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Abstract 

Multiple sclerosis (MS) is a chronic-inflammatory and demyelinating disorder of the central nervous system 

(CNS). Histopathological alterations in the CNS of MS patients are on one hand due to neurodegenerative 

processes such as demyelination, loss of myelin-producing oligodendrocytes and axonal damage and on the 

other hand are caused by neuroinflammatory processes such as gliosis, the infiltration of peripheral immune cells 

and the production of inflammatory signaling molecules. The current view that MS etiology is primary based on 

autoimmune processes (Outside-In hypothesis) has recently been questioned by the opposing Inside-Out 

hypothesis. It postulates that the first events in MS lesion formation are neurodegenerative processes. These 

processes in combination with an immune system that is genetically predisposed for autoimmune dysregulations 

might then lead to the development of active demyelinating neuroinflammatory lesions. To date, the progressive 

and degenerative aspect of the disease is not targeted by any therapy and most treatments solely ameliorate the 

inflammatory responses within the CNS. 

In this dissertation results of experiments using a newly established combinatory MS animal model named 

“CupEAE” are shown. This model combines the advantages of both the primary demyelinating cuprizone model 

and the autoimmune-inflammatory EAE model. The neurodegenerative and neuroinflammatory processes, the 

signature of signaling molecules and the role of oxidative stress in primary lesion formation were analyzed in the 

CupEAE model by means of immunohistological staining, gene expression studies, protein and FACS analysis, as 

well as genome-wide Affymetrix Arrays. 

Like the human MS, the CupEAE model is characterized by demyelination, axonal damage, gliosis and an immune 

cell infiltration into the forebrain, cerebellum and spinal cord. Pathological alterations of the glia limitans 

perivascularis as a part of the blood-brain barrier were observed. The signaling molecules LCN2, CXCL9, CXCL10 

and CXCL11 and IL6 were identified as possible players in lesion formation. With GFAP-specific KEAP1-KO mice it 

was shown that the astrocytic transcription marker NRF2 protected the CNS against cuprizone-mediated 

neurodegeneration. Furthermore, NRF2 seems to play a role in oligodendrocytic stress management. 

In conclusion, the new combinatory CupEAE model displays more parallels to the human MS than either 

Cuprizone or EAE model. On the basis of the similarities with the human MS, the CupEAE model is very suitable 

for investigating the link between neurodegeneration and neuroinflammation. Our results provide evidence that 

CNS-mediated processes may be initially involved in MS lesion formation and therefore support the relevance of 

the Inside-Out theory for this scenario. 
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Zusammenfassung 

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-inflammatorische und demyelinisierende Erkrankung des zentralen 

Nervensystems (ZNS). Histopathologische Veränderungen im ZNS sind zum einen durch neurodegenerative 

Prozesse wie Demyelinisierung, Verlust von Oligodendrozyten sowie axonalen Schaden, charakterisiert. Zum 

anderen zeigen sich neuroinflammatorische Prozesse wie Gliose, Infiltration peripherer Immunzellen und eine 

Produktion inflammatorischer Signalmoleküle. Die bisherige Sichtweise, dass der MS eine autoimmune Ätiologie 

zu Grunde liegt (Outside-In Hypothese), wird durch die oppositionelle Inside-Out Hypothese in Frage gestellt. 

Diese besagt, dass erste pathologische Prozesse der Läsionsentstehung neurodegenerative Prozesse sind. Diese 

Prozesse in Kombination mit einer genetischen Prädisposition für autoimmune Dysfunktionen könnten daraufhin 

zur Entstehung von aktiven, demyelinisierenden, neuroinflammatorischen Läsionen führen. Dieser progressive 

degenerative Aspekt der MS wird bislang mit keiner Therapie anvisiert und derzeitige Medikamente behandeln 

hauptsächlich die Immunantwort innerhalb des ZNS. 

In der vorliegenden Arbeit werden Ergebnisse von Experimenten mit dem neu entwickelten kombinatorischen 

„CupEAE-Modell“ präsentiert. Dieses Modell kombiniert die Vorteile des toxisch-demyelinisierenden Cuprizon-

Modells und des autoimmun-inflammatorischen EAE-Modells. Mit Hilfe von immunhistochemischen Färbungen, 

Genexpressionsstudien, Protein- sowie FACS-Analysen und genomweiten Affymetrix Arrays wurde das CupEAE-

Modell hinsichtlich der neurodegenerativen und neuroinflammatorischen Aspekte, des oxidativen Stress und vor 

allem der Signalmolekül-Signatur bei der Läsionspathogenese untersucht. 

Vergleichbar mit der humanen MS ist das CupEAE-Modell durch Demyelinisierung, axonalen Schaden, 

ausgeprägte Gliose sowie Immunzellinfiltration in das Großhirn, Kleinhirn und Rückenmark charakterisiert. Es 

konnten ebenfalls pathologische Veränderungen der Glia limitans perivascularis, ein Teil der Blut-Hirn-Schranke 

(BHS), festgestellt werden. Des Weiteren wurden die Signalmoleküle LCN2, CXCL9, CXCL10 und CXCL11 und IL6 

als mögliche Spieler der Läsionspathogenese identifiziert. Mittels GFAP-spezifischer KEAP1-KO-Mäuse wurde 

gezeigt, dass der Transkriptionsfaktor NRF2 in Astrozyten gegen eine Cuprizon-vermittelte Neurodegeneration 

protegiert. Ebenfalls scheint NRF2 bei der oligodendrozytären Stressbewältigung eine Rolle zu spielen. 

Zusammengefasst weist das kombinatorische Modell mehr Parallelen zur humanen MS auf als das Cuprizon- oder 

EAE-Modell alleine. Aufgrund seiner Eigenschaften eignet es sich besonders gut für die Erforschung der 

Zusammenhänge zwischen Neurodegeneration und Neuroinflammation. Die Ergebnisse der Experimente mit 

dem CupEAE-Modell liefern Hinweise, dass bei der initialen MS-Läsionspathogenese ZNS-ständige Prozesse 

involviert sind und unterstützen die Bedeutung der Inside-Out Theorie. 
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1 Einleitung 

 Multiple Sklerose 

 Prävalenz und Inzidenz 

Die Multiple Sklerose (MS) oder auch Encephalomyelitis disseminata ist eine chronisch-inflammatorische, 

demyelinisierende Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS). Die Anzahl aller Erkrankten weltweit 

wird auf ca. 2,5 Millionen geschätzt, wobei erste Symptome vor allem bei jungen Frauen zwischen dem 20. 

und 30. Lebensjahr festgestellt werden [2]. Mit einer Prävalenz von 250 Erkrankten auf 100.000 Einwohner 

in Deutschland (Stand 2014) ist die MS neben der Epilepsie eine der häufigsten neurologischen 

Erkrankungen im jungen Erwachsenenalter [3,4]. Laut aktuellen Forschungsergebnissen beläuft sich die 

Inzidenz in Deutschland auf 13 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner und ist damit höher als bisher 

angenommen [5]. Die nördlichen USA, Kanada und Nordeuropa haben die höchste Inzidenz und Prävalenz 

weltweit [6]. 

 

 Genetik 

Über lange Zeit wurde beobachtet, dass blutsverwandte Familienmitglieder von MS-Patienten ein erhöhtes 

Erkrankungsrisiko haben. Bislang sind über 100 Gen-Loci identifiziert worden, deren Mutationen mit einer 

erhöhten Anfälligkeit an MS zu erkranken in Zusammenhang gebracht worden sind [7]. Die 

Wahrscheinlichkeit spontan an MS zu erkranken liegt bei 0,1 % [8]. Bei einem eineiigen Zwilling eines an MS-

erkrankten Patienten beträgt das Risiko ebenfalls an MS zu erkranken bereits 25 % [8]. Dies ist ein starker 

Hinweis auf eine erhebliche erbliche Komponente der MS. Genomweite Assoziationsstudien haben gezeigt, 

dass vor allem Mutationen in antigenpräsentierenden Genen in der major histocompatibility complex 

(MHC)-Region eine große Rolle bei der genetischen Prädisposition spielen [9]. Darunter wurde der MHC-II-

Rezeptor Human leukocyte antigen - DR isotype (HLA-DR) identifiziert, der auf der Zellmembran von 

antigenpräsentierenden Zellen exprimiert wird und für die Aktivierung von Lymphozyten, vor allem T-Zellen, 

verantwortlich ist [10,11]. Kürzlich berichteten Wang und Kollegen einen Zusammenhang zwischen dem 

Gen Nuclear receptor subfamily 1, group H, member 3 (NR1H3) und einem erhöhten Risiko an progredienter 

MS zu erkranken [12]. Dieses Gen kodiert für einen Transkriptionsfaktor, der die Expression von Genen der 

Inflammation und des angeborenen Immunsystems reguliert [13,14]. Eine Erbkrankheit ist dadurch 

definiert, dass sie schon zu Anfang durch untypisch veränderte Gene ausgelöst wird und von den Vorfahren 

auf ihre Nachkommen übertragen wird. Trotz der starken Assoziation von HLA-DR-Genmutationen mit dem 
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gesteigerten Risiko an MS zu erkranken, zählt man die MS nicht zu den genetisch-vererbbaren 

Erkrankungen. Zusammen mit multifaktoriellen Umwelteinflüssen trägt die genetische Prädisposition 

dennoch zur MS-Pathogenese bei. 

 

 Verlaufsformen 

Der bisherige Goldstandard einer MS Diagnose stellen die McDonald-Kriterien von 2001 dar, die bisher im 

Jahr 2005, 2010 und 2017 überarbeitet wurden [15-18]. Dabei wird erstens die Verbreitung der Läsionen in 

unterschiedlichen ZNS Regionen und zweitens die zeitliche Akkumulation der Läsionen bewertet [18]. Man 

unterscheidet drei verschiedene Verlaufsformen der MS: die schubförmig-remittierende, die primär 

progrediente und die sekundär progrediente MS (Abbildung 1) [19]. Die häufigste ist die schubförmig-

remittierende Verlaufsform, bei der die Betroffenen Phasen mit akuten entzündlichen Schüben durchleiden. 

Ein Schub wird als Auftreten klinischer Symptome definiert, die mindestens 24 h lang anhalten und aus 

inflammatorisch-demyelinisierenden Läsionen im ZNS resultieren [20]. Je nach Lokalisation des 

Entzündungsherdes treten Symptome wie Sehstörungen, Sensibilitätsstörungen und Taubheitsgefühle auf. 

Die im Rahmen der Schübe auftretenden Symptome können sich vollständig oder teilweise zurückbilden 

(„remittieren“) oder aber weiterbestehen. Bei einem Großteil der Patienten remittieren die Symptome 

jedoch nicht vollständig. Als Folge akkumulieren die neurologischen Dysfunktionen und wirken sich negativ 

auf das Fortschreiten der Erkrankung aus [21]. Es wird vermutet, dass eine hohe Frequenz, die Lokalisation, 

der Schweregrad und die Regenerationspotenz von Schüben im frühen Krankheitsverlauf die Zunahme der 

körperlichen Einschränkungen maßgeblich beeinflussen [22-24]. Bei etwa der Hälfte aller schubförmig-

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der MS-Verlaufsformen 

Die linke Grafik zeigt den Verlauf der schubförmig-remittierenden Verlaufsform, die durch inflammatorische Schübe 

charakterisiert ist. Die mittlere Grafik beschreibt die sekundär progrediente Verlaufsform. Nach einer Phase mit 

Schüben lassen diese nach und der Verlauf ist progredient. Die rechte Grafik zeigt die primär progrediente 

Verlaufsform, bei der die Erkrankung progredient ohne Schübe fortschreitet. 
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remittierenden MS-Erkrankten lässt die Schubhäufigkeit im Krankheitsverlauf nach, und die Erkrankung geht 

nach durchschnittlich 10 Jahren in die sekundär-progrediente Verlaufsform über [25]. 

Nur ca. 10 % aller MS-Patienten erkranken an der primär-progredienten Verlaufsform, die eher um das 40. 

Lebensjahr auftritt [19,26]. Beide progredienten Verlaufsformen sind durch chronisch-progressive 

neurologische Defizite charakterisiert, die sich nicht wieder zurückbilden. Beispiele sind Dysphagie, Ataxie, 

Dysarthrie, Fatigue und depressive Störungen, die im täglichen Leben der Patienten zu erheblichen 

Einschränkungen führen. Die Fatigue sowie Störungen der Blasenfunktion und des motorischen Systems 

beeinträchtigen den Alltag der Patienten am meisten [27,28]. Anders als bei der sekundär progredienten 

Verlaufsform kommt es bei der primär progredienten Verlaufsform in der Regel nicht zu inflammatorischen 

Schüben. Die Lebenserwartung bei MS-Patienten mit milderen Behinderungen liegt nicht unter der von 

Nichterkrankten vergleichbaren Alters [29,30]. Dennoch sind kardiovaskuläre oder pulmonale 

Komplikationen oder Infektionen aufgrund des medikamentös-geschwächten Immunsystems Gründe für 

vorzeitige Todesfälle bei MS-Patienten [31]. 

 

 Medikamentöse Therapie 

Die Therapie der MS ist in den Leitlinien der medizinischen Fachgesellschaften, wie der European Academy 

of Neurology, dem European Committee for Treatment and Research in Multiple Sclerosis oder der zur Zeit 

in Überarbeitung befindlichen Leitlinie der „Deutschen Gesellschaft für Neurologie“ ausführlich beschrieben 

[4,32]. Bei der medikamentösen Therapie der schubförmig-remittierenden MS unterscheidet man die Basis-, 

Schub- oder Eskalationstherapie. Bei der Basistherapie werden wiederkehrend Immunmodulatoren 

verabreicht, die das Auftreten von Schüben verhindern können. Immunmodulatoren können entweder 

immunsuppressiv oder nicht immunsuppressiv wirken. Beispiele für nicht immunsuppressive 

Immunmodulatoren sind die Wirkstoffe Beta-Interferon (β-IFN) (Avonex®, Betaferon®, Extavia®, Rebif®) und 

Glatirameracetat (Copaxone®) [33]. Zum einen hindert es Leukozyten daran, die Blut-Hirn-Schranke (BHS) zu 

durchdringen [34,35]. Zum anderen erhöhen β-IFN die Expression antiinflammatorischer Zytokine, wie IL10, 

und erniedrigen die Expression proinflammatorischer Zytokine, wie IL17 [36-39]. Über antiinflammatorische 

Zytokine bewirkt  β-IFN, dass die Antigenpräsentation von Makrophagen gehemmt und dadurch die T-Zell-

Differenzierung inhibiert wird [40]. Somit werden die Schubfrequenz und das Fortschreiten der Erkrankung 

verlangsamt [41,42]. Glatirameracetat vermindert ebenfalls die Anzahl der Schübe und somit die 

Entzündungsreaktionen im ZNS, jedoch nicht die fortschreitende Neurodegeneration [43]. Der 

Wirkmechanismus hierbei ist bis heute noch nicht vollständig geklärt. 
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Ein akuter Schub wird durch die Gabe von Glucocorticoiden, wie Methylprednisolon (z.B. Advantan®, 

Metypred®, Metysolon®), behandelt und als Schubtherapie bezeichnet. Dadurch werden indirekt 

inflammatorische Gene reguliert und somit antiinflammatorische Prozesse eingeleitet [44]. Obwohl diese 

Therapieform sehr effektiv bei aktiven Schüben wirkt, scheint sie keinen positiven Einfluss auf die 

langfristigen Defizite zu haben [45,46]. Wenn Glucocorticoide keine Wirkung zeigen, ist die Plasmapherese 

eine weitere Behandlungsoption während schwerer akuter Schübe. Durch eine Isolation von Plasma aus 

dem Blut werden Antikörper und Lymphozyten unspezifisch entfernt, die bei Entzündungsprozessen eine 

wichtige Rolle spielen. Um den dadurch entstandenen Flüssigkeits- und Eiweißmangel auszugleichen, wird 

das Plasma durch eine Substitutionslösung ersetzt. Sie simuliert das körpereigene Plasma und setzt sich aus 

Elektrolyten, Puffersubstanzen und etwa 5 % Albumin oder Frischplasmakonzentraten zusammen [47]. 

Kommt es zu einem schnellen Fortschreiten der neurologischen Defizite, ist eine Eskalationstherapie 

indiziert. Dies umfasst die Behandlung mit immunsuppressiv wirkenden Immunmodulatoren wie 

beispielsweise dem Sphingosin-1-Phosphat-Analogon Fingolimod (Gilenya®), dem monoklonalen Antikörper 

Natalizumab (Tysabri®) oder dem zytostatischen Antibiotikum Mitoxantron (Ralenova®) [48-50]. Sie 

dämpfen Entzündungsreaktionen im ZNS, indem durch Bindung des phosphorylierten Fingolimod an 

Sphingosin-1-Phosphatrezeptoren der Austritt der Lymphozyten aus den lymphoiden Organen gehemmt, 

der Eintritt von Lymphozyten in das ZNS durch Bindung von Natalizumab an Integrine blockiert oder aber 

die Vermehrung von Lymphozyten und Makrophagen durch Interkalation in die Deoxyribonucleic Acid (DNA) 

gehemmt wird. Im Gegensatz zu Immunmodulatoren, die nicht immunsuppressiv wirken, ist das Risiko für 

Infektionen und Krebserkrankungen bei Therapien mit immunsuppressiven Modulatoren erhöht [51,52]. 

Patienten mit progredienten Verlaufsformen sprechen meist nicht auf eine Basis-, Eskalations- oder 

Schubtherapie an, da diese hauptsächlich auf eine Reduktion der Inflammation im ZNS ausgerichtet sind. 

Auf die vorherrschende Neurodegeneration, die nicht in unmittelbarem Zusammenhang mit den 

inflammatorisch-demyelinisierenden Läsionen steht und zu großen Teilen ursächlich für die Atrophie von 

grauer Substanz ist, haben diese Medikamente keinen oder nur wenig Einfluss [53,54]. Auch die für die 

primär progrediente MS zugelassenen monoklonalen Immunsuppressiva Rituximab (Rituxan®) und seit 2017 

Ocrelizumab (Ocrevus®) können die fortschreitende Neurodegeneration nicht aufhalten. Beide zielen darauf 

ab, Cluster of Differentiation (CD) 20-positive B-Zellpopulationen zu eliminieren. Der Wirkstoff Siponimod 

von Novartis Pharma zeigte kürzlich erste Erfolge bei der Therapie der sekundär progredienten MS und 

hemmt wie auch Fingolimod als Antagonist des Sphingosin-1-Phosphatrezeptors die Migration von 

Lymphozyten aus primären lymphatischen Organen zum Entzündungsherd [55]. Trotz intensiver 

Forschungsbemühungen ist die Ätiologie der MS bis heute nur unzureichend geklärt und bislang ist kein 
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Medikament verfügbar, das die fortschreitende Neurodegeneration aufhält. Bis dato ist die MS daher zwar 

eine behandelbare, jedoch unheilbare Erkrankung. 

 

 Stand der Forschung 

 Die Funktion der Gliazellen im zentralen Nervensystem 

Gliazellen stellen das Stützgewebe des ZNS dar und lassen sich in Oligodendrozyten, Astrozyten und 

Mikroglia unterteilen. Oligodendrozyten umhüllen mehrere axonale Fortsätze der Neurone mit einer 

mehrlagigen Myelinschicht (Abbildung 2) und sorgen somit für eine schnelle Weiterleitung der neuronalen 

Aktionspotentiale. Mit einer Membranfläche von 5 – 50 x 10³ µm² haben Oligodendrozyten einen sehr 

aktiven Metabolismus, sodass die Instandhaltung im adulten Gehirn eine konstant hohe Austauschrate 

dieser Zellen erfordert [56]. Um diese aufrecht zu erhalten, gibt es im ZNS ein großes Proliferationspotential 

von Oligodendrozyten. Die Migration, Proliferation und Differenzierung von Oligodendrozyten wird von 

Astrozyten und Mikroglia beeinflusst. Je nach Aktivierungsstatus der Gliazellen erfolgt eine inhibitorische 

oder fördernde Reaktion auf die Oligodendrozytenentwicklung. Nach einem Aktivierungsstimulus 

differenzieren sich Oligodendrozyten aus Vorläuferzellen, deren Ursprung sich überall im ZNS befindet, wie 

beispielsweise in der Subventrikularzone, homogen im ZNS in der grauen und weißen Substanz verteilt oder 

neben dem Zentralkanal im Rückenmark [57-60]. Lange Zeit wurden Oligodendrozyten lediglich als passiv 

betroffene Zellen während einer Demyelinisierung betrachtet. Es mehren sich jedoch seit gut 20 Jahren 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung eines myelinisierenden Oligodendrozyten 

Ein Oligodendrozyt, dargestellt mit seinem Zellkern und Organellen, umwickelt nahegelegene Axone mit Myelin. 
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Hinweise, dass sie aktiv neuroinflammatorische Prozesse modulieren und die Regeneration fördern können. 

So wurde gezeigt, dass sie eine Vielzahl von immunregulatorischen Faktoren produzieren [61,62]. Beispiele 

hierfür sind MHC-I Moleküle, Glutamat-Rezeptoren, Zytokine und Hitzeschockproteine. Zu den von 

Oligodendrozyten produzierten Zytokinen gehören ebenfalls Chemokine und ihre Rezeptoren, wie 

beispielsweise CXC-Ligand 10 (CXCL10), CC-Ligand 2 (CCL2), CCL3, CCL5, CXC-Rezeptor 3 (CXCR3), CXCR6, die 

Tumornekrosefaktor (TNF) Familie sowie Interleukine (IL) und ihre Rezeptoren. Dadurch können 

Oligodendrozyten Signale von anderen Zellen wahrnehmen, darauf reagieren und eigenständig Signale 

aussenden. Oligodendrozyten haben neben der Isolierungsfunktion ebenfalls eine mechanische 

Schutzfunktion und metabolische Unterstützungsfunktion für Neurone [63,64]. Es ist daher denkbar, dass 

Schäden am Myelin nicht nur zur gestörten Erregungsweiterleitung, sondern auch zu Integritäts- und 

metabolischen Störungen von Axonen führen können. 

Astrozyten versorgen unter anderem Neurone mit Nährstoffen und regulieren die Beseitigung der 

Neurotransmitter aus dem synaptischen Spalt. Mit ihren Fortsätzen umhüllen sie nahezu die gesamte 

Mikrovaskulatur des ZNS und sind somit Teil der BHS. Diese kontrolliert und reguliert streng den 

Stoffaustausch und die Zellmigration in das Gehirn und Rückenmark. Unter physiologischen Bedingungen 

gelangen regelmäßig periphere Immunzellen in das ZNS [65]. Dieser Prozess wird als Immun-Überwachung 

bezeichnet [65]. Auf zellulärer Ebene besteht die BHS aus Perizyten, Endothel, Basalmembran und 

astrozytären Fortsätzen. Die Perizyten leisten physikalische Unterstützung für die Endothelzellen und 

produzieren Wachstumsfaktoren und Komponenten der extrazellulären Matrix, um die BHS aufrecht zu 

erhalten. Durch die Expression von Ankermolekülen in der endothelialen Membran und der astrozytären 

Glia limitans perivascularis wird eine enge Interaktion der beiden Zelltypen gewährleistet. Ein Beispiel 

hierfür ist Aquaporin-4 (AQP4), das durch den Dystrophin-Dystroglycan Komplex in der Astrozytenmembran 

verankert ist und den Einfluss von Wasser durch die BHS reguliert [66]. Schon bei geringen Störungen der 

extrazellulären Flüssigkeits-Homöostase kommt es zu phänotypischen Veränderungen der Astrozyten, die 

als reaktive Astrogliose bezeichnet wird. Charakteristika der Astrogliose sind eine Hypertrophie der Somata 

und Fortsätze sowie die Induktion der Expression von Intermediärfilamenten, wie beispielsweise dem Glial 

fibrillary acidic protein (GFAP). In stark demyelinisierten Bereichen kann es sogar zur Narbenbildung 

kommen, wenn Myelin-Reparaturmechanismen versagen [67,68]. Viele ZNS Pathologien, wie auch die MS, 

sind durch Veränderungen und Beeinträchtigungen der Mikrovaskulatur charakterisiert. Schon in frühen 

MS-Läsionen wurden Anomalitäten in Junction-Proteinen mit einhergehender perivaskulärer Astrogliose 

festgestellt [69]. 

Mikroglia sind die Hauptkomponente des Immunsystems im ZNS und suchen ihre Umgebung permanent 

nach pathologischen Veränderungen ab. Als Gehirnmakrophagen haben sie eine phagozytierende Funktion. 



EINLEITUNG 

7 

Sie entfernen toxische, von verletzten Neuronen-sezernierte, Faktoren sowie zelluläre Zerfallsprodukte 

(Debris) und unterstützen die Neurogenese und die Synapseneliminierung [70-73]. Bei einer Aktivierung 

ziehen sie ihre Fortsätze zurück, nehmen eine amöboide Form an und sekretieren je nach Aktivierungsstatus 

pro- oder antiinflammatorische Signalmoleküle. Wird eine potentiell pathologische Gefahr erkannt, 

migrieren aktivierte Mikroglia zum Verletzungsherd und proliferieren [74]. Sie induzieren 

Oberflächenmarker wie MHC-II, CD40 und Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), die wichtig für die 

Präsentation von Antigenen auf ihrer Oberfläche für Effektorimmunzellen sind [75,76]. Ein weiteres 

Merkmal ist die Sekretion von neurotoxischen Molekülen, wie reaktive Sauerstoffspezies (ROS), und 

proinflammatorischen Chemokinen und Zytokinen. Diese locken Immunzellen aus den Blutgefäßen an, 

welche daraufhin pathogene Krankheitserreger abtöten. Als proinflammatorische Immunzellen können 

Mikroglia somit negative Effekte auf andere Gliazellen und Neurone in ihrer Umgebung haben und zur 

weiteren Inflammation beitragen. Abgesehen vom proinflammatorischen Aktivierungsstatus können 

Mikroglia ebenfalls einen antiinflammatorischen Phänotyp annehmen, um beispielsweise 

Gewebereparaturen einzuleiten und Neurone durch die Sekretion antiinflammatorischer Faktoren zu 

unterstützen [77,78]. 

 

 Histopathologie der Multiplen Sklerose 

 Läsionstypen 

Läsionen im Nervengewebe bei MS-Erkrankten sind meist im Hirnstamm, Kleinhirn, der periventrikulären 

weißen Substanz und dem Rückenmark zu finden, wobei Läsionen im Rückenmark meist weniger 

inflammatorisch aktiv sind als die im Großhirn und Hirnstamm [79,80]. Im Rückenmark befinden sich 

Läsionen in der weißen Substanz zumeist in zervikalen Abschnitten, während Läsionen in der grauen 

Substanz weit verstreut im gesamten Rückenmark zu finden sind [81]. Weiterhin sind Läsionen in der grauen 

Substanz oft im zerebralen Kortex [82], aber auch im Gyrus cinguli [83] und im Hippocampus vorzufinden 

[84]. Sie sind mit einer Gehirnatrophie sowie körperlicher und geistiger Einschränkung assoziiert [85,86] und 

können in subpiale, intrakortikale und leukokortikale Läsionen eingeteilt werden [87]. 

Abhängig von der Histopathologie können verschiedene Typen von Läsionen unterschieden werden: aktive, 

chronisch aktive und chronisch inaktive Läsionen. Neurodegenerative Aspekte, wie der axonale Schaden 

und die Demyelinisierung, und neuroinflammatorische Faktoren, wie die Infiltration von Makrophagen, T- 

und B-Zellen, sind in den verschiedenen Läsionstypen unterschiedlich ausgeprägt. Aktive Läsionen der 

weißen Substanz sind meist bei Patienten mit schubförmig-remittierender Verlaufsform zu finden und 

zeichnen sich durch hyperzelluläre und demyelinisierte Plaques aus. Diese Plaques sind von aktivierten 
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Astrozyten, Mikrogliazellen und Myelin-gefüllten Makrophagen infiltriert [88]. Während kleinere 

Myelinproteine, wie beispielsweise die 2',3'-Cyclic nucleotide 3'-phosphodiesterase (CNPase) oder das 

Myelin-associated glycoprotein (MAG), schnell abgebaut werden, findet die Degradation von großen 

Myelinproteinen, wie beispielsweise das Proteolipid protein (PLP) oder das Myelin basic protein (MBP), 

langsam statt. Anhand der unterschiedlichen Zusammensetzung der Myelin-Degradationsprodukte in den 

Makrophagen kann festgestellt werden, ob es sich um eine eher neue oder fortgeschrittene Läsion handelt 

[89]. Pathologische Veränderungen der BHS erleichtern peripheren Immunzellen den Zugang in das ZNS und 

wirken sich schädlich auf Oligodendrozyten aus [90]. Eine geschädigte BHS kann in aktiven Läsionsherden 

mit Hilfe des Kontrastmittels Gadopentetat-Dimeglumin, vereinfacht als „Gadolinium“ bezeichnet, in der 

Magnetresonanztomographie (MRT) sichtbar gemacht werden [91]. Bei einer dysfunktionalen BHS wurden 

neben aktivierten Makrophagen und Gliazellen weiterhin perivaskuläre sowie parenchymale 

inflammatorische Infiltrate gefunden, deren Bestandteil zum Großteil CD8-positive zytotoxische T-Zellen 

sind, aber auch CD4-positive T-Helferzellen, B-Zellen und Plasmazellen beinhalten [92-94]. Der Anteil 

verschiedener Immunzellen innerhalb einer Läsion variiert hierbei je nach Verlaufsform der Erkrankung. 

Lucchinetti und Kollegen stellten fest, dass aktive Läsionen eine große Heterogenität aufweisen und in vier 

verschiedene immunologische Muster, Pattern I – IV, unterteilt werden können [95]. Bei dieser Einteilung 

wird der Myelin- und Oligodendrozytenverlust, das Ausmaß und die Topographie der Plaques, 

Myelinreparaturprozesse (Remyelinisierung), Komplementaktivierung und die Ablagerung von 

Immunglobulinen in der weißen Substanz klassifiziert. In 15 % der Gewebebiopsien fanden die Autoren das 

Pattern I. Dieses Muster zeichnet sich durch den Verlust aller Myelinkomponenten, eine hohe Inzidenz von 

Remyelinisierungsplaques und das Fehlen von Immunglobulinablagerungen sowie der 

Komplementaktivierung aus. Das Pattern II fanden Lucchinetti und Kollegen in 58 % der Gewebebiopsien. Es 

unterscheidet sich dahingehend vom Pattern I, dass der Verlust der Myelinkomponenten mit 

Immunglobulinablagerungen und einer Komplementaktivierung assoziiert ist. Der vom Komplementsystem-

opsonisierte Myelindebris wird von Makrophagen phagozytiert. In 26 % der Gewebebiopsien fanden die 

Autoren Pattern III Läsionen. Hier fällt ein spezifischer periaxonaler Verlust von Myelinbestandteilen, wie 

beispielsweise CNPase und MAG sowie ein markanter Verlust von Oligodendrozyten am Rand der aktiven 

Läsion auf. Weder Remyelinisierungsplaques, Immunglobulinablagerungen noch die Aktivierung des 

Komplementsystems konnten hier festgestellt werden. Pattern IV Läsionen sind eher selten und wurden von 

Lucchinetti und Kollegen in nur 1 % der Gewebebiopsien gefunden. Das Sterben der Oligodendrozyten am 

Rand der aktiven Läsion ist hierbei nicht Apoptose-vermittelt. Das Ausmaß der Demyelinisierung in aktiven 

Läsionen geht nicht immer mit dem gleichen Ausmaß an axonalem Schaden einher. Dieser kann durch eine 

Schwellung des Axons oder einer Akkumulation des Amyloid precursor protein (APP) festgestellt werden. 
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Das Ausmaß des axonalen Schadens in der aktiven Läsion korreliert hierbei mit der Anzahl an Lymphozyten 

und aktivierten Mikrogliazellen, die toxische und inflammatorische Immunmodulatoren in direkter Nähe 

von geschädigten Axonen sekretieren [96-98]. Man geht davon aus, dass akute Schübe die Pathologie einer 

aktiven Läsion wiederspiegeln [95,99-101]. Je nach Lokalisation der aktiven Läsionen variiert das 

Erscheinungsbild der klinischen Symptomatik. 

Chronisch aktive Läsionen in der weißen Substanz sind vor allem bei Patienten mit progredienter 

Verlaufsform zu finden. Pathologische Merkmale dieses Läsionstyps sind eine vollständige Demyelinisierung 

mit einem Verlust von Oligodendrozyten und Axonen, einer ausgeprägten Astrogliose, jedoch wenig 

Infiltration von Lymphozyten, Makrophagen und Mikrogliazellen [99]. Auffällig ist eine sehr geringe oder 

keine Schädigung der BHS trotz inflammatorischer Prozesse [92,102]. Diese Dissoziation von BHS 

Schädigung und infiltrierten Immunzellen könnte ein Hinweis auf Reparaturmechanismen der BHS sein, bei 

denen Immunzellen aufgrund geschlossener BHS im ZNS Gewebe zurückbleiben [88]. Chronisch aktive 

Läsionen gehen mit der Zeit in chronisch inaktive Läsionen über. Sie sind durch einen Rückgang von 

Makrophagen und Mikrogliazellen und somit durch eine Hypozellularität charakterisiert. Weiterhin füllen 

Astrozyten demyelinisierte Bereiche mit glialen Fasern aus, sodass eine Glia-Narbe entsteht. Die axonale 

Dichte ist im Läsionsbereich bis zu 80 % reduziert [92,103].  

Neben den klassischen Läsionstypen wurden zudem Auffälligkeiten in der Normal appearing white matter 

(NAWM) gefunden. Es wurde ein axonaler Schaden festgestellt, der sich scheinbar unabhängig von dem in 

demyelinisierten Läsionen entwickelt sowie eine verringerte Myelindichte, eine chronisch fibrilläre Gliose 

und das Vorhandensein von Makrophagen [54,104,105]. Eine weitere Auffälligkeit in der NAWM sind 

Cluster von HLA-DR, CD68- und Benzodiazepin Rezeptor-positiver Mikrogliazellen. Diese Cluster werden als 

präaktive Läsionen bezeichnet. Sie konnten von Banati und Kollegen durch Visualisierung des Benzodiazepin 

Rezeptors mittels Positronen-Emissions-Tomographie-Analysen nachgewiesen werden [106]. Weitere 

Charakteristika präaktiver Läsionen sind ihre Nähe zur Mikrovaskulatur, die perivaskuläre und intravaskuläre 

Ansammlung CD45- und HLA-DR-positiver Lymphozyten in der Mikrovaskulatur sowie fehlende Anzeichen 

einer Demyelinisierung [107]. Im Gegensatz zu aktiven Läsionen sind bei präaktiven Läsionen weder 

Veränderungen der BHS noch hypertrophe Astrozyten, Astrogliose, Demyelinisierung oder 

Immunzellinfiltration festzustellen [108,109]. In manchen dieser Läsionen findet man „schaumige“ (engl. 

foamy) Makrophagen, die auf eine alternative Aktivierung schließen lassen, sprich einer Herunterregulation 

der Inflammation und auf ein Einleiten von Reparaturmechanismen [107,109]. Es fällt auf, dass sich solche 

präaktiven Läsionen hauptsächlich in der Nähe von gestressten Oligodendrozyten in der NAWM befinden 

[109]. Anzeichen von Stress und Aktivierung von Oligodendrozyten im Bereich präaktiver Läsionen wurden 

zum einen anhand einer selektiv erhöhten Expression des Apoptose Markers αB-Crystallin [110] und zum 
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anderen anhand einer Aktivierung des Signal transducer and activator of transcription 6 (STAT-6) Signalwegs 

in Oligodendrozyten festgestellt [111]. In vivo-Imaging und Genexpressionsanalysen zeigen, dass sich 

präaktive zu aktiven Läsionen weiter entwickeln können [99,101,104,156,157]. 

 

 Autoimmunität 

Man ist sich einig, dass das Immunsystem eine große Rolle in der MS-Läsionspathogenese spielt. Eine 

erhöhte Synthese von Antikörpern kann im Liquor cerebrospinalis von MS-Patienten nachgewiesen werden 

und wird mit einem malignen Krankheitsverlauf in Verbindung gebracht [112-114]. Die Plasmapherese 

bewirkte selektiv eine Besserung neurologischer Symptome bei Patienten, deren Läsionen stark durch 

Antikörper und das Komplementsystem charakterisiert waren [115]. Auch die Hemmung von akuten, 

inflammatorisch hoch aktiven Schüben durch Immunmodulatoren zeigt die Relevanz des Immunsystems bei 

der Pathogenese neuer MS-Läsionen [44]. Im Gegensatz dazu haben Immunmodulatoren, trotz erfolgreicher 

Hemmung aktiver Schübe, keinen erheblichen Einfluss auf den progredienten Krankheitsverlauf. Um als 

autoimmune Erkrankung bezeichnet zu werden, müssen bestimmte Kriterien erfüllt sein [116]. Das 

Hauptkriterium ist, dass bei allen MS-Patienten ein gemeinsames Autoantigen nachgewiesen wird [117]. 

Bisher konnte jedoch kein spezifisches MS-Antigen, wie verschiedene Myelinbestandteile, nachgewiesen 

werden. Ein weiteres Kriterium ist, dass Autoantikörper oder autoreaktive T-Zellen in MS-Läsionen oder im 

Serum nachgewiesen werden. Tatsächlich wurden im Liquor cerebrospinalis von MS-Patienten Antikörper 

gegen MBP sowie Myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG) nachgewiesen und im Serum zusätzlich MBP-, 

MOG- und PLP-reaktive T-Zellen [118-120]. Dies trifft allerdings auch auf gesunde Menschen oder auf 

Patienten anderer Erkrankungen zu, sodass diese Befunde nicht spezifisch für MS-Patienten zu sein 

scheinen [119,120]. Beide Kriterien können somit nicht eindeutig erfüllt werden [117]. Ob die MS als eine 

primär autoimmune Erkrankung bezeichnet werden kann, ist weiterhin Gegenstand aktueller Forschung. 

 

 Oxidativer Stress als mögliche Komponente der Läsionspathogenese 

Bei der MS kommt es zu einer primären Demyelinisierung von Axonen, bei der selektiv das Myelin 

geschädigt wird [121]. Zurzeit wird diskutiert, ob Oligodendrozyten - wie bisher angenommen - von 

autoreaktiven Immunzellen angegriffen werden oder aber selbst der primäre Auslöser der Demyelinisierung 

sind. In diesem Zusammenhang wird in aktuellen Studien oxidativer Stress als mögliche Komponente der 

Läsionspathogenese diskutiert [122,123]. Die Myelinsynthese erfordert eine hohe metabolische Aktivität 

und geht folglich mit einem sehr hohen Energieverbauch einher. Zudem ist die mitochondriale DNA 
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(mtDNA) allgemein deutlich anfälliger für Mutationen als die chromosomale DNA, und verglichen mit 

anderen Zelltypen haben Oligodendrozyten eine schlechtere Kapazität ihre mtDNA zu reparieren [124,125]. 

Aufgrund dessen reagieren vor allem Oligodendrozyten sehr sensibel auf verschiedene externe und interne 

Stressoren, wie Inflammation, oxidativer Stress, Proteinmissfaltungen, freie Radikale und mitochondriale 

Dysfunktionen [126-129]. Freie Radikale, beispielsweise ROS, entstehen im Organismus als Nebenprodukt 

bei der Zellatmung sowie bei Entzündungsprozessen, um Bakterien und Viren zu schädigen. Als 

Elektronenakzeptor verändern sie die Reaktivität anderer Moleküle durch eine Oxidation. Unter 

physiologischen Bedingungen fungieren ROS als wichtige Signalmoleküle bei der Signalübertragung, der 

synaptischen Plastizität und der Gedächtnisbildung und stehen im Gleichgewicht mit antioxidativen 

Molekülen [130,131]. Gibt es beispielsweise durch ionisierende Strahlung oder übermäßige Hitzeexposition 

einen Überschuss an ROS, ist das Gleichgewicht gestört, und es kann zu oxidativem Stress kommen. 

Gliazellen, insbesondere Astrozyten sind stark in der Redox Homöostase des Gehirns eingebunden [132-

134]. Auch Oligodendrozyten reagieren im Regelfall auf eine erhöhte Anzahl an ROS mit einer Aktivierung 

des zelleigenen Antioxidationssystems. 

Der Transkriptionsfaktor Nuclear Factor (Erythroid-Derived 2)-Like 2 (NRF2) ist im Zytoplasma an den 

Repressor Kelch-like ECH-associated protein 1 (KEAP1) gebunden und transloziert bei Aktivierung in den 

Nukleus. Dort bindet er an das antioxidant response element (ARE) und induziert die Transkription 

verschiedener Gene. Dieses NRF2-KEAP1-ARE-System ist in eukaryotischen Zellen ein hoch effektiver und 

stark konservierter Mechanismus, der bei inflammatorischem oder verletzungsbedingtem oxidativen Stress 

die Expression einiger antioxidativ-wirkender Gene induziert [135]. Oxidativer Stress und die dadurch 

pathologische Veränderung von Lipiden, Proteinen oder DNA wird erst dann problematisch, wenn dieses 

Ungleichgewicht nicht mehr mit dem Abbau von ROS durch das Antioxidationssystem in der Zelle 

ausgeglichen werden kann [136]. Es wurde gezeigt, dass Oligodendrozyten als Antwort auf oxidativen Stress 

chemotaktische Signalmoleküle, wie CXCL10, CCL2 und CCL3, und in frühen MS-Läsionen αB-Crystallin 

produzieren [110,137,138]. Diese Reaktion kann als aktive Rekrutierung von Mikrogliazellen zum 

Läsionsherd hin interpretiert werden. Schaffen es die Oligodendrozyten nicht die Redox-Homöostase wieder 

herzustellen, werden Apoptosemechanismen eingeschaltet, welche zu einem Untergang der Zelle führen. In 

vivo Studien mit dem MS-Modell Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) zeigen die Relevanz 

von oxidativem Stress und von Antioxidantien für die Läsionspathogenese [139-142]. Therapien mit den 

Antioxidationsmitteln Tirilazad mesylat, N-Acetyl-L-cystein, Katalase, Butylhydroxyanisol oder Liponsäure 

führten alle zu einem verzögerten, verkürzten oder inhibierten Krankheitsverlauf in diesem Modell. Eine 

große Problematik bei der Therapie mit Antioxidationsmitteln ist allerdings die beschränkte Durchlässigkeit 

der BHS für diese Substanzen. 



EINLEITUNG 

12 

 Ätiologie der Multiplen Sklerose: Outside-In versus Inside-Out Theorie 

Zur Klärung der MS-Ätiologie konkurrieren derzeit zwei Theorien. Die am weitesten verbreitete Sichtweise 

ist, dass durch eine immunologische Dysfunktion periphere Immunzellen autoreaktiv aktiviert werden und 

das ZNS infiltrieren. Im Neuropil angekommen sekretieren sie Zytokine und Chemokine, woraufhin BHS-

assoziierte Adhäsionsmoleküle verändert werden, und die Rekrutierung weiterer peripherer Leukozyten 

eingeleitet wird [143]. Dies führt letztlich zu Entzündungsreaktionen und einer Neurodegeneration, wie 

Demyelinisierung, Verlust von Oligodendrozyten und axonalem Schaden [144-148]. Alvarez und Kollegen 

stellten 2015 fest, dass eine periphere Aktivierung des Immunsystems einer ZNS Pathologie vorausgeht 

[149]. Diese Theorie wird auch als Outside-In Theorie bezeichnet und definiert die Autoimmunität als 

primäre und initiale MS-Pathologie, aus der eine Neurodegeneration folgt. Der Auslöser kommt somit aus 

der Peripherie („Outside“) und verursacht sekundär einen Schaden im ZNS („In“). Ebenfalls spielen 

vermutlich verschiedene Faktoren wie Genetik, Umwelteinflüsse, Infektionen, Hygiene, Übergewicht und 

Rauchen eine Rolle im Krankheitsverlauf [4]. 

Aufgrund einiger Unstimmigkeiten dieser Theorie, auf die Stys und Kollegen 2012 hinwiesen und die im 

Folgenden erläutert werden, gewann die oppositionelle Inside-Out Theorie immer mehr Aufmerksamkeit 

[150]. Als primärer Auslöser wird hierbei die Neurodegeneration innerhalb des ZNS gesehen („Inside“), der 

eine Infiltration peripherer Immunzellen folgt („Out“). Grund zu dieser Annahme sind Beobachtungen von 

Rodriguez und Scheithauer, die eine Degeneration und Akkumulation von Organellen an inneren 

Myelinschichten sowie eine Weitung von inneren Myelinlamellen in frühen MS-Läsionen feststellten [151]. 

Die äußeren Schichten und Axone waren jedoch unbeschadet und zeigten keine pathologischen 

Auffälligkeiten. Zusätzlich wurde eine Degradation von Myelin in Bereichen gefunden, die kaum 

Inflammation oder Makrophageninfiltration zeigten. Die Autoren schlussfolgerten, dass Immunzellen nicht 

an innere Schichten des Myelins gelangen könnten und daher zunächst die äußeren Schichten angreifen 

müssten. Die Demyelinisierung gehe in manchen Fällen einer Inflammation voraus. Alvarez und Kollegen 

lieferten ebenfalls Hinweise, dass der Immunzellinfiltration eine Dysfunktion der BHS durch 

Expressionsveränderungen von Junction Proteinen vorausgeht [67,69]. Immunmodulatoren sowie die 

Transplantation autologer hämatopoetischer Stammzellen haben keinen Einfluss auf die progrediente 

Neurodegeneration [103,152-156]. Des Weiteren wurden die meisten genetischen Studien mit schubförmig-

remittierenden MS-Patienten durchgeführt, sodass durch den starken inflammatorischen Charakter dieser 

Verlaufsform eine immun-assoziierte Prädisposition nicht verwunderlich ist [157,158]. Rückschlüsse über 

die primär-progrediente Verlaufsform können aus diesen Studien daher nicht gezogen werden. 
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Weiterhin schlagen Stys und Kollegen vor, dass die Schübe die Folge einer besonderen genetischen 

Prädisposition sein könnten, aggressiv auf bestimmte Antigene zu reagieren. Frauen zeigen generell 

stärkere angeborene und adaptierte Immunantworten als Männer, sodass zwar Krankheitserreger leichter 

beseitigt werden können und eine höhere Effizienz bei Impfungen besteht, der Körper dafür aber auch 

anfälliger für inflammatorische und autoimmune Erkrankungen ist [159]. Das könnte erklären, warum 

Frauen ca. 3-mal häufiger an einer schubförmig-remittierenden MS erkranken als Männer [160]. MS könnte 

folglich eine Kombination aus progressiver Neurodegeneration und einem variabel prädispositionierten 

Immunsystem sein, wodurch schließlich die unterschiedlichen Verlaufsformen zu Stande kommen. In 

diesem Zusammenhang wurde die Hypothese aufgestellt, dass die primär-progrediente und die 

schubförmig-remittierende Verlaufsform von der Ätiologie her ein und dieselbe Krankheit ist, jedoch mit 

unterschiedlichen immunologischen Antworten [150,161]. Ein weiterer Hinweis auf die Relevanz der Inside-

Out Theorie gibt der Befund, dass es deutlich mehr präaktive als aktive Läsionen im ZNS von MS-Patienten 

gibt. Man geht daher davon aus, dass sich nicht alle präaktiven Läsionen zu aktiven Läsionen weiter 

entwickeln. Weiterhin wird vermutet, dass es zu einem gewissen Grad eine intrinsische Regulation gibt, die 

eine Rückbildung der präaktiven Läsionen einleitet und somit die Läsionsprogression verhindert 

[106,107,111]. 

 

 Reparaturprozesse des zentralen Nervensystems 

Das ZNS ist in der Lage, Axone nach einer Demyelinisierung zu remyelinisieren. Remyelinisierungsprozesse 

sind für frühe Stadien der MS charakteristisch und kommen hauptsächlich in inaktiven Läsionen, aber auch 

in aktiv-demyelinisierenden Läsionen vor [162-164]. Eine Remyelinisierung im späten Krankheitsverlauf ist 

eher selten und befindet sich meist nur am Rand von inaktiven Läsionen [165,166]. Analysen der 

Remyelinisierung an humanem Gewebe gestalten sich schwer, da keine chronologische Untersuchung der 

Läsionsentwicklung stattfinden kann. Ultrastrukturell sind solche remyelinisierten Bereiche, verglichen mit 

der NAWM, durch eine verringerte Myelindichte charakterisiert [167,168]. Parameter wie die G-ratio, 

verkürzte Internodien und vergrößerte Ranvier’sche Schnürringe können Hinweise auf 

Remyelinisierungsprozesse geben [165,167,169]. Eine erhöhte G-ratio stellt hierbei ein Indiz für 

remyelinisierte Axone dar [169-171]. Mittels immunhistochemischer Färbungen und zu einem gewissen 

Grad mittels MRT können im ZNS von MS-Patienten sogenannte „Schattenläsionen“ gefunden werden 

[167,172,173]. Dabei handelt es sich um vollständig remyelinisierte Läsionen [167,172]. 

Die Neigung zur Remyelinisierung ist sehr individuell und unterscheidet sich von Patient zu Patient und 

sogar von Läsion zu Läsion [165,167,174]. Aufgrund dieser Heterogenität geht man davon aus, dass bei der 
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MS durch Veränderungen in der Mikroumgebung Remyelinisierungsprozesse beeinträchtigt sind [175,176]. 

Die Vorgänge nach Myelinverletzungen auf zellulärer Ebene sind sehr komplex und beinhalten eine 

Koordination der Aktivierung, Proliferation, Migration und Differenzierung von Oligodendrozyten-

Vorläufern [177,178]. Die sich in der Läsion befindlichen Mikroglia und Astrozyten sowie auch 

Oligodendrozyten selber sekretieren chemotaktische Signalmoleküle, um Oligodendrozyten-Vorläufer zum 

Läsionsherd zu leiten [179,180]. Man geht davon aus, dass die verminderte Remyelinisierung erstens an 

einer ungenügenden Rekrutierung von Oligodendrozyten-Vorläufern und zweitens an einer inhibierten 

Differenzierung der Vorläufer zu Myelin-bildenden Oligodendrozyten liegt [181-184]. Obwohl bereits einige 

Faktoren identifiziert wurden, die eine Remyelinisierung fördern oder hemmen, sind die zu Grunde 

liegenden Mechanismen noch weitgehend unbekannt. 

Als remyelinisierungsfördernde Faktoren wurden beispielsweise Hormone und Wachstumsfaktoren 

identifiziert [185-187]. Es wurde gezeigt, dass eine Schwangerschaft einen kurzzeitigen positiven Effekt auf 

den Krankheitsverlauf hat und die Substitution mit Östrogenen in nicht-schwangeren Frauen die Symptome 

verbessert, solange die Behandlung aufrechterhalten wird [188-192]. Eindeutige geschlechterspezifische 

Unterschiede hinsichtlich der Remyelinisierungskapazität wurden jedoch nicht bestätigt [193]. Auch IL1β 

scheint bei Remyelinisierungsprozessen beteiligt zu sein, indem es den Wachstumsfaktor Insulin-like growth 

factor 1 (IGF1) induziert [194]. Dieser wird von Astrozyten, Oligodendrozyten, Mikroglia und Makrophagen 

sekretiert, um Oligodendrozyten-Vorläuferzellen zu mobilisieren und die Repopulation von 

Oligodendrozyten in demyelinisierten Regionen zu fördern [194,195]. Der Wachstumsfaktor Brain-derived 

neurotrophic factor (BNDF) leitet die Proliferation von Oligodendrozyten und Myelinisierung ein und wird in 

vitro von Myelin-reaktiven T-Zellen sekretiert [196,197]. Mikroglia und Makrophagen leiten ebenfalls durch 

die Beseitigung von Myelindebris und die Expression antiinflammatorischer Signalmoleküle 

Reparaturmechanismen ein [198-202]. Es wurde geschlussfolgert, dass inflammatorische Prozesse sogar 

notwendig für die Proliferation und Differenzierung von Oligodendrozyten-Vorläufern und die 

Remyelinisierung sein könnten [174,196,197,203]. 

IFNγ und IL6 sind, neben einer unzureichenden Entfernung des Myelindebris und der astrozytären Glia-

Narbe, Remyelinisierungs-inhibierende Faktoren [204,205]. Auch das Alter scheint eine Rolle zu spielen, da 

die Remyelinisierungsrate mit zunehmendem Alter abnimmt [206-209]. Der Grund dafür könnte eine 

verminderte Effizienz der Oligodendrozyten-Vorläufer sein, sich zu differenzieren [183,209-211]. Die 

Lokalisation und die Größe der Läsionen scheint ebenfalls einen Einfluss auf Remyelinisierungsprozesse zu 

nehmen [212]. Subkortikale Läsionen zeigen mehr Remyelinisierung als periventrikuläre Läsionen, kortikale 

Läsionen eine stärkere und schnellere Remyelinisierung als in der weißen Substanz, und Läsionen im 
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Kleinhirn zeigen kaum Remyelinisierung [165,169,193]. Regionale Unterschiede könnten darin begründet 

sein, dass Astrozyten und Mikroglia verschiedene Funktionen haben, Oligodendrozyten-Vorläufer eine 

unterschiedliche Remyelinisierungkapazität haben oder Neurone eine unterschiedliche Aktivität aufweisen, 

die zur Proliferation der Oligodendrozyten-Vorläufer beiträgt [213-217]. Interessanterweise verbessert eine 

erfolgreiche Remyelinisierung in Läsionen jedoch nur geringfügig den klinischen Zustand der Patienten 

[164,167,218]. 

 

 Tiermodelle in der Multiple Sklerose Forschung 

Im Laufe der Jahrzehnte wurden zur Erforschung der MS-Pathogenese verschiedene Tiermodelle etabliert, 

die alle unterschiedliche Aspekte der MS wiederspiegeln und entweder durch Antigene, Toxine oder Viren 

induziert werden. Das bekannteste Tiermodell für eine akute oder chronisch-inflammatorische 

Enzephalopathie ist die EAE. Sie wird meist an weiblichen Mäusen angewendet und der Fokus liegt hierbei 

auf CD4-positiver T-Zell-vermittelter Inflammation [219]. Dieses Tiermodell eignet sich besonders gut, um 

die Rolle des Immunsystems und autoimmuner Prozesse bei der MS-Pathogenese zu untersuchen. Hierbei 

kommt es durch autoreaktive T-Zellen zu primären Schäden der Myelinschicht, die schließlich zu axonalem 

Schaden führen [220]. Um eine aktive EAE zu induzieren, werden Myelinbestandteile wie MOG, PLP oder 

MBP zusammen mit inaktiviertem Mykobakterium als Stimulator des Immunsystems systemisch appliziert. 

Des Weiteren ist eine Behandlung mit dem bakteriellen Protein Pertussis Toxin (PTX) nötig, um den 

Sensibilisierungsprozess weiter zu verstärken. Passive EAE-Modelle werden verwendet, um die 

immunologische Überwachung des ZNS, die Inflammation und T-Zell-vermittelte inflammatorische 

Gewebeschäden zu untersuchen. Hierfür werden Tiere immunisiert, ihre autoreaktiven T-Zellen isoliert und 

nach Restimulation naiven Empfängertieren systemisch appliziert. Studien am passiven EAE-Modell zeigen 

über welche Routen die T-Zellen in das ZNS gelangen können [143,221-223]. Hierbei entstehen autoimmune 

Läsionen zunächst um piale Venen herum. Die T-Zellen scannen systematisch erst die innere und dann die 

äußere vaskuläre Oberfläche ab und werden dabei durch antigenpräsentierende Zellen stimuliert. Die 

aktivierten T-Zellen produzieren zum einen Zytokine wie IFNγ, TNFα und Chemokine, und lösen damit zum 

anderen ihren Eintritt in das ZNS Parenchym und die Rekrutierung weiterer Immunzellen aus. Diese 

leptomeningeale und transvaskuläre Route scheint die Hauptroute zu sein, durch die die T-Zellen bei der 

EAE das ZNS infiltrieren [143]. Alternative Routen sind die Infiltration durch den Plexus choroideus und 

durch postkapilläre Venulen [222]. Ebenfalls wurde gezeigt, wie wichtig eine vorherige Reaktivierung der T-

Zellen für das ZNS ist [224,225] und inwiefern die funktionelle Polarisation der T-Zellen das Ausmaß, die 

Qualität und die Verteilung der Inflammation bestimmt [226]. Bei diesem Modell gibt es im Wesentlichen 
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zwei Limitierungen. Zum einen sind Läsionen fast ausschließlich im Rückenmark mit wenig Beteiligung des 

Hirnstamms, Kleinhirns und Vorderhirns zu finden [227]. Zum anderen sind große Läsionen meist durch eine 

starke axonale Degeneration mit nur sekundärer Demyelinisierung charakterisiert, anstatt wie bei der 

humanen MS durch eine primäre Demyelinisierung [227]. Der progrediente Aspekt der MS ist mit den bisher 

verfügbaren EAE-Modellen nur unzulänglich darstellbar. Viele MS-Medikamente, die auf die Behandlung 

neuroinflammatorischer Aspekte der Erkrankung abzielen, beruhen auf Studien mit dem 

neuroinflammatorischen EAE-Modell. 

Die Rolle von viralen Infektionen durch das Epstein-Barr-Virus oder Retroviren ist in der MS-Pathogenese 

noch umstritten [228,229]. Dennoch eignen sich viral-induzierte experimentelle Tiermodelle für 

inflammatorisch-demyelinisierende Studien gut, um Grundmechanismen pathologischer Prozesse im ZNS zu 

erforschen. Das bekannteste virale MS-Modell ist das Theiler's Murine Enzephalomyelitis Virus-Modell. 

Durch direkte intrakraniale Virusapplikation wird eine chronisch-demyelinisierende Enzephalomyelitis 

induziert, die hauptsächlich das Rückenmark betrifft [230]. Läsionen sind durch primäre Demyelinisierung in 

der Nähe von Mikrogliaaktivierung, axonalem Schaden und Immunzellinfiltraten gekennzeichnet, die sich 

aus CD4- und CD8-positiven T-Zellen, Makrophagen, B-Zellen und Plasmazellen zusammensetzen [231-233]. 

Um gezielt De- und Remyelinisierungsprozesse im ZNS zu analysieren, ist die Anwendung toxischer 

Demyelinisierungs-Modelle besonders geeignet, da kaum inflammatorische Prozesse durch die adaptive 

Immunantwort involviert sind. Durch diese toxischen Tiermodelle wurden bisher wertvolle Informationen zu 

neuroprotektiven Effekten der Remyelinisierung sowie zu metabolischen Mechanismen bei der Zerstörung 

und der Reparatur von Myelin gewonnen [234-236]. Das gebräuchlichste Toxin ist der Kupferchelator 

Cuprizon, dessen orale Verabreichung eine Apoptose von Oligodendrozyten mit einhergehender 

Demyelinisierung sowie einer Aktivierung von Mikroglia und Astrozyten innerhalb weniger Wochen 

induziert [237-239]. Dieses Tiermodell wird meist mit männlichen Mäusen durchgeführt. Der genaue 

Wirkmechanismus von Cuprizon ist bislang noch nicht vollständig geklärt. Es wird jedoch vermutet, dass es 

zu einer Störung der mitochondrialen Elektronentransportkette kommt, was zu einer verringerten 

Adenosintriphosphat (ATP) Produktion sowie vermehrter ROS Formation und somit zu oxidativem Stress 

führt [240,241]. De- und Remyelinisierungsprozesse durch die Gabe oder den Entzug von Cuprizon werden 

zusätzlich durch gehirn-intrinsische inflammatorische Mechanismen von Mikroglia und Astrozyten 

beeinflusst. Läsionen findet man hauptsächlich im Fasertrakt Corpus callosum, das beide 

Großhirnhemisphären verbindet [242]. Der mediale Teil des Corpus callosum ist nach 5 – 6 Wochen nahezu 

vollständig demyelinisiert. Ebenfalls sind nach dieser Zeit mediale Teile des Cingulum, kortikale Bereiche, 

Kerne des Kleinhirns und Teile der Hippocampusformation demyelinisiert [243-246]. Die schnelle spontane 

Remyelinisierung muss nach Absetzen der Cuprizongabe bei der Interpretation von Ergebnissen und der 
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Entwicklung remyeliniserungsfördernder Therapien berücksichtigt werden [247]. Laterale Anteile des 

Corpus callosum und Cingulum sowie die Fornix, die Commissura anterior, das Rückenmark, die weiße 

Substanz des Kleinhirns und laterale Anteile des Corpus striatum sind bei einer Cuprizongabe nicht von 

Demyelinisierung betroffen [245,248-250]. Weiterhin bleibt die BHS intakt und Strukturen, wie das 

Rückenmark, die bei der humanen MS betroffen sind, sind im Cuprizon-Modell nicht involviert 

[249,251,252]. Die bereits erwähnten fehlenden inflammatorischen und autoimmunen Eigenschaften sind 

jedoch gleichzeitig eine weitere Limitierung dieses Modells für MS-Forschung, wenn beispielsweise Prozesse 

der Immunzellinfiltration in das ZNS erforscht werden sollen [253,254]. 

Die oben beschriebenen und bislang am meisten verwendeten Modelle decken nur Teilaspekte der MS ab, 

mit denen lediglich einzelne, pathologisch relevante und spezifische Mechanismen analysiert werden 

können. Die Arbeitsgruppen von Emerson und Maña versuchten bereits 2001 und 2009 eine Cuprizon-

Intoxikation mit einer EAE-Immunisierung in einem Modell zu kombinieren, erzielten jedoch keine Erfolge 

[255,256]. Es besteht weiterhin die Notwendigkeit ein umfassendes Modell zu finden, das es erlaubt, 

mehrere krankheitsspezifische Komponenten und deren Zusammenhänge zu untersuchen. Ein langfristiges 

Ziel ist es, Medikamente zu entwickeln, die die MS ursächlich bekämpfen. 
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 Ziele der Arbeit 

Aufgrund der unvollständigen Abbildung der humanen MS durch gängige Tiermodelle entwickelten wir 

unlängst aus dem Cuprizon- und dem EAE-Modell ein kombinatorisches Modell, an dem in dieser Arbeit 

neurodegenerative und neuroinflammatorische Aspekte in Großhirn, Kleinhirn und Rückenmark weiter 

untersucht werden. Ziel dieser Arbeit ist es, anhand dieses kombinatorischen „CupEAE-Modells“ zum einen 

Zusammenhänge zwischen Neurodegeneration und der Infiltration peripherer Immunzellen zu analysieren 

und zum anderen Mechanismen der MS-Läsionspathogenese mit besonderem Fokus auf das 

Zusammenspiel verschiedener Gliazellen im Kontext neurodegenerativer Prozesse zu untersuchen. Der 

Schwerpunkt liegt dabei auf der Analyse von sekretierten Signalmolekülen verschiedener Gliazellen und die 

Rolle des oxidativen Stresses. Im Rahmen dieser Arbeit werden kontrollierte, experimentelle Studien an den 

gängigen MS-Tiermodellen Cuprizon und EAE, vergleichend mit dem neuen kombinatorischen CupEAE-

Modell, durchgeführt. Für molekulare Detailstudien präaktiver Läsionsentstehung dienten in vitro 

Experimente mit Zelllinien. Die Studien gliedern sich wie folgt in drei Teilbereiche: 

1. Zunächst wird das ZNS, insbesondere das Großhirn, von Cuprizon- und EAE-Tieren auf Gliose, 

Demyelinisierung, axonalen Schaden und Immunzellinfiltration auf Proteinebene untersucht und 

anschließend mit CupEAE-Tieren verglichen. Hierfür werden die einzelnen untersuchten Parameter in 

den verschiedenen Versuchsgruppen gegenübergestellt (Kapitel 3.1). 

2. Um die zentralen Prozesse der Läsionspathogenese besser zu verstehen, wird die Signalmolekül-

Signatur im ZNS mit Hilfe des kombinatorischen CupEAE-Modells auf Gen- und Proteinebene, der ex 

vivo isolierten Mikrogliazellen auf Genebene sowie der in vitro gestressten Oligodendrozyten auf Gen- 

und Proteinebene untersucht (Kapitel 3.2). 

3. Abschließend wird die Rolle von oxidativem Stress bei der Läsionspathogenese mit Hilfe von in vitro-

stimulierten Oligodendrozyten auf Genebene, von in vivo-Kurzzeit Cuprizon-Intoxikation mit ARE-Luc-

Reportermäusen auf Genebene sowie GFAP-spezifischen KEAP1-KO-Mäusen auf Proteinebene 

untersucht (Kapitel 3.3). 
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2 Material und Methoden 

In Kapitel 2.1 werden zunächst die verwendeten Versuchstiere und Zelllinien beschrieben. In Kapitel 2.2 

werden anschließend die Versuchsabläufe und die verschiedenen Versuchsgruppen der in vivo und in vitro 

Experimente erläutert. Die genaue Beschreibung der Durchführung der einzelnen labortechnischen 

Methoden erfolgt in den Kapiteln 0 - 2.6. Alle verwendeten Geräte, Materialien und Reagenzien mit ihren 

Bestellnummern, und die Zusammensetzung der einzelnen Lösungen können dem Appendix entnommen 

werden. 

 

 Versuchstiere und Zelllinien 

 Versuchstiere 

12 Wochen alte weibliche und 19 - 21 g schwere männliche C57BL/6J Mäuse wurden von Jackson 

Laboratories bezogen. CX3CR1+/GFP Mäuse wurden dankend von Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Oliver Pabst aus der 

Molekularen Medizin des UK Aachen entgegengenommen. Die Tiere wurden unter standardisierten 

Laborbedingungen in der Versuchstierkunde des UK Aachen gemäß den Empfehlungen der FELASA 

gehalten. Die Mäuse hatten ad libitum Zugang zu Futterpellets und Wasser und wurden bei einem 12 h Tag/ 

Nacht-Zyklus und kontrollierter Temperatur und Humidität gehalten (23 ± 2 °C; 55 ± 10 % Humidität). Die 

Haltung und Behandlung der GFAP-Cre::keap1floxflox KO Mäuse sowie der C57BL/6J-ARE-Luziferase-

Reportermäuse (ARE-Luc Mäuse) wurden nicht von mir persönlich durchgeführt und können aus Draheim 

und Kollegen 2016 entnommen werden [257]. In ARE-Luc Mäusen ist das Enzym Luziferase mit dem ARE-

Promotor gekoppelt. Durch Zugabe des Substrats Luziferin kann bei Genaktivität die emittierte Lumineszenz 

gemessen werden, diese korreliert direkt mit der Genaktivität von NRF2. Die Tierversuche wurden vom 

Review Board des zuständigen Landes NRW genehmigt (AZ 84-02.04.2013 A201; AZ 84-02.04.2017 A117). 

 

 Zelllinien 

OLN93 Zellen wurden von Dr. C. Richter-Landsberg aus Oldenburg (RRID:CVCL_5850) erhalten, die BV2 

Zellen wurden nach Dr. E. Blasi aus Modena kultiviert (RRID:CVCL_0182). Die Kultivierung erfolgte in 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Thermo Fisher Scientific), welches mit Penicillin G (10.000 

Units/mL, Thermo Fisher Scientific), Streptomycin (10.000 µg/mL, Thermo Fisher Scientific) und 5 % (OLN93 
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Zellen) bzw. 10 % (BV2 Zellen) hitzeinaktiviertem fetalem Kälberserum (FKS, PAA) angereichert wurde. Die 

Zellen wurden kontinuierlich bei 5 % CO2 und 37 °C kultiviert. Die Kultivierung und Behandlung der OliNeu 

Zellen wurden nicht von mir persönlich durchgeführt und können aus Liessem-Schmitz und Kollegen 2018 

entnommen werden [258]. 

 

 Versuchsgruppen und methodischer Überblick der Experimente 

 Tierexperimente (in vivo) 

 Versuchsgruppen 

Nach Eingang in die Tierhaltung wurden die Mäuse randomisiert auf die Käfige der Experimentalgruppen 

aufgeteilt. Ein schematischer Zeitablauf der Versuche mit dem Cuprizon-, EAE- und CupEAE-Modell ist in 

Abbildung 3 A dargestellt. Bei diesen Versuchen gab es insgesamt 6 Versuchsgruppen: Kontrolle, Cuprizon, 

EAE, CupEAE, CupPTX und CupEAE3+4. Um die Tiere unterscheiden zu können, wurden zu Beginn des 

Versuchs verschiedene Ohrmarkierungen gestanzt. Die Kontrollgruppe wurde 7 Wochen und die EAE-

Gruppe 5 Wochen lang mit Normalfutter gefüttert (ssniff Spezialdiäten GmbH). Die Cuprizon-, CupPTX- und 

beide CupEAE-Gruppen wurden ab Versuchsbeginn 3 Wochen lang täglich mit einem frisch angesetzten 

Futtergemisch aus 0,25 % (w/w) Cuprizon (Bis(cyclohexanon) oxaldihydrazon, Sigma-Aldrich) und 

Mehlfutter (ssniff Spezialdiäten GmbH) gefüttert. An jedem zweiten Tag erfolgte ein vollständiger 

Käfigwechsel der Cuprizon-gefütterten Tiere. Im Anschluss an die Cuprizon-Intoxikation hatte die Cuprizon- 

und CupEAE3+4-Gruppe vier Wochen, die CupEAE- und CupPTX-Gruppen zwei Wochen lang Zugang zu 

Normalfutter. Die Tiere der EAE- und beider CupEAE-Gruppen wurden anschließend mit 100 µL einer 

Emulsion aus MOG35-55 und Komplettem Freund's Adjuvant (CFA) immunisiert. CFA wurde als eine Wasser-

in-Öl-Emulsion (inaktiviertes und getrocknetes Mykobakterium, Mineralöl und Emulgator Arlacel A) zur 

Verstärkung der Immunreaktion eingesetzt. Die CupPTX-Gruppe erhielt nur CFA ohne das MOG35-55 Protein. 

Die Injektionen erfolgten subkutan in die Nackenfalte und in die Schwanzwurzel. Einmal 2 h und einmal 24 h 

nach der MOG35-55-Immunisierung wurden 150 µL PTX (Hooke Laboratories) in Dulbecco's Phosphate-

Buffered Saline (DPBS, Thermo Fisher Scientific) allen EAE-, CupEAE- und CupPTX-Tieren intraperitoneal 

injiziert (450 ng/ Dosis). Das EAE-Immunisierungskit inklusive PTX und MOG35-55 Protein in CFA wurde von 

Hooke Laboratories Inc. bezogen. Ab Tag 5 nach der Immunisierung wurden alle Tiere einem klinischen 

Scoring unterzogen (Kapitel 2.2.1.2). Ab Score 2,5 wurde erkrankten Tieren eine Petrischale mit 

aufgeweichten Futterpellets und Wasser auf dem Käfigboden zur Verfügung gestellt, um ihnen aufgrund der 

Paresen an den Hinterläufen den Zugang zum Futter zu erleichtern. Die Tiere aller Versuchsgruppen wurden 
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zusammen mit den MOG35-55-immunisierten Mäusen auf dem Peak der Erkrankung finalisiert. Die Versuche 

mit Kontroll-, Cuprizon-, EAE- und CupEAE-Tieren wurden insgesamt bis zu 11-mal durchgeführt, da die 

unterschiedlichen labortechnischen Methoden verschiedene Verarbeitungstechniken erforderten. Versuche 

mit den Versuchsgruppen CupEAE3+4 und CupPTX wurden jeweils nur einmal durchgeführt. 

Mit Hilfe der CupPTX-Gruppe wurde überprüft, ob für die Bildung MOG-reaktiver T-Zellen bei CupEAE-Tieren 

tatsächlich das MOG35-55 Protein, und nicht das immun-stimulierende PTX, verantwortlich ist. Die 

CupEAE3+4-Gruppe diente der Untersuchung, ob eine zeitliche Korrelation zwischen der Cuprizon-

Intoxikation und der Immunzellinfiltration in das Großhirn besteht. HE Färbungen der Gehirnschnitte 

dienten zur Untersuchung der Immunzellinfiltration in den CupPTX- und CupEAE3+4-Gruppen. 

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung der in vivo Experimente 

(A) Aufbau der in vivo Experimente der verschiedenen MS-Tiermodelle (modifiziert übernommen aus Masterarbeit 

Scheld 2015). (B) Aufbau der in vivo Experimente der Kurzzeit Cuprizon-Intoxikation. (C) Schematische Darstellung der 

AT-Experimente: Nach MOG35-55-Immunisierung oder Cuprizon-Intoxikation wurden Lymphozyten aus der Milz in 

Kultur restimuliert und Empfängertieren mit und ohne vorherige Cuprizon-Intoxikation injiziert (modifiziert 

übernommen aus [259]). 
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Die Experimentalgruppen der in vivo Versuche mit dem Kurzzeit Cuprizon-Modell und ein schematischer 

Zeitablauf sind in Abbildung 3 B dargestellt. Die Kontrolltiere wurden für 3 Tage mit Normalfutter gefüttert. 

Die Kurzzeit-Cuprizon-Tiere (2T-Cuprizon) wurden zunächst für 1 Tag mit gemahlenem Normalfutter und 

anschließend für 2 Tage mit einem frisch angesetzten 0,25 % (w/w) Cuprizon-Futtergemisch gefüttert. Beide 

Experimentalgruppen wurden zusammen finalisiert. Diese Versuche dienten dazu, mittels Immunhistologie, 

Immunfluoreszenz und in situ Hybridisierungen die in vitro Befunde ebenfalls auf die Frühphase der 

Läsionsentstehung in vivo zu untersuchen. 

Da erstens bei Mäusen nach Cuprizon-Intoxikation eine erhöhte Lipidansammlung und zweitens bei MS-

Patienten MBP und PLP in den zervikalen Lymphknoten gefunden wurden [260], ist es 

höchstwahrscheinlich, dass nach einer Demyelinisierung Myelinbestandteile zu den Lymphknoten 

transportiert werden. Bei CupEAE-Tieren könnte daher die Gefahr bestehen, dass nach Cuprizon-

Intoxikation in den Lymphknoten Myelin-Antigene generiert werden, die das Immunzell-Repertoire 

während der anschließenden MOG35-55-Immunisierung beeinflussen. Die adoptiven Transfer (AT) 

Experimente dienten daher dem Ausschluss Cuprizon-vermittelter Änderungen des Immunzell-Repertoires 

während der MOG35-55-Immunisierung. Die schematische Darstellung des Versuchsaufbaus ist in Abbildung 3 

C dargestellt (modifiziert übernommen [259]). Aus der Milz von EAE-Tieren wurden Lymphozyten isoliert, in 

Kultur restimuliert und Kontrolltieren („MOG-AT in Kontrolle“) oder Cuprizon-Tieren („MOG-AT in Cup“) 

injiziert. Weiterhin wurden Lymphozyten aus der Milz von Cuprizon-Tieren isoliert, in Kultur restimuliert und 

Kontrolltieren („Cup-AT in Kontrolle“) oder Cuprizon-Tieren („Cup-AT in Cup“) injiziert. Zur Untersuchung 

der Immunzellinfiltration wurden HE Färbungen durchgeführt. 

 

 Klinisches Scoring 

Das klinische Scoring basiert auf dem empfohlenen Scoring System des Herstellers des Immunisierungskits 

Hooke Laboratories (Appendix A, EAE Scoring Guide, Hooke Kits™, S. 10 - 12) und umfasst eine Skala von 0 - 

5. Die einzelnen Scores sind wie folgt definiert: 

Score 0: Keine klinischen Symptome 

Score 1: Paralyse des Schwanzes oder Parese der Hinterläufe 

Score 2: Paralyse des Schwanzes und Parese der Hinterläufe 

Score 3: Plegie der Hinterläufe 

Score 4: Plegie der Hinterläufe und Parese von mindestens einem Vorderlauf 

Score 5: Schwere Paralyse oder Tod durch Paralyse (Abbruchkriterium) 
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Zusätzlich wurden Zwischen-Scores eingeführt (0,5-er Schritte), wenn das klinische Bild zwischen zwei 

definierten Scores lag. In die Ermittlung des maximalen klinischen Scores wurden nur die Tiere einbezogen, 

die mindestens einen Score von 1 aufwiesen, da der Score von 0,5 nicht zuverlässig zu ermitteln war. Für die 

Ermittlung des Krankheitbeginns wurde der Tag festgelegt, an dem die ersten klinischen Symptome 

auftraten und am nachfolgenden Tag ebenfalls klinische Symptome festgestellt wurden. Durch diese 

Methode wurden jene Tiere ausgeschlossen, die entweder einen atypischen oder keinen Krankheitsverlauf 

zeigten. Der Peak der Erkrankung einer Versuchsgruppe wurde definitionsgemäß erreicht, wenn sich der 

mittlere klinische Score innerhalb zwei aufeinanderfolgender Tage nicht weiter erhöhte. 

 

 Gewebeaufarbeitung 

Die Mäuse wurden mit 100 µL/10 g Körpergewicht Ketamin (100 mg/kg Körpergewicht, Ceva) und Xylazin 

(10 mg/kg Körpergewicht, Medistar) narkotisiert. Nach Überprüfen der Reflexe an Pfoten, Schnurrhaaren 

und Augen wurde Blut entnommen. Nach 30 min Inkubation in einem 1,1 mL Probengefäß mit Serum-Z-Gel 

(Sarstedt) wurde das Blut bei 4000 G für 10 min zentrifugiert und das Serum bei -80 °C eingefroren. Die 

narkotisierten Mäuse wurden transkardial mit DPBS oder 3,7 % Formalin-Lösung perfundiert. Die Gehirne 

wurden entnommen und entweder für immunhistochemische Färbungen in 3,7 % Formalin-Lösung bei 4 °C 

post-fixiert, in Paraffin eingebettet und mittels Mikrotom (Jung supercut 2065, Leica) in 5 µm dicke Schnitte 

geschnitten oder für durchflusszytometrische Analysen mit Hilfe eines 15 cm3 Glashomogenisators (VWR) 

zerkleinert. Für die Affymetrix Array Analyse wurde das Corpus callosum heraus präpariert, mit 

Isolierungspuffer (Maxwell) grob homogenisiert und in Flüssigstickstoff eingefroren, um den Abbau von 

Ribonucleic acid (RNA) zu verhindern. Für Genexpressionsstudien mittels Quantitative real-time polymerase 

chain reaction (RT-qPCR) wurden die Tiere mit DPBS perfundiert, das Gewebe entnommen und in 

Schraubdeckelgefäße (Peqlab) mit 1,4 mm Zirkoniumoxid-Kügelchen (Bertin Technologies) und peqGOLD 

TriFast™ (Peqlab) überführt. Das Gewebe wurde zunächst in Flüssigstickstoff und anschließend bei -80 °C 

eingefroren. 

 

 Methodischer Überblick 

Abbildung 4 zeigt die für die Tierexperimente angewendeten histochemischen und molekularbiologischen 

Methoden. Nach der Perfusion mit DPBS und Formalin wurden die Gehirne entnommen und weiter 

prozessiert (Kapitel 2.2.1.3). Hämatoxylin/Eosin (HE) und CD3 Färbungen dienten der Untersuchung der 

Immunzellinfiltration, Luxol fast blue-periodic acid Schiff (LFB-PAS) Färbungen des Myelinisierungsstatus, 
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Ionized calcium-binding adapter molecule 1 (IBA1) und GFAP Färbungen der Gliose, AQP4 und GFAP 

Färbungen der Integrität der BHS, APP Färbungen des axonalen Schadens, Färbungen des Oligodendrocyte 

transcription factor 2 (OLIG2) und Anti-Adenomatous Polyposis Coli (APC) der Analyse von Oligodendrozyten 

und Oil Red O Färbungen der Analyse von Lipidansammlungen. Hämatoxylin färbt alle basophilen Strukturen 

blau und Eosin alle azidophilen Strukturen rot. Mit Hilfe von HE Färbungen kann eine pathologische 

Ansammlung von Zellen um Blutgefäße herum festgestellt werden, die als „perivaskulärer Cuff“ (PVC) 

bezeichnet wird. CD3 ist ein Proteinkomplex auf T-Zellen und spielt eine Rolle bei der Aktivierung von T-

Zellen. LFB färbt Lipoproteine des Myelins blau, das Neuropil pink/rosa und Nervenzellen lila an, und durch 

die PAS Färbung werden Kohlenhydrate magenta gefärbt. IBA1 ist ein zytoplasmatisches Protein in 

Mikrogliazellen und Makrophagen. AQP4 ist ein Wasserkanalprotein, das sich vor allem auf der Membran 

von Astrozyten und Ependymzellen befindet. GFAP ist ebenfalls ein astrozytäres Protein, das sich allerdings 

als Intermediärfilament im Zytoplasma befindet. APP ist ein synaptisches Membranprotein von Neuronen 

und wird anterograd vom Zytoplasma zur Synapse transportiert. Bei funktionsgestörten Axonen ist der 

Transport unterbrochen und das APP sammelt sich als Sphäroide im Axon an. OLIG2 ist ein 

Transkriptionsfaktor, der im Zellkern von Oligodendrozyten vorkommt und APC ein Tumorsuppressor, der 

während Myelinisierung und Remyelinisierung von Oligodendrozyten gebildet wird. Oil Red O ist ein 

fettlöslicher rot färbender Farbstoff, der zum anfärben von Triglyzeriden verwendet wird. 

 

Abbildung 4: Hierarchische Darstellung der in vivo Experimente 

Aufarbeitung der in vivo Experimente sowie dazugehörige methodische Labortechniken. 
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Die Gehirne der Versuchstiere wurden nach der Perfusion mit DPBS entnommen und zum einen für den 

genomweiten Affymetrix Array, zum anderen für die ex vivo Isolation der Mikrogliazellen aufgearbeitet 

(Kapitel 2.2.1.3). Nachfolgende Genexpressionsstudien mittels RT-qPCR dienten der Analyse der Chemokin- 

und Zytokin-Signatur der isolierten Mikrogliazellen (Cxcl11, Interleukin-1 receptor antagonist (IL1rn), 

Aconitate decarboxylase 1 (Acod1), Glutamate-cysteine ligase catalytic subunit (Gclc), Histokompatibility 2 

Q-region locus 8 (H2q8), Interleukin 12 receptor beta 1 subunit (Il12rb1), Interferon-stimulated gene 20 

(Isg20), Proto-oncogene serine/threonine-protein kinase (Pim1), Ras-related protein rab-20 (Rab20), Tumor 

necrosis factor receptor superfamily member 12a (Tnfrsf12a), Thioredoxin reductase 1 (Txnrd1), Arginase 1 

(Arg1), Ccl19, Ccr1, Lipocalin 2 (Lcn2)). 

Den narkotisierten Mäusen wurde Blut entnommen und daraus das Serum isoliert (Kapitel 2.2.1.3). Das 

Serum wurde 1:100 verdünnt und für die Analyse von LCN2 mittels ELISA verwendet (Kapitel 2.3.2). 

 

 Zellkultur Experimente (in vitro) 

 Versuchsgruppen 

Während der Experimente wurden die Zellen in einem Medium mit verringerter FKS Konzentration kultiviert 

(„Starvingmedium“). Die OLN93 Zellen wurden in SATO und die BV2 Zellen in DMEM mit 0,5 % FKS (DMEM 

0,5 %) kultiviert. Die Zelldichte bei den Experimenten betrug 3 x 105 Zellen/ Well für 6-Well Platten, 5 x 106 

Zellen für 10 cm Schalen und 2,3 x 106 Zellen für 75 cm2 Flaschen. Die Abbildung 5 zeigt eine schematische 

Darstellung des Versuchsaufbaus. OLN93 Zellen wurden für 24 h mit Sodiumazid (SA, Sigma-Aldrich) oder 

H2O ultrapure (up H2O, Thermo Fisher Scientific) als Vehikel (Veh) behandelt (Kapitel 2.4.1). Nach einem 

Waschschritt wurden die Zellen für weitere 24 h mit frischem Medium inkubiert. Dieses Medium wird im 

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung der in vitro Experimente 

Nach 24 h SA-Stimulation wurden OLN93 Zellen gewaschen. Nach weiteren 24 h Sekretionszeit wurde das 

konditionierte Medium entnommen und damit BV2 Zellen behandelt. Modifiziert übernommen aus [261]. 
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Nachfolgenden als oligodendrozyten-konditioniertes Medium (OCM)-SA oder OCM-Veh bezeichnet, je nach 

Behandlung der OLN93 Zellen. In einem nächsten Schritt wurden BV2 Zellen mit OCM-SA und OCM-Veh 

behandelt (Kapitel 2.4.3). Die Behandlung mit LPS diente als Positivkontrolle für eine proinflammatorische 

Aktivierung. In weiterführenden Experimenten wurden BV2 Zellen mit OCM und anti-IL6-Antikörpern (OCM-

SA+aIL6 und OCM-Veh+aIL6) oder mit rekombinantem murinen IL6 Protein alleine behandelt. Auch hierbei 

diente eine Behandlung mit LPS als Positivkontrolle. Die Behandlung mit Starvingmedium DMEM 0,5 % und 

SATO Medium diente als Negativkontrolle. 

 

 Methodischer Überblick 

Abbildung 6 gibt einen Überblick über die verwendeten labortechnischen Methoden der Zellkultur-

Experimente. Der Überstand der behandelten OLN93 Zellen wurde entnommen und ein Laktat-

Dehydrogenase (LDH)-Zellviabilitätsassay durchgeführt, um mögliche toxische Effekte von SA 

auszuschließen. Die metabolische Aktivität der behandelten OLN93 Zellen wurde mit Hilfe eines CellTiter 

Blue (CTB)-Assays analysiert (Kapitel 2.4.2). Weiterhin wurde mit dem Medium die IL6-Proteinkonzentration 

mittels ELISA bestimmt (Kapitel 2.3.2). Die RNA der OLN93 Zellen wurde isoliert und in komplementäre DNA 

(cDNA) transkribiert. Mittels RT-qPCRs wurde der Stresslevel der OLN93 Zellen anhand der DNA damage-

inducible transcript 3 (Ddit3) und Cyclic AMP-dependent transcription factor 3 (Atf3) Geninduktion 

analysiert. Um zu untersuchen, welche Chemokin- und Zytokingene während der Stressreaktion durch die 

SA-Behandlung von OLN93 Zellen induziert werden, wurde mit der cDNA ein Chemokin und Zytokin Array 

durchgeführt. Nachfolgende RT-qPCRs dienten dazu, den Chemokin und Zytokin Array zu verifizieren (Il6, 

Growth differentiation factor 15 (Gdf15), secreted phosphoprotein 1 (Spp1), Leukemia inhibitory factor (Lif) 

und Colony stimulating factor 1 (Csf1)). Siehe auch Kapitel 2.5 für die Durchführung aller 

molekularbiologischen Methoden. 

Die RNA der behandelten BV2 Zellen wurde isoliert und in cDNA transkribiert. Mittels RT-qPCRs wurde von 

allen Behandlungsgruppen der BV2 Zellen der Aktivierungsstatus der BV2 Zellen untersucht (Arg1 und 

Inducible nitric oxide synthase 2 (Nos2)). Die Versuche dienten der Analyse, ob (1) gestresste OLN93 Zellen 

in der Lage sind, BV2 Zellen zu aktivieren, (2) diese Aktivierung durch die Blockierung von IL6 Proteinen 

mittels Zugabe von IL6-Antikörpern unterdrückt werden kann und (3) IL6 Protein alleine eine Aktivierung 

der BV2 Zellen induzieren kann. Zuletzt wurde die Zellmorphologie der BV2 Zellen hinsichtlich Bipolarität 

und Ramifikation mit Hilfe von Durchlicht-mikroskopischen Bildern analysiert (Kapitel 2.4.4). 

 



MATERIAL UND METHODEN 

27 

 Proteinbiochemische Methoden 

 Histochemische Färbungen 

Zu den histochemischen Färbungen gehören die HE Färbung und LFB-PAS Färbung. Die Paraffinschnitte 

wurden in einer absteigenden Alkoholreihe (4x Xylol, 3x 100 % Ethanol, 2x 96 % Ethanol, 1x 70 % Ethanol) 

entparaffinisiert und anschließend in destilliertem Wasser rehydriert. Für die HE Färbung wurden die 

Schnitte für 4 min in Meyer’s Hämatoxylin-Lösung inkubiert und die Reaktion darauffolgend mit 

Leitungswasser gestoppt. Die Inkubation in Eosin-Lösung erfolgte für 30 - 45 s. Für die LFB-PAS Färbung 

wurden die Schnitte nach Inkubation in 96 % Ethanol über Nacht bei 56 °C in eine LFB-Lösung gestellt. Das 

überflüssige LFB wurde mit 95 % Ethanol abgespült und die Objektträger nochmals in destilliertem Wasser 

gewaschen. Die Differenzierung erfolgte in 0,05 % Lithiumcarbonat (Merck) und anschließend 70 % Ethanol. 

Nach erneutem Waschen wurden die Schnitte mittels 0,5%iger PAS-Lösung (Merck) oxidiert und in Schiff-

Reagenz (Merck) inkubiert. Nach einem Waschschritt in lauwarmem Leitungswasser wurden die Schnitte 

 

Abbildung 6: Hierarchische Darstellung der in vitro Experimente 

Aufarbeitung der in vitro Experimente sowie methodische Labortechniken der einzelnen Zelllinien. 

 

In vitro 

Experimente

(OLN93 und BV2 
Zellen)

Zellüberstand 
OLN93 Zellen

(Behandlung: SA, 
Veh)

ELISA IL6

Zellviabilitätsassay LDH Assay

OLN 93 Zellen

(Behandlung: SA, 
Veh)

Analyse der 
metabolischen Aktivität

CTB Assay

RNA Isolation,

Reverse Transkription

Chemokin und Zytokin Array

RT-qPCR:

Ddit3, Atf3, Il6, Gdf15, Spp1, 

Lif, Csf1

BV2 Zellen

(Behandlung: OCM, 
anti-IL6, IL6, LPS)

RNA Isolation,

Reverse Transkription

RT-qPCR:

Arg1, Nos2

Durchlicht-
mikroskopische Bilder

Zellmorphologie:

Bipolarität und Ramifikation



MATERIAL UND METHODEN 

28 

ebenfalls für 30 - 45 s mit Eosin-Lösung inkubiert. Für beide Färbungen erfolgten abschließend die 

Dehydrierung (2x 70 % Ethanol, 2x 96 % Ethanol, 3x 100 % Ethanol, 4x Xylol) und das Einbetten in DePeX 

(Serva). Für die Auswertung der LFB-PAS Färbungen wurde zunächst die Färbeintensität der Kontrollschnitte 

betrachtet und auf 100 % gesetzt. Nachfolgend wurden alle gefärbten Schnitte, inklusive der 

Kontrollschnitte, ausgewertet. Die Oil Red O Färbungen wurden nicht von mir persönlich durchgeführt und 

können aus Scheld und Kollegen 2016 entnommen werden [259]. 

 

 Immunhistochemische Färbungen 

Für immunhistochemische Färbungen wurden die Paraffinschnitte, wie zuvor in 2.3.1 beschrieben in einer 

absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und anschließend rehydriert. Die Fixierung mit Formalin bewirkt 

eine Quervernetzung des Gewebes. Um zu gewährleisten, dass die Antigene für die eingesetzten Antikörper 

optimal zugänglich sind, wurde, wenn nötig, eine Demaskierung der Antigene durchgeführt. Dies geschah 

entweder durch Kochen für 10 - 20 min in alkalischer Lösung (Tris-EDTA-Lösung, pH 9) oder in saurer Lösung 

(Citrat-Lösung, pH 6). Um unspezifische Bindungen des Antikörpers zu vermeiden, wurden die Schnitte mit 

Normalserum aus der Spezies geblockt, in dem der Sekundärantikörper hergestellt wurde (normales Ziegen- 

oder Pferdeserum, Vector Labs). Die Schnitte wurden über Nacht mit dem Primärantikörper in 

entsprechendem Serum inkubiert (Tabelle 1). Da die Farbreaktion mit einer Peroxidase (horseradish 

peroxidase (HRP)) umgesetzt wurde, wurde am Folgetag zunächst die endogene Peroxidaseaktivität des 

Gewebes mit 0,3 % Hydrogenperoxid (Carl Roth) zerstört. Danach wurde der entsprechende biotinylierte 

Sekundärantikörper (Pferd-gegen-Maus oder Ziege-gegen-Kaninchen, Vector Labs) in Normalserum für 1 h 

auf den Schnitten inkubiert. Die Zugabe des Avidin-HRP-Komplexes (Vector Labs) bewirkte die Bindung an 

den biotinylierten Sekundärantikörper. Die Farbreaktion wurde anschließend mit der Umsetzung des 3,3‘-

Diaminobenzidin Substrats (DAB, Dako) durch die HRP hervorgerufen und nach 10 min mit Leitungswasser 

gestoppt. Eine zusätzliche Gegenfärbung mit Hämatoxylin wurde durchgeführt, wenn der verwendete 

Primärantikörper an keine nukleären Kompartimente bindet. Abschließend erfolgten die Dehydrierung (2x 

70 % Ethanol, 2x 96 % Ethanol, 3x 100 % Ethanol, 4x Xylol) und das Einbetten in DePeX. 

Für die Doppelfärbung wurde zunächst IBA1, GFAP oder APC mit dem Peroxidase-System gefärbt. Nach der 

Farbreaktion mit DAB wurden die Schnitte gewaschen und mit dem 1:4.000-verdünnten anti-IL6 Antikörper 

über Nacht bei 4 °C inkubiert. Der sekundäre anti-Kaninchen Antikörper ist ein Enzym-Polymer, dass mit 

mehreren Molekülen Alkalischer Phosphatase kovalent gebunden ist (AP-Polymer, Zytomed Systems). Das 

AP-Polymer wurde für 1 h bei Raumtemperatur auf den Gehirnschnitten inkubiert. Die Umsetzung des 

Blauen AP Substrats (Vector Laboratories) durch die Phosphatase erzeugte die Farbreaktion. Die Schnitte 



MATERIAL UND METHODEN 

29 

wurden nicht dehydriert, da sie im wässrigen Immu-Mount eingebettet wurden (Thermo Fisher Scientific). 

Da das Blaue AP Substrat im 680 nm Bereich emittiert, wurden die Schnitte mit dem konfokalen LSM710 

Mikroskop von Carl Zeiss mit einem 633 nm Laser angeregt und das Fluoreszenzsignal mit einem 690 – 740 

nm Filter detektiert. Die Blockierung sowie die Verdünnung der Primär- und Sekundärantikörper erfolgten 

mit der Blockierungslösung (Zytomed Systems). 

 

Tabelle 1: Eingesetzte Primärantikörper, Sekundärantikörper und Sonden bei immunhistochemischen Färbungen, 

Fluoreszenzfärbungen und in situ Hybridisierungen mit entsprechendem Wirt in dem die Antikörper hergestellt 

wurden, der eingesetzten Konzentration sowie Bestellnummer und Hersteller. 

Antikörper/ Sonde Wirt Verdünnungsfaktor Bestellnummer/ Hersteller 

anti-APC Maus 1:250 OP-80/ Millipore 

anti-APP Maus 1:5.000 MAB348/ Millipore 

anti-AQP4 Kaninchen 1:2.000 Sc20812/ Santa Cruz 

anti-CD3 Kaninchen 1:4.000 A0452/ DAKO 

anti-GFAP Kaninchen 1:1.000 RPCA-GFAP/ Encore 

anti-GFAP Ziege 1:200 sc6170/ Santa Cruz 

anti-IBA1 Kaninchen 1:10.000 019-19741/ WAKO 

anti-IBA1 Maus 1:1.000 MABN92/ Millipore 

anti-IL6 Kaninchen 1:50 ab7737/ Abcam 

anti-IL6 Kaninchen 1:4.000 ab6672-200/ Abcam 

anti-NEUN Maus 1:5.000 MAB377/ Millipore 

anti-NRF2 Kaninchen 1:100 GTX103322/ GeneTex 

anti-OLIG2 Kaninchen 1:2.000 AB9610/ Millipore 

anti-OLIG2 Maus 1:1.000 MABN50/ Millipore 

anti-PLP Maus 1:5.000 MCA839G/ Bio-Rad 

Pferd-anti-Maus IgG  Pferd 1:50 BA-2000/ Vector Labs 

Ziege-anti-Kaninchen IgG  Ziege 1:50 BA-1000/ Vector Labs 

Pferd-anti-Ziege IgG  Pferd 1:50 BA-9500/ Vector Labs 

594 anti-Maus IgG Ziege 1:500 A11032/ Thermo Fisher Scientific 

594 anti-Ziege IgG Esel 1:500 A11058/ Thermo Fisher Scientific 

488 anti-Kaninchen IgG Ziege 1:500 A11008/ Thermo Fisher Scientific 

488 anti-Kaninchen IgG Esel 1:500 A21206/ Thermo Fisher Scientific 

488 anti-Maus IgG Ziege 1:500 A21121/ Thermo Fisher Scientific 

ViewRNA™ Probe Ubc - 1:50 VB1-10202/ Thermo Fisher Scientific 

ViewRNA™ Probe Olig2 - 1:50 VB6-14496/ Thermo Fisher Scientific 

ViewRNA™ Probe Il6 - 1:50 VB1-10012/ Thermo Fisher Scientific 
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 Fluoreszenzfärbungen 

Der erste Tag der Fluoreszenzfärbungen war identisch mit dem der immunhistochemischen Färbungen. Am 

Folgetag wurden die Schnitte für 2 h mit einem entsprechenden fluoreszenzgekoppelten 

Sekundärantikörper inkubiert (Tabelle 1). Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 (Thermo Fisher 

Scientific) sichtbar gemacht und die Schnitte in Immu-Mount eingebettet. Für Doppel-

Immunfluoreszenzfärbungen wurde eine Immunofluorescence anti-fading agent (IFF)-Lösung zum Blocken 

und für die Verdünnung der Primär- und Sekundärantikörper verwendet (Gemisch aus bovinem 

Serumalbumin und fötalem Kälberserum). Die Objektträger wurden über Nacht bei Raumtemperatur 

getrocknet und zur längeren Lagerung bei -20 °C eingefroren. 

 

 ELISA 

Die Proteinbestimmung von IL6 bzw. LCN2 erfolgte mit Hilfe der quantitativen Sandwichmethode mit den 

Quantikine ELISA Immunoassays von R&D Systems. Die 96-Well-Mikroplatten sind vom Hersteller mit anti-

IL6 bzw. anti-LCN2 Antikörpern beschichtet worden. Alle Reagenzien wurden vor ihrer Verwendung auf 

Raumtemperatur gebracht und laut Herstellerangaben vorbereitet. Dies beinhaltete die Rekonstitution des 

IL6- bzw. LCN2-Proteins für die Positivkontrolle in destilliertem Wasser, das Verdünnen des 

Waschpufferkonzentrats mit destilliertem Wasser, das Mischen der beiden Farbreagenzien A und B für die 

Substratlösung 15 min vor der Verwendung, das Verdünnen des Calibrator Verdünnungsmittels mit 

destilliertem Wasser und die Rekonstitution des IL6- bzw. LCN2-Standards mit dem Calibrator 

Verdünnungsmittel. Die Standardreihe wurde durch eine 1:2 Verdünnung des höchsten Standardwerts (für 

IL6 4.000 und für LCN2 5.000 pg/mL) mit dem Calibrator Verdünnungsmittel bis zu einer Konzentration von 

62,5 für die IL6 Bestimmung und 78,1 pg/mL für die LCN2 Bestimmung hergestellt. Die Standardreihe wurde 

in Doublets auf die Mikroplatte pipettiert. Für die IL6 Bestimmung wurden 100 µL des Mediums 

unverdünnt, für die LCN2 Bestimmung 100 µL des 1:100 verdünnten Serums mit Verdünnungsmittel auf die 

Mikroplatte pipettiert. Die Standardreihe und die Proben wurden für 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. 

Nach viermaligem Waschen mit Waschpuffer wurden 100 µL des IL6- bzw. LCN2-Konjugats auf die 

Mikroplatte pipettiert und für 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit 

Waschpuffer wurde die Substratlösung im Dunkeln auf die Mikroplatte pipettiert und es erfolgte für 30 min 

die Umsetzung des Substrats. Die Reaktion wurde mit der vom Hersteller gelieferten Stopp-Lösung beendet. 

Die Absorption wurde mit dem Infinite® M200 (Tecan) und der Software i-control (Tecan) bei 450 nm und 

einer Referenzwellenlänge bei 540 nm gemessen und die Proteinkonzentration der Proben mit Hilfe der 

Absorption und bekannten Proteinmenge der Standardreihe ermittelt. 
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 Zellkultur 

 Behandlung der OLN93 Zellen und OCM Gewinnung 

OLN93 Zellen wurden 24 h lang mit 10 mM SA oder Veh behandelt. Nach zweimaligem Waschen mit DPBS 

wurden die Zellen mit frischem SATO inkubiert. Die Phase zwischen dem frischen Mediumwechsel und der 

nachfolgenden Sammlung des Mediums wird als Sekretionsphase bezeichnet. Nach 24 h wurde das OCM 

zentrifugiert und durch ein 20 µm Zellsieb (Corning Inc.) gefiltert, um mögliche Zellen und Zellrückstände zu 

entfernen. 

 

 Assay für Zellviabilität und metabolische Aktivität 

Mögliche toxische Effekte von SA wurden mit Hilfe eines LDH- und CTB-Assays untersucht. Hierzu wurden 

der CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega) und der CellTiter-Blue® Cell Viability Assay 

(Promega) durchgeführt. Eine schwarze 96-Mikrowellplatte mit transparentem Boden wurde mit der 

gleichen Zelldichte und der gleichen Behandlung wie im Versuch (Kapitel 2.4.1) vorbereitet. Als Kontroll-

Gruppen dienten zum einen Zellen der Lyse-Gruppe, die mit einer Lyse-Lösung behandelt wurden, und zum 

anderen Medium ohne Zellen (Kontrollmedium). Das gebrauchsfertige CTB-Reagenz wurde im Dunkeln auf 

37 °C gebracht und anschließend 10 µL des Reagenz zu jedem Well pipettiert. Die Mikroplatte wurde für 2 h 

in den Inkubator gelegt und nach erfolgtem Farbumschlag die Fluoreszenz des CTB-Reagents bei 560 nm 

und einem Korrekturwert von 590 nm in dem Infinite® M200 (Tecan) gemessen und mit der Software i-

control (Tecan) dargestellt. Für die Auswertung des CTB-Assays wurde zunächst von allen gemessenen 

Werten die Eigenfluoreszenz des Kontrollmedium subtrahiert. Anschließend wurden alle gemessenen Werte 

auf die Vehikel-Gruppe normiert. Für den LDH-Assay wurden jeweils 30 µL des Mediums vor Durchführung 

des CTB-Assays in eine neue 96-Mikrowellplatte überführt. Das CytoTox 96-Reagenz wurde bei 

Raumtemperatur aufgetaut und je 30 µL zu jeder Probe pipettiert. Die Inkubation erfolgte im Dunkeln bei 

Raumtemperatur für 30 min. Zur Beendigung der Reaktion wurden jeweils 30 µL der gebrauchsfertigen 

Stopp-Lösung dazu pipettiert. Die Absorption des LDH im Medium wurde bei 490 nm mit dem Infinite® 

M200 (Tecan) gemessen und der Software i-control (Tecan) dargestellt. Für die Auswertung des LDH-Assays 

wurde zunächst von allen gemessenen Werten die Eigenadsorption des Kontrollmediums subtrahiert. 

Anschließend wurden alle gemessenen Werte auf die Lyse-Gruppe normiert. 
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 Behandlung der BV2 Zellen 

Nach Zentrifugation und Filtern des OCM wurden BV2 Zellen 6 h lang mit dem OCM der SA-stimulierten 

Oligodendrozyten (OCM-SA), mit dem OCM der Veh-stimulierten Oligodendrozyten (OCM-Veh), mit 100 

ng/mL LPS (Sigma-Aldrich), mit 1 µg/mL anti-IL6 Antikörpern (R&D Systems) oder mit 10, 30 oder 50 ng/mL 

rekombinantem murinen IL6 (Peprotech) behandelt. Vor der Behandlung der BV2 Zellen mit den IL6 

Antikörpern erfolgte eine Inkubation des OCM mit anti-IL6 für 1 h bei 37 °C. Die Behandlung von BV2 Zellen 

mit SATO oder DMEM 0,5 % dienten als Negativkontrolle. 

 

 Zellmorphologische Analysen: Bipolarität und Ramifikation 

Die Morphologie der OCM-SA, OCM-Veh, DMEM 0,5 %, SATO und LPS behandelten BV2 Zellen wurde 

hinsichtlich Bipolarität und Ramifikation untersucht. Hierfür wurden in der Mitte eines jeden Wells eine 

Durchlicht-mikroskopische Aufnahme der Zellen in einer 20X Vergrößerung mit dem Leica DMI 6000 B 

Mikroskop und der Software LAS X (Leica) gemacht. Die Bilder wurden mit der Software VirtualBlind 

(Entwickler: Daniel Fandel, RWTH Aachen) randomisiert umbenannt und alle diejenigen Zellen gezählt, die 

vollständig im Bild zu sehen waren. Für die Bestimmung der Bipolarität wurden die Zellen als bipolar 

angesehen, deren längste Zellausdehnung mindestens doppelt so lang war, wie die Zellausdehnung im 90° 

Winkel dazu (Abbildung 7 A). Für die Bestimmung der Ramifikation wurden die Fläche und die 

Projektionsfläche der Zelle gemessen (Abbildung 7 B). Beide Messungen wurden in Relation gesetzt und ein 

Ramifikations-Index gebildet. Ein Ramifikations-Index von 1 bedeutet, dass die Zelle keine Fortsätze gebildet 

hat. Geht der Wert des Ramifikations-Index Richtung 0, nimmt die Ramifikation zu. 

 

Abbildung 7: Auswertungsstrategie der Bipolarität und Ramifikation 

(A) Zur Ermittlung der Bipolarität wurde die maximale Zellausdehnung und die größte Zellausdehnung im 90° Winkel 

dazu gemessen. (B) Der Ramifikations-Index wurde mittels Projektionsfläche und Fläche der Zelle bestimmt. 
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 Molekularbiologie 

 RNA Isolation, reverse Transkription, PCR und RT-qPCR 

Das Gewebe in den Schraubdeckelgefäßen mit 1,4 mm Zirkoniumoxid-Kügelchen und PeqGold wurde mit 

dem Precellys 24 Homogenisator (Bertin Technologies) zerkleinert. Um die Dissoziation der Nukleoprotein-

Komplexe sicher zu stellen, erfolgte anschließend eine Inkubation des Gewebes für 5 min bei 

Raumtemperatur. Die Zellen der Zellkulturexperimente wurden nach Behandlungsende mit PeqGold auf Eis 

lysiert. Das homogenisierte Gewebe und die lysierten Zellen wurden anschließend mit 200 µL Chloroform 

(Carl Roth) gemischt und für 10 min auf Eis inkubiert. Nach 5 min Zentrifugation bei 12.000 G und 4 °C 

wurde die RNA-enthaltende wässrige Phase in ein neues Eppendorf Tube überführt und mit demselben 

Volumen Isopropanol (Carl Roth) gemischt. Nach 15 min Inkubation auf Eis wurden die Proben für 1 h lang 

bei 12.000 G und 4 °C zentrifugiert, um die RNA zu fällen. Das Pellet wurde dreimal mit 75 % Ethanol (Carl 

Roth) gewaschen und anschließend getrocknet. Es wurde in einem Volumen von 12 µL up H2O 

aufgenommen und die RNA Menge mit dem Spektralphotometer NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) 

gemessen. Die Auswertung erfolgte anschließend mit der Software ND-1000 V3.8.0 (Thermo Scientific). Die 

Proben wurden mit up H2O verdünnt, sodass die RNA Konzentration 1 µg/ 11 µL betrug. 

Für die reverse Transkription erfolgte nach einer Denaturierung der RNA bei 70 °C eine Inkubation auf Eis. 

Ein Mastermix bestehend aus Puffer (Thermo Fisher Scientific), Dithiothreitol (DTT) (Thermo Fisher 

Scientific), Desoxyribonukleosidtriphosphat (dNTP) Mix (Bioline), random Primer (Thermo Fisher Scientific) 

und dem Enzym Moloney murine leukemia virus (M-MLV) (Thermo Fisher Scientific) wurde den Proben 

hinzugefügt und bei 37 °C inkubiert. Um die M-MLV zu inaktivieren, wurden die Proben bei 70 °C inkubiert. 

Zur Kontrolle, dass in allen Proben die RNA zur cDNA umgeschrieben wurde und sich keine genomische DNA 

darin befindet, wurde eine PCR mit Exon-Intron-spannenden Primern eines Referenzgens (Maus: 

Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HPRT), Ratte: cyclophilin A (CycloA)) durchgeführt. Bei 

der Transkription von genomischer DNA in mRNA werden die sich zwischen Exons befindlichen Introns 

herausgeschnitten. Da Exon-Intron-spannende Primer bei der PCR zwei Exons umfassen, fallen Proben mit 

genomischer DNA-Kontamination nach der PCR in der Gelelektrophorese aufgrund der vorhandenen Introns 

durch ein größeres Produkt als ohne genomische DNA-Kontamination auf. Der Mastermix der PCR setzte 

sich aus up H2O, PCR Puffer (Thermo Fisher Scientific), MgCL2 (Bioline), dNTP Mix (Bioline), dem 

entsprechenden Primerpaar (Thermo Fisher Scientific) und dem Enzym BIOTAQ™ DNA Polymerase (Bioline) 

zusammen. Der Mastermix wurde in die Multiwells pipettiert und je 1 µL der Probe in Doublets hinzugefügt. 

Folgendes PCR Protokoll wurde mit dem Mastercycler ep gradient S (Eppendorf) durchgeführt: 3 min 95 °C, 

35 Zyklen von 40 s 95 °C, 40 s Annealing-Temperatur (Ta) und 45 s 72 °C, abschließend 45 s 72 °C. Mit Hilfe 
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einer Gelelektrophorese wurde die DNA sichtbar gemacht. Hierfür wurde ein 2%iges Agarosegel nach 

Zugabe von 0,01 % des DNA Markers Midori-Grün (Biozym) in eine Gelelektrophorese Kammer gegossen 

und mit Kämmen aushärten lassen. Die Kämme wurden entfernt und das Agarosegel in die Kammer des 

Gelelektrophoresegeräts (Power Pac 300, Bio-Rad) mit 1X TRIS-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) Puffer gesetzt. In 

die Taschen des Agarosegels wurden 12 µL der Proben und 5 µL der DNA-Leiter Easy Ladder I (Bioline) 

pipettiert, die Banden von 100, 250, 500, 1.000 und 2.000 Basenpaaren anzeigt. Das elektrische Feld wurde 

mit Hilfe von zwei Elektroden erzeugt und das Programm auf 120 V und 20 min eingestellt. Nach der 

Gelelektrophorese wurden die DNA-Banden in einem Geldokumentationssystem (E-BOX VX2, Vilber) unter 

UV-Licht sichtbar gemacht. 

Für die Genexpressionsanalyse mittels RT-qPCR wurde zunächst aus allen Proben eine Standardreihe 

hergestellt. Dazu wurde das gleiche Volumen aller Proben eines Versuchs gemischt (100 % Standard) und in 

nachfolgenden Schritten 6-mal 1:2 mit up H2O bis zu einem Standardwert von 1,5625 % verdünnt. Das 

verbleibende Volumen der Proben wurde mit up H2O nochmals 1:10 verdünnt. Der Mastermix setzte sich 

aus SYBR Green (Bimake), up H2O und dem jeweiligen Primerpaar zusammen. Alle verwendeten Primer 

wurden mit 10 nmol eingesetzt. Die im SYBR Green enthaltene Polymerase ist eine hot-start Polymerase. 

Um die Polymerase zu aktivieren, beinhaltete das Protokoll zu Beginn eine Phase bei 95 °C für 10 min. 

Insgesamt lief das nachfolgende Protokoll für 40 Zyklen mit dem CFX Connect™ Real-Time Detektionssystem 

(Bio-Rad): 15 s 95 °C, 30 s Ta, 30 s 72 °C, 1 min 95 °C, 30 s 55 °C, 1 min 95 °C. Die Genexpressionswerte 

wurden mittels ∆∆Ct Methode relativ zu dem jeweiligen Referenzgen errechnet. Weiterhin wurden die 

relativen mRNA Werte der gemessenen Gene in Relation zur Kontrolle eines jeden Versuchs gesetzt. Alle 

verwendeten Primerpaare mit Sequenz und Ta sind in Tabelle 2 aufgeführt. 
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Tabelle 2: Bei Genexpressionsstudien verwendete Primersequenzen und die Ta (m = Maus, r = Ratte) 

Name Vorwärts-Primer 5‘- zu 3‘-Ende Rückwärts-Primer 3‘- zu 5‘-Ende Ta 

m Acod1 ACTCAGACTAAGCCCCTTCAT GGAAGCTCTTAAAGGCCACAT 64 

m Arg1 CTCCAAGCCAAAGTCCTTAGAG AGGAGCTGTCATTAGGGACATC 65 

m β-Aktin AAGGCCAACCGTGAAAAGAT GTGGTACGACCAGAGGCATAC 60 

m CCL19 ACCACACTAAGGGGCTATCAG TTCTTCAGTCTTCGGATGATGC 63 

m CCR1 AAGCCGTGCGTCTGATATTTG TGCTCACACTGATTGGTGAATAG 64 

m CXCL10 CCAAGTGCTGCCGTCATTTTC GGCTCGCAGGGATGATTTCAA 63 

m CXCL11 TCTGCTGTCTTGGAACATGC CGTGTGCCTCGTGATATTTG 60 

m GAPDH TGTGTCCGTCGTGGATCTGA CCTGCTTCACCACCTTCTTGA 65 

m GCLC GGGGTGACGAGGTGGAGTA GTTGGGGTTTGTCCTCTCCC 60 

m GFAP GAGATGATGGAGCTCAATGACC CTGGATCTCCTCCTCCAGCGA 60 

m H2Q8 GTCAGTCGACGAATCCCC CAGTGTGGAAATACCGCAGC 57 

m Hmox1 AAGCCGAGAATGCTGAGTTCA GCCGTGTAGATATGGTACAAGGA 62 

m HPRT GCTGGTGAAAAGGACCTCT CACAGGACTAGAACACCTGC 62 

m ICAM-1 GTGATGCTCAGGTATCCATCCA CACAGTTCTCAAAGCACAGCG 63 

m IL12rβ1 ATGGCTGCTGCGTTGAGAA AGCACTCATAGTCTGTCTTGGA 64 

m IL1rn CCAGCTCATTGCTGGGTACT TTCTCAGAGCGGATGAAGGT 65 

m IL6 GATACCACTCCCAACAGACCTG GGTACTCCAGAAGACCAGAGGA 64 

m ISG20 CCTGAAGGAGGATATGAGCAAGT CCCGCCAGTTGTTCTGGAT 60 

m KEAP1 GGCAGGACCAGTTGAACAGT CATAGCCTCCGAGGACGTAG 60 

m LCN2 GCAGGTGGTACGTTGTGGG CTCTTGTAGCTCATAGATGGTGC 65 

m NOS2 ACATCGACCCGTCCACAGTAT CAGAGGGGTAGGCTTGTCTC 64 

m NQO1 CTACCCCCAGTGGTGATAGAAA AGAGAGTGCTCGTAGCAGGAT 61 

m NRF2 CCCAGCAGGACATGGATTTGA AGCTCATAGTCCTTCTGTCGC 60 

m Pim1 CTGGAGTCGCAGTACCAGG CAGTTCTCCCCAATCGGAAATC 60 

m Rab20 GGGAGCAGTTTCATGGTCTGG GCAGTCATTGTTGGCTGTTTC 64 

m TNFRSF12a GTGTTGGGATTCGGCTTGGT GTCCATGCACTTGTCGAGGTC 60 

m TxnRD1 GGGCTTCCACGTGCTGGGTC TCCCCCAGAGCGCTTCGTCA 60 

m VCAM-1 AGTTGGGGATTCGGTTGTTCT CCCCTCATTCCTTACCACCC 63 

r ATF3 ACTGCGTTGTCCCACTCTGT TCATCTGAGAATGGCCGGGA 65 

r Ddit3 TGTTGAAGATGAGCGGGTGG GCTTTCAGGTGTGGTGGTGT 65 

r CSF1 AGCAAGGAAGCGAACGAAC ATGTGGCTACAGTGCTCCGA 57 

r GDF15 TCAGCTGAGGTTCCTGCTGTTC GCTCGTCCGGGTTGAGTTG 64 

r IL18 GGACTGGCTGTGACCCTATC TGTCCTGGCACACGTTTCTG 60 

r IL6 TCTCTCCGCAAGAGACTTCCA ATACTGGTCTGTTGTGGGTGG 65 

r LIF TTTGCCGTCTGTGCAACAAG TGGACCACCGCACTAATGAC 65 

r SPP1 CCAGCCAAGGACCAACTACA TCTCCTCTGAGCTGCCAAAC 64 
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 Affymetrix GeneChip® Array 

Wie in Kapitel 2.2.1.3 beschrieben, wurde das Gehirn nach transkardialer Perfusion mit DPBS entnommen 

und das Corpus callosum herauspräpariert. Das Gewebe wurde in Lyse Puffer des RSC miRNA Tissue Kit 

(Maxwell) homogenisiert, unverzüglich in Flüssigstickstoff schockgefroren und bei - 80 °C zwischengelagert. 

Die weitere Prozessierung wie RNA Isolation, Reverse Transkription und Affymetrix Array Analyse erfolgte in 

Zusammenarbeit mit Dr. rer. nat. B. Denecke (Chip Facility IZKF Aachen, RWTH Aachen). Für die Auswertung 

dienten die Werte der Kontroll-Gruppe als Referenz, an die die Cuprizon- und CupEAE-Gruppe normiert 

wurde. Die Werte werden als x-fache Veränderung im Vergleich zur Kontrolle (Fold Change) angegeben. 

 

 Chemokin- und Zytokin-Array 

Die RNA der Zellen aus der Veh- und der SA-Gruppe wurde mit dem säulenbasierten RNeasy® Micro Kit 

(Qiagen) bei Raumtemperatur isoliert. Hierfür wurden die Zellen mit Hilfe des RLT Puffers lysiert und 

anschließend mit dem Precellys 24 Homogenisator homogenisiert. Die Waschschritte wurden mit 70 % 

Ethanol, RW1 Puffer, RPE Puffer und 80 % Ethanol; und der DNase Verdau mit DNase I Inkubationsmix 

durchgeführt. Die Elution erfolgte mit RNase freiem Wasser in einer Zentrifuge bei einer maximalen 

Beschleunigung von 1.600 G. Der RNA Gehalt wurde mit dem Spektralphotometer NanoDrop 1000 

gemessen, mit der Software ND-1000 V3.8.0 ausgewertet und anschließend 0,5 µg der RNA mit dem RT2 

First Strand Kit (Qiagen) in cDNA umgeschrieben. Zunächst wurde die genomische DNA eliminiert, dann 

folgte die reverse Transkription mittels RE3 Reverse Transkriptase Mix. Eine PCR mit CycloA diente dem 

Ausschluss einer Kontamination mit genomischer DNA. Die Chemokin und Zytokin Expression wurde mit 

Hilfe des RT2 Profiler PCR Arrays (Qiagen) analysiert. Hierfür wurde die cDNA mit RT2 SYBR Green 

Mastermix und RNase freiem Wasser gemischt und in jedes Well des Arrays pipettiert. Der Array wurde mit 

einer Folie bedeckt und Luftblasen durch Zentrifugation entfernt. Die PCR erfolgte mit dem CFX Connect™ 

Real-Time Detektionssystem mit folgendem Protokoll: Ein Zyklus 10 min 95 °C, dann 40 Zyklen 15 s 95 °C 

und 1 min 60 °C. Die Ergebnisse wurden anschließend im Datencenter von Qiagen analysiert (siehe auch: 

https://www.qiagen.com/de/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-overview-page). Für die 

Auswertung dienten die Werte der Veh-Gruppe als Referenz, an die die SA-Gruppe normiert wurde. Die 

Werte werden mit dem Fold Change angegeben. 
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 In situ Hybridisierung 

Für doppelte in situ Hybridisierungen wurde der ViewRNA™ ISH Tissue 2-Plex Assay Kit (Thermo Fisher 

Scientific) und die Sonden ViewRNA™ Probe Olig2, Il6 und Ubc (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Alle für 

die Durchführung verwendeten Reagenzien, das Xylol, das 100 % Ethanol und die 3,7 % Formalin-Lösung 

ausgenommen, wurden vom Hersteller bereitgestellt. Die am Vortag hergestellten Paraffinschnitte wurden 

1 h bei 60 °C gebacken und anschließend zweimal für 5 min in Xylol und zweimal für 5 min in 100 % Ethanol 

entparaffiniert. Die Schnitte wurden anschließend für 5 – 10 min bei Raumtemperatur getrocknet. Um das 

Auslaufen der Lösungen auf den Schnitten zu verhindern, wurde mit einem Dako Pen (Dako) eine 

hydrophobe Grenze gezogen. Die Antigene wurden für 10 min bei 90 – 95 °C in der Pretreatment-Lösung 

demaskiert. Ab nachfolgendem Schritt wurden alle weiteren Inkubationen, wenn nicht anders beschrieben, 

im Hybridisierungssystem StatSpin® ThermoBrite® S500 (Abbott) bei 40 °C durchgeführt. Alle Reagenzien, 

die für die Inkubation bei 40 °C verwendet wurden, wurden vor Verwendung auf 40 °C vorgewärmt. Nach 

Demaskierung erfolgten für 20 min ein Proteaseverdau und für 5 min eine Fixierung mit 10%iger Formalin-

Lösung. Die Fluorophor-konjugierten Sonden für Olig2 (Sonde 6) und Il6 (Sonde 1) wurden 1:50 in „Probe 

Set Diluent QT“ verdünnt („Working Probe Solution“) und für 3 h bei 40 °C auf den Schnitten inkubiert 

(Tabelle 1). Ein Schnitt mit der Ubiquitin Sonde 1:50 in Probe Set Diluent QT verdünnt diente als 

Positivkontrolle (Working Probe Solution Ubc), ein Schnitt mit nur Probe Set Diluent QT als Negativkontrolle. 

Über Nacht wurden die Schnitte in Storage Buffer inkubiert, um ein Austrocknen zu verhindern. Am 

Folgetag wurden die Schnitte für 25 min in PreAmplifier Mix QT und 15 min in Amplifier Mix QT inkubiert, 

um das Sonden-vermittelte Signal zu verstärken. Ab nachfolgender Inkubation wird im Dunkeln gearbeitet, 

da die Label Sonden an Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt sind. Die Label Sonde 6-AP wurde 1:1.000 in Probe 

Diluent QF verdünnt und für 15 min inkubiert. Anschließend wurde das entsprechende Fast Blue Substrat 

für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und die Farbreaktion mit einer 30-minütigen Inkubation der 

Schnitte mit der Stopp-Lösung AP Stop QT ebenfalls bei Raumtemperatur beendet. Die Label Sonde 1-AP 

wurde ebenfalls 1:1.000 in Probe Diluent QF verdünnt und für 15 min bei 40 °C im Dunkeln inkubiert. Eine 

weitere Verstärkung des Signals wurde durch die Inkubation mit der AP-Enhancer-Lösung für 5 min bei 

Raumtemperatur erreicht. Die Farbreaktion erfolgte nach Zugabe des Fast Red Substrats für 30 min bei 40 

°C. Die Reaktion wurde für 5 min mit einer 3,7%igen Formalin-Lösung bei Raumtemperatur beendet. Die 

Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 (1:10.000) gefärbt und die Schnitte anschließend in Immu-Mount 

eingebettet. Die Bilder wurden mit dem konfokalen LSM710 Mikroskop aufgenommen. 
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 Durchflusszytometrie und FACS 

Den entnommenen Gehirnen der Mäuse wurden der Hirnstamm und die weiße Substanz auf der ventralen 

Seite entfernt. Die Gehirne wurden in einem Glashomogenisator mit einer Lösung aus Hank's Balanced Salt 

Solution (HBSS) (Thermo Fisher Scientific), 7,5 mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 

(HEPES)-Lösung (Carl Roth) und 45 % Glucose (Carl Roth) (Medium A mit Phenolrot) zerkleinert. Das 

Homogenat wurde durch ein 70 µm Zellsieb (Corning Inc.) gefiltert, um eine Einzelzellsuspension zu 

erhalten. Der Glashomogenisator und das Zellsieb wurden kontinuierlich mit Medium A mit Phenolrot 

ausgespült, bis das Endvolumen 20 mL betrug. Die Zelllösung wurde bei 220 G für 10 min bei 4 °C 

zentrifugiert und das Pellet in 1 mL 22 % Percoll Gradienten Puffer resuspendiert. Die Lösung wurde zu 15 

mL mit dem Percoll Gradienten Puffer aufgefüllt und mit 3 mL DPBS überschichtet. Der Percoll Gradient 

wurde mit der Rotana 460R Zentrifuge (Hettich) bei 950 G für 20 min bei 4 °C, verringerter Beschleunigung 

(Stufe 4) und ausgeschalteter Bremse (Stufe 0) durchgeführt. Nach Zentrifugation wurde der Überstand mit 

dem Myelindebris abgeschüttet und das Zellpellet in 200 µL einer Lösung aus HBSS, 7,5 mM HEPES, 45 % 

Glucose und 0,5 M EDTA (Carl Roth) (Medium A ohne Phenolrot) resuspendiert. Nach einer Zellzählung in 

einer 0,0025 cm2 Neubauer-Zählkammer mit 0,100 mm Tiefe (Brand®, Sigma-Aldrich) wurde die 

Zellsuspension mit anti-CD16/32 (1:100) inkubiert, um unspezifische Bindungen der Antikörper zu 

vermeiden. Die Färbung erfolgte mit anti-CD11b eFluor®450, anti-CD45 APC-eFluor®780 und anti-

Lymphocyte antigen 6 complex, locus C1 (Ly6C)-Allophycocyanin (APC) jeweils 1:100 (Tabelle 3). Es wurden 

maximal 107 Zellen in einem Volumen von 100 µL gefärbt. Die gefärbte Zellsuspension wurde in Test 

Röhrchen (Corning™ Falcon™) überführt und mit Hilfe des BD FACSCanto II und der Software FACSDIVA™ 

(BD Biosciences) wurden die Zellen zunächst nach Zellgröße (Forward scatter (FSC)) und Granularität 

(Sideward scatter (SSC)) sortiert. Tote Zellen wurden durch ein 7-Aminoactinomycin D (7-AAD)-positives 

Signal ausgeschlossen. Eine Doubletten-Diskriminierung wurde mittels FSC-area und FSC-hight 

durchgeführt. Periphere Monozyten waren Ly6C-positiv und wurden ebenfalls ausgeschlossen. 

Mikrogliazellen wurden durch eine CD11b-positive und CD45-mittlere Färbung bestimmt und in Lyse Puffer 

(Maxwell) aufgefangen. Eine Reinheitsbestimmung der isolierten Mikrogliazellen wurde regelmäßig 

durchgeführt und belief sich auf 90 %. Um sicher zu gehen, dass es sich um Mikrogliazellen handelt, wurden 

Gehirngewebe aus CX3CR1+/GFP Mäusen mit den identischen Einstellungen analysiert. Die Isolation der RNA 

der aufgefangenen Zellen erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. rer. nat. B. Denecke (Chip Facility IZKF Aachen, 

RWTH Aachen). Nach reverser Transkription mit dem Maxima First Strand cDNA Synthese Kit (Thermo Fisher 

Scientific) wurde eine Kontamination mit genomischer DNA mittels PCR ausgeschlossen und 

Genexpressionsstudien mittels RT-qPCR Analysen durchgeführt. Die durchflusszytometrischen Analysen der 
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Lymphknoten von Kontroll- und Cuprizon-Tieren und der Milz von EAE- und CupEAE-Tieren wurden nicht 

von mir persönlich durchgeführt und können aus Scheld und Kollegen 2016 entnommen werden [259]. 

 

Tabelle 3: Konjugierte Antikörper mit Wirt und Klon, die bei durchflusszytometrischen Analysen eingesetzt wurden. 

Antikörper Wirt Klon Bestellnummer/ Firma 

anti-CD16/32 Ratte 2.4G2 553141/ BD Biosciences 

anti-LY6C-APC Ratte HK1.4 17-5932-80/ eBioscience 

anti-CD11b eFluor®450 Ratte M1/70 48-0112-82/ eBioscience 

anti-CD45 APC-eFluor®780 Ratte 30-F11 47-0451-80/ eBioscience 

7-AAD - - 559925/ BD Biosciences 

 

 Statistik 

Statistische Analysen wurden mittels JMP 10 und GraphPad Prism 5 durchgeführt. Alle Daten sind als 

arithmetische Mittel ± SEM angegeben. Um auf Varianzhomogenität zu testen, wurde der Bartlett Test 

durchgeführt. Falls eine Varianzheterogenität vorlag, wurde eine BoxCox Transformation durchgeführt, die 

unter den entsprechenden Abbildungen angegeben ist. Für Datensätze, in denen 0-Werte vorkamen, 

wurden alle Daten vor der Boxcox Transformation mit 1 addiert. Auf Normalverteilung wurde mittels 

Shapiro-Wilk-Test geprüft. Parametrische Daten von mehr als zwei Versuchsgruppen wurden nachfolgend 

mit einer one-way ANOVA und nachfolgendem Tukey’s post hoc Test für multiple Vergleiche analysiert. 

Parametrische Daten von zwei Versuchsgruppen wurden mit dem Student’s t-Test verglichen. Bei nicht-

parametrischen Daten von mehr als zwei Versuchsgruppen wurde der Kruskal-Wallis Test und 

nachfolgendem Dunn’s Test für multiple Vergleiche durchgeführt. Nicht-parametrische Daten von zwei 

Versuchsgruppen wurden mit dem Mann-Whitney Test analysiert. Es wurden keine Ausreißer 

ausgeschlossen und keine Kalkulation des Stichprobenumfangs durchgeführt. Die Analyse der 

immunhistochemischen und histochemischen Färbungen erfolgte randomisiert durch mindestens zwei 

verschiedene verblindete Personen. Ab einem p < 0,05 werden Unterschiede als statistisch signifikant 

angesehen. Die folgenden Symbole werden verwendet, um das Signifikanzlevel anzugeben: * = p < 0,05, ** 

= p < 0,005, *** = p < 0,001, ns = nicht signifikant. Ein Stern über einem Balken eines Balkendiagramms 

bedeutet immer eine bestehende Signifikanz dieser Versuchsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. 
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3 Ergebnisse 

 Analyse der Tiermodelle Cuprizon, EAE und CupEAE 

 Vergleichende Analyse des Cuprizon- und EAE-Modells 

 Klinischer Phänotyp 

Das Cuprizon-Modell unterscheidet sich im Vergleich zu dem EAE-Modell hinsichtlich klinischen 

Krankheitsverlaufs einerseits und pathologischen Parametern, wie der Gliose, Immunzellinfiltration und 

Demyelinisierung andererseits. Während Cuprizon-Tiere, wie auch Kontrolltiere, einen unauffälligen 

klinischen Phänotyp zeigten, wurde bei den EAE-Tieren ein auffällig progredienter Phänotyp beobachtet 

(Abbildung 8 A). Die EAE-Tiere entwickelten nach MOG35-55-Immunisierung Paresen des Schwanzes und vor 

allem der hinteren Extremitäten. Die durchschnittliche Zeit bis zum Auftreten erster Symptome betrug in 

der EAE-Gruppe 9,70 ± 0,31 Tage nach der Immunisierung (Abbildung 8 B). Der höchste durchschnittliche 

klinische Score lag bei 2,36 ± 0,11 (Abbildung 8 C). Der höchste festgestellte klinische Score einzelner Tiere 

lag bei 4 und betraf 3,6 % der Tiere. 

 

Abbildung 8: Klinisches Scoring, Krankheitsbeginn und maximaler Score von Cuprizon- und EAE-Tieren 

(A) Klinisches Scoring von Cuprizon- und EAE-Tieren. (B) Durchschnittlicher Krankheitsbeginn von Cuprizon- und EAE-

Tieren. (C) Maximaler klinischer Score von Cuprizon- und EAE-Tieren. (n = 50) 
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 Mikrogliose und Astrogliose 

Beide Tiermodelle unterscheiden sich hinsichtlich der Ausprägung und der Lokalisation der 

histopathologischen Eigenschaften im ZNS voneinander. Bei Cuprizon-Tieren wurde im Fasertrakt Corpus 

callosum mittels IBA1 Färbung eine Mikrogliose festgestellt. Die Zellzahl der Mikroglia war mit 625,20 ± 

40,11 Zellen/mm2 im Vergleich zur Zellzahl in EAE- und Kontrolltieren signifikant erhöht (Abbildung 9 A). In 

der EAE-Gruppe wurden 180,20 ± 53,61 Zellen/mm2 und in der Kontrollgruppe 59,99 ± 12,04 Zellen/mm2 

gezählt. Die Hypertrophie und die Zunahme von IBA1-positiven Zellen im Corpus callosum ist in 

repräsentativen immunhistochemischen Bildern in Abbildung 9 D - F deutlich erkennbar. Ähnlich wie im 

Corpus callosum zeigen Cuprizon-behandelte Tiere auch im Kortex eine signifikante Zunahme IBA1-positiver 

Zellen mit 182,20 ± 14,79 Zellen/mm2 verglichen mit der Kontrollgruppe (77,78 Zellen/mm2) und der EAE-

Gruppe (85,29 ± 9,86 Zellen/mm2, Abbildung 9 B). Die Zellzahl IBA1-positiver Zellen im Kortex von EAE-

Tieren unterscheidet sich nicht signifikant von der der Kontrollgruppe. Anders stellt sich das Ergebnis der 

durchgeführten optischen Einstufung der Färbeintensität im Kleinhirn dar (modifiziert übernommen [262]). 

 

Abbildung 9: Analyse der Mikroglia Aktivierung in Corpus callosum, Kortex und Kleinhirn von Cuprizon- und EAE-

Tieren 

(A) Auszählung der IBA1-positiven Zellen im Corpus callosum (n = 3 – 6). (B) Auszählung der IBA1-positiven Zellen im 

Kortex (n = 3 – 6). (C) Einstufung der IBA1-Färbeintensität im Kleinhirn (n = 4 – 5) (modifiziert übernommen aus [262]). 

(D) – (F) Repräsentative Bilder der IBA1-Färbung von je einem Tier der Kontroll-, Cuprizon- und EAE-Gruppe des 

medialen Corpus callosum. A, D – F modifiziert übernommen aus Masterarbeit Scheld 2015. Messbalken 100 µm, * = p 

< 0,05, ** = p < 0,005, *** = p < 0,001 
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Die IBA1-Färbeintensität wurde von 1 bis zu einem Faktor von 5 bewertet. Bei Kontrolltieren wurde ein 

Faktor von 1,07 ± 0,04 festgestellt. Bei EAE-Tieren kann mit einem Faktor von 3,73 ± 0,11 verglichen mit 

Kontrolltieren ein signifikanter Unterschied in der Färbeintensität der IBA1 Färbung festgestellt werden. 

Auffällig ist hierbei, dass Cuprizon-Tiere mit einem Faktor von 2,40 ± 0,28 verglichen mit Kontrolltieren 

lediglich eine Tendenz zu einem erhöhten Faktor der IBA1-Färbeintensität aufwiesen (nicht signifikant, 

Abbildung 9 C). Auch unterscheiden sich die Cuprizon-Tiere hinsichtlich der IBA1-Färbeintensität im 

Kleinhirn nicht signifikant von den EAE-Tieren. 

Die Zellzahl GFAP-positiver Astrozyten war bei Cuprizon-Tieren mit 271,50 ± 38,99 Zellen/mm2 im Corpus 

callosum verglichen mit Kontroll- und EAE-Tieren signifikant erhöht (Abbildung 10 A). Im Corpus callosum 

von Kontroll- und EAE-Tieren wurden, im Gegensatz zu Cuprizon-Tieren, 33,07 ± 7,62 Zellen/mm2 bzw. 54,47 

± 6,93 Zellen/mm2 GFAP-positive Zellen gezählt. Die erhöhte Anzahl GFAP-positiver Zellen bei Cuprizon-

Tieren gegenüber EAE- und Kontrolltieren wird in den immunhistochemischen Bildern GFAP-gefärbter 

Hirnschnitte deutlich (Abbildung 10 B – D). 

 

Abbildung 10: Analyse der Astrozyten Aktivierung in Corpus callosum von Cuprizon- und EAE-Tieren 

(A) Auszählung der GFAP-positiven Zellen im Corpus callosum (n = 4 – 5). (B) – (D) Repräsentative Bilder der GFAP-

Färbung von je einem Tier der Kontroll-, Cuprizon- und EAE-Gruppe des medialen Corpus callosum. Modifiziert 

übernommen aus Masterarbeit Scheld 2015. Messbalken 100 µm, * = p < 0,05, ** = p < 0,005, *** = p < 0,001 
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 Oligodendrozytenanzahl, Myelinstatus und axonaler Schaden 

Aufgrund seines hohen Anteils an Oligodendrozyten und folglich an Myelin ist das Corpus callosum eine 

geeignete Struktur, um einen Rückgang der Anzahl an Oligodendrozyten und eine Demyelinisierung zu 

untersuchen. Weder bei Cuprizon- (1.777 ± 75,91 Zellen/mm2), noch bei EAE-Tieren (1.712 ± 107,50 

Zellen/mm2) wurde, verglichen mit Kontrolltieren (1.428 ± 112,20 Zellen/mm2), eine veränderte Zellzahl 

 

Abbildung 11: Analyse der Demyelinisierung in Corpus callosum, Rückenmark und Kleinhirn von Cuprizon- und EAE-

Tieren 

(A) Auszählung der OLIG2-positiven Zellen im Corpus callosum (n = 3 – 6). (B) Einstufung der LFB-PAS-Färbeintensität 

im Corpus callosum (n = 3 – 6). (C) – (E) Repräsentative Bilder der LFB-PAS-Färbung von je einem Kontroll-, Cuprizon- 

und EAE-Tier des medialen Corpus callosum. (F) – (H) Repräsentative Bilder der LFB-PAS-Färbung von je einem Tier der 

Kontroll-, Cuprizon- und EAE-Gruppe des lumbalen Rückenmarks. In Bildern von EAE-Tieren ist neben der 

Demyelinisierung eine diffuse Ansammlung von Zellen zu sehen (Pfeile). Messbalken 100 µm, * = p < 0,05, ** = p < 

0,005, *** = p < 0,001 
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OLIG2-positiver Zellen im Corpus callosum festgestellt (Abbildung 11 A). Eine optische Einstufung der 

Färbeintensität LFB-PAS-gefärbter Gehirnschnitte diente der Analyse des Myelinisierungsstatus bzw. der 

Demyelinisierung im Corpus callosum (Abbildung 11 B). Der Myelinisierungsstatus der Kontrolltiere diente 

als Referenzwert für alle untersuchten Versuchsgruppen. Bei EAE-Tieren (99,17 ± 0,83 %) wurde, ähnlich wie 

bei Kontrolltieren (97,50 ± 2,50 %), eine nahezu 100%ige Myelinisierung im Corpus callosum festgestellt. Bei 

Cuprizon-Tieren wurde verglichen mit EAE- und Kontrolltieren dagegen eine signifikante Verringerung des 

Myelinisierungsstatus auf 36,67 ± 10,64 % festgestellt. Die Demyelinisierung bei Cuprizon-Tieren gegenüber 

EAE- und Kontrolltieren wird ebenfalls in den immunhistochemischen Bildern LFB-PAS-gefärbter 

Hirnschnitte gut sichtbar (Abbildung 11 C – E). Im Gegensatz zum Corpus callosum war der 

Myelinisierungsstatus im Rückenmark von Cuprizon-Tieren nicht von dem der Kontrolltiere zu 

unterscheiden (Abbildung 11 F, G). Bilder von EAE-Tieren zeigen eine beschädigte und aufgelockerte 

Morphologie des Myelin (Abbildung 11 H). 

Im Rückenmark und im Kleinhirn der EAE-Tiere fällt weiterhin eine pathologische Ansammlung von Zellen 

auf (Abbildung 11 H, Abbildung 12 B). Bei Betrachtung der Blutgefäße im Kleinhirn von EAE-Tieren sieht 

man, dass sich diese Zellen teilweise im Virchow-Robin-Raum ansammeln oder sich im Neuropil befinden 

(Abbildung 12 B, Pfeil). Im Vergleich dazu ist bei Kontrolltieren keine Ansammlung von Zellen um die 

Blutgefäße herum zu sehen (Abbildung 12 A). Da eine Demyelinisierung oft mit axonalem Schaden 

einhergeht, wurde dieser mit einer Färbung des Proteins APP ermittelt. Während im Corpus callosum von 

Kontroll- und EAE-Tieren lediglich 5,68 ± 2,44 bzw. 5,21 ± 2,47 APP-positive Sphäroide/mm2 gezählt wurden, 

 

Abbildung 12: Zellansammlung und axonaler Schaden in Cuprizon- und EAE-Tieren 

(A) und (B) Repräsentative Bilder einer HE-Färbung von Blutgefäßen im Kleinhirn von Kontroll- und EAE-Tieren. In 

Bildern von EAE-Tieren ist eine Ansammlung von Zellen in Form eines perivaskulären Cuffs und eine diffuse Verteilung 

im Neuropil zu sehen (Pfeile). (C) Auszählung der APP-positiven Sphäroide im Corpus callosum (n = 6 – 12). Messbalken 

50 µm, * = p < 0,05, ** = p < 0,005, *** = p < 0,001 
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war ihre Anzahl bei Cuprizon-Tieren mit 137,20 ± 10,53 APP-positiven Sphäroide /mm2 gegenüber den 

beiden anderen Gruppen signifikant erhöht (Abbildung 12 C). 

 

 Charakterisierung des CupEAE-Modells vergleichend mit dem Cuprizon- und EAE-Modell 

 Klinischer Phänotyp 

Der Krankheitsverlauf der CupEAE-Tiere ähnelt sehr stark dem der EAE-Tiere (Abbildung 13 A). Ein 

signifikanter Unterschied lässt sich weder hinsichtlich der Dauer bis zum Krankheitsbeginn noch hinsichtlich 

des maximalen klinischen Scores feststellen (Abbildung 13 B, C). Der durchschnittliche Beginn der 

Krankheitssymptome bei CupEAE-Tieren lag bei 9,61 ± 0,24 Tagen und bei EAE-Tieren bei 9,70 ± 0,31 Tagen 

(Abbildung 13 B). Bei CupEAE-Tieren lag der höchste durchschnittliche klinische Score bei 2,34 ± 0,09, und 

bei EAE-Tieren lag er bei 2,36 ± 0,11 (Abbildung 13 C). 

 

 

 

Abbildung 13: Klinisches Scoring, Krankheitsbeginn und maximaler Score von EAE- und CupEAE-Tieren 

(A) Klinisches Scoring von EAE- und CupEAE-Tieren. (B) Durchschnittlicher Krankheitsbeginn von EAE- und CupEAE-

Tieren. (C) Maximaler klinischer Score von EAE- und CupEAE-Tieren. ns = nicht signifikant (n = 50) 
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 Mikrogliose und Astrogliose 

Histopathologisch zeigt das CupEAE-Modell sowohl Parallelen zum Cuprizon- als auch zum EAE-Modell. 

Ähnlich wie bei Cuprizon-Tieren kam es bei CupEAE-Tieren, verglichen mit Kontrolltieren, zu einem 

signifikanten Anstieg von IBA1-positiven Mikroglia in Großhirnarealen, wie dem Corpus callosum mit 

760,00 ± 51,21 Zellen/mm² und dem Kortex mit 202,20 ± 17,47 Zellen/mm² (Abbildung 14 A, B). Bei 

 

Abbildung 14: Analyse der Mikrogliose und Astrogliose in Corpus callosum, Kortex und Kleinhirn von CupEAE-Tieren 

(A) Auszählung der IBA1-positiven Zellen im Corpus callosum (n = 3 – 7). (B) Auszählung der IBA1-positiven Zellen im 

Kortex (n = 3 – 7). (C) Einstufung der IBA1-Färbeintensität im Kleinhirn (n = 4 – 5). (D) – (F) Repräsentative Bilder der 

IBA1-Färbung von je einem Tier der Cuprizon-, EAE- und CupEAE-Gruppe des medialen Corpus callosum zeigen eine 

starke Mikrogliose in Cuprizon- und CupEAE-Tieren. (G) Auszählung der GFAP-positiven Zellen im Corpus callosum (n = 

4 – 5). (H) und (I) Repräsentative Bilder der GFAP-Färbung zeigen die starke Astrogliose des medialen und lateralen 

Corpus callosum von einem CupEAE-Tier. A, D – G modifiziert übernommen aus Masterarbeit Scheld 2015. Messbalken 

100 µm, * = p < 0,05, ** = p < 0,005, *** = p < 0,001 
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Cuprizon-Tieren wurden im Corpus callosum 625,20 ± 40,11 IBA1-positive Zellen/mm² gezählt, im Kortex 

hingegen 182,20 ± 14,79 Zellen/mm². Mit 59,99 ± 12,04 bzw. 180,20 ± 53,61 IBA1-positiven Zellen/mm² im 

Corpus callosum gibt es bei Kontroll- bzw. EAE-Tieren einen signifikanten Unterschied zu Cuprizon- und 

CupEAE-Tieren hinsichtlich der Anzahl IBA1-positiver Zellen. Ebenso im Kortex mit 77,78 ± 13,51 bzw. 

85,29 ± 9,86 Zellen/mm² unterscheidet sich die Anzahl der IBA1-positiven Zellen bei Kontroll- und EAE-

Tieren signifikant von Cuprizon- und CupEAE-Tieren. Abbildung 14 D – F zeigen IBA1-gefärbte Gehirnschnitte 

je eines Cuprizon-, EAE- und CupEAE-Tieres, in denen die erhöhte Anzahl an IBA1-positiven Zellen deutlich 

erkennbar ist. Hinsichtlich der IBA1-Färbeintensität im Kleinhirn ähnelte das CupEAE-Modell mit einem 

Faktor von 4,63 ± 0,13 eher dem EAE-Modell (Faktor 3,73 ± 0,11) als dem Cuprizon-Modell (Faktor 2,40 ± 

0,28). Der Unterschied in der Färbeintensität der IBA1-Färbung von CupEAE-Tieren zu Kontroll- und 

Cuprizon-Tieren erreicht eine statistische Signifikanz (Abbildung 14 C). Ebenso kam es, verglichen mit 

Kontroll- und EAE-Tieren (33,07 ± 7,62 und 54,47 ± 6,93 Zellen/mm²), im medialen und lateralen Corpus 

callosum von CupEAE-Tieren mit 209,70 ± 34,26 Zellen/mm² zu einer signifikant erhöhten Anzahl GFAP-

positiver Astrozyten (Abbildung 14 G - I). Die Zellzahl bei Cuprizon-Tieren unterscheidet sich mit 271,50 ± 

38,99 Zellen/mm² nicht signifikant von der Zellzahl bei CupEAE-Tieren. 

 

 Oligodendrozytenanzahl, Myelinstatus und axonaler Schaden 

Mit 1.768 ± 136,20 positiven OLIG2-Zellen/mm² wurde im Corpus callosum von CupEAE-Tieren, verglichen 

mit Kontrolltieren (1.612 ± 126,60 Zellen/mm²), Cuprizon-Tieren (2.035 ± 117,90 Zellen/mm²) und EAE-

Tieren (1.888 ± 93,19 Zellen/mm²), kein Verlust von Oligodendrozyten festgestellt (Abbildung 15 A). Ein 

bedeutender Unterschied zu EAE-Tieren ist jedoch, dass nicht nur im Kleinhirn und Rückenmark, sondern 

auch in signifikantem Ausmaß im Corpus callosum des Großhirns ein verringerter Myelinisierungsstatus 

beobachtet wurde. Die optische Einstufung der LFB-PAS-Färbeintensität zeigt, dass CupEAE-Tiere im Corpus 

callosum nur noch einen Myelinisierungsstatus von 45,00 ± 9,37 % aufwiesen (Abbildung 15 B - E). Damit 

unterscheidet sich der Myelinisierungsstatus von CupEAE-Tieren zu Kontroll- (97,50 ± 2,50 %) und EAE-

Tieren (99,17 ± 0,83 %) signifikant. Zu Cuprizon-Tieren (36,67 ± 10,6 %) kann jedoch kein Unterschied 

festgestellt werden. Ein weiterer markanter Unterschied zu Kontroll- und EAE-Tieren ist, dass die Anzahl 

APP-positiver Sphäroide/mm² im Corpus callosum von CupEAE-Tieren mit 63,23 ± 9,08 Sphäroiden 

signifikant erhöht ist (Abbildung 15 F). 
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 Infiltration peripherer Zellen in Kleinhirn und Rückenmark 

Wie schon im EAE-Modell beobachtet wurde (Abbildung 11 H, Abbildung 12 B), kam es auch im CupEAE-

Modell im Rückenmark und Kleinhirn zu einer pathologischen Ansammlung von Zellen (Abbildung 16). Die 

PVCs verteilten sich bei EAE-Tieren und CupEAE-Tieren im Rückenmark von zervikal über sakral auf alle 

Rückenmarksabschnitte (Abbildung 16 A). Auffällig war, dass die Anzahl der PVCs in beiden 

Versuchsgruppen von zervikal nach sakral zunahm. Zervikal wurden 6,40 ± 1,29 und 6,00 ± 2,30, thorakal 

4,60 ± 1,69 und 6,40 ± 2,02, lumbal 10,20 ± 2,97 und 15,40 ± 2,38, und sakral 9,50 ± 2,90 und 10,00 ± 2,32 

PVCs in EAE- bzw. CupEAE-Tieren gezählt. Diese Unterschiede zwischen EAE- und CupEAE-Tieren erreichen 

keine statistische Signifikanz. Im Kleinhirn zeigen CupEAE-Tiere mit 32,50 ± 4,35 PVCs eine Tendenz zu einer 

höheren Anzahl an PVCs verglichen mit EAE-Tieren mit 10,03 ± 2,10 PVCs (nicht signifikant, Abbildung 16 B). 

Bei Kontroll- und Cuprizon-Tieren wurden keine PVCs im Kleinhirn gefunden. Abbildung 16 C und D zeigen 

 

Abbildung 15: Analyse der Demyelinisierung und des axonalen Schadens in Corpus callosum, Rückenmark und 

Kleinhirn von CupEAE-Tieren 

(A) Auszählung der OLIG2-positiven Zellen im Corpus callosum (n = 3 – 7). (B) Einstufung der LFB-PAS-Färbeintensität 

im Corpus callosum (n = 3 – 7). (C) – (E) Repräsentative Bilder der LFB-PAS-Färbung von je einem Cuprizon-, EAE- und 

CupEAE-Tier des medialen Corpus callosum zeigen die starke Demyelinisierung in der CupEAE-Gruppe. (F) Auszählung 

der APP-positiven Sphäroide im Corpus callosum (n = 6 – 14). Messbalken 100 µm, * = p < 0,05, ** = p < 0,005, *** = p 

< 0,001 
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die kumulative Verteilung der PVCs in Kleinhirnschnitten von EAE- und CupEAE-Tieren. Die PVCs verteilen 

sich im Kortex des Kleinhirns, der weißen Substanz und dem angrenzenden Hirnstamm. Abbildung 16 E und 

F zeigen Bilder von PVCs im Kleinhirn je eines EAE- und CupEAE-Tieres (modifiziert übernommen [262]). 

 

 Infiltration peripherer Zellen in das Großhirn 

Hinsichtlich der histopathologischen Analysen mit IBA1, GFAP, LFB-PAS und APP als Marker für die 

Mikrogliose, Astrogliose, Demyelinisierung und axonalen Schaden zeigt das CupEAE-Modell einerseits 

Parallelen zum Cuprizon-Modell. Andererseits ähnelt das CupEAE-Modell dem EAE-Modell hinsichtlich des 

Krankheitsverlaufs, der Analyse von IBA1 im Kleinhirn, des Myelinisierungsstatus im Rückenmark als auch 

 

Abbildung 16: Analyse der Immunzellinfiltration im Rückenmark und Kleinhirn von CupEAE-Tieren 

(A) Auszählung der PVCs in zervikalen, thorakalen, lumbalen und sakralen Rückenmarkssegmenten (n = 4 - 5). (B) 

Auszählung der PVCs im Kleinhirn (n = 4 – 5). (C) und (D) Auswertungen der kumulativen Verteilung der PVCs im 

Kleinhirn je eines EAE- und CupEAE-Tiers zeigen, dass sich die PVCs im Kortex des Kleinhirns, der weißen Substanz und 

dem angrenzenden Hirnstamm verteilten. (E) und (F) Repräsentative Bilder der HE-Färbung von PVCs im Kleinhirn von 

je einem EAE- und CupEAE-Tier. Modifiziert übernommen aus [262]. Messbalken 25 µm, * = p < 0,05, ** = p < 0,005, 

*** = p < 0,001 
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der Anzahl an PVCs in Kleinhirn und Rückenmark. Neben diesen Gemeinsamkeiten grenzt sich das CupEAE-

Modell von den anderen beiden MS Tiermodellen dahingehend ab, dass es nicht nur im Kleinhirn und 

Rückenmark, sondern auch im Großhirn zu einer Infiltration von Zellen kam. Während bei EAE-Tieren in 

allen untersuchten Regionen (215, 225, 235 und 275 nach Sidman mouse brain atlas, Sidman und Kollegen 

1971) im Durchschnitt nur 0,53 ± 0,15 PVCs gezählt wurden, befanden sich bei CupEAE-Tieren 

durchschnittlich 6,67 ± 0,91 PVCs über alle vier Regionen verteilt. Die Unterschiede zu Kontroll- (0,05 ± 

0,03), Cuprizon- (0,01 ± 0,01) und EAE-Tieren sind signifikant (Abbildung 17 A). In den vorderen 

Gehirnregionen 215 und 225 wurden bei CupEAE-Tieren im Durchschnitt 9,90 ± 2,26 und 10,10 ± 1,27 PVCs 

gezählt. Je weiter kaudal das Gehirn untersucht wurde, desto weniger PVCs wurden bei CupEAE-Tieren 

gezählt (vergl. Region 235 5,64 ± 1,27 PCVs und Region 275 2,93 ± 0,97 PVCs). 

 

Abbildung 17: Analyse der Immunzellinfiltration im Großhirn von CupEAE-Tieren 

(A) Auszählung der PVCs im Gehirn von Regionen 215, 225, 235, 275 (n = 14 – 24). (B) Links oben befinden sich die 

Zellen noch im Virchow-Robin Raum, rechts oben sind sie in das angrenzende Neuropil eingedrungen. Darunter: 

schematische Darstellung des perivaskulären Virchow-Robin Raums mit Epithelzelle, Astrozytenfortsätzen und dem 

Lumen des Blutgefäßes (modifiziert übernommen aus Masterarbeit Scheld 2015). (C) und (D) Auswertungen der 

kumulativen Verteilung der PVCs der Gruppen EAE und CupEAE im Großhirn am Beispiel der Region 215 (n = 5). Die 

PVCs befinden sich zumeist im lateralen Corpus callosum, aber auch im Kortex und in subcortikalen Strukturen. 

Messbalken 20 µm, * = p < 0,05, ** = p < 0,005, *** = p < 0,001 
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Weiterhin wurden zwei verschiedene Typen von PVCs unterschieden: Solche, bei denen die Zellen von der 

Glia limitans perivascularis im erweiterten Virchow-Robin-Raum gehalten werden (Abbildung 17 B links 

oben) und solche, bei denen die Zellen die Grenzmembran durchbrochen haben und diffus in das Neuropil 

eingewandert sind (Abbildung 17 B rechts oben). Abbildung 17 C und D zeigen die kumulative Verteilung 

aller gezählten PVCs bei EAE- und CupEAE-Tieren in der Region 215. Die PVCs befinden sich zumeist im 

lateralen Corpus callosum, aber auch teilweise im Kortex und in subkortikalen Strukturen. 

 

 Charakterisierung der Infiltrate 

Die direkte Umgebung der perivaskulären und parenchymalen Infiltrate ist bei CupEAE-Tieren sichtbar 

verändert. GFAP Färbungen von Hirnschnitten zeigen, dass im Gegensatz zu Kontrolltieren, die astrozytäre 

Glia limitans perivascularis bei CupEAE-Tieren an einigen Stellen nicht mehr durchgängig war (Abbildung 18 

A, B). Immunhistochemische Färbungen des astrozytären Wasserkanalproteins AQP4 zeigen, dass das 

Protein um die Infiltrate herum fokal vermindert ist (Abbildung 18 C, D). Eine genauere Charakterisierung 

der Infiltrate ergab, dass sich die PVCs vor allem aus CD3-positiven Lymphozyten und IBA1-positiven Zellen 

zusammensetzte (Abbildung 18 E - G). Im Corpus callosum von CupEAE-Tieren wurden mit 44,77 ± 3,81 

Zellen/mm2 signifikant mehr CD3-positive Zellen gezählt als in EAE- (10,54 ± 3,70 Zellen/mm2), Cuprizon- 

(18,04 ± 2,23 Zellen/mm2) und Kontrolltieren (0,00 ± 0,00 Zellen/mm2, Abbildung 18 H) (modifiziert 

übernommen [259]). 

 

 Charakterisierung peripherer immunologischer Organe 

Die Immunzellsignatur in peripheren Organen, wie der Milz, war zwischen EAE- und CupEAE-Tieren nicht 

signifikant verändert (Daten werden nicht gezeigt [259]). Bei Cuprizon-Tieren kam es zu keiner Veränderung 

des T-Zell Phänotyps (Th1-, Th17-Zellen) in den Lymphknoten (Abbildung 19 A, B). Es wurde jedoch mit 

14,32 ± 0,37 eine größere Anzahl regulatorischer T-Zellen verglichen mit Kontrolltieren (12,98 ± 0,22) 

festgestellt (Abbildung 19 C). Ebenfalls wurde bei Cuprizon-Tieren eine erhöhte Lipidansammlung in 

Makrophagen festgestellt (Abbildung 19 D, E) (modifiziert übernommen [259]). 
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Abbildung 18: Charakterisierung der PVCs im Großhirn von CupEAE-Tieren 

(A) und (B) Repräsentative Bilder einer GFAP-Färbung zeigt die astrozytäre Grenzmembran eines Blutgefäßes von je 

einem Kontroll- und CupEAE-Tier. Im Bild des CupEAE-Tieres erkennt man, dass die Grenzmembran beschädigt ist 

(Messbalken 50 µm). (C) und (D) Repräsentative Bilder der AQP4-Färbung des lateralen Corpus callosum von je einem 

EAE- und CupEAE-Tier. Im Bild des CupEAE-Tieres ist AQP4 fokal um die infiltrierten Zellen und um PVCs herum 

vermindert (Pfeil, Messbalken 100 µm). (E) und (F) Repräsentative Bilder von Blutgefäßen der CD3-Färbung von je 

einem EAE- und CupEAE-Tier mit auffälliger Vielzahl CD3-positiver Zellen im CupEAE-Tier (Messbalken 30 µm). (G) 

Repräsentatives Bild eines Blutgefäßes der IBA1 Färbung eines CupEAE-Tiers (Messbalken 30 µm). (H) Auszählung CD3-

positiver Zellen im Corpus callosum (n = 6 – 14). A – D, F modifiziert übernommen aus Masterarbeit Scheld 2015. * = p 

< 0,05, ** = p < 0,005, *** = p < 0,001 



ERGEBNISSE 

53 

 Einfluss der Cuprizon-Intoxikation auf das Immunzellrepertoire 

Mithilfe von AT-Experimenten (Abbildung 3 C), auch als passive EAE bezeichnet, wurde der Einfluss der 

Cuprizon-Intoxikation während der MOG35-55-Immunisierung auf die Bildung autoreaktiver Immunzellen 

untersucht. In den MOG-AT-Experimenten erkrankten beide Versuchsgruppen in ähnlichem Ausmaß wie 

EAE- und CupEAE-Tiere nach dem Lymphozyten-Transfer. In den Großhirnen von MOG-AT in Cup-Tieren 

wurde mit 3,88 ± 1,02 PVCs eine höhere, jedoch nicht signifikante, Anzahl an PVCs gezählt als in MOG-AT in 

Kontrolltieren mit 2,61 ± 0,54 PVCs (Abbildung 19 F). Den direkten Ausschluss dafür, dass in den Cuprizon-

Tieren keine autoreaktiven T-Zellen gebildet wurden, lieferten die Experimentalgruppen „Cup-AT in 

Kontrolle“ und „Cup-AT in Cup“. Keine dieser beiden Versuchsgruppen zeigte Anzeichen von peripheren 

Immunzellinfiltraten in das Großhirn (modifiziert übernommen [259]). 

Untersuchungen an CupPTX-Tieren ergab, dass die Formation autoreaktiver Immunzellen gegen das 

Myelinprotein MOG essentiell für die Immunzellinfiltration im CupEAE-Modell ist. CupPTX-Tiere wiesen alle 

pathologischen Charakteristika hinsichtlich der IBA1, GFAP, OLIG2 und LFB-PAS Färbungen auf, die auch bei 

den Cuprizon-Tieren festgestellt wurden. Weiterhin wurden keine Infiltrate (0,12 ± 0,06) im Großhirn der 

CupPTX-Tiere nachgewiesen (Abbildung 19 G) (modifiziert übernommen [259]). 

 

 Zeitliche Korrelation der Neurodegeneration und Immunzellinfiltration 

Die Ergebnisse der PVC Analysen in der CupEAE3+4-Gruppe bestätigte eine zeitliche Korrelation zwischen 

Cuprizon-induzierter Neurodegeneration und der Infiltration peripherer Immunzellen in das Großhirn. Mit 

durchschnittlich 2,10 ± 1,29 PVCs wurden bei CupEAE3+4-Tieren nach verlängerter Zeit mit Normalfutter 

eine signifikant geringere Anzahl PVCs in der Region 215 im Großhirn gezählt als nach 2-wöchiger Zeit mit 

Normalfutter mit 11,80 ± 2,47 PVCs (Abbildung 19 H) (modifiziert übernommen [259]). 



ERGEBNISSE 

54 

 

 

 

Abbildung 19 Analyse der PVCs im Gehirn der AT-Experimente 

(A) – (C) Anzahl IFNγ-positiver Th1-Zellen, IL17-positiver Th17-Zellen bzw. CD25-positiver regulatorischer T-Zellen aus 

durchflusszytometrischen Analysen von Kontroll- und Cuprizon-Tieren (n = 6). (D) und (E) Repräsentative Bilder der 

histochemischen Oil Red O-Färbungen je eines Kontroll- und Cuprizon-Tieres. (F) Auszählung der PVCs im Gehirn der 

AT-Tiere (n = 11 – 15). (G) Auszählung der PVCs im Gehirn von CupPTX- und CupEAE-Tieren (n = 17 – 24). (H) 

Auszählung der PVCs in CupEAE-Tieren mit zwei Wochen („CupEAE“) und vier Wochen („CupEAE 3+4“) Erholungsphase 

nach 3-wöchiger Cuprizon-Intoxikation (n = 5). Modifiziert übernommen aus [259] * = p < 0,05, ** = p < 0,005, *** = p 

< 0,001, ns = nicht signifikant 



ERGEBNISSE 

55 

 Zusammenfassender Vergleich des CupEAE-Modells zum Cuprizon-, EAE-Modell und zur humanen MS 

Die Ergebnisse zeigen, dass das Cuprizon-Modell eher demyelinisierend-neurodegenerative Aspekte im 

Großhirn und Kleinhirn (Gliose, Demyelinisierung, axonaler Schaden), und das EAE-Modell eher 

demyelinisierend-autoimmune Aspekte im Rückenmark und Kleinhirn (Demyelinisierung, 

Immunzellinfiltration) aufweist. Das Großhirn ist im EAE-Modell kaum betroffen. Weiterhin liegen in dem 

neuen kombinatorischen CupEAE-Modell alle Teilaspekte beider ursprünglich verwendeter Tiermodelle vor 

(Tabelle 4). Zum einen kommt es zu einer massiven Mikrogliose und Astrogliose im Corpus callosum und 

zusätzlich zu einer starken Mikrogliose im Kortex und im Kleinhirn. Zum anderen konnte eine starke 

Demyelinisierung und ein axonaler Schaden sowie multifokale Läsionen mit Immunzellinfiltraten im 

Rückenmark, Kleinhirn und im Großhirn festgestellt werden. Der klinische Phänotyp manifestiert sich, wie 

bei dem EAE-Modell, ebenfalls in einer transient-aufsteigenden Paralyse der Hinterläufe. Verglichen mit der 

humanen MS weist das CupEAE-Modell mehr Parallelen auf, als die bisher verwendeten Cuprizon- und EAE-

Modelle. 

Tabelle 4: Zusammenfassender Vergleich der verwendeten MS-Tiermodelle Cuprizon, EAE und CupEAE hinsichtlich der 

untersuchten Parameter mit der humanen MS. Grün = ist ein Kennzeichen dieser Erkrankung/dieses Modells, rot = ist 

kein Kennzeichen dieser Erkrankung/dieses Modells. 

 Cuprizon EAE CupEAE Humane MS 

Klinischer Phänotyp     

Gliose     

Demyelinisierung Rückenmark, Kleinhirn     

Demyelinisierung Großhirn     

Axonaler Schaden Großhirn     

Immunzellinfiltration Rückenmark, Kleinhirn     

Immunzellinfiltration Großhirn     
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 Die Rolle von Signalmolekülen bei der Läsionspathogenese 

 Auswertung des genomweiten Affymetrix Arrays 

Mit einem Fold Change von 1.157 war Lcn2 das am stärksten bei CupEAE-Tieren induzierte Gen (Abbildung 

20 A). Auch bei Cuprizon- und EAE-Tieren war Lcn2 induziert (Fold Change 117 respektive 27). Mittels ELISA 

Analysen wurde mit durchschnittlich 5.590,00 ± 673,5 pg/mL im Serum von Tieren der CupEAE-Gruppe ein 

signifikanter Anstieg der LCN2 Konzentration, verglichen mit 675,60 ± 191,30 pg/mL im Serum von Tieren 

der Kontrollgruppe, festgestellt (Abbildung 20 B). Tiere der EAE-Gruppe wiesen mit 6.365,00 ± 1.021,00 

pg/mL ebenfalls eine hohe LCN2 Konzentration im Serum auf. Im Vergleich zu dem Wert, der im Serum von 

Tieren der CupEAE-Gruppe gemessen wurde, erreicht der Unterschied keine statistische Signifikanz. Beide 

Versuchsgruppen, EAE und CupEAE, unterscheiden sich hinsichtlich der gemessenen LCN2 Konzentration im 

Serum signifikant von der Kontroll- und Cuprizon-Gruppe (500,40 ± 203,50 pg/mL). Das Gen Chitinase-like 3, 

Abbildung 20: Affymetrix Array Analyse der untersuchten Tiermodelle 

(A) Fold Change aller drei Versuchsgruppen in Bezug auf die Kontrolle der zwei am höchsten induzierten Gene in 

CupEAE-Tieren des Affymetrix Arrays (n = 3). (B) Proteinkonzentration von LCN2 im Serum der untersuchten 

Tiermodelle mittels ELISA (n = 8 – 12). (C) Fold Change in Bezug auf die Kontrolle aller untersuchten Chemokine und 

Chemokin Rezeptoren des Affymetrix Arrays (n = 3). Der grüne Rahmen zeigt, dass 71 % der Chemokine und Chemokin-

Rezeptoren > 2-fach (rote Linie) in CupEAE-Tieren verglichen zur Kontrolle induziert sind. * = p < 0,05, ** = p < 0,005, 

*** = p < 0,001 
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oder auch Ym1, war am zweithöchsten im Corpus callosum von CupEAE-Tieren induziert. Mit einem Fold 

Change von 735 war Ym1 bei CupEAE-Tieren verglichen mit Kontrolltieren signifikant erhöht induziert. Cup-

Tiere und EAE-Tiere unterscheiden sich mit einem Fold Change von 1,41 bzw. 9,74 nicht in ihrer Ym1 

Expression von Kontrolltieren (Abbildung 20 A). Eine Evaluation des Affymetrix Arrays bezüglich der 

Chemokine und ihrer Rezeptoren ergab, dass von CupEAE-Tieren 71 % der untersuchten Chemokine und 

Chemokin-Rezeptoren mehr als doppelt so hoch exprimiert waren wie die von Kontroll-Tieren (Abbildung 20 

C). Auffällig war das Gen Ccl5, das unter anderem von Mikrogliazellen und zytotoxischen T-Zellen exprimiert 

wird und ein starkes chemotaktisches Signalmolekül ist, um weitere Immunzellen an den Entzündungsherd 

zu führen [263]. Die Expression des Gens für Ccl5 war bei CupEAE-Tieren mit einem Fold Change von 208 

signifikant erhöht. Die durch IFNγ induzierbaren Chemokine CXCL9, CXCL10 und CXCL11 sind Liganden des 

Rezeptors CXCR3 und ihre Gene waren ebenfalls selektiv bei CupEAE-Tieren mit einem Fold Change von 72, 

52 respektive 3 induziert (Abbildung 20 C). Auch die Gene Cxcl11, IL1rn, Acod1, Gclc, H2q8, Il12rb1, Isg20, 

Pim1, Rab20, Tnfrsf12a, Txnrd1, Arg1, Ccl19, Ccr1 und Lcn2 waren ausschließlich bei CupEAE-Tieren 

signifikant zu Kontrolltieren erhöht induziert und können von Mikroglia exprimiert werden. 

 

 Expression von Signalmolekülen ex vivo isolierter Mikroglia 

Die Reevaluation der ex vivo isolierten Mikrogliazellen ergab eine Reinheit von 90 %. Mit einer Mikroglia-

spezifischen CX3CR1 Färbung von Wildtyp Mäusen und der Analyse gleicher Gates mit CX3CR1+/GFP Mäusen 

wurde verifiziert, dass es sich bei dem eingegrenzten Gate um Mikroglia handelte Abbildung 21 A, B). Von 

den Genen, die im Affymetrix Array selektiv in der CupEAE-Gruppe höher induziert waren als bei Tieren der 

Kontrollgruppe, waren die Gene Cxcl11, Il12rb1, H2-Q8, Pim1 und IL1rn in den isolierten Mikrogliazellen 

erhöht induziert im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Genexpression von Cxcl11 war selektiv bei CupEAE-

Tieren mit einer relativen mRNA von 55,80 ± 7,91 im Vergleich zu Kontrolltieren und ebenso verglichen mit 

Cuprizon-Tieren (6,56 ± 4,32 relative mRNA) signifikant erhöht (Abbildung 21 C). Auch die Genexpression 

von Il12rb1, H2-Q8, Pim1 und IL1rn war mit 16,13 ± 4,16, 15,07 ± 5,26, 7,63 ± 1,70 und 10,46 ± 1,24 relative 

mRNA war bei CupEAE-Tieren signifikant erhöht verglichen mit Kontrolltieren, jedoch nicht mit Cuprizon-

Tieren (Abbildung 21 D - G). Zusätzlich zeigten die Gene Il12rb1, Pim1 und Il1rn ebenfalls eine signifikante 

Erhöhung ihrer Genexpression bei Cuprizon-Tieren mit einer relativen mRNA von 28,03 ± 7,46, 8,20 ± 3,80 

und 6,91 ± 0,93 verglichen mit Kontrolltieren (Abbildung 21 D - G). 
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 Einfluss gestresster Oligodendrozyten auf Mikroglia 

 Genexpressionsprofil gestresster OLN93 Oligodendrozyten in vitro 

Die LDH Konzentration im Medium der SA-behandelten OLN93 Zellen war, verglichen mit Veh-behandelten 

Zellen, signifikant erhöht. SA-behandelte Zellen zeigten einen Trend Richtung erniedrigter metabolischer 

Aktivität, der Unterschied ist nicht signifikant. Die Lyse-Gruppe in beiden Assays unterscheidet sich von 

 

Abbildung 21 FACS Analysen ex vivo isolierter Mikrogliazellen 

(A) Mikroglia Validierung anhand des CXCR3- und CD11b-positiven Gates. (B) Mikroglia Validierung anhand des CD11b- 

und GFP-positiven Gates von CX3CR1+/GFP Mäusen. (C) – (G) Relative mRNA Menge von Cxcl11, Il12rb1, H2-Q8, Pim1 

und Il1rn der ex vivo isolierten Mikrogliazellen (n = 4 – 8). * = p < 0,05, ** = p < 0,005, *** = p < 0,001 
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beiden behandelten Gruppen. RT-qPCR Ergebnisse zeigen, dass die relative mRNA der Stressmarker Dddit3 

mit 12,44 ± 0,67 und Atf3 mit 2,89 ± 0,25 in SA-behandelten verglichen mit Veh-behandelten Zellen 

signifikant erhöht induziert war (Abbildung 22 A, B). Morphologisch waren die SA-gestressten Zellen nicht 

deutlich verändert verglichen mit nicht-gestressten Zellen (Abbildung 22 C). 

Mit Hilfe eines Chemokin- und Zytokin-Arrays mit in vitro mitochondrial gestressten Oligodendrozyten 

wurde festgestellt, dass 13 der insgesamt 84 untersuchten Gene verglichen mit Veh-behandelten 

Oligodendrozyten signifikant erhöht induziert waren (Abbildung 22 D). Die Gene von Il6 und Gdf15 waren 

 

Abbildung 22: Analyse der Zytokin und Chemokin Expression gestresster Oligodendrozyten 

(A) und (B) Relative mRNA Mengen der Stressmarker Ddit3 und Atf3 der Veh- und SA-behandelten OLN93 Zellen (n = 

33 Zellkultur-Wells, 5 unabhängige Experimente). (C) Repräsentative Durchlicht-mikroskopische Bilder von OLN93 

Zellen nach Behandlung. (D) Fold Change in Bezug zur Kontrolle der Gene, die > 2-fach im Chemokin- und Zytokin-Array 

induziert sind (n = 1). Auffällig sind die Gene Il6 und Gdf15 mit einem Fold Change von 40 bzw. 35. (E) Validierung des 

Arrays der zwei am höchsten induzierten und drei weiteren zufällig ausgewählten Genen mit unabhängigen Proben (n 

= 13). (F) Affymetrix Array Reevaluation von 2T-Cuprizon-Tieren in vivo (n = 3). Modifiziert übernommen aus [261]. 

Messbalken = 50 µm, * = p < 0,05, ** = p < 0,005, *** = p < 0,001 
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mit einem Fold Change von 40,50 bzw. 34,99 am höchsten induziert. Einen Fold Change zwischen 2,05 und 

9,88 wiesen die Gene Cxcl3, Cxcl1, Ccl5, Spp1, Cxcl11, Lif, Csf1, Ccl7, Ccl4, Cxcl12 und Il18 auf. Die Array 

Daten wurden in Genexpressionsstudien mit unabhängigen Proben verifiziert (Abbildung 22 E). Eine 

Affymetrix Array Reevaluation von 2 Tage-Cuprizon-Tieren zeigte, dass es auch in vivo zu einer Induktion 

von einigen der untersuchten Zytokine verglichen mit Kontrolltieren im Corpus callosum kam (Abbildung 22 

F). Diese waren die Gene Gdf15, Ccl5, Lif, Csf1, Ccl7, Ccl4 und IL18. 

Mittels ELISA Analysen wurde mit 780,80 ± 147,40 pg/mL eine erhöhte Konzentration von IL6 Protein im 

Medium der gestressten, verglichen mit nicht gestressten Oligodendrozyten mit 215,20 ± 7,51 pg/mL, 

nachgewiesen (Abbildung 23 A). Dieser Unterschied erreicht eine statistische Signifikanz. 

 

 Aktivierungsstatus der Mikroglia in vitro 

Die Behandlung der mikroglialen Zelllinie BV2 mit dem konditionierten Oligodendrozytenmedium führte zu 

einer veränderten Genexpressionen des antiinflammatorischen Gens Arg1 und des proinflammatorischen 

Gens Nos2 (Abbildung 23 B, C). In Mikrogliazellen, die mit Medium von nicht gestressten Oligodendrozyten 

behandelt wurden, wurde eine relative Arg1 mRNA von 1,65 ± 0,21 und Nos2 mRNA von 4,51 ± 1,00 

gemessen. Die Genexpression von Arg1 und Nos2 von Mikrogliazellen, die mit Medium von SA-gestressten 

Oligodendrozyten behandelt wurden, war mit einer Arg1 mRNA von 2,81 ± 0,32 und Nos2 mRNA von 

12,13 ± 0,86 signifikant erhöht verglichen mit der Kontrolle und OCM-Veh-behandelten Mikrogliazellen. 

Eine Blockierung von IL6 mit IL6-Antikörpern machte die beobachtete Induktion der Nos2 Genexpression in 

OCM-SA-behandelten Mikrogliazellen nur teilweise rückgängig (Abbildung 23 D). Der relative mRNA Wert 

für die OCM-SA-Gruppe lag bei 11,04 ± 1,25 und für die OCM-SA-aIL6-Gruppe bei 7,80 ± 0,81. Die 

Stimulation von Mikrogliazellen mit rekombinantem IL6 Protein führte bei keiner der eingesetzten IL6 

Konzentrationen zu einer erhöhten oder erniedrigten Genexpression von Arg1 oder Nos2 (Abbildung 23 E, 

F). Die relative mRNA für Arg1 und Nos2 lag für 10 ng/mL IL6 bei 1,56 ± 0,26 bzw. 2,26 ± 0,79, für 30 ng/mL 

IL6 bei 1,28 ± 0,12 bzw. 1,62 ± 0,66 und für 50 ng/mL IL6 bei 1,56 ± 0,15 bzw. 1,25 ± 0,26. Die Behandlung 

mit LPS ergab einen relativen mRNA Wert für Nos2 von 470,20 ± 63,22 und bestätigte, dass die Zellen in der 

Lage sind, proinflammatorisch aktiviert zu werden. Zusätzliche morphologische Studien zeigten, dass sich 

durch eine Behandlung der Mikrogliazellen mit OCM-SA weder die Bipolarität noch die Ramifikation 

verglichen mit OCM-Veh-, LPS- oder Kontrollbehandlung änderte (Abbildung 23 G, H). In OCM-SA-

behandelten Mikrogliazellen waren 5,90 ± 1,37 % der Zellen bipolar, in OCM-Veh-behandelten 

Mikrogliazellen 4,96 ± 1,29 % und in der Kontrolle 4,80 ± 0,74 % (Abbildung 23 G). 7,82 ± 2,74 % der LPS- 
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Abbildung 23: Analyse der Wirkung von OCM auf Mikrogliazellen 

(A) Proteinkonzentration des Zytokins IL6 im Medium von SA-gestressten OLN93 Zellen mittels ELISA (n = 12). (B) und 

(C) Relative mRNA Menge von Arg1 und Nos2 der OCM-behandelten BV2 Zellen (n = 20 - 25 Zellkultur-Wells, 4 

unabhängige Experimente). (D) Relative mRNA Menge von Nos2 der OCM-behandelten BV2 Zellen, die zusätzlich mit 

anti-IL6-Antikörpern behandelt wurden. Die beobachteten Effekte bei Nos2 in (B) konnten nur teilweise rückgängig 

gemacht werden (n = 9 – 10 Zellkultur-Wells, 2 unabhängige Experimente). (E) und (F) Relative mRNA Menge von Arg1 

und Nos2 von IL6- und LPS-stimulierten BV2 Zellen (n = 4 Zellkultur-Wells, ein Experiment). (G) Prozentualer Anteil der 

bipolaren BV2 Zellen gemessen an der Gesamtzahl der BV2 Zellen (n = 3 Zellkultur-Wells, ein Experiment). (H) Der 

Ramifikations-Index beschreibt bei einem Index von 1 eine BV2 Zelle ohne Zellfortsätze (n = 3 Zellkultur-Wells, ein 

Experiment). Modifiziert übernommen aus [261]. * = p < 0,05, ** = p < 0,005, *** = p < 0,001, ns = nicht signifikant 
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behandelten Mikrogliazellen zeigten eine bipolare Zellform, der Unterschied zu beiden OCM-Behandlungen 

erreicht keine statistische Signifikanz. Der Index der Ramifikation unterscheidet sich in keinen der 

Versuchsgruppen voneinander (Abbildung 23 H). Bei der Kontrolle und OCM-Veh-behandelten 

Mikrogliazellen lag der Index bei 0,98 ± 0,01, bei OCM-SA-behandelten Mikrogliazellen bei 0,94 ± 0,01 und 

nach LPS-Behandlung bei 0,97 ± 0,01. 

 

 Relevanz der Zellkulturexperimente für in vivo Studien 

In vivo Experimente mit Kurzzeit-gefütterten Cuprizon-Tieren zeigen, dass bereits nach 2 Tagen ein 

signifikanter Anstieg der Il6 Genexpression (relative mRNA 3,93 ± 0,45) im Corpus callosum erfolgte 

(Abbildung 24 A). Nach 3 und 4 Tagen stieg der Wert der relativen mRNA mit 4,09 ± 0,61 und 14,15 ± 3,74 

noch weiter an. Dieser ging mit einer Gliose naheliegender Mikroglia einher (Abbildung 24 B, C). In situ 

Hybridisierungen, Immunfluoreszenz Analysen und immunhistochemische Doppelfärbungen zeigen, dass in 

2T-Cuprizon-behandelten Tieren doppelt-positive Zellen für IL6/OLIG2 sowie IL6/APC zu finden sind 

(Abbildung 24 D – I, Abbildung 25 A). Weitere Doppelfärbungen zeigen IL6/GFAP- und IL6/IBA1-doppelt-

positive Zellen in 2T-Cuprizon-behandelten Tieren (Abbildung 25 B, C). Mit einer IBA1 Einzelfärbung mit dem 

Peroxidase-System wurde kein Fluoreszenzsignal detektiert (Abbildung 25 D) (modifiziert übernommen 

[261]). 

 



ERGEBNISSE 

63 

 

 

 

 

Abbildung 24: In vivo Lokalisation des Zytokins IL6 mittels ISH und Immunfluoreszenz. 

(A) Relative mRNA Menge von Il6 nach 1 – 4 Tagen Cuprizon-Intoxikation im Corpus callosum (n = 3 – 5). (B) und (C) 

Repräsentative Bilder einer IBA1 Färbung des medialen Corpus callosum je eines Kontroll- und eines Kurzzeit Cuprizon-

Tiers (Messbalken 50 µm). (D) und (E) Repräsentative Bilder einer Il6 in situ Hybridisierung eines Kontroll- und eines 

2T-Cuprizon-Tieres (Il6 = grün, Messbalken 20 µm). (F) und (G) Repräsentative Bilder einer Il6/Olig2 in situ Doppel-

Hybridisierung eines Kontroll- und eines 2T-Cuprizon-Tieres (Zellkerne = blau, Il6 = grün, Olig2 = rot) zeigen eine Co-

Lokalisation von Il6/Olig2 RNA (Pfeil, Messbalken 5 µm). (H) und (I) Repräsentative Bilder einer IL6/OLIG2 

Immunfluoreszenz Doppelfärbung eines Kontroll- und eines 2T-Cuprizon-Tieres (Zellkerne = blau, IL6 = grün, OLIG2 = 

rot) zeigen die Expression von IL6 in unmittelbarer Nähe der OLIG2 Expression in Cuprizon-Tieren (Pfeil, Messbalken 

(H) 25 µm und (I) 10 µm). Modifiziert übernommen aus [261]. * = p < 0,05, ** = p < 0,005, *** = p < 0,001 
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 Oxidativer Stress und die Rolle von NRF2 bei der Läsionspathogenese 

 Die Rolle des oligodendrozytären NRF2-KEAP1-ARE-Systems bei Stressreaktionen 

Der Zytotoxizitäts-Assay von oligodendrozytären OliNeu Zellen zeigt, dass die Überaktivierung von NRF2 

durch die Behandlung mit dem NRF2-Aktivator Methysticin die zytotoxischen Effekte von SA nach 24 h 

aufhob (Abbildung 26 A). Die relative LDH Menge der Kontrollbehandlung liegt bei 33,09 ± 1,55, der 

Methysticin-Behandlung bei 44,32 ± 3,16, der SA-Behandlung bei 101,20 ± 2,76 und der Methysticin-SA-

Behandlung bei 87,78 ± 1,66. Der Unterschied zwischen der SA-Behandlung und der Methysticin-SA-

Behandlung erreicht eine statistische Signifikanz. Die Genexpression der mitochondrialen Stressmarker 

Ddit3 und Atf3 war nach Methysticin + SA Behandlung (7,56 ± 0,80 und 18,73 ± 2,22 relative mRNA) im 

Vergleich zur Kontrolle signifikant erhöht (Abbildung 26 B, C). Auch nach der Behandlung mit Methysticin 

 

Abbildung 25 In vivo Analyse des Zytokins IL6 mittels Doppel-IHC. 

(A) Repräsentatives Bild der APC/IL6 immunhistochemischen Doppelfärbung eines 2T-Cuprizon-Tieres. Doppelt-

positive Zellen (Pfeil) bestätigen Oligodendrozyten als eine mögliche Quelle von IL6 in vivo (IL6 = grün, APC = 

dunkelgrau, Messbalken 20 µm). (B) und (C) Repräsentative Bilder einer GFAP/IL6 und einer IBA1/IL6 

immunhistochemischen Doppelfärbung eines 2T-Cuprizon-Tieres (IL6 = grün, GFAP bzw. IBA1 = dunkelgrau). Zelluläre 

Quellen für IL6 in vivo sind ebenfalls GFAP-positive Astrozyten und IBA1-positive Mikrogliazellen (Pfeile, Messbalken 20 

µm). (D) Repräsentatives Bild einer IBA1 immunhistochemischen Einzelfärbung. DAB emittiert kein Fluoreszenzsignal 

im verwendeten Filter (Messbalken 20 µm). Modifiziert übernommen aus [261]. 
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alleine war die Genexpression von Ddit3 mit einer relativen mRNA von 9,51 ± 0,73 signifikant stärker 

induziert gegenüber der Kontroll- und SA-Behandlung (Abbildung 26 B) (modifiziert übernommen [258]). 

Lumineszenzmessungen an den ARE-Luc Mäusen zeigen, dass es schon nach 2 Tagen Cuprizon-Intoxikation, 

verglichen mit unbehandelten Kontrolltieren, zu einem signifikanten Anstieg der Aktivität des Nrf2-Gens im 

Gehirn kam (relative Lumineszenz 1,48 ± 0,07) (Abbildung 26 D). Die höchste Lumineszenz (relative 

Lumineszenz 2,10 ± 0,21) wurde nach 3 Tagen Cuprizon-Intoxikation im Corpus callosum gefunden 

(Abbildung 26 E, F) und der Großteil NRF2-positiver Zellen war zusätzlich positiv für OLIG2 (modifiziert 

übernommen [257]). 

 

 Die Rolle des astrozytären NRF2-KEAP1-Systems bei Stressreaktionen in vivo 

Eine 3-wöchige Cuprizon-Intoxikation zeigte einen Verlust von Oligodendrozyten (Kontrollgruppe 1.284,00 ± 

148,90 versus Cuprizon-Gruppe 758,20 ± 92,66 OLIG2-positive Zellen/mm²), eine Zunahme IBA1-positiver 

Zellen (Kontrollgruppe 106,20 ± 12,26 versus Cuprizon-Gruppe 434,50 ± 27,09 IBA1-positive Zellen/mm²) 

und eine Zunahme APP-positiver Sphäroide im Corpus callosum von behandelten (Kontrollgruppe 7,94 ± 

4,71 versus 51,57 ± 3,40 APP-positive Sphäroide/mm²) im Vergleich zu unbehandelten Mäusen. Astrozyten-

spezifische KEAP1-Knockout Mäuse (GFAP-Cre::keap1floxflox KO) zeigen, dass die Hyperaktivierung von NRF2 

bei Cuprizon-Intoxikation im Corpus callosum zu einer Tendenz von weniger Oligodendrozyten Verlust 

(1.191,00 ± 215,30 OLIG2-positive Zellen/mm²), signifikant weniger IBA1-positiven Zellen (229,90 ± 41,83 

Zellen/mm²) und signifikant weniger APP-positiver Sphäroide (11,48 ± 4,33 Sphäroide/mm²) verglichen mit 

Cuprizon-gefütterten Wildtyp Mäusen führte (Abbildung 26 G – I) (modifiziert übernommen [257]). 

Zusammenfassend zeigen diese Experimente, dass erstens eine Überaktivierung von NRF2 in 

Oligodendrozyten in vitro zytotoxische SA Effekte aufheben kann. Zweitens führt eine Cuprizon-Intoxikation 

zu einer frühen NRF2-Aktivierung im Gehirn, und ein Knockout des NRF2-Inhibitors KEAP1 protegiert zum 

Teil vor den Folgen einer solchen Cuprizon-Intoxikation. 
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Abbildung 26: Analyse der Rolle von NRF2 in gestressten Zellen in vitro und in vivo 

(A) LDH Messung der oligodendroglialen Zelllinie OliNeu mit 6-stündiger Vorbehandlung mit 50 µM Methysticin (M) 

und anschließend 24-stündiger Behandlung mit 10 mM SA. Die Methysticin Behandlung konnte die zytotoxischen 

Effekte von SA aufheben (n = 7 Zellkultur-Wells aus einem Experiment). (B) und (C) Relative mRNA Menge von Ddit3 

und Atf3 nach Behandlung mit 50 µM Methysticin (M) und 10 mM SA (n = 4 Zellkultur-Wells aus einem Experiment). 

(D) Relative Lumineszenz der ARE-Aktivität in Kontroll- (schwarz) und Cuprizon-Tieren (rot) (n = 4 – 5). (E) und (F) 

Repräsentative Bilder der Lumineszenzmessung von je einem Kontroll- und einem 3 T-Cuprizon-Tier: Die höchste 

Lumineszenzintensität wurde im lateralen Corpus callosum von Cuprizon-Tieren gefunden (Pfeile). (G) – (I) Auszählung 

OLIG2-, IBA1-positiver Zellen und APP-positiver Sphäroide im Corpus callosum von Wildtyp und Astrozyten-spezifischen 

Keap1-KO-Tieren (n = 3). A – C modifiziert übernommen aus [258], D – I aus [257]. * = p < 0,05, ** = p < 0,005, *** = p 

< 0,001 
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4 Diskussion 

In der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe des neuen CupEAE-Modells beide Hauptaspekte von MS-

Läsionen, Neurodegeneration und Neuroinflammation, untersucht. Zu den neurodegenerativen 

Veränderungen gehören die Demyelinisierung, der Verlust von Oligodendrozyten und der axonale Schaden 

(Abbildung 27). Die Neuroinflammation ist durch eine Gliose, eine Immunzellinfiltration und eine Expression 

sowie Sekretion von Signalmolekülen charakterisiert. Der oxidative Stress und Störungen der BHS sind 

wichtige Schnittstellen beider Aspekte und spielen eine relevante Rolle in der MS-Pathogenese. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 27: Hierarchische Darstellung der Hauptaspekte von MS-Läsionen 

MS-Läsionen sind durch neurodegenerative Aspekte, wie Demyelinisierung, Verlust von Oligodendrozyten und 

axonalen Schaden, und durch neuroinflammatorische Aspekte, wie Gliose, Immunzellinfiltration und die 

Sekretion/Expression von Signalmolekülen charakterisiert. Der oxidative Stress und Störungen der BHS sind wichtige 

Schnittstellen der Neurodegeneration und Neuroinflammation. 
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 Neurodegenerative Aspekte von Multiple Sklerose Läsionen 

 Demyelinisierung 

Mit Hilfe von post mortem Biopsien und MRT-Analysen an MS-Patienten wurden demyelinisierte Bereiche 

im Gehirn, vor allem im frontalen, temporalen, insulären und zerebellären Kortex, dem cingulären Gyrus 

und auch in subkortikalen Strukturen, wie dem Thalamus, Hippocampus, und Teilen der Basalganglien, 

gefunden [99,264,265]. Lucchinetti und Kollegen stellten fest, dass aktive Läsionen durch eine starke 

Demyelinisierung charakterisiert sind und eine große pathologische Heterogenität aufweisen [95]. Diese 

Heterogenität kommt dadurch zu Stande, dass sich der spezifische primäre Angriffspunkt, Oligodendrozyt 

oder Myelin, und der zugrunde liegende Mechanismus unterscheidet, der schlussendlich zur 

Demyelinisierung führt, [95]. Diese können von Patient zu Patient und sogar von Läsion zu Läsion innerhalb 

desselben Patienten variieren. Die Demyelinisierung in Pattern I- und II-Läsionen kommt durch 

Makrophagen, Antikörper sowie das Komplementsystem zu Stande, und das Myelin scheint somit eher eine 

sekundär betroffene Struktur zu sein [95]. Pattern III und IV hingegen deuten durch eine reduzierte 

Myelindichte und irreguläre Myelinumhüllung der Axone darauf hin, dass das Myelin das primäre Ziel der 

Demyelinisierung ist. Es könnte jedoch ebenfalls sein, dass diese Pattern I – IV-Läsionen keine 

verschiedenen immunpathogenen Läsionstypen sind, sondern einen einzelnen pathophysiologischen 

Prozess zu unterschiedlichen Zeitpunkten darstellen [95]. 

In dieser Arbeit wurde mit dem Cuprizon-Modell eine Demyelinisierung im Gehirn von Mäusen induziert 

(Kapitel 3.1.1.3). Diese war im Corpus callosum stark ausgeprägt, und anders als bei der humanen MS, nicht 

im Rückenmark vorzufinden. Ähnliche Ergebnisse durch Cuprizon-Intoxikation an verschiedenen Maus-

Stämmen berichten auch weitere Arbeitsgruppen [248,249,252]. Herder und Kollegen stellten nach einer 5-

wöchtigen Cuprizon-Intoxikation weder in SLJ noch in C57BL/6 Mäusen eine Demyelinisierung in zervikalen 

und thorakalen Rückenmarksabschnitten fest [249]. Auch in SWISS Mäusen wurde nach 8-wöchiger 

Cuprizon-Intoxikation keine Demyelinisierung im Rückenmark nachgewiesen [252]. Im Gegensatz dazu 

haben Schmidt und Kollegen nach 5-wöchiger Cuprizon-Intoxikation in C57BL/6 Mäusen eine starke 

Demyelinisierung im medialen Corpus callosum sowie in medialen Teilen des Gyrus cinguli gefunden [248]. 

Der direkt unterhalb des medialen Corpus callosum liegende Fornix sowie laterale Anteile des Corpus 

callosum und des Gyrus cinguli waren nicht betroffen. Weitere Strukturen des Gehirns, darunter der 

Hippocampus, der Kortex sowie das Kleinhirn sind ebenfalls anfällig für eine Cuprizon-induzierte 

Demyelinisierung [243,245,266]. Der Thalamus ist ein sehr stark vernetztes Gehirnareal und beherbergt 

wichtige Strukturen für motorische und sensorische Funktionen. Laterale Bereiche des Thalamus sind im 

Cuprizon-Modell ebenfalls von starker Demyelinisierung betroffen [267]. Diese unterschiedliche Ausprägung 
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der Demyelinisierung in verschiedenen Mausstämmen könnte dadurch zustande kommen, dass das 

Immunsystem verschiedener Mausstämme oder möglicherweise auch die Durchlässigkeit der BHS 

unterschiedlich ist. Es wurde beispielsweise festgestellt, dass C57BL/6 Mäuse ein anderes B- zu T-Zell-

Verhältnis haben als SLJ Mäuse [268]. Unterschiede in der Lokalisation und Ausprägung der 

Demyelinisierung könnten möglicherweise durch eine variable Zytoarchitektur von verschiedenen 

Gehirnregionen oder auch der Verwendung verschiedener Myelinproteine zur Immunisierung erklärt 

werden [269]. Diesbezüglich wurde bereits gezeigt, dass die inflammatorische Aktivität einer Läsion vom 

Myelingehalt der jeweiligen Region abhängig ist [244]. 

Die vorliegenden Ergebnisse bestätigen andere Studien dahingehend, dass es einen markanten Unterschied 

zwischen dem Cuprizon- und dem EAE-Modell in der Lokalisation der Demyelinisierung gibt [249,270-272]. 

In den vorliegenden Experimenten konnte ebenfalls eine ausgeprägte Demyelinisierung im Rückenmark, 

jedoch nicht im Corpus callosum von EAE-Tieren gezeigt werden (Kapitel 3.1.1.3). Der laterale Thalamus ist 

bei EAE-Tieren, im Gegensatz zu Cuprizon-Tieren, nicht betroffen [267]. Unser CupEAE-Modell zeigte, 

ähnlich wie bei Cuprizon-Tieren, eine starke Demyelinisierung im Gehirn, wobei besonders mediale und 

laterale Anteile des Corpus callosum betroffen waren (Kapitel 3.1.2.3). Es unterscheidet sich dahingehend 

vom Cuprizon-Modell, dass es ebenfalls zu einer Demyelinisierung im Rückenmark kam [267]. Auch bei 

chronischem Krankheitsverlauf ging die Stärke der Demyelinisierung weiterhin mit den typischen klinischen 

Symptomen einher [262]. Der bisherige Forschungsstand mit dem CupEAE-Modell hinsichtlich der 

Demyelinisierung zeigt, dass das CupEAE-Modell sowohl Gemeinsamkeiten hinsichtlich der Lokalisation mit 

dem Cuprizon-Modell als auch mit dem EAE-Modell aufweist. Weiterhin stimmen die Ergebnisse, dass es im 

CupEAE-Modell zu einer ausgeprägten Demyelinisierung im Corpus callosum und im Rückenmark kommt 

(Kapitel 3.1.2.3), mit Befunden an humanem Gewebe überein [273,274]. Weitere Experimente müssen 

zeigen, ob ebenfalls die im humanen ZNS betroffenen Strukturen Kortex, Gyrus cinguli, Thalamus, 

Hippocampus und Teile der Basalganglien im CupEAE-Modell betroffen sind. 

 

 Verlust von Oligodendrozyten 

Die Heterogenität der Läsionen im ZNS von MS-Patienten zeigt sich ebenfalls in der Oligodendrozyten-

Pathologie [95]. Während in manchen Studien mit humanem post mortem Material schon ein frühzeitiger 

Verlust von Oligodendrozyten in Läsionen gefunden wurde [87,172,275-277], kam es in anderen Studien zu 

keinem Verlust von Oligodendrozyten [181,278-280]. In manchen untersuchten Läsionen kam es auch in 

Abwesenheit von Immunzellen zu einem Verlust von Oligodendrozyten [281,282]. Diese Befunde sprechen 

gegen die klassische Sichtweise, dass Immunzellen das Gehirn infiltrieren und dort Oligodendrozyten und 
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das Myelin zerstören. Diese Befunde deuten auf eine primäre Oligodendrozyten-Pathologie hin, die den 

Läsionen zu Grunde liegen könnte. Auch Studien an Mäusen zeigen unterschiedliche und teils 

gegensätzliche Resultate. Oluich und Kollegen induzierten durch die Gabe von Diphtherietoxin eine Ablation 

von Oligodendrozyten in Mäusen, die den Diphtherietoxin-Rezeptor unter dem MBP Promotor exprimieren 

[283]. Dies führte zwar zu einem axonalen Schaden, jedoch nicht zu einer Demyelinisierung und Infiltration 

von Lymphozyten. Eine Akkumulation von APP, axonale Schwellungen und eine veränderte Verteilung der 

Ionenkanäle sowie Membranproteine am Ranvier-Schnürrring sowie den Paranodien waren dabei Indizien 

für pathologische Veränderungen am Axon. Eine Demyelinisierung wurde weiterhin mit Analysen des g-

Ratio und der Expression von Myelinproteinen, wie MAG und CNPase, ausgeschlossen. Im Gegensatz dazu 

riefen Traka und Kollegen mit Hilfe von oligodendrozyten-spezifischen PLP-defizienten Mäusen eine primäre 

Ablation von Oligodendrozyten hervor [284]. Dies führte, wie auch bei Oluich und Kollegen, zu einem 

axonalen Schaden. Zusätzlich kam es jedoch zu einer immunvermittelten Demyelinisierung. Beide 

Forschungsgruppen zeigten mit ihren Ergebnissen, dass Oligodendrozyten nicht nur das Myelin 

bereitstellen, sondern ebenfalls die strukturelle und funktionelle Integrität von Axonen beeinflussen. 

Weder im Cuprizon-Modell noch im EAE- oder dem kombinatorischen CupEAE-Modell konnte in den 

vorliegenden Experimenten eine signifikante Veränderung der Oligodendrozyten-Anzahl im Corpus callosum 

nach 3 Wochen Cuprizon-Intoxikation festgestellt werden (Kapitel 3.1.1.3, 3.1.2.3). Damit unterscheiden 

sich die vorliegenden Ergebnisse des Cuprizon-Modells von bisherigen Studien, in denen es nach Cuprizon-

Intoxikation zu einem regionsspezifisch unterschiedlich ausgeprägten Verlust von Oligodendrozyten kommt 

[238,239,242,244,285]. Dieser Unterschied könnte einerseits an den variablen Intoxikations- und 

Erholungszeiten der Mäuse, andererseits an der Wahl der Oligodendrozyten-Marker sowie der 

untersuchten Gehirnregion liegen [285]. Während in bisherigen Studien das ZNS unmittelbar nach einer 

Intoxikationszeit von 1 - 6 Wochen untersucht wurde [238,239,242,244,285], wurde im kombinatorischen 

CupEAE-Modell zwischen der Cuprizon-Intoxikation und der MOG35-55-Immunisierung eine zwei-wöchige 

Phase mit Normalfutter gewährt. Diese Phase diente der autonomen Expansion der Läsionen [286]. Um das 

Gehirn zum Zeitpunkt der MOG35-55-Immunisierung zu untersuchen, wurde in unseren Experimenten der 

Cuprizon-Gruppe ebenfalls eine zwei-wöchige Phase mit Normalfutter gewährt. Des Weiteren kann es durch 

Auszählungen verschiedener Marker, wie APC oder der Glutathion-S-Transferase P (GSTP1), zu 

unterschiedlichen Resultaten kommen [239,242,286]. Weiterhin scheint der Verlust von Oligodendrozyten 

bei EAE-Tieren regionsspezifisch zu sein, da es beispielsweise im Thalamus zu einem schwachen Verlust von 

Oligodendrozyten nach EAE-Induktion kommt [267]. Eine detaillierte Analyse der Oligodendrozyten im 

CupEAE-Modell mit Hilfe von weiteren Zellmarkern, wie APC, CNPase und GSTP1, von Stressmarkern, wie 

DDIT3, ATF3 und ATF4 und einer Untersuchung weiterer Gehirnregionen wäre hilfreich, um die 
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Oligodendrozyten-Pathologie dieses Modells besser zu verstehen. Dadurch, dass ihre Pathologie in der 

humanen Erkrankung sehr variabel ist, lassen sich in dieser Hinsicht anhand der bisher erhobenen Daten 

noch keine Rückschlüsse auf die Übertragbarkeit des CupEAE-Modells zur humanen MS ziehen. 

 

 Axonaler Schaden 

Schon Ende des 19. Jahrhunderts, seit Beginn wissenschaftlicher Forschungsarbeiten zur MS, wurden 

Schädigungen an Axonen beschrieben [287]. Im weiteren Verlauf der Forschung wurde axonaler Schaden in 

aktiven Läsionen, in chronisch inaktiven Läsionen, aber auch in der NAWM von MS-Patienten gefunden 

[92,103,288,289]. Eine Studie an post mortem Gewebe von MS-Patienten zeigt, dass die Anzahl sowie die 

Dichte der Axone und ebenfalls das Myelin-Volumen im Corpus callosum der MS-Erkrankten gegenüber von 

gesunden Menschen reduziert ist [290]. Die axonale Dichte war hierbei im Schnitt um 34 % reduziert, wobei 

ein Trend zur stärkeren Reduktion in Rostrum- und Truncus-Anteilen des Corpus callosum beobachtet 

wurde [290]. An Autopsie-Gewebe wurde in den Rückenmarksbereichen, die absteigende kortikospinale, 

vestibulospinale und retikulospinale Trakte enthalten, ein axonaler Verlust von 22 – 41 %, je nach 

untersuchter Region, festgestellt [291,292]. Dabei zeigten sensorische Trakte des Rückenmarks 

ausschließlich Verluste an axonaler Dichte in den oberen zervikalen Regionen [291,292]. Trapp und Kollegen 

mutmaßten, dass die neuronalen Defizite in der schubförmig-remittierenden Verlaufsform der MS durch die 

inflammatorische Demyelinisierung zustande kommt, und der axonale Schaden ein wichtiges Korrelat für 

die irreversiblen neurologischen Einschränkungen ist [293]. Zu ähnlichen Ergebnissen kamen auch Bitsch 

und Kollegen, die einen starken axonalen Schaden bei der sekundär-progredienten Verlaufsform 

feststellten, die durch irreversible neurologische Einschränkungen charakterisiert ist [294]. Zudem stellten 

sie einen Zusammenhang zwischen dem Ausmaß des axonalen Schadens und der Anzahl an Makrophagen 

sowie CD8-positiven T-Zellen her, nicht aber mit CD4-positiven T-Zellen und den inflammatorischen 

Markern NOS2 und TNFα. Auch Studien von Kuhlmann und Kollegen zeigen eine Korrelation zwischen 

axonalem Schaden und dem Vorhandensein CD8-positiver T-Zellen [295]. Es wird vermutet, dass die 

während einer akuten Demyelinisierung innerhalb der Läsion freigesetzten toxisch-inflammatorischen, 

unspezifisch-immunologisch aktiven Signalmoleküle, wie Proteasen, Zytokine, Exzitotoxine oder freie 

Radikale, Axone schädigen [289]. Wenn einmal eine Schädigung initiiert wurde, führen nachfolgende 

Mechanismen zusätzlich zur weiteren Desintegration des Axons [296,297]. Dies könnte einen 

Schutzmechanismus des Neurons darstellen, um Energiereserven zu sparen und das ZNS vor fehlerhaften 

Signalübertragungen zu schützen. 
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Auch in gängigen MS-Tiermodellen wurde ein axonaler Schaden in verschiedenen Bereichen des ZNS 

festgestellt [298]. Kürzlich erst publizierte unsere Arbeitsgruppe, dass es bei EAE-Tieren zu axonalem 

Schaden im Rückenmark und bei Cuprizon-Tieren dagegen im Corpus callosum kommt [298]. Unsere 

Ergebnisse bestätigen bisherige Studien, dass es bei EAE-Tieren im Corpus callosum zu keinem, wohl aber 

bei Cuprizon-Tieren zu einem erheblichen axonalen Schaden kommt (Kapitel 3.1.1.3). Im Corpus callosum 

von CupEAE-Tieren wurde ebenfalls ein starker axonaler Schaden festgestellt, der jedoch weniger stark 

ausgeprägt war als bei Cuprizon-Tieren (Kapitel 3.1.2.3). Dieser axonale Schaden befand sich in den 

Bereichen, die stark demyelinisiert waren. Mit Hilfe der Tiermodelle EAE und Cuprizon wurde gezeigt, dass 

die Anzahl der axonalen Sphäroide positiv mit der Stärke der Demyelinisierung korreliert [298]. Ähnliche 

Ergebnisse konnten mit dem Lysophosphatidylcholin (LPC)-Modell gezeigt werden, in dem LPC 

stereotaktisch fokal in das laterale Corpus callosum appliziert wird und als Detergens die Membran vieler 

Zellen destabilisiert [298]. Vercellino und Kollegen stellten zudem an humanem Material fest, dass es 

ebenfalls im Thalamus zu einem axonalen Schaden mit ausgeprägter Demyelinisierung kommt [299]. Unsere 

Arbeitsgruppe bestätigte in vorangegangenen Experimenten die Befunde von Vercellino und Kollegen, vor 

allem im lateralen Thalamus, ebenfalls bei Cuprizon-Tieren [267]. 

Immunhistochemische Studien an humanem Material sowie longitudinale MRT-Studien zeigen, dass eine 

axonale Degeneration ebenfalls schon in einem frühen Stadium der Erkrankung vorkommt. Das Ausmaß des 

axonalen Schadens hing dabei mit den klinischen Einschränkungen von Patienten mit schubförmig-

remittierender Verlaufsform zusammen [293,295,300,301]. Diese Veränderungen umfassten irreguläre 

perlschnurartige Schwellungen, axonale Sphäroide sowie eine Akkumulation von APP [99,100,302]. 

Weiterhin wurden solche degenerativen Veränderungen an inneren Myelinschichten festgestellt, obwohl 

die äußeren Schichten und Axone unbeschadet waren und keine pathologischen Auffälligkeiten zeigten 

[151]. Außerdem wurde eine Degradation von Myelin in Bereichen gefunden, in denen es kaum zu einer 

Inflammation oder Makrophageninfiltration kam. Nikić und Kollegen sowie Bitsch und Kollegen kamen zu 

ähnlichen Ergebnissen in Studien, die an humanem Material und auch mit Hilfe des EAE-Modells eine 

axonale Degeneration in Abwesenheit von Demyelinisierung und Immunzellinfiltraten feststellten [294,303]. 

Auch unsere Arbeitsgruppe konnte in einer früheren Studie mit dem EAE-Modell aufdecken, dass die 

neuronale Integrität im lateralen Thalamus trotz der Abwesenheit von inflammatorischen Infiltraten gestört 

ist [267]. Hierbei waren die entsprechenden sensorische Trakte des Rückenmarks, die zum Thalamus 

projizieren, demyelinisiert. Es wird deutlich, dass axonaler Schaden nicht nur in demyelinisierten-

inflammatorischen Läsionen vorkommt, sondern auch in Bereichen, die keine Demyelinisierung oder 

inflammatorische Infiltrate aufweisen. Letzterer Befund deutet darauf hin, dass es schon pathologische 

Veränderungen an Axonen gibt, bevor Immunzellen oder demyelinisierende Prozesse involviert sind. Somit 
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gibt es vermutlich verschiedene Arten von Läsionspathologien, die zu unterschiedlichen histologischen 

Phänotypen führen. Der Ursprung könnte demnach entweder primären neurodegenerativen oder aber 

sekundären, und damit demyelinisierend-inflammatorischen, neurodegenerativen Prozessen zu Grunde 

liegen [302-304]. Ob die axonale Degeneration und die inflammatorische Demyelinisierung im Falle eines 

primären axonalen Schadens tatsächlich unabhängig voneinander sind, ist bisher noch nicht geklärt. Ein 

Grund für den chronischen axonalen Schaden, der für die irreversiblen neuronalen Defizite verantwortlich 

gemacht wird, könnte eine wiederholte Demyelinisierung remyelinisierter Bereiche sein [104,305]. Weitere 

Gründe könnten das Fehlen der trophischen Unterstützung durch Myelin sowie Oligodendrozyten oder eine 

chronische mitochondriale Insuffizienz aufgrund des massiv erhöhten Energiebedarfs sein [297,304,306]. 

Zusammengefasst spiegeln diese wie auch unsere bisherigen Ergebnisse am CupEAE-Modell die humane MS 

in der Hinsicht wieder, dass in Läsionen des Großhirns axonaler Schaden nachgewiesen werden konnte. 

Parameter wie die axonale Dichte und die Anzahl der Axone sowie Zusammenhänge zwischen axonalem 

Schaden, der Demyelinisierung und der Immunzellinfiltration sollten in weiterführenden Studien im 

CupEAE-Modell untersucht werden. 

 

 Neuroinflammatorische Aspekte von Multiple Sklerose Läsionen 

 Astrogliose und Mikrogliose 

Astrozyten unterstützen die Neurone funktionell sowie strukturell und reagieren sehr sensibel auf 

Veränderungen in der lokalen Ionen- und pH-Konzentration, die bei ZNS Schädigungen vorkommen 

[307,308]. Es verwundert daher nicht, dass in aktiven sowie in inaktiven Läsionen bei MS-Patienten neben 

der Demyelinisierung, dem Verlust von Oligodendrozyten und dem axonalem Schaden eine reaktive 

Astrogliose festgestellt wird [99]. Die reaktiven Astrozyten zeigen einen variablen Phänotyp. Es wurden zum 

einen „Gemistozyten“, also uni- oder multinukleäre, runde, eosinophile und hypertrophe Astrozyten, 

gefunden [99]. Zum anderen befinden sich „Creutzfeldt-Peters-Zellen“, große mit zahlreichen kleinen 

Kernfragmenten enthaltende Astrozyten, in MS-Läsionen [99]. Es wurde gezeigt, dass eine Cuprizon-

Intoxikation zu einer starken Astrogliose im Corpus callosum und ebenfalls im Kortex und lateralen 

Thalamus führt [237,243,267]. Den Befund, dass es zu einer Astrogliose im Corpus callosum kommt, kann 

mit den vorliegenden Cuprizon-Studien bestätigt werden (Kapitel 3.1.1.2). Auch im neuen kombinatorischen 

CupEAE-Modell, nicht aber im EAE-Modell, wurde eine starke Astrogliose im Corpus callosum der Tiere 

festgestellt (Kapitel 3.1.2.2). Im lateralen Thalamus von EAE-Tieren fand unsere Arbeitsgruppe keine 

Astrogliose, sondern lediglich eine leicht erhöhte Anzahl GFAP-positiver Astrozyten [267]. 
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Eine Mikrogliose wird in verschiedenen Läsionsstadien gefunden und ist unter anderem durch eine erhöhte 

Expression von HLA-DR auf der Zellmembran charakterisiert [95,309,310]. Im Einklang mit vorherigen 

Studien [243,253] wurde in den vorliegenden Experimenten im Corpus callosum und dem zerebralen Kortex 

bei Cuprizon-Tieren eine Mikrogliose festgestellt (Kapitel 3.1.1.2). Im Kleinhirn wurde lediglich eine Tendenz 

einer erhöhten Mikroglia Anzahl gefunden (Kapitel 3.1.1.2). Im lateralen Thalamus stellte unsere 

Arbeitsgruppe in einer früheren Studie bei dem Cuprizon- und auch bei dem EAE-Modell neben der 

Astrogliose ebenfalls eine ausgeprägte Mikrogliose fest [267]. Bei EAE-Tieren wurde eine Mikrogliose im 

Kleinhirn, nicht aber in anderen Großhirnarealen wie dem Kortex und dem Corpus callosum gefunden 

(Kapitel 3.1.1.2). Das neue CupEAE-Modell zeigte hingegen eine starke Mikrogliose in allen drei 

untersuchten Arealen, Corpus callosum, zerebraler Kortex und Kleinhirn (Kapitel 3.1.2.2). Es hebt sich somit 

von den anderen beiden untersuchten Tiermodellen ab. Mittels EAE-, Cuprizon- und humanen Studien 

wurde eine Aktivierung von Mikroglia mit der axonalen und oligodendrozytären Pathologie in Verbindung 

gebracht [282,300]. Nicht nur in aktiven MS-Läsionen, sondern auch in der NAWM wurden Ansammlungen 

aktivierter Mikroglia in direkter Nähe von gestressten oder apoptotischen Oligodendrozyten gefunden 

[109,110,309,311]. Diese Bereiche zeigen keine offensichtliche Infiltration von Immunzellen oder 

Schädigungen an der BHS und werden als präaktive Läsionen bezeichnet. Aufgrund dieses nicht-

inflammatorischen Charakters sind solche präaktiven Läsionen ein Hinweis auf die Inside-Out Theorie als 

Ursprung mancher aktiver Läsionen. Unsere Arbeitsgruppe veröffentlichte ebenfalls in vorangegangenen 

Experimenten, dass Mikroglia schon innerhalb kürzester Zeit der Cuprizon-Intoxikation, nämlich innerhalb 

von 2 Tagen, aktiviert wurden und zudem die Anzahl der Oligodendrozyten ohne einhergehende 

Demyelinisierung sank [238,239,312]. Man geht zur Zeit davon aus, dass sich aktive Läsionen aus präaktiven 

Läsionen entwickeln [109]. Da es in allen Krankheitsstadien jedoch eine größere Anzahl präaktiver als 

aktiver Läsionen gibt, wird vermutet, dass sich nicht alle präaktiven Läsionen weiter entwickeln [109]. Als 

phagozytotische Zellen nehmen aktivierte Mikroglia in demyelinisierenden MS-Läsionen Zelldebris auf 

[313,314]. Durch in vitro Studien an humanen Mikroglia wurde festgestellt, dass eine Inkubation mit 

humaner grauer und weißer Substanz zum einen die Expression von HLA-DR erhöht [315]. Zum anderen 

wurden die Myelinbestandteile MBP und PLP sowie das neuronale Filament NF-L in Mikroglia nachgewiesen 

[315]. In diesem Zusammenhang zeigten Huizinga und Kollegen sowohl in aktiven MS-Läsionen als auch in 

der NAWM, dass HLA-DR-positive Zellen MBP enthalten [315]. 

Im CupEAE-Modell konnten hinsichtlich der Mikrogliose und Astrogliose mehr Parallelen zur humanen MS-

Pathologie festgestellt werden als im Cuprizon- oder EAE-Modell. Aufgrund dessen gehen wir davon aus, 

dass zur Untersuchung inflammatorischer Prozesse, die bei der Mikrogliose und Astrogliose eine Rolle 

spielen, dieses Modell besser geeignet ist, als das Cuprizon- oder das EAE-Modell. Zur Untersuchung der 
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Frühphase einer Läsion scheint das Cuprizon-Modell die bessere Wahl zu sein, da hier Bereiche gefunden 

wurden, die den präaktiven Läsionen in der humanen MS ähneln. Ob solche Analysen ebenfalls im CupEAE-

Modell durchführbar sind, könnte in zukünftigen CupEAE-Experimenten mit verkürzten Cuprizon-

Intoxikations-Zeiten erforscht werden. 

 

 Immunzellinfiltration 

Die Rekrutierung von peripheren Immunzellen in das ZNS stellt einen essentiellen Aspekt der humanen MS-

Pathologie dar. Sowohl aktive Läsionen als auch Infiltrate von EAE-Läsionen sind durch eine massive 

perivaskuläre und parenchymale Infiltration von Makrophagen, CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen, CD4-

positiven T-Helferzellen, B-Zellen und Plasmazellen charakterisiert [88,99,316-321]. Auch in unseren 

Versuchen konnte eine Invasion peripherer Immunzellen in das ZNS von EAE-Tieren festgestellt werden, die 

vor allem das Rückenmark und das Kleinhirn betraf und höchstwahrscheinlich der Grund für die transient-

aufsteigende Paralyse der Hinterläufe ist (Kapitel 3.1.1.3). Anders als bei der humanen MS ist das Großhirn, 

darunter der Thalamus, jedoch nicht betroffen, obwohl es hier zu einer Demyelinisierung und aktiven Gliose 

kommt [267]. Es könnte sein, dass die Demyelinisierung sensorischer Signalwege im Rückenmark, die zu den 

betroffenen Regionen im Thalamus projizieren, zu einer indirekten inflammatorischen Antwort in diesen 

Regionen führt. Unser kombinatorisches CupEAE-Modell hebt sich dahingehend vom EAE-Modell ab, dass 

multifokale Läsionen nicht nur im Rückenmark und im Kleinhirn, sondern auch auf verschiedenen Ebenen 

des Großhirns der CupEAE-Tiere gefunden wurden (Kapitel 3.1.2.4, 3.1.2.5). Dass in den vorderen 

Gehirnregionen eine größere Anzahl an PVCs gefunden wurde, könnte an möglichen zytoarchitektonischen 

Unterschieden der Gehirnregionen, wie einer heterogenen BHS Permeabilität, liegen [269,322]. 

Unterschiede in der Herkunft, des Transkriptoms und der anatomischen Eigenschaften von Mikroglia 

könnten ebenfalls die Immunzellinfiltration beeinflussen [323-325]. Die Infiltrate bei den CupEAE-Tieren 

waren perivaskulär und parenchymal verteilt und wie auch bei der humanen MS aus Monozyten und CD3-

positiven T-Zellen zusammengesetzt (Kapitel 3.1.2.6) [88]. Unsere Experimente mit CupPTX-Tieren machen 

deutlich, dass die Formation autoreaktiver Immunzellen gegen das Myelinprotein MOG essentiell für die 

Immunzellinfiltration bei CupEAE-Tieren ist (Kapitel 3.1.2.8). Die zeitliche Korrelation zwischen der 

Infiltration peripherer Immunzellen in das Großhirn und der Cuprizon-Intoxikation bei CupEAE-Tieren 

könnte darauf hindeuten, dass die Immunzellinfiltration in diesem Modell von der Stärke der 

Demyelinisierung abhängig ist (Kapitel 3.1.2.9). In einer aktuellen EAE-Studie an für Immunzellen 

fluoreszierenden Reportermäusen (Thy1-CFP//LysM-EGFP//CD11c-EYFP) kam es erst 10 Tage nach der 

Immunisierung zu einer Infiltration EGFP-positiver neutrophilen Granulozyten in das Rückenmark, bevor der 
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klinischer Krankheitsbeginn und ein axonaler Schaden beobachtet wurde [326]. Um weitere Erkenntnisse 

zum einen über die Abhängigkeit von Demyelinisierung und Immunzellinfiltration und zum anderen über die 

Zeitverläufe der Immunzellinfiltration im CupEAE-Modell zu gewinnen, wäre es denkbar weitere Versuche 

mit variabler Cuprizon-Intoxikations- sowie Erholungszeit durchzuführen und ebenfalls mit Hilfe von 

fluoreszierenden Reportermäusen die Zeitpunkte der Immunzellinfiltration zu bestimmen. Um die 

Mechanismen der Immunzelleinwanderung in diesem Modell noch näher zu analysieren, wäre es hilfreich 

die Mäuse zu den jeweils verschiedenen Zeitpunkten des Krankheitsverlaufs zu finalisieren und die 

neurodegenerativen Aspekte in verschiedenen Gehirnregionen, vor allem im Großhirn, zu untersuchen. 

Ein weiteres Merkmal aktiver Läsionen ist das Vorhandensein aktivierter Makrophagen, die 

intrazytoplasmatische Granula mit Myelinbestandteilen beinhalten [89]. In frühen aktiven Läsionen waren 

diese Granula positiv für alle Haupt-Myelinproteine, wie MBP und CNPase, und in späten aktiven Läsionen 

nur für MBP und PLP [89]. Auch in peripheren lymphatischen Organen, wie den zervikalen Lymphknoten, 

wurden erhöhte Lipidansammlungen von Myelinproteinen festgestellt [260]. In den vorliegenden 

Experimenten wurde ebenfalls nach Cuprizon-Intoxikation eine erhöhte Lipidansammlung in den zervikalen 

Lymphknoten der Mäuse festgestellt (Kapitel 3.1.2.7). Wir schlussfolgern daraus, dass Myelinbestandteile 

nach einer Demyelinisierung zu den Lymphknoten transportiert werden. Unsere Arbeitsgruppe konnte 

zeigen, dass Myelin Debris im Tiermodell und auch in MS-Läsionen inflammatorische Antworten regulieren 

kann [244]. Mit Hilfe der AT-Experimente konnte jedoch ausgeschlossen werden, dass nach Cuprizon-

Intoxikation eine relevante Anzahl autoreaktiver T-Zellen oder Myelin-Antigene in den Lymphknoten 

generiert werden, die in die Prozesse der Immunzellinfiltration eingreifen könnten (Kapitel 3.1.2.8). Auch 

Locatelli und Kollegen konnten zeigen, dass die Anwesenheit von Myelin-Antigenen in den zervikalen 

Lymphknoten selbst in einer stark proinflammatorischen Umgebung nicht ausreicht, um eine autoreaktive 

Immunantwort zu induzieren [327]. Da in der Milz und in den Lymphknoten keine Unterschiede zwischen 

CupEAE-Tieren und EAE-Tieren im Immunzell-Repertoire festgestellt wurde und es bei EAE-Tieren zu kaum 

Immunzellinfiltration in das Großhirn kam, vermuten wir, dass die vorherige Cuprizon-Intoxikation 

maßgeblich an der Infiltration der Immunzellen im CupEAE-Modell beteiligt ist (Kapitel 3.1.2.5, 3.1.2.7). 

Auch Traka und Kollegen zeigten, dass eine neurodegenerative Komponente, wie der Tod von 

Oligodendrozyten, ein Auslöser für die Invasion von T-Zellen sein kann [284]. Unsere Versuche deuten 

darauf hin, dass ein primäres neurodegeneratives Ereignis alleine zwar ausreicht, um eine 

Immunzellinfiltration in das ZNS zu bewirken, jedoch nicht, um eine ZNS-gerichtete Autoimmunität zu 

initiieren. 

Vor unseren Studien mit dem kombinatorischen CupEAE-Modell, kombinierten bereits andere 

Arbeitsgruppen eine Cuprizon-Intoxikation mit einer EAE-Immunisierung [255,256]. Emerson und Kollegen 
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verwendeten dafür den Mausstamm SJL und begannen zu verschiedenen Zeitpunkten vor und nach der 

EAE-Immunisierung mit der Cuprizon-Intoxikation [256]. Ihre Ergebnisse zeigten, dass eine Cuprizon-

Intoxikation 4 Wochen vor, am selben Tag oder 1 Woche nach EAE-Induktion kein Einfluss auf den klinischen 

Verlauf hat. Die Behandlung der Mäuse mit Cuprizon eine Woche vor EAE-Induktion hemmte allerdings den 

Krankheitsverlauf, und es war ein Trend zu einer verringerten CD3- und CD8-positiven Zellzahl im Blut zu 

sehen [256]. Da nach 14 Tagen reiner Cuprizon-Intoxikation eine starke Abnahme der CD4- und CD8-

positiven Zellen im Blut zu sehen war, schlussfolgerten Emerson und Kollegen, dass Cuprizon die Funktion 

von T-Zellen zeitabhängig inhibiert. Histopathologische Untersuchungen des Rückenmarks und des Gehirns 

wurden in dieser Studie nicht durchgeführt. Maña und Kollegen verwendeten, wie auch wir, den 

Mausstamm C57BL/6 und führten eine 4-wöchige Cuprizon-Intoxikation durch [255]. Nach weiteren zwei 

Wochen auf Normalfutter wurden die Mäuse MOG-immunisiert. Die klinischen Symptome waren in diesen 

Tieren, verglichen mit EAE-Tieren, drastisch reduziert und es wurden weder inflammatorische Infiltrate in 

zervikalen, thorakalen und lumbalen Rückenmarksabschnitten, noch im Kleinhirn der Tiere gefunden. Diese 

Arbeitsgruppe fand, im Gegensatz zu Emerson und Kollegen, keine Veränderungen in der CD4- und CD8-

positiven Zellzahl. Sie schlussfolgerten ebenfalls, dass es durch regulatorische Mechanismen, wie 

beispielsweise eine Deletion oder Suppression der regulatorischen T-Zellen, zu einer Immuntoleranz kommt 

[255]. Wie die starken Unterschiede zwischen den Ergebnissen an unserem kombinatorischen CupEAE-

Modell und denen von Maña und Kollegen zu Stande kommen, könnte zum einen daran liegen, dass sie 

männliche und wir weibliche 12 Wochen alte Mäuse verwendeten. Weiterhin verabreichten wir für 3 

Wochen anstatt für 4 Wochen ein 0,25%iges Cuprizonfutter-Gemisch, die Erholungszeit betrug bei beiden 

Studien 2 Wochen. Weitere Unterschiede lagen in der Durchführung der EAE. Während wir je einmal 150 µg 

MOG35-55/CFA-Emulsion, einsatzbereit vom Hersteller, und 450 ng PTX intraperitoneal zum Zeitpunkt 0 h 

und 24 h injizierten, wurde bei Maña und Kollegen die MOG35-55/CFA-Emulsion selbst hergestellt und 300 ng 

intravenös zum Zeitpunkt 0 h und 48 h injiziert. Zuletzt wurden unsere Mäuse am Peak der EAE-Erkrankung 

finalisiert, während die Mäuse bei Maña und Kollegen erst 40 Tage nach der Immunisierung finalisiert 

wurden. Es wäre zum einen denkbar, dass weibliche Mäuse anfälliger für autoimmune Reaktionen sind. 

Okuda und Kollegen konnten jedoch zeigen, dass das Geschlecht die Empfänglichkeit einer EAE in C57BL/6 

Mäusen nicht beeinflusst [328]. Zum anderen könnte durch den späten Zeitpunkt der Untersuchung bereits 

eine mögliche Immunzellinfiltration durch Reparaturprozesse rückgängig gemacht worden sein. Tatsächlich 

konnte unsere Arbeitsgruppe kürzlich zeigen, dass es im Großhirn nach chronischer CupEAE zu einer 

reduzierten Anzahl inflammatorischer Infiltrate kam, während die Pathologie im Rückenmark vergleichbar 

mit der „akuten“ CupEAE war [262]. Unsere Ergebnisse legen nahe, dass eine Cuprizon-induzierte 

Neurodegeneration eine Immunzellinfiltration in das Großhirn bewirken kann. Da die PVCs im Großhirn von 

CupEAE-Tieren das Korrelat zu MS-Läsionen im Menschen sind, ist unser kombinatorisches CupEAE-Modell 
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dem Cuprizon- und dem EAE-Modell für die Erforschung von Zusammenhängen zwischen 

Neurodegeneration und autoimmuner Immunzellinfiltration überlegen. Die meisten Imaging- und 

pathologischen Studien werden mit dem Großhirn der MS-Patienten durchgeführt und setzen den Fokus 

nicht, wie EAE-Studien, auf Läsionen im Rückenmark. Das kombinatorische CupEAE-Modell zeigt daher ein 

großes translationales Potential. 

 

 Signalmoleküle 

In aktiven MS-Läsionen wurde bislang eine Vielzahl pro- sowie antiinflammatorischer Signalmoleküle 

gefunden, die von T-Zellen, Mikroglia, Astrozyten und auch Oligodendrozyten sekretiert werden können 

[288,309,329-331]. Bislang ist jedoch unklar unter welchen Voraussetzungen einzelne Zelltypen entweder 

pro- oder antiinflammatorische Signalstoffe produzieren, die die Inflammation weiter vorantreiben oder 

diese dämpfen. Mit der Affymetrix Array Analyse wurde Lcn2 als das höchste induzierte Gen im Corpus 

callosum bei CupEAE-Tieren identifiziert und eine erhöhte LCN2-Konzentration im Serum dieser Tiere 

festgestellt (Kapitel 3.2.1). Klinische Befunde zeigen, dass die LCN2-Konzentration im Serum und auch im 

Liquor cerebrospinalis von MS-Erkrankten, vor allem bei den progredienten Verlaufsformen, deutlich erhöht 

ist [332-334]. Es wurde gezeigt, dass LCN2 im Gehirn von Astrozyten, Mikrogliazellen, Neuronen, 

Endothelzellen, und Monozyten exprimiert wird, und LCN2 Mikroglia in vitro proinflammatorisch polarisiert 

[332,335,336]. Aufgrund dieses Befundes könnte man annehmen, dass LCN2 eine eher proinflammatorische 

Wirkung hat und eine LCN2-Defizienz den EAE-Krankheitsverlauf verbessert. Studien mit dem EAE-Modell 

zeigen jedoch sehr gegensätzliche Effekte der LCN2-Defizienz [332,337]. Nam und Kollegen zeigten, dass 

LCN2-defiziente Mäuse nach EAE-Induktion einen milderen Krankheitsverlauf und verminderte 

Immunzellinfiltration, Demyelinisierung, Gliose und Anzahl MOG-spezifischer T-Zellen verglichen mit 

Wildtyp-Mäusen aufwiesen [337]. Berard und Kollegen, die ihre Experimente ebenfalls mit LCN2-defizienten 

Mäusen durchführten, stellten im Gegensatz dazu einen verschlimmerten Krankheitsverlauf gegenüber 

Wildtyp-Mäusen fest, was auf eine eher antiinflammatorische Wirkweise hindeutet [332]. Ein Unterschied 

beider Studien lag lediglich darin, dass die Mäuse bei der Studie von Nam und Kollegen 1 – 3 Wochen jünger 

waren als die bei Berard und Kollegen. Es wird weiterhin nicht deutlich, ob Nam und Kollegen ebenfalls 

weibliche Mäuse für ihre Experimente verwendet haben. Um die Relevanz dieser Unterschiede im 

experimentellen Aufbau für den Krankheitsverlauf der EAE zu untersuchen, könnten beide Versuche mit 

LCN2-defizienten Mäusen in ein und derselben Forschungseinrichtung erneut durchgeführt werden. 

Aufgrund bisheriger Forschungsergebnisse vermuten wir, trotz der Befunde von Berard und Kollegen, dass 

LCN2 sowohl im CupEAE- als auch im EAE-Modell und in der humanen MS, vermehrt proinflammatorisch 
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wirkt. Um mögliche proinflammatorische Effekte von LCN2 näher zu untersuchen, schließen nachfolgende 

Experimente unserer Arbeitsgruppe Experimente mit dem Cuprizon- EAE sowie CupEAE-Modell an LCN2-

defizienten Mäusen ein. Dabei werden die Immunzellinfiltration sowie neurodegenerative Eigenschaften 

untersucht. Ein weiterer Fokus könnte hierbei auf die Remyelinisierungskapazität von LCN2-defizienten 

Mäusen gelegt werden, da bereits in vitro gezeigt wurde, dass LCN2 die Remyelinisierung inhibiert [334]. 

Mit Hilfe des Affymetrix Arrays wurde festgestellt, dass das Gen Ym1 selektiv im Gehirn von CupEAE-Tieren 

erhöht exprimiert war (Kapitel 3.2.1). YM1 wird in Nagern vor allem von Antigen-präsentierenden Zellen, 

wie Mikroglia, Makrophagen und Granulozyten, sekretiert [338,339]. Im Menschen ist das Gen Ym1 zwar 

nicht vorhanden, jedoch zeigt das am nächsten verwandte homologe Gen azide Chitinase Chia, das für das 

Protein AMCase kodiert, ähnliche Funktionen [340,341]. Dieses Protein verhindert unter anderem durch 

Chitin-Degradation die Apoptose von Epithelzellen und scheint eine Rolle bei der angeborenen 

Immunabwehr zu spielen [342]. Auch bei MS-Patienten mit schubförmig-remittierender Verlaufsform wurde 

eine höhere Konzentration von AMCase im Liquor cerebrospinalis gemessen als bei MS-Patienten mit 

sekundär-progredienter Verlaufsform und gesunden Menschen [343]. YM1 wird in der Literatur als Marker 

für alternativ-aktivierte, antiinflammatorische Monozyten angegeben [344,345]. Es wird vermutet, dass 

YM1 durch eine Kollagenproduktion die Zellproliferation und -migration sowie Regenerationsmechanismen 

einleitet [346-348]. Wir gehen davon aus, dass YM1 im CupEAE-Modell ebenfalls eine antiinflammatorische 

Funktion haben könnte. Hierbei ist jedoch noch unklar, ob diese Befunde auf die humane Pathologie 

übertragbar sind, da in anderen inflammatorischen Erkrankungen, wie beispielsweise Asthma, eine 

Blockade von AMCase die inflammatorischen Effekte von T-Zellen verbesserte und somit ebenfalls 

proinflammatorische Funktionen zeigt [349]. 

Während der Formierung neuer Läsionen regulieren vor allem Zytokine die Rekrutierung, die Migration und 

wahrscheinlich auch die Infiltration von Zellen, die in inflammatorische Prozesse involviert sind 

[330,350,351]. Unsere genomweiten Affymetrix Analysen des Corpus callosum zeigen, dass 71 % der 

gemessenen Chemokine und deren Rezeptoren bei CupEAE-Tieren gegenüber der Kontrolltiere erhöht 

induziert sind, darunter Ccl5 und Cxcl11 (Kapitel 3.2.1). In aktiven demyelinisierten MS-Läsionen wird Ccl5 

von Mikroglia, aktivierten T-Zellen und Makrophagen exprimiert und kann rückwirkend Mikroglia 

proinflammatorisch stimulieren [330,331,352]. Des Weiteren wurde festgestellt, dass CCL5 und einer seiner 

Rezeptoren, CCR5, während einer akuten Phase der MS inflammatorische Zellen in das ZNS rekrutieren 

[263,353]. Es ist denkbar, dass in unserem kombinatorischen CupEAE-Modell, ähnlich zu den Prozessen in 

der humanen MS, die Aktivierung von CCL5-Signalwegen zu einer Rekrutierung von inflammatorischen 

Zellen in das ZNS führt und Mikroglia proinflammatorisch aktiviert werden. Es wurde bereits gezeigt, dass 

Mäuse, die defizient für die CCL5-Rezeptoren CCR1 und CCR5 sind, einen milderen EAE-Krankheitsverlauf als 
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Wildtypen zeigen [354,355]. Ob dies ebenfalls für das CupEAE-Modell zutrifft, sollte in weiteren 

Experimenten an CCL5-Rezeptor-defizienten Mäusen analysiert werden und weiterhin die zelluläre Quelle 

von CCL5 in CupEAE-Tieren untersucht werden. Durch FACS-Studien mit isolierten Mikroglia aus dem Gehirn 

von CupEAE-Tieren konnte ein Teil der im Affymetrix Array erhöhten Cxcl11 Expression Mikroglia 

zugeordnet werden (Kapitel 3.2.2). Es ist bekannt, dass durch die Bindung von CXCL11 an seinen Rezeptor 

CXCR3 aktivierte T-Zellen zu inflammatorischen Herden rekrutiert werden [356]. Auch CXCR3 und ein 

weiterer Ligand CXCL10 sind in MS-Läsionen erhöht induziert und in der Glia-Glia sowie Glia-Neuron 

Interaktion involviert [309,357-360]. Es könnte sein, dass im kombinatorischen CupEAE-Modell das von 

Mikroglia sezernierte CXCL11 periphere Immunzellen anlockt und dadurch diese zum Entzündungsherd 

rekrutiert. Um dies zu verifizieren, könnte mit Hilfe des CupEAE-Modells das Ausmaß der 

Immunzellinfiltration in Mikroglia-spezifischen CXCL11-defizienten Mäusen analysiert werden. 

Ebenso sind die Gene Il12rb1, H2-Q8 und Pim1 bei unserem kombinatorischen CupEAE-Modell, wie auch bei 

Cuprizon-Tieren, in ex vivo isolierten Mikroglia erhöht exprimiert (Kapitel 3.2.2). Diese Gene spielen eine 

Rolle bei der Aktivierung von T-Zellen, der Produktion mikroglialer Chemokine und der Antigenpräsentation 

[361-363]. IL12Rβ1 ist eine Rezeptoruntereinheit, die zusammen mit IL23R den Rezeptor für das Chemokin 

IL23 darstellt. Es wurde gezeigt, dass IL12Rβ1-defiziente Mäuse resistent gegen eine EAE-Induktion sind, 

eine IL23-Defizienz bei AT-Experimenten jedoch keinen Einfluss dieses Moleküls auf den EAE-Verlauf der 

Empfängermäuse hinsichtlich Inzidenz, Krankheitsbeginn und Schweregrad zeigt [364,365]. Daraus 

schlossen die Autoren, dass IL23 und auch dessen Rezeptor eine Rolle bei der Generierung von T-Zellen und 

der Initiierung von autoimmunen Prozessen während der EAE spielen. Auch bei MS-Patienten mit 

schubförmig-remittierender Verlaufsform wurden erhöhte Plasmalevel von IL23 festgestellt [366]. In aktiven 

MS-Läsionen wurden weiterhin erhöhte Genexpressionswerte von IL23 gefunden und als zelluläre Quelle 

Mikroglia identifiziert [367]. Es könnte sein, dass eine Produktion von IL23 einerseits und eine Expression 

des IL23-Rezeptors andererseits in unserem CupEAE-Modell dazu führen, dass Mikroglia weitere Mikroglia 

und T-Zellen zum Entzündungsherd rekrutieren und die Inflammation dadurch vorantreiben. 

Neben diesen proinflammatorischen Genen war auch das antiinflammatorische Gen IL1rn bei Cuprizon-

Tieren, und auch bei CupEAE-Tieren erhöht exprimiert (Kapitel 3.2.2). IL1RN ist ein natürlicher Antagonist 

des IL1 Rezeptors und wird neben Mikroglia von Immunzellen und Endothelzellen produziert [368,369]. 

Durch Bindung an den IL1-Rezeptor werden proinflammatorische Effekte von IL1β unterbunden [370]. In 

vitro Experimente von Pinteaux und Kollegen zeigten, dass Mikroglia unter ischämischem Stress IL1RN 

sekretieren und dieses durch die Regulation des anti- und proinflammatorischen IL1α-IL1β Verhältnisses 

neuroprotektiv wirkt [371]. Beim kombinatorischen CupEAE-Modell deutet die erhöhte mikrogliale 
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Expression von Il1rn, Cxcl11, Il12rb1, H2-Q8 und Pim1 dennoch insgesamt auf einen eher 

proinflammatorischen Aktivierungsstatus hin (Kapitel 3.2.2). Es wird vermutet, dass Mikroglia während 

inflammatorischer Prozesse nicht nur einen pro- oder antiinflammatorischen Aktivierungsstatus annehmen, 

sondern sich ebenfalls Subpopulationen mit gemischtem krankheitsspezifischen Aktivierungsstatus bilden 

[372-374]. Keren-Shaul und Kollegen identifizierten kürzlich in einem Alzheimer-Tiermodell mit Hilfe von 

Einzelzell-RNA-Sequenzierung einen spezifischen neurodegenerations-assoziierten Mikroglia-Phänotyp, in 

dem vor allem phagozytotische Gene erhöht induziert waren [373]. Auch Sousa und Kollegen zeigen in einer 

aktuellen Studie mittels FACS und Einzelzell-Transkriptom-Analysen, dass Mikroglia bei dem 

inflammatorischen LPS-Tiermodell einen spezifischen Mikroglia-Phänotyp einnehmen [374]. 

Proinflammatorische Gene, darunter Il1b, Tnfa und Ccl2, sind dabei erhöht induziert. Eine zusätzliche 

globale Verminderung der Expression antiinflammatorischer, phagozytotischer und homöostatischer Gene, 

wie Mrc1, Arg1, Trem2, Fcrls und P2ry12, zeigt eine große Heterogenität ihres Phänotyps. Mikroglia, oder 

zumindest Subpopulationen von Mikroglia, scheinen in verschiedenen neurodegenerativen und 

inflammatorischen Erkrankungen einen spezifischen krankheits-assoziierten Aktivierungsstatus 

einzunehmen. Während Mikroglia bei akuter systemischer Inflammation ein stark proinflammatorisches 

Expressionsprofil aufweisen, ist dieses bei neurodegenerativen Alzheimer-assoziierten Prozessen eher 

antiinflammatorisch und bei neurodegenerativen ALS-assoziierten Prozessen sehr heterogen [372-374]. In 

der vorliegenden Studie wurde nur eine Auswahl jener erhöhten Gene im Affymetrix Array gemessen, die 

von Mikrogliazellen exprimiert werden können. Um weitere Zusammenhänge zwischen Mikroglia-

Signalwegen und der Entstehung neuer Läsionen zu verstehen, wäre es denkbar in weiterführenden 

Experimenten mit Hilfe des CupEAE-Modells ein vollständiges Aktivierungsprofil der Mikroglia mittels 

Einzelzell-Transkriptom-Analysen, wie schon von Sousa und Kollegen beschrieben, zu generieren [374]. 

Der Großteil der Chemokine und Zytokine wird im ZNS von Gliazellen und Immunzellen sekretiert, jedoch 

sind auch Oligodendrozyten in der Lage Signalmoleküle auszusenden, die eine Rolle bei immunologischen 

Prozessen spielen [62,137,138,195,375-378]. Wir vermuten, dass Oligodendrozyten durch einen bisher 

unbekannten Auslöser gestresst sind und daraufhin eine Aktivierung und ein Clustering von Mikrogliazellen 

bewirken. In präaktiven Läsionen wurde bereits eine oligodendrozyten-spezifische Expression von αB-

Crystallin nachgewiesen, das fehlgefaltete Proteine bindet und somit Proteinaggregationen und Apoptose 

verhindert [110]. Weiterhin exprimieren Mikroglia in präaktiven Läsionen den Rezeptor für αB-Crystallin, 

was dazu führt, dass die Expression einer Vielzahl von Genen für Chemokine und immunregulatorische 

Moleküle induziert wird [309]. Unsere in vitro Experimente zeigen, dass mitochondrial gestresste 

Oligodendrozyten eine Reihe von Zytokin-Genen, darunter Il6, Gdf15, Ccl5, Lif, Cxcl11 und Cxcl12, erhöht 

exprimieren (Kapitel 3.2.3.1). Ramesh und Kollegen zeigten ebenfalls, dass eine humane oligodendrozytäre 
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Zelllinie die Expression von Il6 unter Stressbedingungen induziert [138]. Schon nach wenigen Tagen der 

Cuprizon-Intoxikation wurde ebenfalls in vivo eine erhöhte Expression von Il6 im Corpus callosum 

festgestellt, dessen Quelle teilweise Oligodendrozyten waren (Kapitel 3.2.3.3). Es wurde gezeigt, dass IL6 

inflammatorische Prozesse bei verschiedenen Erkrankungen vorantreibt [379,380]. Im Gegensatz dazu 

schützt eine vermehrte IL6 Produktion Cuprizon-Tiere vor einer Demyelinisierung, was auf eine 

antiinflammatorische Funktion im Cuprizon-Modell und somit bei neurodegenerativen Prozessen hinweist 

[75]. In diesem Abschnitt der Arbeit wurde der Fokus auf die initialen Prozesse von präaktiven Läsionen 

gelegt, sodass eine Untersuchung von oligodendrozytärem IL6 im CupEAE-Modell bisher nicht vorgesehen 

ist. 

Maiti und Kollegen zeigten, dass IL6 eng mit der Protektion mitochondrialer Funktionen zusammenhängt 

[381]. Dadurch nehmen wir an, dass eine IL6 Expression von gestressten Oligodendrozyten in präaktiven 

Läsionen ein Hilferuf an die umgebenden Zellen sein könnte. Auch an IL6-defizienten Mäusen wurde 

gezeigt, dass IL6 im Gehirn schädliche Effekte von oxidativem Stress sowie neurodegenerative Prozesse 

inhibiert [382,383]. Das Zytokin GDF15 ist ebenfalls in mitochondrialen Erkrankungen erhöht induziert und 

scheint funktionell mit IL6 verknüpft zu sein [384]. Bei vaskulären Verletzungen reguliert GDF15 IL6-

abhängige inflammatorische Prozesse, die schlussendlich zu einer Inhibition der Atherosklerose-Progression 

führt [385]. Auch bei Krebs und kardiovaskulären Erkrankungen werden durch GDF15 weitere zahlreiche 

pathologische Prozesse sowie inflammatorische Signalwege reguliert [386-388]. LIF stimuliert die 

Proliferation von Oligodendrozyten-Vorläufern und begünstigt somit Remyelinisierungsprozesse [389]. 

Anhand der erhöhten oligodendrozytären Expression der Il6, Gdf15 und Lif Gene nehmen wir an, dass 

mitochondrial gestresste Oligodendrozyten in präaktiven Läsionen zum Teil antiinflammatorische und 

neuroprotektive Prozesse einleiten und naheliegende Mikroglia aktivieren können. Wir konnten zeigen, dass 

das Medium der gestressten Oligodendrozyten die mikrogliale Zelllinie BV2 aktiviert (Kapitel 3.2.3.2). Basu 

und Kollegen konnten weiterhin durch eine Stimulation mit IL6 eine Aktivierung von primären Mikroglia aus 

postnatalen Ratten feststellen [390]. Die Ergebnisse dieser Studie, dass IL6 alleine in vitro eine Aktivierung 

von Mikroglia induzieren kann, können mit den vorliegenden Versuchen jedoch nicht bestätigt werden 

(Kapitel 3.2.3.2). Zudem können die beobachteten Aktivierungs-Effekte der Mikroglia durch eine Blockade 

der IL6 Proteine im OCM mit Antikörpern nur teilweise rückgängig gemacht werden (Kapitel 3.2.3.2). Nicht 

das am höchsten induzierte IL6 alleine, sondern der spezifische Signalmoleküle-Cocktail gestresster 

Oligodendrozyten, scheint in den vorliegenden Experimenten ausschlaggebend für die Oligodendrozyten-

vermittelte Aktivierung der Mikroglia zu sein. Nachfolgende Experimente sollten eine Analyse der 

Signalmolekülsekretion gestresster Oligodendrozyten umfassen und der isolierte Effekt dieser 

Signalmoleküle auf die Aktivierung von Mikroglia untersucht werden. 
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 Oxidativer Stress 

Primäre Schädigungen an Oligodendrozyten können durch gestörte mitochondriale Funktionen und dem 

daraus resultierenden oxidativen Stress initiiert werden. Bezogen auf die Demyelinisierung und die 

Pathologie von Oligodendrozyten wurde gezeigt, dass mitochondriale Mutationen und oxidativer Stress eine 

wichtige Rolle bei der Formierung neuer humaner MS-Läsionen spielen [257,391-393]. Oxidativer Stress und 

proinflammatorische Zytokine führten in einem Zellkultur-Modell mit zerebellären Schnitten zur 

Demyelinisierung und axonalem Schaden [126]. Zudem findet man in sich entwickelnden MS-Läsionen 

sowohl Anzeichen reaktiver Sauerstoff- als auch Stickstoff-Spezies und von oxidativem Stress, der oft mit 

apoptotischen Oligodendrozyten assoziiert wird [128]. Bislang ist noch ungeklärt, welche Prozesse hierbei 

eine Stressreaktion in Oligodendrozyten hervorrufen. Ein Faktor, der zu oligodendrozytärem Stress, 

gestörten mitochondrialen Funktionen und erhöhtem ROS Level führen kann, ist eine Akkumulation von 

Mutationen im mitochondrialen Genom [394]. Die mtDNA ist mit einer 10-fach höheren Mutationsrate 

deutlich anfälliger für Mutationen als die chromosomale DNA [124]. Verglichen mit anderen 

Zellpopulationen haben Oligodendrozyten eine schlechtere Kapazität ihre mtDNA zu reparieren, was 

möglicherweise auf Unterschieden in der Expression von Genen beruht, die bei Reparaturprozessen der 

DNA beteiligt sind [125]. Es wurde gezeigt, dass Oligodendrozyten-Vorläuferzellen entweder mehr ROS 

produzieren oder eine niedrigere Kapazität haben ROS zu beseitigen als Astrozyten [395-397]. Sie reagieren 

folglich sensitiver auf oxidative Prozesse, wodurch Probleme bei Reparaturprozessen entstehen könnten. 

Ein möglicher Grund dafür ist der hohe Gehalt an Eisen, das harmlose Peroxide in schädliche Radikale 

umwandeln kann [395,398]. ROS wird hauptsächlich mit schädlichen Auswirkungen auf das ZNS, wie der 

Apoptose von Oligodendrozyten, in Verbindung gebracht. Oxidativer Stress kann durch eine 

Effizienzverringerung seiner Transporter zu einem Anstieg der extrazellulären Konzentration des 

hauptexzitatorischen Neurotransmitters Glutamat führen [399]. Oligodendrozyten sind sehr anfällig für eine 

solche AMPA/Kainat Rezeptor-vermittelte Glutamat Exzitotoxizität [400,401]. Eine Blockade der Rezeptoren 

führte zu einem milderen klinischen EAE-Verlauf, verringertem axonalen Schaden und geringerem Verlust 

von Oligodendrozyten [402]. Ebenso führt eine Behandlung mit dem Antioxidans α-Liponsäure während der 

EAE zu einem verbesserten klinischen Score sowie zu verringerter Inflammation, Demyelinisierung, 

axonalem Schaden und verminderter Infiltration von CD3-positiven T-Zellen und CD11-positiven Monozyten 

ins Rückenmark [139]. 

Oligodendrozyten scheinen nicht nur passiv während Stressreaktionen betroffen zu sein, sondern sie sind 

ebenfalls in der Lage, diese zu bekämpfen. Ein mögliches Beispiel hierfür ist die Tatsache, dass sich nicht alle 

präaktiven Läsionen zu aktiven Läsionen weiterentwickeln, sondern sich vermutlich zurückbilden können. 

Diese Zurückbildung könnte mit der Expression von Nrf2 zusammenhängen, da schon früh eine Aktivierung 
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des NRF2-KEAP1-ARE-Signalwegs, besonders im Corpus callosum, zu sehen ist, die Cuprizon-vermittelten 

Stressreaktionen entgegen wirken könnte (Kapitel 3.3.1). Als zelluläre Quelle von NRF2 wurden vor allem 

Oligodendrozyten, aber auch Astrozyten, identifiziert. Eine Astrozyten-spezifische Hyperaktivierung des 

NRF2-KEAP1-ARE-Systems protegierte das Gehirn vor einer Cuprizon-induzierten Neurodegeneration 

(Kapitel 3.3.2). Ein Grund dafür könnte die NRF2-vermittelte Transkriptionsregulation einer Reihe 

antioxidativer Gene sein [403]. Unsere Arbeitsgruppe stellte kürzlich in einer Studie fest, dass eine solche 

Hyperaktivierung in Oligodendrozyten eine mitochondriale Inhibition nur teilweise aufhebt [258]. Die 

Unterdrückung des NRF2-KEAP1-ARE-Systems auf Genebene führte im Gegensatz dazu zu verringerter 

metabolischer Aktivität und erhöhter Depolarisierung der mitochondrialen Membran sowie gesteigerter 

Zytotoxizität [258]. Das NRF2-KEAP1-ARE-System scheint somit eine Schlüsselfunktion bei der 

Aufrechterhaltung zellulärer Funktionen im Kontext der mitochondrialen Dysfunktion einzunehmen. Auch in 

aktiven MS-Läsionen wurde vor allem in degenerierenden Zellen und in Oligodendrozyten eine erhöhte 

Expression von Nrf2 festgestellt [135]. Um näher zu untersuchen, inwiefern das oligodendrozytäre NRF2-

KEAP1-ARE-System zur Bekämpfung von oxidativem Stress in vivo beiträgt, sollten zukünftige Experimente 

Cuprizon- sowie CupEAE-Studien umfassen, in denen eine Hyperaktivierung sowie eine Hypoaktivierung des 

NRF2-KEAP1-ARE-Systems spezifisch in Oligodendrozyten induziert wird. 

Der Übergang von einer präaktiven in eine aktive Läsion hingegen könnte zunächst eine Oligodendrozyten-

vermittelte Aktivierung von Mikrogliazellen bedingen, wenn beispielsweise das NRF2-KEAP1-ARE-System in 

Oligodendrozyten versagt oder überfordert ist. Im weiteren Verlauf könnten Oligodendrozyten wiederum 

weitere Mikrogliazellen aktivieren, was letztendlich zur Neuroinflammation mit einhergehender Schädigung 

von Oligodendrozyten, Demyelinisierung und axonalem Schaden führt. Neben der Elektronen-Transport-

Kette in Mitochondrien ist das „oxidativer Burst“-System von Mikrogliazellen eine wichtige Quelle von ROS. 

Durch dieses System werden Transkriptionsfaktoren aktiviert, die wiederum die Expression einiger Gene 

induziert, die bei der humanen MS und dem EAE-Modell eine Rolle spielen [404-407]. Diese umfassen 

beispielsweise den proinflammatorischen Marker NOS2 sowie die Adhäsionsmoleküle ICAM-1 und VCAM-1. 

Ebenso sind Metalloproteasen bei Redox-Reaktionen beteiligt, die bekanntermaßen eine Rolle bei der 

Infiltration peripherer Lymphozyten in das ZNS spielen [408-410]. Es wäre denkbar, dass Mikroglia im 

weiteren Verlauf gestresste Oligodendrozyten entfernen, um Platz für neue Vorläuferzellen zu schaffen. In 

diesem Zusammenhang zeigten Yeo und Kollegen, dass CD137L-aktivierte Mikrogliazellen die Apoptose von 

Oligodendrozyten durch die Produktion von ROS induzieren [411]. Es wäre denkbar, dass sich diese Prozesse 

unkontrolliert weiterentwickeln, bis es zu einer starken Inflammation und Demyelinisierung kommt. 
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 Störungen der Blut-Hirn-Schranke 

In MS-Läsionen und ebenfalls in der NAWM ist die BHS pathologisch verändert, sodass man davon ausgeht, 

dass der Eintritt von Immunzellen in das ZNS dadurch erleichtert wird [69,149,412,413]. Bisher ist noch 

weitestgehend ungeklärt, ob eine Veränderung oder Schädigung durch externe Stimuli zustande kommt, 

oder aber ob die BHS intrinsisch verändert wird. Im Einklang mit der gängigen Sichtweise, dass periphere 

Immunzellen die BHS verändern, wurde gezeigt, dass Dysfunktionen der BHS der Immunzellinfiltration 

vorausgehen und damit zur Läsionspathogenese beitragen können [67,69,414]. Die immunvermittelte 

Aktivierung oder Schädigung der BHS wird heute nicht als primäre Ursache der MS gesehen, dennoch trägt 

sie signifikant zur Läsionspathogenese bei [415]. In chronischen Läsionen wurde ein vergrößerter 

perivaskulärer Bereich und eine erhöhte Expression perivaskulärer Matrixproteine festgestellt [416,417]. In 

aktiven Läsionen wurde des Weiteren ein Abbau und eine Desorganisation von Tight Junction Proteinen 

identifiziert [149]. Eine Veränderung der Expression der Tight Junction Proteine durch Zytokine, 

Wachstumsfaktoren, ROS und oxidativen Stress beeinflusst negativ die Stabilität und Permeabilität der BHS 

[418-421]. Astrozytäres ROS begünstigt eine Schädigung der BHS und dadurch die Anheftung von 

Immunzellen an die luminale Seite der Gefäße [422]. Endothelzellen und weitere immunologisch-aktive 

Zellen können die Expression von Adhäsionsmolekülen sowie Chemokinen und deren Rezeptoren induzieren 

[143,350,423]. Die Zytokine TNFα, IL1β, IFNγ und das in unserem CupEAE-Modell erhöht induzierte CCL5 

können durch eine immunologische Aktivierung von Endothelzellen die Eigenschaften der BHS verändern 

[143,350,424]. CCL5 könnte im CupEAE-Modell bewirken, dass Endothelzellen ihre ICAM-1 und VCAM-1 

Expression erhöhen, deren Interaktion mit Immunzellen einen Teilprozess der Immunzellinfiltration in das 

ZNS darstellt [425-427]. Eine Erhöhung dieser Adhäsionsmoleküle wird folglich direkt mit der Infiltration von 

Immunzellen durch die BHS in Verbindung gebracht [350]. Unsere Arbeitsgruppe konnte unlängst zeigen, 

dass ICAM-1 und VCAM-1 im Corpus callosum selektiv bei CupEAE-Tieren erhöht induziert ist [262]. In 

diesem Modell ist die Expression von Komponenten der vaskulären Membranen, wie das astrozytäre GFAP 

sowie AQP4, unterbrochen oder fokal vermindert (Kapitel 3.1.2.6). Da ebenfalls im Rückenmark von EAE-

Tieren ein Verlust der polarisierten AQP4-Expression in astrozytären Endfüßen und des Ankerproteins für 

AQP4, der Dystrophin-Dystroglycan-Komplex, in der Nähe von inflammatorischen Läsionen festgestellt 

wurde, gehen wir davon aus, dass die Astrozyten es weder im EAE-, noch im CupEAE-Modell schaffen, ihre 

AQP4-Expression aufrecht zu erhalten [428-431]. Ein möglicher Grund dafür ist die erhöhte Expression von 

IL1β, das eine erhöhte Expression von MMP-9 induziert und dieses wiederum Tight Junction-assoziierte 

Proteine, wie den Dystroglycan-Rezeptor, spaltet, der Astrozytenfortsätze in der Basalmembran verankert 

[424,432-435]. Letztendlich führt dies zur Instabilität der BHS und erleichtert die Einwanderung von 

Immunzellen aus den Blutgefäßen in das Gehirnparenchym. Auch das im Affymetrix Array stark induzierte 
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LCN2 scheint in Prozessen der BHS-Schädigung involviert zu sein, da es bei Wildtyp Mäusen zu einer 

größeren Schädigung der BHS kam als bei LCN2-defizienten Mäusen [335]. Es ist bekannt, dass LCN2 die 

Degradierung von MMP-9 durch Komplexbildung reduziert, sodass wir annehmen, dass dadurch die 

Verankerung der Astrozytenfortsätze in der Basalmembran gelöst werden könnten [436,437]. Weiterhin 

gibt es Hinweise darauf, dass LCN2 die Expression der Chemokine CXCL9 – 11 unter inflammatorischen 

Bedingungen reguliert [438]. Bisher unveröffentlichte Studien unserer Arbeitsgruppe weisen ebenfalls 

darauf hin, dass die Chemokine CXCL10 und CXCL11 im kombinatorischen CupEAE-Modell von Astrozyten 

exprimiert werden und zudem CXCL10-positive Zellen ebenfalls positiv für LCN2 sind (durchgeführt von 

Cand. med. dent. Markus Beissel und Dr. Fatemeh Taklimie Ranjbar). In weiterführenden 

immunhistochemischen Studien wäre es denkbar, regionale Unterschiede der BHS in CupEAE-Tieren zu 

untersuchen, wodurch die regionsspezifische Einwanderung der Immunzellen möglicherweise erklärt 

werden könnte. Schließlich sollte die Rolle von LCN2 und CCL5 bei Störungen der BHS im CupEAE-Modell 

analysiert werden und mögliche Zusammenhänge zwischen einer erhöhten Expression dieser 

Signalmoleküle und der Ausprägung der Immunzellinfiltration oder neurodegenerativer Prozesse erforscht 

werden. 

 

 Schlussfolgerungen 

Trotz intensiver Forschung ist die MS-Pathogenese bis heute nicht ursächlich geklärt. MS-Erkrankungen 

werden mit multiplen internen und externen Faktoren in Verbindung gebracht, wie der genetischen 

Prädisposition, dem Darm-Mikrobiom, der Geografie, der Hygiene, Umweltgiften, Rauchen sowie 

Übergewicht. Die Outside-In Theorie, die einen initialen ZNS-externen Auslöser postuliert, wurde in den 

letzten Jahrzehnten durch Studien an der humanen MS sowie durch Experimente an Tiermodellen mehr und 

mehr in Frage gestellt. Die alternative Inside-Out Theorie wird insbesondere durch folgende Erkenntnisse 

unterstützt: Erstens, die medikamentöse Suppression des Immunsystems hält lediglich die Schübe, aber 

nicht die progressive Neurodegeneration auf. Zweitens, präaktive Läsionen ohne Beteiligung des peripheren 

Immunsystems kommen in großer Anzahl im gesamten ZNS vor. Drittens, ein ZNS-intrinsischer Prozess, wie 

eine Oligodendrozyten-Ablation, kann eine Infiltration von Immunzellen in das Großhirn hervorrufen. 

Unsere bisherigen Ergebnisse am kombinatorischen CupEAE-Modell unterstützen bisherige Befunde, die auf 

die Inside-Out Theorie hindeuten. Ein ZNS-interner Auslöser, hervorgerufen durch die Cuprizon-Intoxikation, 

begünstigt eine Infiltration peripherer Immunzellen durch nachfolgende EAE-Induktion in das ZNS. Die 

Ergebnisse mit dem neuen kombinatorischen CupEAE-Modell ermutigen uns, dass weiterführende 

Experimente mit Hilfe dieses Modells helfen können, Prozesse, die der MS-Pathologie zu Grunde liegen, 
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aufzudecken. Zusammenfassend tragen die vorliegenden Ergebnisse zum aktuellen Stand der MS-Forschung 

folgendes bei: 

(I) Unser neues kombinatorisches MS-Modell „CupEAE“ weist mehr Parallelen zur humanen MS auf als 

bisherige MS-Tiermodelle und ist aufgrund dessen insbesondere zur Erforschung der Zusammenhänge von 

neurodegenerativen Prozessen und der Immunzellinfiltration in das Großhirn geeignet. 

(II) Aufgrund der Ergebnisse aus Experimenten an CupEAE-Tieren unterstützen wir die Inside-Out Theorie 

dahingehend, dass ZNS-endogene Prozesse an der Manifestation autoimmuner Prozesse innerhalb des ZNS 

beteiligt sind. 

(III) Mit Hilfe von genomweiten Affymetrix Array Analysen, Genexpressionsstudien von ex vivo isolierten 

Mikrogliazellen und Chemokin Array Analysen von oligodendroglialen Zellen deckten wir gehirn-intrinsische 

Signalmoleküle, wie beispielsweise LCN2, CXCL11 und IL6, auf, die möglicherweise eine Rolle bei der 

initialen Läsionspathogenese und der Anlockung und Infiltration von peripheren Immunzellen spielen. 

Zukünftige Studien am CupEAE-Modell könnten der Identifizierung neuer therapeutischer Ziele dienen, 

wodurch das Einwandern autoimmuner Zellen in das ZNS verhindert werden könnte. Dieses Modell stellt 

weiterhin ein bereicherndes Werkzeug zum Testen pharmakologischer Interventionen dar, die endogene 

Reparaturmechanismen in einem entzündlichen Umfeld fördern und oxidative Schädigungen abmildern. 

Eine Kombination solcher immunmodulativer, reparaturfördernder und antioxidativer Wirkstoffe könnte ein 

vielversprechender Ansatz für neue Basistherapien bei der MS darstellen. 
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Appendix 

Modifiziert übernommene Abbildungen und Textpassagen 

Die Abbildung 3 C und Abbildung 19 wurden nach Scheld und Kollegen 2016 modifiziert übernommen [259]. 

Die Abbildung 9 C und Abbildung 16 wurden modifiziert nach Rüther und Kollegen 2017 übernommen [262]. 

Abbildung 5, Abbildung 22 – Abbildung 25 sind modifiziert nach Scheld und Kollegen 2018 übernommen 

[261]. Abbildung 26 A - C ist modifiziert nach Liessem-Schmitz und Kollegen 2018 übernommen [258]. 

Abbildung 26 D - I ist modifiziert nach Draheim und Kollegen 2016 übernommen [257]. Abbildung 3 A, 

Abbildung 9 A, D – F, Abbildung 10, Abbildung 14 A, D – G, Abbildung 17 B und Abbildung 18 A – D, F sind 

modifiziert übernommen aus Masterarbeit Scheld 2015. 

 

Reagenzien 

Reagenz Bestellnummer/ Firma 

594 anti-Maus IgG A11032/ Thermo Fisher Scientific 

594 anti-Ziege IgG A11058/ Thermo Fisher Scientific 

488 anti-Kaninchen IgG A11008/ Thermo Fisher Scientific 

488 anti-Kaninchen IgG A21206/ Thermo Fisher Scientific 

488 anti-Maus IgG A21121/ Thermo Fisher Scientific 

7-AAD 559925/ BD Biosciences 

Affymetrix GeneChip® (Clariom™ D Array, mouse) 902511/ Thermo Fisher Scientific 

Agarose Standard 3810.3/ Carl Roth 

Albumin Fraktion V, biotinfrei, ≥ 98 % [66.000 g/mol] 0163.4/ Carl Roth 

Albumin Fraktion V, endotoxin-geprüft, CELLPURE® > 98 % [66.000 

g/mol] 
CP84.2/ Carl Roth 

Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat, EMPROVE® ESSENTIAL Ph 

Eur,BP,USP [474,39 g/mol] 
101047/ Merck 

APP Antikörper aus Maus MAB348/ Millipore 

Aquaporin-4 Antikörper aus Kaninchen Sc20812/ Santa Cruz 

BIOTAQ™ DNA Polymerase BIO-21040/ Bioline 

Biotin [244.31 g/mol] B4639/ Sigma-Aldrich 



 

XX 

 

Bis(cyclohexanone) oxaldihydrazone (Cuprizon) [278,35 g/mol] C9012/ Sigma-Aldrich 

Blue Alkaline Phosphatase (Blue AP) Substrate Kit SK-5300/ Vector Labs 

BSAc 10 % 900.022/Aurion 

CD11b eFluor®450 Antikörper aus Ratte 48-0112-82/ eBioscience 

CD16/32 Antikörper aus Ratte 553141/ BD Biosciences 

CD3 Antikörper aus Kaninchen A0452/ DAKO 

CD45 APC-eFluor®780 aus Ratte 47-0451-80/ eBioscience 

CellTiter-Blue® Cell Viability Assay Kit (CTB) G8081/ Promega 

Chloral hydrate ≥99,5 %, Ph. Eur., BP, USP Trichloracetalhydrate 

[165,40 g/mol] 
K318.1/ Carl Roth 

Citronensäure, ≥ 99,5 %, p.a., ACS [192,13 g/mol] X863.1/ Carl Roth 

Citronensäure, wasserfrei gepulvert EMPROVE® ESSENTIAL Ph Eur, 

BP, JP, USP, E 330, FCC [192,12 g/mol] 
100241/ Merck 

CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay Kit (LDH) G1780/ Promega 

D(+)-Glucose, p.a., ACS, wasserfrei [180,16 g/mol] X997.2/ Carl Roth 

DAB working solution (DAB, substrate buffer pH 7.5) K3468/ Dako 

Dako Pen S200230-2 / Dako 

DePeX 18243/ Serva 

di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat, ≥ 99.5 %, p.a. (Na2HPO4) 

[177,99 g/mol] 
4984.3/ Carl Roth 

DNA loading buffer 5X BIO-37068/ Bioline 

dNTP Mix 10 mM BIO-39044/ Bioline 

Dulbecco’s modified eagle medium 1X (DMEM) 41966.029/ Thermo Fisher Scientific 

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline 1X, no calcium, no 

magnesium (DPBS) 
14190/ Thermo Fisher Scientific 

EAE Induktionskit EK-2110/ Hooke 

Easy Ladder I, 100 lanes BIO-33045/ Bioline 

EnVision-anti rabbit HRP K4002/ Dako 

Eosin [691,86 g/mol] 115935/ Merck 

Essigsäure ROTIPURAN® 100 %, p.a. [60,05 g/mol] 3738.5/ Carl Roth 

Ethanol 100 %  Pathomed 

Ethylendiamin-tetraessigsäure Dinatriumsalz Dihydrat, ≥ 99 %, 

p.a., ACS (EDTA) [372,24 g/mol] 
8043.2/ Carl Roth 
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Fetal Bovine Serum "GOLD" Heat Inactivated EU approved A15-152/ PAA 

Formaldehydlösung, ≥ 37 %, Ph. Eur. [30,03 g/mol] CP10.2/ Carl Roth 

Gelatin from cold water fish skin (CWFS) G7041/ Sigma-Aldrich 

GFAP Antikörper aus Kaninchen RPCA-GFAP/ Encore 

GFAP Antikörper aus Ziege Sc6170/ Santa Cruz 

Glycin, Pufferan ≥ 99 %, p.a. [75,07 g/mol] 3908.2/ Carl Roth 

Hämatoxylin krist. [302,28 g/mol] 104302/ Merck 

HBSS, calcium, magnesium 24020-091/ Thermo Fisher Scientific 

HBSS, calcium, magnesium, no phenol red 14025-050/ Thermo Fisher Scientific 

HEPES, PUFFERAN® ≥ 99,5 %, p.a. [238,31 g/mol] 9105.3/ Carl Roth 

Hoechst 33342, Trihydrochlorid, Trihydrat, 10 mg/mL Lösung in 

Wasser 
H3570/ Thermo Fisher Scientific 

IBA1 Antikörper aus Kaninchen 019-19741/ WAKO 

IL6 Antikörper aus Kaninchen ab7737/ Abcam 

Kaliumchlorid, ≥ 99,5 %, p.a., ACS, ISO [74,56 g/mol] 6781.1/Carl Roth 

Ketamin 10 % Ceva 

Lipopolysaccharid von E. coli O111:B4 L4391/ Sigma-Aldrich 

Lithiumcarbonat, EMPLURA®  [73,89 g/mol] 105670/ Merck 

Ly6C-APC Antikörper 17-5932-80/ eBioscience 

Maus IL6 Antikörper MAB406-SP/ R&D Systems 

Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR K1641/ Thermo Fisher Scientific 

Maxwell RSC miRNA Tissue Kit AS1460/ Promega 

Mehlfutter V1530-000/ ssniff 

MgCl2 50 mM Stock Solution BIO-37026/ Bioline 

Midori Green Advance 617004/ Biozym 

M-MLV Reverse Transcriptase (200 U/µL) Kit 28025-021/ Thermo Fisher Scientific 

Mouse Lipocalin-2/NGAL Quantikine ELISA Kit MLCN20/ R&D Systems 

N-2 Supplement (100X) 17502-048/ Thermo Fisher Scientific 

N-Acetyl-L-cystein (NAC) [163,19 g/mol] A9165/ Sigma-Aldrich 

NaOH 10 M [40 g/mol] 72068/ Sigma-Aldrich 

Natriumchlorid 99,5 - 100,5 %, AnalaR NORMAPUR® ACS, Reag. Ph. 

Eur. zur Analyse [58,44 g/mol] 
27810.295/VWR 

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat, zur Analyse EMSURE® 106346/ Millipore 
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ACS,Reag. Ph Eur (NaH2PO4) [137,99 g/mol] 

Natriumhydroxid, granuliert EMPLURA® [40 g/mol] 1064625000/ Merck Millipore 

Natriumiodat, EMSURE® zur Analyse [197,89 g/mol] 1.06525.0100/ Merck 

NeuN Antikörper aus Maus MAB377/ Millipore 

Normal Goat Serum Blocking Solution S-1000/ Vector Labs 

Normal Horse Serum Blocking Solution S-2000/ Vector Labs 

NRF2 Antikörper aus Kaninchen GTX103322/ GeneTex 

OLIG2 Antikörper aus Kaninchen AB9610/ Millipore 

OLIG2 Antikörper aus Maus MABN50/ Millipore 

Paraffin, Erstarrungspunkt 57 – 60 °C, Pastillenform Ph. Eur., BP, 

NF 
1.07158.9025/ VWR 

PBS-Trockensubstanz ohne Ca2+, Mg2+ [9,55 g/mol] L 182-50/ Biochrom 

PCR Buffer 10X, Minus Mg 18067017/ Thermo Fisher Scientific 

Penicillin/Streptomycin 100X, 10,000 U/mL (Pen/Strep) 15140-122/ Thermo Fisher Scientific 

peqGOLD TriFast™ 30-2020/ Peqlab 

Percoll P1644/ Sigma-Aldrich 

Periodsäure, zur Analyse EMSURE® [277,94 g/mol] 1.00524.0025/ Merck 

PLP Antikörper aus Maus MCA839G/ Bio-Rad 

Poly-D-lysine hydrobromide [70.000 – 150.000 g/mol] P6407/ Sigma-Aldrich 

Primer Thermo Fisher Scientific 

Propanol-2 ROTIPURAN ≥ 99,8 %, p.a., ACS, ISO [60,10 g/mol] 6752.4/ Carl Roth 

Random Primers 48190-011/ Thermo Fisher Scientific 

Rat IL-6 Quantikine ELISA Kit R6000B/ R&D Systems 

Rekombinantes murines IL6 216-16A/ Peprotech 

Pferd-anti-Maus IgG biotinyliert BA-2000/ Vector Labs 

Pferd-anti-Ziege IgG biotinyliert BA-9500/ Vector Labs 

Ringer-Infusionslösung Ecoflac B. Braun 

RNeasy Micro Kit 74004/ Qiagen 

RT2 First Strand Kit 330404/ Qiagen 

RT2 Profiler PCR Array PARN-150ZD/ Qiagen 

Schiffs Reagenz 1.09033.0500/ Merck 

SensiMix™ SYBR® & Fluorescein Kit QT615-05/ Bioline 

Shandon™ Immu-Mount™  9990402/ Thermo Fisher Scientific 
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Sodiumazide, ReagentPlus®, ≥ 99,5 % [65,01 g/mol] S2002-100G/ Sigma-Aldrich 

Solvent blue 38 (C.I. 74180), Luxol® Fast Blue MBSN [778,15 g/mol] 7709/ Carl Roth 

SYBR Green qPCR Master Mix B21202/ bimake 

Trichlormethan/Chloroform, ROTIPURAN® ≥99 %, p.a. [119,38 

g/mol] 
3313.1/ Carl Roth 

TRIS Hydrochlorid, PUFFERAN®, ≥ 99 %, p.a. [157,60 g/mo] 9090.3/ Carl Roth 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, TRIS, ≥ 99,9 %, p.a. (121,14 

g/mol) 
4855.2/ Carl Roth 

Trypan Blue Solution 0,4 % [960,81 g/mol] 93595/ Fluka Analytical 

Trypsin 2,5 % (10X), no phenol red 15090-046/ Thermo Fisher Scientific 

Tween20, Ph.Eur. 9127.1/ Carl Roth 

UltraPure™ DNAse/RNAse-Freies Destilliertes Wasser (up H2O) 10977/ Thermo Fisher Scientific 

VECTASTAIN Elite ABC HRP Kit (Peroxidase, Standard) PK-6100/ Vector Labs 

ViewRNA™ ISH Tissue 2-Plex Assay Kit QVT0012/ Thermo Fisher Scientific 

ViewRNA™ Probe (Mus musculus Ubc/ RefSeq NM_019639.4) VB1-10202/ Thermo Fisher Scientific 

ViewRNA™ Probe (Mus musculus Olig2/ RefSeq NM_016967.2) VB6-14496/ Thermo Fisher Scientific 

ViewRNA™ Probe (Mus musculus Il6/ RefSeq NM_031168.1) VB1-10012/ Thermo Fisher Scientific 

Wasserstoffperoxid 30 %, ROTIPURAN® p.a., ISO, stabilisiert [34,01 

g/mol] 
8070.2/ Carl Roth 

Xylazin 2 % Medistar 

Xylol Pathomed 

Ziege-anti-Kaninchen IgG biotinyliert BA-1000/ Vector Labs 

ZytoChem Plus (AP) Polymer anti- Rabbit ZUC031-006/ Zytomed Systems 

ZytoChem Plus AP Polymer Kit POLAP-100/ Zytomed Systems 

 

Geräte und Materialien 

Gerät/ Material Bestellnummer/ Firma 

1,4 mm Zirkoniumoxid-Kügelchen Bertin Technologies 

40 µm Cell Strainer 431750/ Corning Inc. 

70 µm Cell Strainer 352350/ Corning Inc. 

BD FACSCanto II BD Biosciences 
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BD Plastipak™ Spritze 303172/ BD Biosciences 

Centrifuge 5418 Eppendorf 

Centrifuge 5424 R Eppendorf 

Centrifuge 5702 R Eppendorf 

CFX Connect™ Real-Time Detektionssystem Bio-Rad 

Deckgläser 1871/ Carl Roth 

DMI 6000 B Mikroskop Leica 

Einmal-Injektions-Kanülen Sterican® 27 G x 3/4“ 4657705/ B. Braun 

Geldokumentationssystem E-BOX VX2 Vilber 

Gelelektrophresegerät Power Pac 300 Bio-Rad 

Glashomogenisator 15 cm3 432-0203/ VWR 

Humidity Cards 3800-004970-001/ Leica 

Hybridisierungssystem StatSpin® ThermoBrite® S500 Abbott 

Infusomat® Space Leitungen 8700036SP/ B. Braun 

Inkubator HERAcell® 150 Heraeus 

LSM710 Carl Zeiss 

Mastercycler ep gradient S Eppendorf 

Mikrotom 2065 Jung Supercut Leica 

NanoDrop 1000 Spectrophotometer  Thermo Scientific 

Neubauer-Zählkammer 718605/Brand® Sigma-Aldrich 

Opti-Seal Optical Disposable Adhesive 157300/ Bioplastics 

Original-Perfusor®-Leitungen 8722935/ B. Braun 

PCR Platte, 96 x 0,1 mL B70671/ Bioplastics 

PCR Reaktionsgefäße 0,2 mL 0030124.332/ Eppendorf 

Pipettenspitzen bis 1.000 µL 1130401/ Heinz Herenz Medizinalbedraf 

Pipettenspitzen bis 10 µL S111-3000/ Starlab Group 

Pipettenspitzen bis 200 µL 70.760.002/ Sarstedt 

Pipettierhilfe Easypet® Eppendorf 

Precellys 24 Tissue Homogenizer Bertin Technologies 

Probengefäß 1,1 mL Z-Gel 41.1500.005/Sarstedt 

Reagiergefäß 1,5 mL 72.690.001/ Sarstedt 

Research Plus Pipetten Eppendorf 

Rotana 460R Zentrifuge Hettich 
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Safety-Multifly® 21G, 200 mm lang 85.1638.235/ Sarstedt 

Schraubdeckelgefäße mit Deckel 91-PCS TC,TV/Peqlab 

Serologische Pipette, Costar® Stripette®, 10 mL 4488/ Corning Inc. 

Sicherheitswerkbank Herasafe™ Thermo Fisher Scientific 

StarFrost Advanced Adhesive Objektträger, 76 mm x 26 mm 11270/ Engelbrecht 

Tecan infinite® M200 Tecan 

Test Röhrchen 12 x 75 mm 352235/ BD Biosciences 

Thermomixer Comfort/ Compact Eppendorf 

Zellkulturplatte Mikrowell Schwarz, 96 Wells  655090/ Greiner Bio One International 

Zellkulturplatte Mikrowell, 96 Wells 353072/ Corning Inc. 

Zellkulturplatte Multiwell, 12 Wells 665180/ Greiner Bio One International 

Zellkulturplatte Multiwell, 24 Well 353047/ Corning Inc. 

Zellkulturplatte Multiwell, 6 Well 353046/ Corning Inc. 

Zellkulturschale 100 x 20 mm, TC-Schale 100, Cell+ 83.3902.300/ Sarstedt 

 

Lösungen 

ABC-Lösung 1:50 (IHC) 

50 µL Avidin DH Vector Labs   

50 µL biotinylierte HRP Vector Labs   

2.400 µL 1X PBS    

Agarosegel (Molekularbiologie) 

2 g Agarose Standard Carl Roth   

100 mL TAE 1X Puffer zum Kochen bringen    

1 µL Midori Green Advance Biozym   

Aldehyd Block-Lösung für CD3 Färbung (IHC) 

0,74 g Glycin [75,07 g/mol] Carl Roth 0,05 M 

200 mL 1X PBS    
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anti-APC-Lösung (IHC) 

2,5 µL anti-APP Antikörper Millipore 1:250 

622,5 µL Blocking-Solution Zytomed   

anti-APP-Lösung (IHC) 

0,5 µL anti-APP Antikörper Millipore 1:5.000 

2.499,5 µL NHS 5 %    

anti-AQP4-Lösung (IHC) 

1,25 µL anti-AQP4 Antikörper Santa Cruz 1:2.000 

2.498,75 µL NGS 5 %    

anti-CD3-Lösung (IHC) 

0,625 µL anti-CD3 Antikörper Dako 1:4.000 

2.499,375 µL BSAc Wasch-Lösung, pH 7,4    

anti-GFAP-Lösung (IHC) 

0,03 µL anti-GFAP Antikörper Biozol 1:75.000 

2.499,97 µL NGS 5 %    

anti-GFAP-Lösung (IHC) 

3 µL anti-GFAP Antikörper Santa Cruz 1:200 

597 µL Blocking-Lösung Zytomed   

anti-IBA1-Lösung (IHC) 

0,25 µL anti-IBA1 Antikörper Wako 1:10.000 

2.499,75 µL NGS 5 %    

anti-IBA1-Lösung (IHC) 

1,6 µL anti-IBA1 Antikörper Millipore 1:1.000 
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1.598,4 µL Blocking-Lösung Zytomed   

anti-IL6-Lösung (IHC) 

0,5 µL anti-IL6 Antikörper Abcam 1:4.000 

1.999,5 µL Blocking-Lösung Zytomed   

anti-IL6-Lösung, 1 µg/mL (in vitro) 

28 µL anti-IL6 Antikörper, 250 µg/mL R&D Systems 1 µg/mL 

6.972 µL DMEM 0,5 %    

anti-OLIG2-Lösung (IHC) 

1,25 µL anti-Olig2 Antikörper Millipore 1:2.000 

2.498,75 µL NGS 5 %    

anti-OLIG2-IL6-Lösung (IF) 

2,5 µL anti-Olig2 Antikörper Millipore 1:1.000 

50 µL Anti-IL6 Antikörper (ab7737) Abcam 1:50 

2.447,5 µL IFF Puffer    

anti-Maus-Lösung 1:50, Sekundärantikörper (IHC) 

50 µL Pferd-anti-Maus IgG biotinyliert Vector Labs   

2.450 µL NHS 5 %    

anti-Maus-Lösung 1:50, Sekundärantikörper (IHC) 

12 µL Pferd-anti-Maus IgG biotinyliert Vector Labs   

588 µL Blocking-Lösung Zytomed   

anti-Kaninchen-Lösung 1:50, Sekundärantikörper (IHC) 

50 µL Ziege-anti-Kaninchen IgG biotinyliert Vector Labs   

2.450 µL NHS 5 %    
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anti-Ziege-Lösung 1:50, Sekundärantikörper (IHC) 

12 µL Pferd-anti-Ziege IgG biotinyliert Vector Labs   

588 µL Blocking-Lösung Zytomed   

Block-Lösung CD3 (IHC) 

0.1 g CWFS Gelatine Sigma-Aldrich   

1 g Albumin Fraktion V, biotinfrei [66.000 

g/mol] 

Carl Roth 152 µM 

2 mL NGS 5 %    

500 µL Tween20 10 %    

98 mL 1X PBS    

Blaues AP-Substrat-Lösung (IHC) 

2,5 mL Tris-HCl-Lösung 1 M  100 mM 

5 µL Tween20 10 %  0,1 %  

40 µL Reagenz 1 (Blaues AP-Substrat) Vector Labs   

40 µL Reagenz 2 (Blaues AP-Substrat) Vector Labs   

22,5 µL Reagenz 3 (Blaues AP-Substrat) Vector Labs   

Biotin Stock, steril filtriert  (in vitro) 

23,431 mg Biotin [244.31 g/mol] Sigma-Aldrich 1 mM 

100 mL up H2O Thermo Fisher Scientific   

  mit NaOH 1 M Lösung klären    

Biotin Stock 1:100  (in vitro) 

10 µL Biotin Stock, steril filtriert  10 µM 

990 µL DMEM    

      



 

XXIX 

 

BSA Stock, steril filtriert (in vitro) 

50 g Albumin Fraktion V, endotoxin-geprüft 

[66.000 g/mol] 

Carl Roth 1,5 mM 

500 mL up H2O Thermo Fisher Scientific   

BSAc Wasch-Lösung, pH 7,4 (IHC) 

5 mL BSAc 10 % Aurion   

996 mL 1X PBS    

Citrat-Lösung, pH 6,0 (IHC) 

1,92 g Citronensäure Carl Roth   

auf 1.000 mL A. dest.    

Cuprizon Futter 0,25 % (in vivo) CytoTox 96 Reagenz 

1 g bis(cyclohexanone)oxaldihydrazone Sigma-Aldrich   

400 g Mehlfutter ssniff   

CytoTox 96 Reagenz (in vitro) 

12 mL Assay Puffer Promega   

1,5 mL Substrat Mix Promega   

DAB-Lösung 1:50 (IHC) 

50 µL 3,3'-diaminobenzidine Dako   

2.450 µL Substrat Puffer pH 7,5 Dako   

DMEM 0,5 % (in vitro) 

495 mL DMEM Thermo Fisher Scientific   

2,5 mL Fetal Bovine Serum PAA   

2,5 mL Penicillin/Streptomycin Thermo Fisher Scientific   

      



 

XXX 

 

DMEM 5 % (in vitro) 

472,5 mL DMEM Thermo Fisher Scientific   

25 mL Fetal Bovine Serum PAA   

2,5 mL Penicillin/Streptomycin Thermo Fisher Scientific   

DMEM 10 % (in vitro) 

447,5 mL DMEM Thermo Fisher Scientific   

50 mL Fetal Bovine Serum PAA   

2,5 mL Penicillin/Streptomycin Thermo Fisher Scientific   

EDTA Stock, steril filtriert (FACS) 

0,186 g EDTA [372,24 g/mol] Carl Roth 0,5 M 

1 mL up H2O Thermo Fisher Scientific   

Eosin Stock (IHC) 

2 g Eosin [691,86 g/mol] Merck 30 mM 

100 mL Ethanol 50 %    

Eosin-Lösung (IHC) 

25 mL Eosin Stock    

225 mL Ethanol 50 %    

150 µL Citronensäure Carl Roth   

Ethanol 50 % (IHC) 

50 mL Ethanol 100 % Pathomed   

50 mL A. dest.    

Ethanol 70 % (IHC / Molekularbiologie) 

70 mL Ethanol 100 % Pathomed/ Carl Roth   
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30 mL A. dest./ up H2O - / Thermo Fisher Scientific   

Ethanol 80 % (Molekularbiologie) 

80 mL Ethanol 100 % Carl Roth   

20 mL A. dest.    

Ethanol 95 % (IHC) 

95 mL Ethanol 100 % Pathomed   

5 mL A. dest.    

Ethanol 96 % (IHC) 

96 mL Ethanol 100 % Pathomed   

4 mL A. dest.    

Formalin-Lösung 3,7 %, pH 7,4 (Gewebeaufarbeitung) 

100 mL Formaldehydlösung Carl Roth   

900 mL A. dest.    

4,6 g NaH2PO4 [137,99 g/mol] Millipore 33 mM 

8,0 g Na2HPO4 [177,99 g/mol] Carl Roth 45 mM 

Formalin-Lösung 3,7 % (in situ) 

1 mL Formaldehydlösung Carl Roth   

9 mL A. dest.    

Formalin-Lösung 10 % (in situ) 

2,7 mL Formaldehydlösung  Carl Roth   

7,3 mL A. dest.    

Glucose-Lösung 45 %, steril filtriert (FACS) 

0,45 g Glucose [180,16 g/mol] Carl Roth 2,5 M 
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1 mL up H2O Thermo Fisher Scientific   

Hydrogenperoxid-Lösung 0,3 % (IHC) 

0,6 mL Wasserstoffperoxid Carl Roth   

199,4 mL 1X PBS    

 HEPES-Lösung, steril filtriert (FACS) 

1,787 mg HEPES [238,31 g/mol] Carl Roth 7,5 mM 

1 mL up H2O Thermo Fisher Scientific   

Hoechst 33342 (IF) 

1 µL Hoechst 33342 Thermo Fisher Scientific 1:10.000 

10 mL 1X PBS    

IFF Puffer (IF) 

0,5 g Albumin Fraktion V, biotinfrei [66.000 

g/mol] 

Carl Roth 150 µM 

1 mL Fetal Bovine Serum PAA   

49 mL 1X PBS    

Ketamin/ Xylazin (in vivo) 

300 µL Ketamine 10 % Ceva   

75 µL Xylazine 2 % Medistar   

auf 7.500 µL DPBS Thermo Fisher Scientific   

Label Sonde 6-AP-Lösung (in situ) 

1 µL Label Sonde 6-AP  1:1.000 

999 µL Label Probe Diluent QF    

Label Sonde 1-AP-Lösung (in situ) 

1 µL Label Sonde 1-AP  1:1.000 
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999 µL Label Probe Diluent QF    

Lithiumcarbonat-Lösung 0,05 % (IHC) 

0,05 g Lithiumcarbonat [73,89 g/mol] Merck 6,8 mM 

100 mL A. dest.    

LPS-Stock-Lösung, 10 ng/mL (in vitro) 

10 µL LPS, 1 mg/mL Life Technologies 10 µg/mL 

990 µL DPBS Thermo Fisher Scientific   

LPS-Lösung, 100 ng/mL (in vitro) 

70 µL LPS-Stock-Lösung, 10 µg/mL  100 ng/mL 

6.930 µL DMEM 0,5 %    

Luxol Fast Blue-Lösung 0,1 % (IHC) 

0,1 g Solvent blue 38 [778,15 g/mol] Carl Roth 1,5 mM 

100 mL Ethanol 95 %    

0,5 mL Essigsäure Carl Roth   

Mastermix Reverse Transkription (Molekularbiologie) 

4 µL 5X First Strand Buffer Thermo Fisher Scientific   

2 µL DTT Thermo Fisher Scientific 0,1 M 

1 µL dNTP Mix Bioline 10 mM 

0,1 µL Random Primers Thermo Fisher Scientific   

1 µL M-MLV Thermo Fisher Scientific   

Mastermix Check PCR (Molekularbiologie) 

9,3 µL up H2O Thermo Fisher Scientific   

1,25 µL PCR Buffer 10X, Minus Mg Thermo Fisher Scientific   
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0,38 µL MgCl2 Bioline 50 mM 

0,25 µL dNTP Mix Bioline 10 mM 

0,25 µL Primer forward    

0,25 µL Primer reverse    

0,08 µL BIOTAQ™ DNA Polymerase Bioline   

Mastermix RT-qPCR (Molekularbiologie) 

5 µL SensiMix™ SYBR® & Fluorescein Kit Bioline   

2 µL up H2O Thermo Fisher Scientific   

0,5 µL Primer forward    

0,5 µL Primer reverse    

Mayer's Hämatoxylin-Lösung (IHC) 

1 g Hämatoxylin [302,28 g/mol] Merck 3,3 mM 

800 mL Leitungswasser    

0,2 g Natriumiodat [197,89 g/mol] Merck 1,0 mM 

50 g Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat 

[474,39 g/mol] 

Merck 105 mM 

1 g Citronensäure  Carl Roth   

50 g Chloralhydrat [165,40 g/mol] Carl Roth 302 mM 

auf 1.000 mL Leitungswasser    

Medium A mit Phenolrot (FACS) 

973 µL HBSS mit Phenolrot Thermo Fisher Scientific   

14 µL HEPES-Lösung  7,5 mM 

13 µL Glucose-Lösung 45 %    

      



 

XXXV 

 

Medium A ohne Phenolrot (FACS) 

970 µL HBSS mit Phenolrot 
 

µL HBSS ohne Phenolrot Thermo Fisher Scientific   

15 µL HEPES-Lösung    

13 µL Glucose-Lösung 45 %    

2 µL EDTA Stock 0,5 M    

Myelin Gradienten Puffer Stock I (FACS) 

0,78 g NaH2PO4 [137,99 g/mol] 
 

Millipore 5,6 mM 

1 L up H2O 
 

Thermo Fisher Scientific   

Myelin Gradienten Puffer Stock II (FACS) 

3,56 g Na2HPO4 [177,99 g/mol] Carl Roth 20 mM 

1 L up H2O Thermo Fisher Scientific   

Myelin Gradienten Puffer, steril filtriert (FACS) 

 Myelin Gradienten Puffer Stock I 

mit Myelin Gradienten Puffer Stock II auffüllen bis pH 7,4, dann 

8 g/ L NaCl [58,44 g/mol] VWR 140 mM 

0,4 g/ L KCl [74,56 g/mol] Carl Roth 5,4 mM 

2,0 g/ L Glucose zufügen [180,16 g/mol] Carl Roth 11 mM 

NAC Stock, pH 7 (in vitro) 

100 mg NAC [163,19 g/mol] Sigma-Aldrich 30 mM 

20 mL DMEM Thermo Fisher Scientific   

  mit NaOH 1 M pH 7 einstellen    

NaCl-Lösung, steril filtriert (FACS) 

1,75 g NaCl [58,44 g/mol] VWR 1,5 M 



 

XXXVI 

 

20 mL up H2O Thermo Fisher Scientific   

NaOH 1 M (in vitro) 

4 g Natriumhydroxid Merck Millipore 1 M 

100 mL A. dest. -   

NGS 5 % (IHC) 

50 µL Normal Goat Serum Blocking Solution Vector Labs   

950 µL 1X PBS    

NHS 5 % (IHC) 

50 µL Normal Horse Serum Blocking Solution Vector Labs   

950 µL 1X PBS    

1X PBS, pH 7,4 (IHC / IF) 

9,55 g PBS Dulbecco [9,55 g/mol] Biochrom 100 mM 

10 L A. dest.    

Percoll Gradienten Puffer 22 %, steril filtriert (FACS) 

756 µL Myelin Gradienten Puffer    

220 µL Percoll Sigma-Aldrich   

24 µL NaCl-Lösung    

PAS-Lösung 0,5 % (IHC) 

0,5 g Periodsäure [277,94 g/mol] Merck 20 mM 

100 mL A. dest.    

PDL-Lösung (in vitro) 

5 mg Poly-D-lysine Hydrobromid  Sigma-Aldrich   

50 mL up H2O Thermo Fisher Scientific   



 

XXXVII 

 

Proteaseverdau-Lösung (in situ) 

1 µL Protease QF, ViewRNA Assay Kit Thermo Fisher Scientific 1:100 

99 µL DPBS Thermo Fisher Scientific   

Rekombinante IL6-Stock-Lösung, 1 µg/mL (in vitro) 

2 µL Rekombinantes IL6, 100 µg/mL Peprotech 1 µg/mL 

198 µL up H2O Thermo Fisher Scientific   

Rekombinante IL6-Lösung, 10 ng/mL (in vitro) 

70 µL IL6-Stock-Lösung, 1 µg/mL  10 ng/mL 

6.930 µL DMEM 0,5 %    

SATO Medium (in vitro) 

484,49 mL DMEM Thermo Fisher Scientific   

5 mL BSA Stock    

5 mL Penicillin/ Streptomycin Thermo Fisher Scientific   

5 mL N-2 Supplement Thermo Fisher Scientific   

500 µL NAC Stock    

10 µL Biotin Stock 1:100    

Sodiumazid Stock 1 M (in vitro) 

0,65 g Sodiumazid [65,01 g/mol] Sigma-Aldrich 1 M 

10 mL up H2O Thermo Fisher Scientific   

TAE 10X (Molekularbiologie) 

96,88 g TRIS [121,14 g/mol] Carl Roth 400 mM 

22,84 mL Essigsäure [60,05 g/mol] Carl Roth 190 mM 

40 mL EDTA Stock 0,5 M    



 

XXXVIII 

 

Zu 2 L mit A. dest. auffüllen und pH 8 

einstellen 

   

TAE 1X (Molekularbiologie) 

200 mL TAE 10X    

1.800 mL A. dest.    

Tris-EDTA-Lösung, pH 9,0 (IHC) 

0,37 g EDTA [372,24 g/mol] Carl Roth 994 µM 

1,21 g  TRIS [121,14 g/mol] Carl Roth 10 mM 

auf 1.000 mL A. dest.    

Tris-HCl-Lösung, 1 M (IHC) 

157,60 g TRIS Hydrochlorid Carl Roth 1 M 

1.000 mL  A. dest.    

Tween20 10 % (IHC) 

50 µL Tween20 Carl Roth   

450 µL 1X PBS    

Working Probe Solution (in situ) 

2 µL ViewRNA™ Probe Olig2 Thermo Fisher Scientific  1:50 

2 µL ViewRNA™ Probe Il6 Thermo Fisher Scientific  1:50 

96 µL Probe Set Diluent QT Thermo Fisher Scientific   

Working Probe Solution Ubc (in situ) 

2 µL ViewRNA™ Probe Ubc Thermo Fisher Scientific  1:50 

98 µL Probe Set Diluent QT Thermo Fisher Scientific   

 


