

Untersuchte Gruppen: Kontrolle, n=3

5w Cup, n=3

Untersuchte Hirnregion: R265

nachgewiesene Antigene: APC, CPI-17, OLIG-2
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