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VI. Zusammenfassung

Metachromatische Leukodystrophie (MLD) ist eine Lipidspeicherkrankheit, die durch den
Defekt des lysosomalen Enzyms Arylsulfatase A (ASA) hervorgerufen wird. ASA katalysiert
den Abbau von Sulfatid, einem Hauptbestandteil des Myelins. Ist der Abbau gehemmt, rei-
chert sich Sulfatid im Lysosom der Zelle an. Besonders schwer betroffen sind davon die
Zellen des zentralen und peripheren Nervensystems. Der Phénotyp des Patienten ist abhan-
gig von der verbleibenden Enzymrestaktivitat. Bei Nullmutation ist schon friih eine fortschrei-
tende Demyelinisierung des Gehirns zu beobachten und die betroffenen Patienten

versterben noch im Kindesalter.

Der gesunde Organismus besitzt die Fahigkeit, beschadigtes Myelin vollstandig wiederher-
zustellen. Fortschreitende Demyelinisierung ist folglich dann zu beobachten, wenn der
Remyelinisierungsprozess gestort ist. Ziel dieser Arbeit war es, zu Uberprifen, ob die durch
den Defekt der ASA hervorgerufene Akkumulation von Sulfatid stdrenden Einfluss auf den
Remyelinisierungsprozess hat und somit Ausloser der Demyelinisierung ist.

Um den Pathomechanismus der MLD zu erforschen, ist durch Knockout des ASA-Gens ein
MLD-Mausmodell (ASA(-/-)-Maus) generiert worden. Im Gegensatz zum Patienten entwickelt
die ASA(-/-)-Maus aber keine Demyelinisierung, so dass die Demyelinisierung im Zuge die-
ser Arbeit kiinstlich induziert wurde. Cuprizon-induzierte Demyelinisierung ist ein etabliertes
Modell, um Remyelinisierungsprozesse Zu untersuchen. Cuprizon
(Bis(cyclohexanon)oxaldihydrazon) ist ein Kupfer-Chelator und induziert bei Fitterung die
Demyelinisierung des Gehirns der Maus. Bei anschlieBendem Wechsel zu Standardhal-

tungsdiat kann Remyelinisierung stattfinden.

Im Zuge dieser Arbeit wurden sieben Wochen alte, mannliche ASA(-/-)-Mause mit einer
0,2%igen Cuprizon-Diat gefittert. Die Auswertung von Protein- und Lipidexpression zeigte,
dass der Myelinisierungsprozess in ASA(-/-)-Mausen sowohl wahrend der primaren Myelini-
sierung des ZNS, als auch bei Remyelinisierung verlangsamt ablief. Wahrscheinlich ist diese
Verlangsamung auf die Akkumulation von Sulfatid in den Lipid-Rafts der ASA(-/-)-Maus
zurlickzufuhren, die zu einer Stérung der Oligodendrozytendifferenzierung fiihrt. Da nicht
nachgewiesen werden konnte, dass Zahl oder Migration der Oligodendrozytenvorlauferzellen
in der ASA(-/-)-Maus beeintrachtigt sind, kénnte die exogene Induktion der Oligodendrozy-
tendifferenzierung ein potentieller Ansatz zur Behandlung der fortschreitenden Demyelinisie-

rung in MLD-Patienten sein.
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1. Einleitung

1.1 Die Myelinisierung des Nervensystems

Wahrend die primitiven Meeresbewohner des Kambriums ein vergleichsweise sicheres
Dasein in den Tiefen des Meeres fristeten, stellte der Landgang der Wirbeltiere im Devon
hohe Anspriiche an das noch einfach entwickelte Nervensystem: Die Fahigkeit zur schnellen
Reaktion sollte tiber den evolutiondren Erfolg einer Spezies an Land entscheiden.

Der limitierende Faktor fur die Schnelligkeit einer Reaktion ist die Geschwindigkeit, mit der
ein Reiz entlang des Axons transportiert werden kann. Physikalisch betrachtet ist das Axon
ein zylindrisches Kabel. Ein Membranpotential V an Position 0 des Axons erzeugt ein expo-
nentiell abfallendes, sich in X-Richtung ausbreitendes Spannungsfeld, wie durch Formel 1
beschrieben wird. Da diese Form der elektrischen Leitung ohne aktiven Ladungstransport

funktioniert, wird sie auch passive Leitung genannt.

X
Vx - e_zx VO

Formel 1. Passiver Ladungstransport. Ausbreitung eines Membranpotentials im zylindrischen Kabel. Vo =
Membranpotential an Position 0, Vx = Membranpotential an Position x, A = Laéngenkonstante.

Wie weit sich das Spannungsfeld entlang der X-Achse ausbreiten kann, bevor die Spannung
gegen Null geht, wird durch die Langenkonstante A des Axons bestimmt. Die Langenkon-
stante A, und somit die passive Leitfahigkeit eines Axons, ist abhangig von den Widerstan-
den der Plasmamembran Rn, des intrazellularen Axioplasmas R; und des extrazellularen
Mediums Ro.

Rm

A= (Ro+ R)

Formel 2: Definition der Langenkonstante A. Rm = Widerstand der Plasmamembran, Ri = Widerstand des
intrazellularen Axioplasmas, Ro = Widerstand des extrazellularen Mediums.

Mathematisch gesehen entspricht die Optimierung der passiven Leitfahigkeit einer VergroéRe-
rung von A durch Verkleinerung des intrazellularen Plasmawiderstandes oder Vergréf3erung
des Membranwiderstandes.

Generell ist der elektrische Widerstand R eines Leiters abhéngig vom spezifischen Wider-

stand p, seiner Lange | und dem Querschnitt A.

1
R=px—
P=a

Formel 3: Definition des elektrischen Widerstandes R. p = spezifischer Widerstand des Leiters, | = Lange, A =
Querschnitt.

Die VergroRerung des Axonquerschnitts fihrt demnach zu einer Abnahme des Axioplasma-
widerstandes R;, zur Vergrof3erung der L&ngenkonstante A und letztendlich zur Verbesse-

rung der passiven Leitfahigkeit. Unter anderem finden sich solche vergroRerten Riesenaxone
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im Nervensystem der Zephalopoden, wo sie die Nervenleitgeschwindigkeit myelinisierter
Motoraxone erreichen kdnnen.

Doch der VergroRBerung des Axonquerschnitts sind Grenzen gesetzt, wie das Beispiel des
Sehnervs zeigt. Der optische Nerv hat einen Durchmesser von drei bis sieben Millimetern
und besteht aus rund einer Millionen myelinisierten Axonen.! Ein Sehnerv aus entsprechend
leistungsstarken marklosen Axonen, mit je einem Millimeter Durchmesser, wirde einen
Gesamtdurchmesser von 75 Zentimetern haben.?

In hochentwickelten Nervensystemen, wie dem des Menschen, hat sich darum die Erh6hung
des Membranwiderstandes Rm als Strategie zur Verbesserung der Reizweiterleitung etab-
liert. Die Axone sind von einer isolierenden Membran umhdlit: Myelin.

Abbildung 1: Myelinisiertes Axon. Elektronen-
mikroskopische Aufnahme.

;omlpaktes Quelle: A. Peters, S. L. Palay, H. D. Webster: The fine
yelin structure of the nervous system. Philadelphia, London,
Toronto: W. B. Saunders Company, 1976, 1. Auflage,

p. 215.
Das Myelin umgibt die Axone des zentralen
Axon und peripheren Nervensystems der Wirbel-

Paranodale  tiere. Aufgrund des ungewohnlich hohen
Zunge Lipid- (70-85 %) und geringen Proteinanteils
(15-30 %) hat Myelin einen hohen elektri-

schen Widerstand. Im Mikroskop erscheint

Nodium

die Myelinscheide als schlauchférmige Hiille
des Axons, die in regelméRigen Abstanden

durch Ein-schnirungen, die Nodien, unter-

brochen ist. Abbildung 1 zeigt die elektro-
nenmikroskopische Aufnahme eines Nodiums. Um das Nodium herum ist das Myelin nicht
kompaktiert. Die dort vorhandenen paranodalen Kanale sind fir die Erhaltung der zytoplas-
matische Kontinuitat zwischen Oligodendrozyten-Zellkbrper und Myelin zusténdig. Dieser
Bereich wird auch paranodale Zone genannt. Die Bereiche kompakten Myelins zwischen den
Nodien werden als Internodien bezeichnet.

Im Querschnitt des Axons zeigen elektronenmikroskopische Aufnahmen den periodischen
Aufbau der Myelinscheide, bestehend aus Hauptlinien von hoher Elektronendichte sowie den
weniger stark ausgepragten Zwischenlinien. Diese charakteristische Struktur ist durch den

Mechanismus der Myelinisierung bedingt.

Myelin wird nicht von den Neuronen selbst, sondern im peripheren Nervensystem (PNS) von

Schwannzellen, im zentralen Nervensystem (ZNS) von Oligodendrozyten gebildet. Der groR3-

15



De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

te Unterscheid zwischen diesen Zelltypen ist, dass erstere nur ein axonales Segment, Oli-
godendrozyten aber bis zu 60 axonale Segmente zugleich myelinisieren kénnen.
Oligodendrozyten zahlen, wie Astrozyten und Mikrogliazellen, zu den Gliazellen des Gehirns.
Die Myelinisierung der Axone ist nur eine ihrer Aufgaben, sie sind zum Beispiel auch an der
trophischen Unterstiitzung der Neuronen beteiligt. Oligodendrozyten entstehen aus Vorlau-
ferzellen, die von der ventrikularen Zone aus in alle Gehirnbereiche migrieren und dort zu
Oligodendrozyten ausreifen kénnen. Das Myelin ist eine spiralférmige Verlangerung der
Plasmamembran des Oligodendrozyten.

Die Myelinisierung beginnt, wenn sich der plattenartig verbreiterte Zellfortsatz des Oli-
godendrozyten um ein noch markloses Axon legt. Zwei sich stetig verlangernde Membranlip-
pen werden gebildet. Kommen sie miteinander in Kontakt, schiebt sich eine Membranlippe
unter die andere und beginnt in Schichten um das Axon zu wachsen.

Durch spezifische Wechselwirkungen von Lipiden und Proteinen ndhern sich die Zellmemb-
ranen im Zuge der Reifung des Myelins einander an und verdrangen das Zytoplasma. Durch
Verschmelzung der intrazellularen Membranseiten entstehen die elektronendichten Hauptli-
nien, durch Anlagerung der extrazellularen Membranseiten entstehen die Zwischenlinien.
Das Basische Myelinprotein (MBP) ist maf3geblich an der Bildung der Hauptlinien beteiligt.
Durch seine positive Molekilladung wechselwirkt es mit den negativ geladenen Phospholipi-
den der Plasmamembran, so dass die zytoplasmatischen Seiten der Membran zueinander
gezogen werden. Neben der paranodalen Zone ist die innerste und auf3erste Wicklung von

der Verdichtung des Myelins ausgenommen.

In den nicht myelinisierten Bereichen des Axons, den Nodien, ist eine groRe Anzahl von
Natriumkanalen lokalisiert. In Reaktion auf einen chemischen oder elektrischen Reiz 6ffnen
sich diese Kanéle und Natrium-lonen stromen, getrieben durch die Konzentrationsdifferenz,
in das Zytosol des Axons ein. Die zuvor negativ geladene innere Zellmembran wird positiv
aufgeladen und ein Aktionspotential ausgebildet. In nicht myelinisierten Axonen pflanzt sich
das Potential durch passive Leitung entlang der Membran fort. Bei myelinisierten Axonen
springt das Potential von Nodium zu Nodium. Man spricht von saltatorischer Reizweiterlei-
tung. Die Leitungsgeschwindigkeit ist gegentiber nicht myelinisierten Axonen deutlich erhéht,

da groRRe Streckenabschnitte des Axons ubersprungen werden.

Der Verlust der Myelinscheide wird als Demyelinisierung bezeichnet. Von primarer Demyeli-
nisierung spricht man, wird sie durch einen direkten Schaden am Myelin oder an den Oli-
godendrozyten induziert. Die sekundare Demyelinisierung, oder auch Waller-Degeneration,

resultiert aus dem Untergang des Axons, zum Beispiel nach einer Verletzung. Das Resultat
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ist in beiden Fallen dasselbe: Mit dem Abbau des Myelins kommt es zur Blockade der salta-
torischen Reizweiterleitung.

Um der Blockade entgegen zu wirken, kann der Organismus die Zahl der Natriumkanale im
Axiolemma demyelinisierter Axone erhdhen. Die nicht-saltatorische (passive) Reizweiterlei-
tung wird so unterstitzt und die Funktionalitéat eines Axons zumindest teilweise aufrecht-
erhalten. Die wichtigste Antwort des Organismus auf Demyelinisierung ist jedoch der
Remyelinisierungsprozess.

Im Gegensatz zu vielen anderen Bestandteilen des Nervensystems kann, wie in Abbil-
dung 2 A gezeigt, die Myelinscheide komplett regeneriert werden. Die saltatorische Reizwei-
terleitung wird dabei wiederhergestellt und funktionale Defizite behoben. Das ,neue” Myelin
ist in seiner Zusammensetzung nicht von ,altem” zu unterscheiden und kann nur anhand der
Relation von Schichtdicke zu Durchmesser des Axons identifiziert werden. Das Verhéltnis
von Myelin-Schichtdicke und Axon-Durchmesser ist in Abbildung 2 B dargestellt. Es wird als
g-Ratio bezeichnet. In remyelinisierten Bereichen des ZNS ist die g-Ratio erhoht, da die
Myelinschicht dinner ist.

d
-Ratio: g=——
d g D

Abbildung 2: Remyelinisierung im ZNS.
Quelle: (A) J. M. Franklin, C. ffrench-Constant: Remyelination in the CNS: from biology to therapy, Nature Review
Neuroscience 9 (2008), pp. 839-855, (B) eigene Darstellung.

Remyelinisierung kann auch stattfinden, wenn keine Oligodendrozyten in der Lasion vorhan-
den sind.® Oligodendrozyten-Vorlauferzellen (OVZ) infiltrieren das betroffene Gewebe und
differenzieren dort zu myelinisierenden Oligodendrozyten.

Erstmals wurden die OVZ in den frihen 80er Jahren durch die Arbeitsgruppe von Martin Raff
beschrieben.* Es sind multipotente Zellen, die durch Expression der Oberflachenmarker
Neural-Glial-Antigen 2 (NG2) und Platelet Derived Growth Factor a Receptor (PDGFRa)
identifiziert werden kénnen. Je nach Stimuli differenzieren sie zu Oligodendrozyten, Astrozy-

ten oder Neuronen.® Sie verteilen sich gleichermaRen tber weie und graue Substanz des
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ZNS und machen rund finf bis zehn Prozent aller Glia im ZNS aus. Detektieren Mikrogliazel-
len oder Astrozyten ein demyelinisierendes Ereignis, aktivieren sie durch Expression von
Wachstumsfaktoren, wie dem Platelet Derived Growth Factor a (PDGFa), die im Gewebe
ruhenden OVZ. Die OVZ wechseln in einen regenerativen Phénotyp, unter anderem verbun-
den mit der vermehrten Expression der Transkriptionsfaktoren Oligodendrocyte Lineage
Transcription Factor 2 (OLIG2) und SRY-related HMG-box 10 (Sox10). Die aktivierten OVZ
infiltrieren das betroffene Gewebe. Erst nachdem sie mit den entmarkten Axonen in Kontakt

getreten sind, differenzieren zu Oligodendrozyten und beginnen mit der Remyelinisierung.

1.2 Metachromatische Leukodystrophie

Eine Reihe von genetisch bedingten Krankheiten wird von primérer Demyelinisierung beglei-
tet, darunter die Leukodystrophien. Das Wort Leukodystrophie leitet sich aus dem Griechi-
schen ab: leukos (weil3) - dys (schlecht) - trophe (Gedeihen). Es bezeichnet
Stoffwechselkrankheiten, die sich durch die Degeneration der weiRen Substanz auszeich-
nen. Zu ihnen z&hlt die autosomal rezessiv vererbte Metachromatische Leukodystrophie.

Die Metachromatische Leukodystrophie (MLD) zahlt zu den lysosomalen Speicherkrankhei-
ten und wird durch den Defekt des Enzyms Arylsulfatase A (ASA) hervorgerufen. Je nach
Bevolkerungsgruppe schwankt die Inzidenz zwischen einer aus 40.000 bis zu einer aus
100.000 Geburten. Man zahlt die MLD daher zu den seltenen Krankheiten.
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OH HN
0 O
OH

e}
e Sulfatid
OH
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O=w
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Abbildung 3: Synthese und Abbau von Sulfatid.

Die ASA Kkatalysiert den lysosomalen Abbau von 3-O-Sulfogalaktosylceramid (Sulfatid) zu
Galaktosylceramid (GalCer). Sulfatid ist ein Membranlipid, das sich auch in Leber und Niere
findet, in besonders hohen Mengen aber im Myelin vorhanden ist. Im Falle der ASA-
Defizienz kann Sulfatid nicht abgebaut werden und wird im Lysosom gespeichert. Betroffen
sind neben dem zentralen und peripheren Nervensystem auch Niere, Gallenblase, Leber,
Pankreas, Hypophyse, Netzhaut, SchweiRdriisen, Hoden und Darmgewebe.® Am starksten
durch die Speicherung beeintrachtigt ist das Nervensystem, wo die Akkumulation von Spei-

chermaterial mit einer fortschreitenden Demyelinisierung einhergeht.
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Obwohl mittlerweile mehr als 80 Mutationen identifiziert wurden, sind nur drei von ihnen
haufig:

1.) Durch Mutation der Spleil3-Stelle zwischen Exon 2 und Intron 2 des ASA-Gens wird die
Transkription der ASA-mRNA verhindert. Die Enzymsynthese ist komplett unterbunden.
Dieser Genotyp entspricht einem Nullallel.

2.) & 3.) Durch Punktmutationen entstehen zwei weitere, haufige Genotypen, bei denen die
Aminosauren Prolin426 gegen Leucin bzw. Isoleucin179 gegen Serin ausgetauscht sind. Die

Transkription ist nicht betroffen, aber die Aktivitat des Enzyms reduziert.

Phéanotypen

Abhangig von der Art der Mutation treten drei unterschiedlich schwere Phanotypen auf.

Die spat-infantile Form der MLD zeichnet sich durch den schwersten Krankheitsverlauf
aus. Im Allgemeinen sind diese Patienten homozygot fir ein Nullallel. Die ersten Symptome
treten noch vor Vollendung des zweiten Lebensjahres auf. Den anfanglichen Stérungen des
Bewegungsapparates folgen Verlust von Sprache, Gehor und Augenlicht, Krampfe, die
Entwicklung einer peripheren Neuropathie sowie einer Bulbarparalyse. Die Patienten ver-
sterben nach ein bis sieben Jahren.

Die juvenile Form der MLD setzt im Alter von vier bis zwolf Jahren ein und prasentiert sich
zunachst mit Gangstérungen oder Abnahme der schulischen Leistung. Der weitere Krank-
heitsverlauf ahnelt dem infantilen Phénotyp. Die Patienten versterben, bevor sie das Er-
wachsenenalter erreichen. Juvenile Patienten sind meist heterozygot fir ein Nullallel und ein
Allel, das mit einer verbleibenden Enzymrestaktivitat verbunden ist.’

Die adulte Form der MLD hat den mildesten Phanotyp und prasentiert sich oft als psychi-
sche Erkrankung mit psychotischen oder schizophrenen Zigen. Erst im spéateren Verlauf
treten neurologische Stérungen auf. Der Krankheitsverlauf ist mild und Patienten kdénnen
nach der Diagnose noch mehrere Jahrzehnte Uberleben. Adulte Patienten sind meist ho-

mozygot fur ein Allel, das mit einer Restaktivitéat verbunden ist.

Da keine natirlich auftretende Mutation im Tier bekannt ist, die den Phéanotyp der MLD wie-
dergibt, wurde durch gentechnischen Bruch des ASA-Gens ein Knock-Out-Mausmodel (A-
SA(-/-)) generiert.® Genetisch entspricht das Mausmodel der spat-infantilen Form der MLD,
denn es besitzt keine Enzymrestaktivitdt. Die Maus speichert, wie der Patient, Sulfatid in
Leber, Niere und im zentralen sowie peripheren Nervensystem. Der Phanotyp ist im Ver-
gleich zum Menschen aber nur mild ausgepragt und ahnelt eher dem des adulten MLD-

Patienten. Erst mit steigendem Alter entwickeln die M&use neurologische Symptome, die
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aber nicht von einer Degeneration der weil3en Substanz begleitet werden. Dennoch sind
nahezu alle Zelltypen des ZNS der ASA(-/-)-Maus von Sulfatidspeicherung betroffen:

Die nachweislich als erstes betroffenen Zellen sind die Oligodendrozyten, in denen die Sul-
fatidspeicherung in Form zahlreicher kleiner, zytoplasmatischer Einschlisse nachweisbar
ist.° Die betroffenen Zellen sind Uber das gesamte ZNS verteilt. Zeitgleich findet man auch
von Speicherung betroffene Mikrogliazellen. Sie sind prall gefillt mit Speichermaterial, das
den Zellkern in Farbungen oft verdeckt. Ihre Zahl nimmt mit steigendem Alter stetig zu. In
alteren Mausen (> ein Jahr) ist der Grof3teil des Speichermaterials in Mikrogliazellen lokali-
siert, die sich hauptsachlich in der weiRen Substanz des Gehrins befinden.

Neben Oligodendrozyten und Mikrogliazellen sind auch Neuronen von Sulfatidspeicherung
betroffen. Die Speicherung fihrt in diesen Zellen nicht zwingend zu einer Schadigung. Vor
allem im Nucleus cochlearis sowie dem Corpus trapezoideum aber ist die Speicherung von
Sulfatid mit dem vermehrter Untergang der Neuronen verbunden. Da die betroffenen Hirnre-
gionen zur Horbahn zahlen, fuhrt der beschriebene Zelluntergang in ASA(-/-)-Mausen mit
steigendem Alter zum Verlust des Gehors.

Auch wenn das Tiermodell dem Patienten auf zellularer Ebene sehr ahnlich ist, ist der wich-
tigste Unterschied doch, dass keine fortschreitende Demyelinisierung nachgewiesen werden
kann. Die therapeutisch dringendste Frage nach der Usache der Demyelinisierung kann

mithilfe des konventionellen Mausmodells nicht beantwortet werden.

Was ist der Unterschied zwischen Patient und Mausmodell?

Sulfatid hat, verglichen mit anderen Lipiden des Gehirns, eine lange Halbwertszeit.’® Es
akkumuliert nur langsam und auch Patienten ohne Restaktivitdt entwickeln sichtbare Symp-
tome erst nach dem 18. Lebensmonat. Anscheinend bedarf es einer gewissen Zeit, eine
ausreichende Menge Sulfatid zu akkumulieren, die in der Lage ist, neurologische Symptome
bzw. Demyelinisierung hervorzurufen. Die kurze Lebensdauer der Maus kénnte verhindern,
dass ausreichend Speichermaterial akkumuliert, um diese Schwelle zu Uberschreiten.
Basierend auf diesen Uberlegungen wurde eine transgene ASA(-/-)-Maus generiert, die iber
eine erhohte Sulfatidsyntheserate verfuigt.!t

Sulfatid wird im Golgi-Apparat durch den Transfer von Sulfat aus 3"-Phosphoadenosin-5-
phosphosulfat auf Galaktosylceramid synthetisiert. Die Reaktion wird durch das Enzym
Galaktose-3-O-Sulfotransferase-1 (CST) katalysiert. Durch Uberexpression der CST konnte
die gespeicherte Sulfatidmenge in der ASA(-/-)-Maus insgesamt verdoppelt werden. Die
Erhéhung der Sulfatidspeicherung ist begleitet von einer signifikanten Verstarkung der neu-

rologischen Symptome.
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Der Phanotyp der CST-transgenen ASA(-/-)-Maus ist bis zu einem Alter von ca. einem Jahr
nicht von der konventionellen ASA(-/-)-Maus zu unterscheiden. Danach treten schwere Ver-
haltensauffalligkeiten auf: Zunachst nur geschwacht, entwickeln die CST-transgenen
ASA(-/-)-Mause mit zunehmendem Alter eine Paralyse der Hinterlaufe. Unter anderem ist die
Nervenleitgeschwindigkeit signifikant verschlechtert. Die Untersuchung des zentralen Ner-
vensystems zeigt vermehrt hypo- oder unmyelinisierte Axone, die im konventionellen Maus-
Modell nicht nachweisbar sind. Die CST-transgene ASA(-/-)-Maus ist das erste Tiermodel
der MLD, mit dem klassische Symptome der Erkrankung wiedergegeben und untersucht

werden kénnen.

Therapie

Die Therapie lysosomaler Speicherkrankheiten setzt bei der Reduktion des Speichermateri-
als an. Diese Reduktion kann auf zwei Wegen erreicht werden:

Der erste Ansatz verfolgt das Ziel, bereits entstandenes Speichermaterial zu reduzieren,
indem das defekte Enzym substituiert wird. Tatsachlich ist die Behandlung lysosomaler
Speicherkrankheiten mittels Enzymersatztherapie (ERT) eine etablierte Methode. Dem
Therapieansatz zugrunde liegt der Mechanismus der Sortierung lysosomaler Enzyme zu
ihrem Bestimmungsort, dem Lysosom. Uber die spezifische Wechselwirkung von Mannose-
6-Phosphat (M6P)-Einheiten am Enzym mit dem Mannose-6-Phosphat-Rezeptor werden
lysosomale Enzyme vom Golgi-Apparat zum Lysosom transportiert. Da trotz der rezeptor-
vermittelten Sortierung ein Teil der lysosomalen Enzyme sekretiert wird, ist der M6P-
Rezeptor auch in der Plasmamembran lokalisiert. Sekretierte Enzyme kénnen so wieder in
die Zelle aufgenommen werden. Ein intravends verabreichtes Enzym wird also, besitzt es
M6P-Einheiten, von den Zellen aufgenommen und ins Lysosom transportiert, wo es aktiv ist
und Speichermaterial reduzieren kann. Etabliert hat sich dieser Behandlungsansatz z. B. fir
Patienten mit Morbus Gaucher Typ 1.

Morbus Gaucher wird durch den Defekt der B-Glukocerebrosidase hervorgerufen. Im Unter-
schied zum MLD-Patienten weisen Morbus Gaucher Typ 1-Patienten keine neurologische
Symptomatik auf. Die Patienten leiden unter Andmie, VergrofRerung der Milz und Leber
sowie Knochenschaden. Sie sprechen sehr gut auf die ERT an. Typ 2-Patienten, die unter
starken neurologischen Symptomen leiden, sind mit diesem Ansatz nicht therapierbar. Auch
im Falle der MLD ist dieser Therapieansatz nicht anwendbar, da die Bluthirnschranke den
effektiven Ubertritt des rekombinanten Enzyms in das Gehirn verhindert.

Vielversprechend, vor allem fur Erkrankungen mit neurologischer Beteiligung, ist die
Substratreduktionstherapie (SRT). Im Gegensatz zur ERT ist der Ansatz nicht bestehen-

des Speichermaterial zu reduzieren, sondern die Bildung von neuem Speichermaterial zu
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verhindern. Im Fall von Sulfatid entspréche dies der Hemmung der CST. Der Vorteil der SRT
gegenuber der ERT ist, dass es sich bei Enzyminhibitoren um kleine Molekile handelt, die in

der Lage sein kénnen, die Bluthirnschranke zu tUberqueren.

Fur die MLD konnte bis jetzt keiner der Therapieansatze etabliert werden, so dass die
Stammzelltherapie zurzeit die einzige verfugbare Behandlungsmethode ist. Dabei werden
hamatopoetische Stammzellen eines gesunden Individuums in den Patienten implantiert.
Obwohl das funktionelle Enzym selber nicht in der Lage ist, die Bluthirnschranke in nen-
nenswerten Mengen zu Uberwinden, ist ein positiver Effekt dieser EMthode beobachtet wor-
den. Dieser Effekt beruht wahrscheinlich darauf, dass die implantierten Stammzellen zu
Mikrogliazellen differenzieren und die Bluthirnschranke Gberwinden. Kidd et al. beschreiben
einen Patienten mit juveniler MLD, dessen Krankheitsverlauf nach einer Knochenmark-
spende durch seine gesunde Schwester tber einen Zeitraum von acht Jahren zum Stillstand
kam.!2 Eine Verbesserung seines Zustandes konnte allerdings nicht beobachtet werden.

Experimente im Mausmodell lassen annehmen, dass der therapeutische Effekt mit der Men-
ge des von den Spenderzellen produzierten Enzyms korreliert und sich bei ausreichender
Enzymkonzentration auch bereits etablierte neurologische Symptome behandeln lassen
konnen. Diesen Ansatz verfolgt auch die Gentherapie: Dem Patienten werden Stammzellen
entnommen und mit einem viralen Vektor transduziert, der die Erbinformation fur das defekte
Enzym tragt. Die so veranderten Zellen werden anschlieRend in den Patienten reimplantiert.
Biffi et al. beschrieben 2013 drei spéat-infantile MLD-Patienten, in denen durch lentivirale
Transduktion hamatopoetischer Stammzellen die Enzymaktivitat tGber das Normallevel hin-
aus rekonstituiert werden konnte.*®* Zwei Jahre nach der Behandlung war kein Fortschreiten
der Erkrankung erkennbar. Eine Verbesserung war aber ebenfalls nicht nachweisbar. End-
gultige Aussagen Uber Nutzen und Schaden der Gentherapie werden in diesem Fall erst in
einigen Jahren zu treffen sein, wenn sich zeigt, ob die lentivirale Behandlung genotoxische
Effekte auf den Patienten hat und wie lange das Gen tatsachlich in den transduzierten Zellen

verbleibt.

Weiterhin besteht also keine Chance auf Heilung fir MLD-Patienten. Unser Lésungsansatz
umgeht daher die tblichen Therapieansatze und konzentriert sich auf das schwerwiegendste
Symptom, die Demyelinisierung. Wir fragen, ob die voranschreitende Demyelinisierung
im MLD-Patienten durch den Defekt der kdrpereigenen Fahigkeit zur Remyelinisierung

hervorgerufen wird?

22



De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

1.3  Cuprizon-induzierte Demyelinisierung

Kupfer im Organismus

Das Element Kupfer (Cu) zahlt zu den Schwermetallen und ist in wassriger Losung sowohl in
Oxidationsstufe 1, als auch Il stabil. In biologischen Systemen findet sich hauptséchlich Cu'",
da dort in Gegenwart von Elektronenakzeptoren Cu' schnell zu Cu" oxidiert wird. Dieser
Prozess ist reversibel: Stark reduzierende Biomolekiile wie Ascorbat sind in der Lage diese
Reaktion umzukehren. Die Eigenschaft, ein Elektron abgeben oder aufnehmen zu koénnen,
bringt Kupfer, &hnlich wie Eisen, eine wichtige Rolle in biologischen Redoxreaktionen ein.
Kupfer ist unter anderem ein essentieller Bestandteil der Cytochrom-C-Oxidase der mito-
chondrialen Atmungskette. Im Zusammenspiel mit Eisen katalysiert Kupfer dort die Redukti-
on von Luftsauerstoff zu Wasser.

Kupfer ist auch ein wichtiger Botenstoff zur Signaltransduktion im ZNS. Es ist in den Neuro-
nen in Vesikeln gespeichert und kann Kalzium-abhangig freigesetzt werden, so dass an den
Synapsen voriibergehende Konzentrationen von 100 - 250 uM auftreten konnen.'* Kupfer
bindet und moduliert unter anderem die Funktion des yAminobuttersaure-Typ A- und des N-

Methyl-D-Aspartat-Rezeptors.

Cuprizon

Bedenkt man, dass das Gehirn die hochste metabolische Rate aller Organe hat und vorwie-
gend auf den oxidativen Energiegewinn angewiesen ist, sowie die Bedeutung von Kupfer als
neuronaler Botenstoff, ist es naheliegend, dass ein Mangel an Kupfer dramatische Auswir-
kungen auf die Funktion des zentralen Nervensystems hat.

So fuhrt Kupfermangel bei schwangeren Schafen zu einer schweren Stérung der intrauteri-
nen Entwicklung und der postnatalen Reifung des Nervensystems im Lamm. Nach der Ge-
burt leiden die Lammer unter motorischen Stérungen und verenden schnell. Die
morphologische Begutachtung des Gehirns zeigt Odem- und interzerebrale Hohlraumbil-
dung.'® Ausgehend von diesen Beobachtungen versuchten viele Forschungsgruppen in den
1950er bis 1960er Jahren durch Komplexierung von Kupfer in vivo Demyelinisierung oder
fetale Entwicklungsdefekte zu erzeugen.

Sich auf diese Experimente stitzend, etablierte Wililam W. Carlton 1966 die durch
Bis(cyclohexanon)oxaldihydrazon (Cuprizon) induzierte Demyelinisierung in Mausen und
Ratten.'® Cuprizon ist ein Kupfer-spezifischer Chelator (Abbildung 4), der auch zur kolorimet-
rischen Quantifizierung von Kupfer eingesetzt wird.!” Carlton zeigte, dass die orale Gabe

von Cuprizon in Mausen die Demyelinisierung des zentralen Nervensystems induziert.
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Die induzierte Demyelinisierung ist reversibel. Wird die Futterung auf Haltungsdiat umge-

stellt, werden die L&asionen remyelinisiert.

Inzwischen hat sich die Cuprizon-induzierte Demyelinisierung als ein gangiges Modell zur
Untersuchung von De- und Remyelinisierungsprozessen etabliert. Die orale Gabe durch
Beimengung zum Futter ist wenig arbeitsintensiv und erzielt gut reproduzierbare Ergebnisse.
Wie eine Maus im Einzelnen auf die Behandlung anspricht, ist stark von Mausstrang und
Alter abhangig. Im Durchschnitt flhrt die sechswéchige Behandlung junger Mause aber zu
einer fast vollstandigen Demyelinisierung des Corpus callosum. Deutliche, aber weniger gut
charakterisierte Demyelinisierung findet man auch im Cerebellum, Hippocampus, Caudate
putamen und sogar in einigen Bereichen der grauen Substanz, wie dem Kortex.

Es existieren viele Hypothesen betreffend den Wirkungsmechanismus von Cuprizon, so
zum Beispiel, dass durch Redoxreaktion unter physiologischen Bedingungen im Organismus
zelltoxische Hydrazinderivate sowie reaktives Cu'' entstehen kénnten.'® Entsprechende in
vitro Experimente konnten jedoch keine neurotoxische Wirkung von Cuprizon nachweisen.
Ebenso ist Cuprizon nicht in der Lage Caeruloplasmin-gebundenes Kupfer zu komplexieren,
ferner tGberhaupt die Membran des Duodenums zu Uberqueren.'® Die Effekte der Cuprizon-
Behandlung scheinen letztendlich doch ausdem Mangel an Kupfer zu resultieren. Fir diese
Hypothese spricht auch die starke Ahnlichkeit der Effekte der Cuprizon-Behandlung zu den
Symptomen des Menkes-Syndroms.?°

Das Menkes-Syndrom ist ein X-chromosomal-rezessiv vererbter Defekt der Adeno-
sintriphosphatase 1 (ATPase 1). Die ATPase 1 wird in Hepatozyten exprimiert und ist unter
anderem fir den Transfer von aus der Nahrung aufgenommenem Kupfer auf Caeruloplasmin
zustandig, das Kupfer im Blut transportiert. Die Aktivitat Kupfer-abhangiger Enzyme, wie der
Cytochrom-C-Oxidase, ist aufgrund des resultierenden Kupfermangels reduziert. Es kommt
neben einer allgemeinen Gedeihstérung zu Leberversagen sowie Demyelinisierung mit
zerebraler und zerebellarer Atrophie, Verlust von grauer Substanz und Untergang von Neu-

ronen, speziell im Hippocampus und dem Cerebellum.
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Da die konventionelle ASA(-/-)-Maus keine endogene Demyelinisierung aufweist, wurde die

Demyelinisierung des ZNS durch Gabe von Cuprizon induziert.

1.4  Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Beantwortung der Frage, ob die Remyelinisierungseffizienz
im Mausmodell der MLD reduziert ist. Konventionelle und transgene ASA(-/-)-Mause
wurden mit Cuprizon behandelt. Mittels histologischer und molekularbiologischer Methoden
wurden Veranderungen der Protein- und Lipidexpression im Gehirn detektiert und in Abhén-
gigkeit von Behandlung und Genotyp analysiert. Die Expression der Zytokine wurde mittels

MultiPlex-lImmunoassay untersucht.
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2. Materialien

21 Gerate

Bezeichnung

Produktname, Hersteller

Agarose-Gelelektrophoresekammer

Elektrophoresekammer
ESI-Massenspektrometer
Feinwaage
Fluoreszenzmikroskop
Heizblock

Heiztisch

IR-Scanner

LC-System
Lichtmikroskop
Magnetruhrer

Mikrotom

Ofen

PCR Thermocycler
pH-Meter

Schuttler
Spannungsquelle
TLC-Sprayer
Tischzentrifuge, gekuhlt
Tischzentrifuge
Tischultrazentrifuge
Ultraschallwasserbad
Ultraturrax
UV-Transluminator

Vortexer

Wasseraufbereitungsanlage

~Western-Blot* Semi-Dry System

PerfectBlue™, PEQLAB, Deutschland

Mini Protean 3 Gelkammer, BioRAD, USA

HCT Ultra, Bruker, USA

CP 124S-QCE, Sartorius, Deutschland

Zeiss Axiovert 100 M, Carl Zeiss AG, Deutschland
Thermomixer comfort, Eppendorf, Deutschland
MEDAX, Deutschland.

Odyssey® Classic, LI-COR, UK

Agilent Serie 1200, Agilent Technologies, USA
Zeiss Telaval 31, Carl Zeiss AG, Deutschland
Akamag RET, Ika-Werke, Deutschland

Microm HM 650 V, Thermo Scientific, Deutschland
Heraeus Instruments, Deutschland

T3 Thermocycler, Biometra, Deutschland

646 Digital, Knick, Deutschland

Rotamax 120, Heidolph, Deutschland

PowerPac 200, BioRAD, USA

Atomatic TLC Sampler 4, Camag, Schweiz

5417 R, Eppendorf, Deutschland

Heraeus Pico 17, Thermo Scientific, Deutschland
Optima TLX Ultracentrifuge, Beckman Coulter, USA
Bransonic, Branson, USA

T25, Ika-Werke, Deutschland

Biodoc Analyze, Biometra, Deutschland

Unimag Zx3 Classic, UniEquip, Deutschland
Milli-Q plus, Millipore, USA

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, BioRad, USA

2.2 Verbrauchsmaterialien

Alle Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen BD (USA), Greiner bio-one (Deutsch-

land) und Sarstedt AG & Co. (Deutschland) bezogen. Materialien fir die Lipidanalytik wurden

ausschlie3lich von der Firma Merck (Deutschland) bezogen.
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2.3 Verwendete Chemikalien

1.4.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden von den Firmen Applichem (Deutschland), Merck (Deutschland),
Sigma Aldrich (USA) und Thermo Scientific (USA) bezogen.

1.4.2 Reagenziensatze
e Bio-Plex Pro™ Mouse Cytokine 23-plex Assay, BioRad, M60-0009RDPD
e Bio-Plex Pro™ Mouse Cytokine 8-plex Assay, BioRad, M60-000007A
e BioRAD DC™ Protein Assay, BioRad, 5000112
e RedTag® ReadyMix™ Reaction Kit, Sigma, R2523

1.4.3 Standards
e C12 Mono-Sulfo Galactosyl(B) Ceramide (d18:1/12:0), Avanti® Polar Lipids Inc.,
860573P
e GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, Thermo Fisher, SM0311
e Page Ruler™ Prestained Protein Ladder 10-180 kDa, Thermo Scientific, 26616

1.5 Verwendete Antikorper

1.5.1 Priméarantikorper

Bezeichnung Aus Hersteller Verdiinnung
Bestell Nr. (Lot Nr.)

Anti-CNPase Ms /1gG Millipore, Deutschland 1:100 (IF) / 1:2000 (WB)
MAB326 (2373391)

Anti-F4/80 Rt/ IgG Eigene Herstellung 1:50 (IF)

Anti-GFAP Rb/1gG Abcam, UK 1:1000 (IF) / 1:5000 (WB)
ab7260

Anti-lbal Rt/ IgG Wako Chemicals, Japan 1:250 (IF)
1919741

Anti-MBP Rb /1gG Millipore, Deutschland 1:200 (IF) / 1:5000 (WB)
AB980 (2136986)

Anti-NG2 Rb /1gG Millipore, Deutschland 1:100 (IF)
AB5320 (2148254)

Anti-Olig2 Rb /1gG Millipore, Deutschland 1:500 (IF) / 1:1000 (WB)

Ab9610 (2467174)
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Anti-PLP Ms / 1gG Millipore, Deutschland 1:250 (IF)
MAB388-100UG

Anti-Tubulin Rb, IgG Rockland, USA 1:5000 (WB)
600401880

Anti-Tubulin Ms, IgG Sigma Aldrich, USA 1:5000 (WB)
T5168

IgG = Imunglobulin G, Ms = Maus, Rb = Kaninchen, Rt = Ratte, WB = Western Blot, IF = Immunfluoreszenz.

1.5.2 Sekundarantikorper

Konjugat Aus Spezifitat Hersteller Verdinnung
Bestell Nr.

AlexaFluor 488 Gt Anti-Ms / 1gG Thermo Scientific, USA 1:400
A-1101

Cy2 Gt Anti-Rb / 1gG Dianova, Schweiz 1:500
111-165-144

Cy3 Gt Anti-Ms / 1gG Dianova, Schweiz 1:500
115-165-146

Cy3 Gt Anti-Rb / 1gG Dianova, Schweiz 1:500
111-165-008

Cy3 Gt Anti-Rt / IgG Dianova, Schweiz 1:500
112-166-009

DyLight 680 Gt Anti-Rb / 1gG Thermo Scientific, USA 1:5000
35569

DyLight 680 Gt Anti-Ms / 1gG Thermo Scientific, USA 1:5000
35519

DyLight 800 Gt Anti-Rb / 1gG Thermo Scientific, USA 1:5000
SA5-10036

DyLight 800 Gt Anti-Ms / 1gG Thermo Scientific, USA 1:5000
SA5-10176

Gt = Ziege, IgG = Imunglobulin G, Ms = Maus, Rb = Kaninchen, Rt = Ratte.

1.6 Verwendete Mauslinien
1.6.1 NG2-EYFP-Knock-In-Maus
OVZ lassen sich unter anderem anhand der Expression des Typ-lI-Membranproteins NG2
identifizieren. Durch Insertion des Enhanced Yellow Fluorescent Protein Gens (EYFP) in

Exon 1 des NG2-Gens generierten Karram et al. ein Mausmodell, in dem die OVZ durch
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EYFP markiert sind. Homozygote EYFP-Knock-In-Mause entsprechen einem NG2-Knock-
Out.?! Bis jetzt konnte weder in hetero-, noch homozygoten Mausen ein flr die im Zuge
dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen relevanter Phanotyp beobachtet werden.??

Im Zuge dieser Arbeit wurde der EYFP-NG2-Knock-In durch Kreuzung mit dem MLD-

Mausmodell zur Markierung der OVZ verwendet.

1.6.2 ASA-Knockout-Maus

Die ASA-Knockout-Maus ist das erste Tiermodell der Metachromatischen Leukodystrophie
und wurde von Hess et al. durch die Zerstorung des ASA-Gens generiert.?2> Der Phanotyp
der Maus ahnelt dem milden Krankheitsverlauf des adulten Patienten. Die ASA-Defizienz
fuhrt zu Sulfatidspeicherung in zentralem und peripherem Nervensystem. Es kann keine mit
der Sulfatidspeicherung einhergehende Demyelinisierung beobachtet werden. Da der Pha-
notyp der ASA(+/-)-Maus aufgrund der ausreichend hohen Enzymrestaktivitat der ASA nicht
vom Wildtyp zu unterscheiden ist, wurden ASA(+/-)-Mause in dieser Arbeit als Kontrollgruppe

verwendet.

1.6.3 CST-transgene ASA-Knockout-Maus

Um den Phénotypen der konventionellen ASA-Knock-Out-Maus dem des Patienten anzu-
gleichen, wurde eine ASA(-/-)-Maus generiert, die Uber eine erhdhte Sulfatidsyntheserate
verfugt.?* Das entsprechende Transgen, die Galaktose-3-O-sulfotransferase 1, wird unter
Kontrolle der PLP-Promotorkassette exprimiert und fuhrt zur verstarkten Sulfatidsynthese in
Oligodendrozyten. Es zu einer vermehrten Speicherung von Sulfatid und, im Gegensatz zum
konventionellen Mausmodell, zur endogenen Demyelinisierung. Obwohl die Sulfatidsynthese
auch in der tgASA(+/-)-Maus erhoht ist, konnte keine Sulfatidspeicherung, Demyelinisierung
oder Veranderungen des Verhaltens beobachtet werden, so dass die tgASA(+/-)-Maus in

dieser Arbeit ebenfalls als Kontrollgruppe eingesetzt wurde.

1.7 Verwendete Primer

Alle verwendeten Primer wurden von Eurofins MWG Synthesis GmbH, Ebersberg, bezogen.

1.7.1 Fir Genotypisierungs-PCR

Nummer Name Sequenz Produktlange

L 1782 ASA sense TAGGGTGGAAGTTACCCTAGA ASA-Wt 480 bp

L 1783 ASA antisense TGACCCAGGCCTTGTTCCCAT ASA-KO 1100 bp
L1784  ASAneo GGAGAGGCTATTCGGCTATGAC

L 1780 CST sense ATGACTCTGCTGCCAAAGAAGC CST-Endo 2146 bp
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L1781  CST antisense CCACCTTAGAAAGTCCCTAAGG
L 2881 P5 sense TGACCTTGGATTCTGAGC
L 2882 P7 antisense ACAGCTTTCCTTCCAGAC

CST-Tg 1272 bp

NG2-Wt 900 bp
NG2-KO 750 bp

bp = Basenpaare, Endo = Endogen, KO = Knock-Out, Tg = Transgen, Wt = Wildtyp.

1.7.2 Fir gReal Time PCR

Nr. Gen Sequenz (5" =>3) Produktlange
L 2170/71 UbC F: AGG CAA GAC CAT CAC CTT GGA CG 130 bp

R: CCA TCA CAC CCA AGA ACA AGC ACA
L 3695/96 NG2 F: TCG ACC TCT CTG ACG GCG CA 311 bp

R: TGG GGG CCT CTT ACC ACC CG

1.8 Puffer und Lésungen

1.8.1 Verwendete Puffer

Falls nicht anders angegeben, werden alle Puffer mit bidestilliertem Wasser (ddH,O) ange-

setzt.

Bezeichnung Zusammensetzung

Phosphat gepufferte Salzlésung (PBS), 10 x 100 mM Na;HPO4/NaH,PO,4

1,5 M NacCl
2,5M KClI
pH=7,4

Tris-Essigsaure-EDTA-Puffer (TAE), 50 x 2,5 M Tris-HCI
250 mM EDTA
1 M Natriumacetat
pH = 8,0

Tris-gepufferte Salzlésung (TBS) 10 x 0,1 M Tris-HCI
1,5 mM NacCl

pH =74

~Western Blot“ Waschpuffer (TBS-T) 0,5 % Tween 20
in TBS
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~Western Blot* Blockierungspuffer 5 % Magermilchpulver
in TBS-T

~Western Blot* Entwicklungspuffer 1% Magermilchpulver
in TBS-T

SDS-PAGE-Laufpuffer, 10 x 250 mM Trisaminoethan
1,9 M Glycin
1% SDS
pH = 8,6

SDS-PAGE-Sammelgelpuffer, 10 x 500 mM Tris-HCI
pH = 6,8

SDS-PAGE-Trenngelpuffer, 10 x 1,5 M Tris-HCI
pH = 8,8

Laemmli-Puffer, 4 x 240 mM Tris-HCI
8 % SDS
40 % Glycerol
4 % B-Mercaptoethanol
0,01 % Bromphenolblau
pH = 6,8

Denaturierender Harnstoff-Puffer 50 mM Tris-HCI
5 % SDS
4 M Harnstoff
2,5 % Glycerol
10 mM Dithiothreitol
0,01 % Bromphenolblau
pH =6,8
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Blot-Puffer, normal 48 mM Trisaminoethan
39 mM Glyzin
0,037 % SDS
20 % Methanol

Blot-Puffer, grol3e Proteine 48 mM Tris
39 mM Glyzin
0,1 % SDS
10 % Methanol
pH = 8,3

1.8.2 Losungen fur Perfusion

Alle Lésungen werden mit 1 x PBS angesetzt.

Bezeichnung Zusammensetzung
Sedativ 2,5 % 2,2,2-Tribromethanol
Procain-Ldsung 1 % Procainhydrochlorid
Fixativ 4 % Paraformaldehyd
Konservierungs-Losung 0,05 % Natriumazid

1.8.3 Loésungen fur Hamalaun-Gegenfarbung

Bezeichnung Zusammensetzung

Hamalaun-Stocklésung 0,1 % Hamatoxylin
0,02 % Natriumiodat
5 % KAI(SO4)2 x 12 H20
in ddH-O
Hamalaun-Farbelésung 5 % Chloralhydrat
0,1 % Zitronensaure

in Hamalaun-Stocklésung
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1.8.4 Losungen fur Alzian-Blau-Farbung

Bezeichnung Zusammensetzung

Scott’s Fixativ 40 mg/mL Paraformaldehyd
0,3 M Magnesiumchlorid
25 mM Na;HPO4/NaH;PO4
in ddH-0
pH = 5,7
Farbelésung 0,025 % Alcian Blau 8GX in Scott’s Fixativ

1.8.5 Losungen fur Immunfluoreszenz

Alle Lésungen werden, wenn nicht anders angegeben, mit 1 x PBS angesetzt.

Bezeichnung Zusammensetzung
Anti-Autofluoreszenzpuffer | 0,05 % Glyzin

Anti-Autofluoreszenzpuffer Il 0,2 % Natriumborhydrid

Blockierungspuffer 2 % BSA, 0,4 % Triton X 100
Antikérperpuffer 1 % BSA, 0,1 % Triton X 100
Quenching-Reagenz Gesattigte Losung von Sudan Schwarz B in

70 % EtOH/ddH.0O

1.8.6 Losungen fiur Lipide

Bezeichnung Zusammensetzung
Equilibrierungspuffer fir RP18 CHCI3/MeOH/0,1 M KCI (6:96:94, viviv)
Entwickler 625 mM CuSO. x 5 H.0

1,4 M H3PO,4

in ddH-O

1.8.7 Proteaseinhibitoren fir Gewebehomogenate

Alle Lésungen werden bei -20°C gelagert.

Bezeichnung Zusammensetzung
Aprotinin 0,2 % in MeOH
Leupeptin 0,1 % in ddH20
Pefabloc 5 % in ddH>O
Pepstatin 0,1 % in MeOH
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3. Methoden

3.1 Versuchstiere

Die Genehmigung des hier durchgefuhrten Tierversuchs mit Antragsnummer 84-
02.04.2012.A425 wurde mit Gliltigkeit bis zum 29.02.2016 erteilt.

3.1.1 Haltung
Die Mause werden in speziellen Haltungsraumen (klimatisiert, 12:12-Hell-Dunkel-Rhythmus)
unter Standardbedingungen im Tierstall des Institutes fir Biochemie und Molekularbiologie

der Universitat Bonn gehalten und von Versuchstierpflegern betreut.

3.1.2 Ohrmarken

Zur Identifikation werden im Alter von drei Wochen Ohrmarken gesetzt. Es wird ein Lochsys-
tem zur Markierung der Mause verwendet. Die Ohrmarke entspricht den letzten zwei Ziffern
der fortlaufenden Tiernummer (1-20).

Im Zuge der Markierung wird der Genotyp der Mause bestimmt. Dafir wird das bei der
Lochmarkierung anfallende Gewebe verwendet.

3.2 Genotypisierung

3.2.1 Extraktion der genomischen DNA aus Gewebe

Zur Bestimmung des Genotyps der Mause wird die Desoxyribonukleinsdure (DNA) aus dem
bei der Lochmarkierung der Mause anfallenden Gewebe extrahiert.

Das Gewebe wird in einem 1,5 mL-Plastikreaktionsgefal? vorgelegt und mit 750 uyL DNA-
Lyse-Puffer versetzt. Nach Zusatz von 100 pg/mL Proteinase K wird das Gewebe unter
Schiitteln bei 55 °C im Heizblock tGber Nacht (. N.) verdaut. 250 L einer gesattigten Lésung
von Natriumchlorid werden zugegeben und die Proben fiir weitere fiinf Minuten bei 55 °C im
Heizblock geschittelt. Um die geltésten Proteine unter Kristallisierung von Natriumchlorid zu
fallen, wird die Losung 10 min bei ca. 18000 x g, 4 °C zentrifugiert. Die DNA ist im Uberstand
gelost. Der Uberstand wird in einl,5 mL-Plastikreaktionsgefafl? tberfuhrt, mit 500 pL Isopro-
panol versetzt und durchmischt. Die DNA fallt aus. Nach 10 min Zentrifugation bei 18000 x g,
4 °C befindet sich die DNA als Pellet am Boden des ReaktionsgefaRes. Der Uberstand wird
verworfen, das DNA-Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen und anschlieRend an der Luft ge-
trocknet.

Die DNA wird in 300 pL ddH>O aufgenommen und fur einige Stunden bei 37 °C inkubiert, um

die Loslichkeit zu erhdhen.
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3.2.2 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient zur technischen Vervielfaltigung ausgesuchter
DNA-Fragmente. Der Reaktionsansatz enthalt neben der Templat-DNA spezifische Starter-
molekule (Primer) und eine hitzestabile DNA-Polymerase. Die PCR unterteilt sich in mehrere
Phasen: Wahrend der Denaturierung wird die Templat-DNA bei hoher Temperatur in die
Einzelstrange ,geschmolzen® (Denaturierung). In der folgenden Hybridisierungsphase lagern
sich die Primer an den DNA-Einzelstrang an (Primer-Hybridisierung) und ermdglichen den
Beginn der DNA-Replikation durch die Polymerase (Elongation). Die Konzentration des
ausgesuchten DNA-Fragments steigt durch Wiederholung des Reaktionszyklus (Denaturie-

rung / Primer-Hybridisierung / Elongation) exponentiell an.
1 pL DNA-L6sung wird in einem 0,2 mL-Plastikreaktionsgefald vorgelegt und mit 19 uL des
Mastermix versetzt. Die Durchfihrung der PCR erfolgt automatisiert mithilfe eines Ther-

mocyclers.

Tabelle 1: Zusammensetzung des PCR-Mastermix

Reagenz Volumen je Probe
RedTaq® ReadyMix® PCR Reaction Mix 10 pL

Primer [10 uM] 0,2 L

ddH20 ad 19 uL

Tabelle 2: Programm flir ASA/CST-Genotypisierungs-PCR

Stufe Temperatur Dauer  Anzahl Zyklen Aktion

[min:sec]
94 °C 5:00 1 Denaturierung / Aktivierung
2 94 °C 0:30 32 Denaturierung
56 °C 0:30 Primerhybridisierung
72 °C 1:00 Elongation
72 °C 10:00 1 Freie Elongation
4 4°C 0 1 Kihlung der PCR-Produkte
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Tabelle 3: Programm fiir NG2-Genotypisierungs-PCR

Stufe Temperatur Dauer  Anzahl Zyklen  Aktion

min:sec
94 °C 5:00 1 Denaturierung / Aktivierung
2 94 °C 0:30 32 Denaturierung
52 °C 0:30 Primerhybridisierung
72 °C 1:00 Elongation
72 °C 10:00 1 Freie Elongation
4 4°C 0 1 Kihlung der PCR-Produkte

3.2.3 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Die Analyse der in der PCR synthetisierten DNA-Fragmente erfolgt mittels Agarose-
Gelelektrophorese. Aufgrund ihrer negativ Molekilladung bewegen sich DNA-Molekiile in
einem elektrischen Feld zur positiv geladenen Anode. Durchlaufen sie dabei eine Matrix mit
definierter Porengrof3e, kommt es zur Auftrennung der DNA-Fragmente nach ihrer GroRZe.
Als Matrix wird ein Gel aus Agarose verwendet, dessen Porengrof3e direkt von der Agarose-
Konzentration anhéngig ist.

Fur die Auftrennung der DNA-Fragmente aus der Genotypisierungs-PCR wird ein einprozen-
tiges Agarose-Gel verwendet. Zur Visualisierung der DNA im ultravioletten Licht ist dem Gel
0,1 pg/mL Ethidiumbromid zugesetzt. Es werden ca. 15 pL des Reaktionsansatzes aufgetra-
gen. Die Elektrophorese erfolgt bei 120 V in Tris-Essigsaure-EDTA-Puffer (TAE). Zur ldenti-

fizierung der DNA-Fragmente wird eine DNA-Leiter verwendet.

Tabelle 4: Spezifische Banden nach Agarose-Gelelektrophorese von Genotypisierungs-PCR-Produkten.

Genotyp Produktgrofie
ASA-Wildtyp 480 bp
ASA-Knockout 1100 bp
CST-endogen 2146 bp
CST-transgen 1272 bp
NG2-Wildtyp 900 bp
NG2-Knockout 750 bp

bp = Basenpaare.
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3.3 Untersuchung der Genexpression
3.3.1 Guanidiniumthiocyanat-Phenol-Chloroform-Extraktion von RNA nach
Chomczynski und Sacchi, 1987%

Guanidiniumthiocyanat (GTC) zeichnet sich durch seine stark Protein-denaturierende Wir-
kung aus. Eine Konsequenz dieser Eigenschaft ist, dass Ribonukleasen durch den Kontakt
mit GTC inaktiviert werden. Aufgrund dieser Wirkung I6ste Guanidiniumthiocyanat die vorher
gebrauchliche Phenolextraktion von Ribonukleinsaure (RNA) im Laborgebrauch ab.
Chomczynski und Sacchi entwickelten 1987 ein Protokoll zur RNA-Isolation mit einem Ge-
misch aus Guanidiniumthiocyanat, Phenol und Chloroform.?® Dieses Protokoll machte den
bisher notwendigen Ultrazentrifugationsschritt Gberflissig und verkiirzte die Praparationszeit
erheblich. Kurze Inkubationszeiten und geringer Arbeitsaufwand ermoglichen die Extraktion
nicht degradierter RNA in weniger als zwei Stunden. Die hier verwendete Methode der RNA-
Isolation mit TRIzol® orientiert sich am Originalprotokoll von 1987.

Gewebe wird in 1 mL TRIzol® je 100 mg Feuchtgewicht mit dem Ultra-Turrax und anschlie-
Rend einer Spritze (21G Kanule) homogenisiert. Die Gewebehomogenate werden 5 min bei
RT inkubiert, um eine vollstandige Auflésung der Zellstrukturen zu gewahrleisten. Je einge-
setztem mL TRIzol® werden 100 yL 1-Brom-3-chlorpropan (BCP) zugegeben und die Proben
30 sec durchmischt, bis eine milchige Suspension entsteht. Durch Zentrifugation (17000 x g,
15 min, 4 °C) werden organische und wassrige Phase getrennt. In der Interphase sammeln
sich genomische DNA und Proteine. Die obere wassrige Phase wird abgenommen und in ein
1,5 mL Reaktionsgefal® Uberfuhrt. Die organische Phase wird verworfen. Je eingesetztem
mL TRIzol® werden der wassrigen Phase 500 yL Isopropanol zugesetzt, die Proben kurz
durchmischt und 10 min bei RT inkubiert, um die RNA auszufallen. Nach Zentrifugation
(17000 x g, 15 min, 4 °C) befindet sich die RNA im Pellt am Boden der Reaktionsgefal3es.
Der Uberstand wird verworfen. Um restliches Isopropanol zu entfernen, werden 500 uL 75 %
Ethanol auf das Pellet gegeben. Die Proben werden geschittelt und erneut zentrifugiert
(17000 x g, 15 min, 4 °C). Der Uberstand wird verworfen. Das Pellet wird an der Luft ge-
trocknet, bis es farblos ist und wird dann mit maximal 100 yL Wasser versetzt. Nach 15 min
Inkubation bei 55-60 °C werden die Proben durchmischt. Die RNA-Konzentration wird im

Anschluss spektrophotometrisch bestimmt.

3.3.2 Aufreinigung von RNA
Um die isolierte RNA von Salzen, Proteinen und DNA-Kontaminationen zu befreien, wird das
RNeasy® Mini Kit von Quiagen verwendet. Es ermdglicht die schnelle Reinigung von bis zu

100 pg RNA pro Ansatz. RNA-Molekule mit einer L&nge von mindestens 200 Basen werden
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bei diesem Verfahren an eine stationare Phase auf Siliziumdioxid-Basis gebunden. Kontami-
nationen und kleinere RNA-Molekile (5.8S-rRNA, 5S-rRNA, tRNA) werden von der Saule
eluiert. Um die geringe Menge an DNA zu entfernen, die nicht durch die Anwendung unter-
schiedlicher Elutionsmittel entfernt werden kann, kann der Ansatz optional einem DNase-
Verdau unterzogen werden. Die RNA wird mit Wasser eluiert. Sie kann flir Genexpressions-

studien verwendet werden.

3.3.3 Denaturierende RNA-Agarose-Gelektrophorese

RNA liegt im Gegensatz zu DNA als Einzelstrang vor. Durch Wechselwirkungen innerhalb
des Stranges sowie durch Hybridisierung mit einem zweiten RNA-Strang kénnen daher
Sekundarstrukturen gebildet werden, die die elektrophoretische Auftrennung der RNA storen.
Um diese Sekundarstrukturen aufzubrechen, wird die RNA-Gelelektrophorese unter reduzie-
renden Bedingungen durchgefiihrt. Als Reduktionsmittel werden Formaldehyd oder Forma-
mid verwendet. Die Verwendung von Formamid erweist sich als vorteilhaft, da ein nicht
denaturierendes Gel verwendet werden kann. Das gebildete Imin ist durch Mesomerie stabi-
lisiert, so dass das Reaktionsgleichgewicht auf Produktseite liegt.

Ein Volumen entsprechend der Menge von 1-2 ug RNA wird mit RNA-Ladepuffer (Volumen-
verhdaltnis 1:1) versetzt und 10 min bei 70 °C denaturiert. Das komplette Volumen wird in
einem 1,5%igen Agarose-Gel (ohne Ethidiumbromid) bei 120 V aufgetrennt. Zur Kontrolle
wird eine RNA-Leiter mitlaufen gelassen. Eine RNA-Probe gilt als intakt, wenn das 28S-

RNA-Signal ungefahr doppelt so intensiv wie das 18S-RNA Signal ist.

3.3.4 cDNA-Synthese

Der biologische Informationsfluss von DNA tber RNA zum Protein kann seit der Entdeckung
der reversen Transkriptase (rT) zumindest teilweise umgekehrt werden. Retroviren, wie das
humane Immunschwache-Virus (HIV), bedienen sich dieses Enzymes zur Transkription ihrer
RNA in DNA, um sich in Wirtszellen vermehren zu kénnen. Technisch wird die rT eingesetzt,
um isolierte Messenger-RNA (mRNA) in komplementare DNA (cDNA) umzuschreiben. Der
Vorteil dieser Methode im Vergleich zum Arbeiten mit RNA ist die grof3ere Besténdigkeit der
DNA.

Zur Synthese der cDNA werden 5 ug der gereinigten RNA eingesetzt. Das Reaktionsprodukt

wird als 1:10 Verdinnung in Wasser bei -20 °C gelagert.
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Tabelle 5: Zusammensetzung des First Strand Master Mix fur die cDNA-Synthese.

Reagenz Volumen fur 1 x Ansatz [pL]
Wasser 1
5 x First Strand Reaction Mix 4
DTT,0,1M 2
dNTP, 10 mM 1

Tabelle 6: Programm flr die cDNA-Synthese.

Stufe Temperatur Dauer Phase
[min]

1 65 °C 10 Denaturierung

4°C >2 Zugabe First Strand Master Mix
2 42 °C 2 Annealing

4°C >2 Zugabe SuperScript™ Il rT

42 °C 60 cDNA-Synthese

70 °C 15 Inaktivierung

4°C >10 Lagerung

3.3.5 Quantitative Real Time-Polymerase-Kettenreaktion

Die Reaktionsfahigkeit und Veranderlichkeit einer Zelle durch die Regulation der Genexpres-
sion gesteuert. Zu den regulatorischen Mechanismen gehoéren unter Anderem die Methylie-
rung von DNA, die Ausschittung von Transkriptionsfaktoren und post-transkriptionale
Regulationsmechanismen.

In welchem Maf3e ein Gen exprimiert wird, lasst sich Uber die Menge an mRNA oder Protein
definieren, die sich in der Zelle befindet. Die Quantifizierung von mRNA ist seit Entwicklung
der quantitativen Real-Time Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) in den 1990er Jahren mit
hoher Genauigkeit durchfiihrbar. Diese Methode vereint zwei Techniken: die Replikation von
DNA mittels Polymerasekettenreaktion und die Detektion des Reaktionsverlaufes durch

Fluoreszenzmessung.

Die gRT-PCR wird in 96-Well-Platten durchgefuhrt. Die Reagenzien werden als Master-Mix
angesetzt und bis zur Verwendung unter Lichtausschluss auf Eis gelagert. Je Ansatz werden
5 pL cDNA und 15 pL Mastermix vorgelegt. Zum Schutz vor Substanzverlust wird die Platte
mit Klebefolie abgedichtet.
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Tabelle 7: Zusammesetzung Mastermix fiir die gqRT-PCR.

Reagenz Konzentration Stocklosung Volumen [pL]
Wasser 2,8

ROX Reference Dye 100 x 0,2
Forward-Primer 10 uM 1,0
Reverse-Primer 10 uM 1,0

SYBR Green Jump Start™ Tag Ready Mix™ 0,025 U/uL 10,0

Tabelle 8: Programm fir die qRT-PCR.

Stufe  Temperatur Dauer Anzahl Zyklen  Aktion
[min:sec]

1 94 °C 2:00 1 Denaturierung / Aktivierung
2 94 °C 0:15 40 Denaturierung

60 °C 1:00 Amplifikation
3 60 °C 0:20 1 Schmerlzkurve

95 °C 0:15

60 °C 0:15

3.4  Cuprizon-Behandlung nach Carlton, 1966

3.4.1 Einfacher Zyklus

Sieben Wochen alte ménnliche Mause werden sechs Wochen lang mit einer 0,2%igen CPZ-
Diat gefuttert. Um die Akzeptanz der Diat zu steigern, wird das CPZ mit zuckerfreier Erd-
nusspaste (Rapunzel Naturkost, Deutschland) verfittert. Zur Kontrolle erfolgt eine sechswo-
chige Behandlung ausschlielich mit Erdnusspaste (= Mock).

Die Remyelinisierung erfolgt spontan, sobald auf Haltungsdiat (Altromin, Deutschland) um-
gestellt wird. Nach sechs Wochen bei Haltungsdiat ist die Erholungsphase abgeschlossen.

Die Mause werden zur histologischen und molekularbiologischen Analyse prapariert.

3.4.2 Zweifacher Zyklus

In einem erweiterten Versuchsansatz wird der komplette Behandlungszyklus nach Abschluss
der Erholungsphase wiederholt, um die Sulfatidspeichermenge in den ASA-defizienten Mau-
sen zu erhohen. AnschlieRend werden die Mause zur histologischen und molekularbiologi-

schen Analyse préapariert.
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3.5 Histologische und immunhistologische Methoden

3.4.1 Perfusion und Fixierung

Die Maus wird durch intraperitoneale Injektion einer letalen Dosis von 2,2,2-Tribromethanol
(1 mg/g Kérpergewicht) sediert. Zur Uberpriifung der adaquaten Betaubung der Maus wird
mit einer Pinzette ein Schmerzreiz an Vorder- und Hinterpfoten ausgelost. Erst wenn keine
Reaktion zu beobachten ist, wird fortgefahren.

Die Maus wird auf einer stabilen Unterlage fixiert und nach Abspriihen mit 70%igem Ethanol
mit einer sterilen Schere entlang der Mittellinie er6ffnet. Die Rippen werden beidseitig des
Brustbeins durchtrennt, um durch Hochklappen des Brustkorbes einen freien Zugang zum
Herzen zu erlangen. Die Kanule der Perfusorspritze wird am linken Ventrikel in das Herz
eingefuhrt, dann der rechte Vorhof ertffnet. Um die Perfusionseffizienz zu steigern, wird das
Tier zunéchst mit 30 mL Procain-Losung, anschlielend mit 50 mL des Fixativs perfundiert.
Das Gehirn wird im Ganzen entnommen und {. N. bei 4 °C in Fixativ nachfixiert, dann mit

1 x PBS gewaschen und bei 4 °C in Konservierungs-Ldsung gelagert.

3.4.2 Gewebeschnitte
Zur Anfertigung der Gewebeschnitte mit dem Vibratom wird das fixierte Gehirn, wie in Abbil-
dung 5 gezeigt, ungefahr 1 mm vor und 2,5 mm hinter dem Bregma mithilfe einer Rasierklin-

ge koronal geteilt.

——— -
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- em am mm mm = fm (N

Abbildung 5: Lokalisation der Schnittebene. Sagittale Darstellung des Gehirnes einer Maus. Alle hier gezeig-
ten Farbungen wurden an Schnitten aus dem rot markierten Bereich durchgefiihrt. Quelle: Eigene Darstellung.

Der entstandene Gewebeblock wird tUber die kaudale Schnittflache mit Cyanoacrylat-Kleber
auf dem Probenhalter fixiert. Das Gewebe ist sofort bereit zum Schneiden. Der so praparier-
te Probentrager wird in der Pufferwanne platziert und diese mit 1 x PBS befiillt, bis das

Gewebe komplett von Puffer bedeckt ist.
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Mit einer Schnittgeschwindigkeit von 2 mm/sec wird das Gewebe bei einer Vibrationsfre-
quenz von 90 Hz und einer Amplitude von 0,1 mm zunéchst in 100 um-Schritten begradigt,
bis eine vollstdndige Schnittflache freigelegt ist. Dann wird die Schnittdicke auf 30 um redu-
ziert. Die Gewebeschnitte werden mit einem Pinsel in 24-Well-Platten tberfuhrt und frei-

schwimmend in Konservierungs-L6sung bei 4 °C gelagert.

3.4.3 Farbung der Zellkerne mit Hamalaun

Zur histochemischen Farbung der Zellkerne werden die Gewebeschnitte mit Hamalaun
gefarbt.

Die freischwimmenden Gewebeschnitte werden auf Objekttrager aufgezogen und bei 40 °C
auf einer Heizplatte getrocknet. Die Farbung der Zellkerne erfolgt durch 5 min Inkubation in
Hamalaun-Farbeldsung. Die Gewebeschnitte werden nach der Farbung 30 sec unter flie-
Rendem Leitungswasser gewaschen. Dazu wird der Objekttrager in einem Winkel von 45°
unter den Wasserstrahl halten, so dass sich die Schnitte auf der dem Wasser abgewandten
Seite des Objekttragers befinden, damit sie nicht beschadigt werden. Zum Entfarben werden
die Objekttrager 5 x in 1% HCI/EtOH getaucht und anschliel3end erneut 30 sec unter flie-
Rendem Leitungswasser gewaschen. Nach dem Trocknen kdnnen die so behandelten Ge-
webeschnitte eingedeckt werden.

Die gefarbten Zellkerne erscheinen dunkelviolett, das umliegende Gewebe hell rosa bis

farblos.

3.4.4 Alzian Blau Farbung von Sulfatid nach Scott & Dorling, 1965%’

R Alzian Blau (AZB) ist ein Farbstoff der
Familie der Kupfer-Phtalocyanine und
ist intensiv blau gefarbt. Aufgrund
seiner positiven Molekilladung wird es

eingesetzt, um durch Komplexbildung

+ 7 - ) 3y
N--- Cu ~~°N anionische Makromolekule zu farben.
R \ L R Im Gewebe der Saugetiere sind drei
N
N \ /] N CHg anionische Molekulreste anzutreffen,
|
R=H,C—=S N\CH die alle mit AZB wechselwirken kén-
_ 3
L, Cl nen: Carboxylat-, Phosphat- und Sul-
e cH
R 3 3 fatgruppen.

Abbildung 6: Strukturformel von Alzian Blau. Darstellung Die elektrostatische Wechselwirkung
des chromophoren Phtalocyanin-Kern und der kationischen . . L
losthiouronium-Reste. zwischen diesen anionischen Resten

und AZB kann generell, wie in Formel 4 beschrieben, als die Prazipitation eines Polyanions
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P# mittels des organischen Kations R* beschrieben werden und ist in Anwesenheit eines

anorganischen Elektrolyten M* reversibel.

PZzM* + zR*

P“zZR* + M*

Formel 4: Prazipitation eines Polyanions. P# = anionisches Polymer mit negativer Ladung z, M* = anorganisches
Gegenion mit positiver Ladung, R* = prazipitierendes Kation.

Die Gleichgewichtskonstante K fur die Farbungsreaktion kann aus Formel 4 abgeleitet wer-

den und ist in Formel 5 dargestellt.

—
S
+
[—
N

Formel 5: Gleichgewichtskonstante oder kritische Elektrolytkonzentration der Prazipitation eines Polyanions.

Ist die Konzentration des organischen Kations R* konstant, liegt R* also in ausreichend
groRem Uberschuss vor, ist das Gleichgewicht nur von der Konzentration des anorganischen
Kations M* abhangig. Darum wird K auch als kritische Elektrolytkonzentration (CEC) be-
zeichnet.

In der Praxis haben Carboxylat-haltigen Polyanionen niedrige und Sulfat-haltige Polyanionen
hohe CECs. Sie werden bei gleicher Konzentration von M* unterschiedlich gut gefarbt, wie in
Tabelle 9 gezeigt. Die spezifische Farbung der Sulfatide mit Alzian Blau wird im Zuge dieser

Arbeit bei einer Magnesiumkonzentration von 0,3 M/L und pH 5,7 durchgefuhrt.

Tabelle 9: AZB-Farbung von unbehandeltem, sulfatiertem, carboxyliertem und phophoryliertem Lebergewebe bei
pH = 5,8. Intensivitat der Farbung: +++ sehr stark, ++ stark, + moderat, + schwach, - keine.

Konzentration MgCl, [M/L]

0 0,1 0,2 0,3 0,4 1,0
Unbehandelt ++ + + + - R
Sulfatiert + ++ ++ ++ +++ +++
Carboxyliert +++ +++ + + -
Phosphoryliert ++ + - - -

Quelle: J. E. Scott, J. Dorling: Differential staining of acid glycosaminoglycans (mucopolysaccharides) by alcian
blue in salt solutions, Histochemie 5 (1965), pp. 221-233.

Alle Inkubationsschritte erfolgen unter Schiitteln bei RT.

Der pH-Wert und die Magnesiumkonzentration im Gewebe werden durch Inkubation in
Scott’s Fixativ eingestellt. Die Lésung wird dreimal im Abstand von 2-4 h erneuert und die
Gewebeschnitte dann 0. N. in Scott’s Fixativ inkubiert. Zur Farbung wird das Gewebe 4 h in
Farbeldésung inkubiert. Unspezifisch gebundenenes Alzian Blau wird im anschlieenden
Waschschritt mit Scott’s Fixativ entfernt. Sulfatid-haltiges Speichermaterial ist kraftig blau
gefarbt, umgebendes Gewebe erscheint je nach Dauer des Waschschrittes hellblau bis

farblos.
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3.4.5 Sudan Schwarz B Farbung von Myelin nach Stilwell, 195628

Sudan Schwarz B (SSB) ist ein unpolarer
>'ZN Q O Diazofarbstoff, der zur Farbung von Lipiden
HN O N\\ //N@ und lipidhaltigen Substanzen, wie auch
N O N Myelin, verwendet wird.

Abbildung 7: Strukturformel von Sudan Schwarz B.

Alle Inkubationsschritte erfolgen unter Schitteln bei RT.

Um das Gewebe zu dehydrieren, werden die Gewebeschnitte in einer aufsteigenden Kon-
zentrationsreihe von 20-70 % EtOH/ddH.O gewaschen und anschlieend 3 h in der gesattig-
ten SSB-Farbeldsung inkubiert. Unspezifisch gebundener Farbstoff wird durch Waschen mit
70 % EtOH/ddH-20 entfernt.

Das nicht myelinisierte Gewebe erscheint farblos bis hell blaulich, myelinisierte Bereiche

dunkelblau bis schwarz.

3.4.6 Immunfluoreszenzfarbung

3.46.1 Reduktion von Aldimin-bedingter Autofluoreszenz nach Clancy und Cauller,
1998%

Die Fixierung von Gewebe mit Formaldehyd beruht auf dem Mechanismus der Aldol-

Reaktion, wie in Abbildung 8 gezeigt: In Anwesenheit azider Wasserstoffatome in a-Position

zu einem Carbonyl-Kohlenstoff-Atom reagiert Formaldehyd unter Bildung des entsprechen-

den Aldols. Das entstandene Aldol kann unter Kondensation mit weiteren Carbonyl-

Verbindungen reagieren, die azide Wasserstoffatome in a-Position tragen.

A) Aldolreaktion

OH o) o R

Abbildung 8: Chemische Grundlage der Gewebefixierung mit Formaldehyd.

Da Formaldehyd hoch reaktiv ist, kbnnen neben der Aldol-Reaktion eine Reihe weiterer

Reaktionen eingegangen werden, die zur Bildung unerwiinschte Nebenprodukte fuhren.

44



De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

Problematisch ist in diesem Zusammenhang vor allem die nukleophile Addition von freien
Aminogruppen an Formaldehyd, wie in Abbildung 9 am Beispiel von Lysin gezeigt.
O O O

H
Py NH, @ M N _oH -Ho Ny
R” CH +J_ —> R7 CH C R™ CH SCH,
| 2 H | 2 p, | 2

HN. H HN. +H0
R R R

Abbildung 9: Nukleophile Addition unter Bildung einer Schiff-Base.

Die entstehenden Schiff-Basen reagieren schnell mit weiteren Nukleophilen. Zur Immunde-
tektion eingesetzte Antikbrper kbnnen so kovalent an Gewebeschnitte gebunden werden und
unspezifische Signale erzeugen.

Die Strategie zur Reduktion der Autofluoreszenz umfasst daher zwei Ansatze: Durch Be-
handlung mit Glyzin wird im Gewebe verbliebenes Formaldehyd in Form von
2-Methylenglycin abgefangen und die Bildung von Schiff-Basen verhindert. Bereits entstan-
dene Schiff-Basen werden durch Reduktion mit elementarem Wasserstoff in korrespondie-
rende unproblematische Verbindungen tberfihrt.

Zur Reduktion der aus der PFA-Fixierung resultierenden Autofluoreszenz werden die Gewe-
beschnitte 30 min im Glycin-haltigen Autofluoreszenzpuffer I, dann 10 min im Natriumborhyd-
rid-haltigen Autofluoreszenzpuffer Il inkubiert. Die Gewebeschnitte sind nun bereit fur die
Bindung des Antikdrpers.

3.4.6.2 Immunfluoreszenzfarbung

Die spezifische Bindung zwischen Antikérper und Antigen bildet die Grundlage zur Visuali-
sierung von Zellstrukturen, die durch Lichtmikroskopie nicht darstellbar sind. Mittels spezifi-
scher Antikdrper, die zum Beispiel mit fluoreszierenden Farbstoffen gekoppelt sind, kénnen
zytosolische und membranstandige Antigene in der Zelle detektiert werden. Die Fluoreszenz-
farbstoffe besitzen ein definiertes Absorption- und Emissionsmaximum, so dass ein hoch
spezifisches Signal erhalten wird.

Im Allgemeinen bedient man sich nicht der direkten, sondern indirekten Immunfluoreszenz
(IF) Uber Kombination eines priméren und sekundaren Antikorpers. Der primére Antikdrper
ist gegen ein ausgewahltes Protein gerichtet und nicht mit einem Fluorophor konjugiert. Er
wird mit einem sekundaren, fluoreszenzgekoppelten Antikorper detektiert, der gegen das
Immunglobulin des priméaren Antikorpers gerichtet ist. Der Vorteil dieser Methode liegt in der
wesentlichen Verstarkung des Signals und grofen Kombinationsméglichkeit von primaren

und sekundéaren Antikorpern.
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Alle verwendeten Lésungen werden mit 1 x PBS angesetzt. Alle Inkubationsschritte erfolgen
unter Schitteln bei RT. Wenn nicht anders angegeben, erfolgt zwischen den Inkubations-
schritten ein dreimaliger Waschschritt mit 1 x PBS, um Hintergrundfarbung und Artefaktbil-

dung zu reduzieren.

Nach der Autofluoreszenzbehandlung werden die Gewebeschnitte 2 h in Blockierungspuffer
inkubiert. AnschlieRend wird der primare Antikdrper, verdinnt in Antikérperpuffer, ohne
nochmaliges Waschen 0. N. auf dem Gewebe inkubiert. Der fluoreszenzmarkierte Sekun-
darantikdrper wird, ebenfalls in Antikorperpuffer verdinnt, in Dunkelheit 90 min auf dem
Gewebe inkubiert. Zur Gegenfarbung der Zellkerne wird 4°,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
eingesetzt.

3.4.6.3 Reduktion der Lipofuszin-bedingten Autofluoreszenz mit Sudan Schwarz B
nach Schnell et al., 1999%

Wahrend des Alterungsprozesses entsteht im Zytoplasma postmitotischer Zellen, wie Neu-
ronen, das Speichermaterial Lipofuszin. Lipofuszin lasst sich bei nahezu allen fir die Immun-
fluoreszenz-Mikroskopie verwendeten Wellenldngen zur Fluoreszenz anregen und stért so
die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von Gewebe erheblich.3! Schnell et al. haben
eine effektive und einfache Methode entwickelt, diese Autofluoreszenz auszuléschen:

Aufgrund ihrer unpolaren Natur kénnen Lipofuszin und SSB durch z. B. Van-der-Waals-
Krafte in Wechselwirkung treten. Die Energie des angeregten Lipofuszins wird dann auf SSB
Ubertragen, ohne dass es zur Emission von Photonen kommt. Man spricht von Fluores-
zenzausldschung durch Forster-Resonanzenergietransfer. Das SSB-Molekill ist in der Lage
die Ubertragene Energie innerhalb seines konjugierten 11-Systems zu stabilisieren, ohne

selbst zur Fluoreszenz angeregt zu werden.

Die Gewebeschnitte werden nach Inkubation mit dem sekundaren Antikérper 5 min mit
Quenching-Reagenz inkubiert, dann mit 70 % EtOH/ddH.O gewaschen und in 1 x PBS
rehydriert.

3.4.7 Eindecken von Gewebeschnitten

Um die Bildung von stérenden Salzkristallen zu vermeiden, werden die Gewebeschnitte mit
ddH,O gewaschen und dann auf Objekttrager aufgezogen. Nach dem Trocknen werden die
Gewebeschnitte mit ProLong® Gold Eindeckmedium eingedeckt und G. N. bei RT in Dunkel-

heit getrocknet. Die Lagerung erfolgt in Dunkelheit bei 4 °C.
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3.6 Molekularbiologische Methoden: Lipide
3.6.1 Gewebehomogenisierung
1 x TBS wird mit 1 pg/mL Aprotinin, 2 pg/mL Leupeptin, 100 pg/mL Pefabloc und 0,7 pug/mL

Pepstatin versetzt und auf Eis vorgekuhlt.

Je Hemisphéare werden 1,5 mL des so vorbereiteten TBS in einem 14 mL-Polypropylen-
Reaktionsgefald vorgelegt und das Gewebe wird in dieser Losung 3 x 10 sec mit dem Dis-
pergierer homogenisiert. Zwischen den Dispergierungsschritten wird das Homogenat 30 sec
in Eiswasser gekuhlt.

Das Gewebehomogenat wird in 2 mL-Plastikreaktionsgefae Uberfihrt und bei -80 °C gela-
gert.

3.6.2 Lipidextraktion

Zur Abtrennung des nicht-wasserloslichen Materials werden 250 uL Gewebehomogenat 1 h
bei 100.000 x g, 4 °C zentrifugiert. Das entstandene Pellet enthdlt die gesamte Lipidmasse
des Homogenats. Das Pellet wird in 5 mL CHCIs/MeOH (Volumenverhaltnis 2:1) aufgenom-
men und in ein Pyrex-Glas Uberfiihrt. Das Pellet wird mit dem Dispergierer homogenisiert.
Die apolaren Lipide werden unter Rihren bei 60 °C Badtemperatur 4 h extrahiert.

Die Suspension wird 10 min bei 750 x g, 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird (iber eine mit
Glaswolle gestopfte Pasteurpipette in ein frisches Pyrex-Glas tUberfiihrt und bei -20 °C gela-
gert. Das Pellet wird in 5 mL CHCIs/MeOH (Volumenverhaltnis 1:1) resuspendiert. Die pola-
ren Lipide werden unter Rihren bei 60 °C Badtemperatur 4 h extrahiert. AnschlieRend wird
die Suspension 10 min bei 750 x g, 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird tiber die schon im
ersten Extraktionsschritt verwendete Pasteurpipette mit dem apolaren Extrakt vereint und
das Gesamtlipidextrakt dann im Stickstoff-Strom bei 50 °C Badtemperatur bis zur Trockene
eingeengt. Das eingedampfte Lipidextrakt wird bis zur alkalischen Hydrolyse bei -20 °C
gelagert.

3.6.3 Alkalische Hydrolyse

Das eingedampfte Lipidextrakt wird in 5 mL MeOH aufgenommen und 5 min im Ultraschall-
bad inkubiert. Nach Zugabe von 125 pL NaOH [4 M] wird das Extrakt unter Riihren bei 37 °C
Badtemperatur 2 h hydrolysiert. Die Reaktion wird durch Zugabe von 20 yL Eisessig ge-
stoppt. Die Losung wird im Stickstoff-Strom bei 50 °C Badtemperatur bis zur Trockene ein-

geengt.
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3.6.4 Umkehrphasenchromatographie nach Williams und McCluer, 1980%
Da hohe Salzkonzentrationen analytische Verfahren stéren kdnnen, werden die Lipidextrakte

vor der weiteren Analyse entsalzt.

3.6.4.1 Herstellung des RP-18-Sorptionsmittels

Der trockene Lichroprep-RP-18-Sorbent wird im doppelten Volumen CHCI:/MeOH (1:1, v/v)
suspendiert und 30 min gerthrt. Die Suspension wird 20 min auf Eis gelagert, bis die Partikel
sich abgesetzt haben. Der Uberstand wird dekantiert und der sedimentierte Sorbent insge-
samt viermal mit dem doppelten Volumen Methanol gewaschen. Zwischen den Waschschrit-
ten wird die Suspension jeweils 20 min auf Eis gelagert und der Uberstand dekantiert. Der so

vorbereitete RP-18-Sorbent wird bei 4 °C als Suspension in MeOH (1:1, v/v) gelagert.

3.6.4.2 Umkehrphasenchromatographie

Bei dem hier verwendeten RP-18 Sorbenten handelt es sich um eine chemisch modifizierte
Siliziumdioxid-Matrix, die durch Alkylierung mit C18-Kohlenstoffketten konjugiert wurde. Die
im Extrakt enthaltenen Lipide binden durch hydrophobe Wechselwirkung an die Matrix, so
dass enthaltene lonen mit einem polaren Losungsmittel (ddH20) eluiert werden kénnen. Die
gebundenen Lipide werden mit apolaren Lésungsmitteln (CHCIs/MeOH) eluiert.

Zur Praparation der Chromatographiesaulen werden mit Glaswolle gestopfte Pasteurpipetten
mit je 1,5 mL RP-18-Sorptionsmittelsuspension befilllt. Nach dem Leertropfen werden die
Saulen mit 2 x 1 mL Equilibrierungspuffer gewaschen.

Wahrenddessen wird das hydrolysierte Lipidextrakt in 2 mL MeOH geldst und 5 min im Ultra-
schallbad inkubiert. Die Lipidlésung wird mit 2 mL Ammoniumacetatlésung [300 mM] ver-
setzt, durchmischt und auf die Saule aufgetragen. Nach dem Leertropfen wird das Pyrex-
Glas mit 2 x 1 mL MeOH/Ammoniumacetatldsung [200 mM] (1:1, v/v) gewaschen und die
Waschldsungen nacheinander auf die Sdule gegeben. Nach dem Leertropfen werden die
Salze mit 6 x 1 mL ddH2O eluiert. Die Elution der Lipide erfolgt der Reihe nach mit 1 x 1 mL
MeOH und 6 x 1 mL CHCIs/MeOH (1:1, v/v). Das Eluat wird im Stickstoffstrom bei 50 °C

Badtemperatur bis zur Trockene eingeengt.

Das Lipidextrakt wird in 300 pL CHCIls/MeOH (1:1, v/v) aufgenommen und in 1,5 mL-

GlasgefaRen mit Schraubverschluss und Teflondichtung bei -80 °C gelagert.
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3.6.5 Dunnschichtchromatografie (TLC)

Die Auftrennung eines Stoffgemischs durch Verteilung seiner Einzelbestandteile zwischen
stationarer und mobiler Phase wird als Chromatographie bezeichnet.

Zur Auftrennung von Lipidgemischen wird eine polare stationdre Phase (Siliziumdioxid auf
Glas oder Aluminium) verwendet. Die mobile Phase besteht aus einem beliebigen Gemisch
polarer und apolarer Losungsmittel. Die genaue Zusammensetzung richtet sich nach der
analytischen Fragestellung.

Flie3t die mobile Gber die stationare Phase, werden die l8slichen Bestandteile des Lipidge-
mischs, das sich auf der stationdaren Phase befindet, entlang der Flussrichtung aufgetrennt.
Umso besser ein Bestandteil in der mobilen Phase 16slich ist, umso weiter wird er auf der

stationéren Phase transportiert.

30 min vor Verwendung wird die Chromatographiekammer mit dem Laufmittelgemisch
(CHCI3/MeOH/ddH20, 60:27:4, viviv) beflllt, damit sich im Inneren ein Gleichgewicht zwi-
schen flussiger und gasformiger Phase einstellt. Da das Laufmittel Wasser enthalt, wird ein
Stick Filterpapier in die Kammer gestellt, um die homogene Verteilung des Wasserdampfes

in der Kammer zu beschleunigen. Die Kammer wird dicht verschlossen.

Um gebundenes Wasser zu entfernen, das die Laufeigenschaften des Analyten verandern
kann, werden die TLC-Platten vor Gebrauch 15 min bei 180 °C getrocknet. Die Proben wer-
den anschlielRend mithilfe eines TLC-Sprayers aufgetragen.

Die beladene TLC-Platte wird senkrecht in die Chromatographiekammer gestellt und inku-
biert, bis die Laufmittelfront sich ca. 1 cm unter dem oberen Rand der TLC-Platte befindet.
Zur Detektion der aufgetrennten Lipide wird die TLC-Platte anschlieRend mit Entwickler-
Ldsung getrankt. Die Lipide werden bei 180°C 5 min verascht und als dunkle Banden sicht-

bar.

3.6.6 Massenspektrometrische Analyse des Lipidextrakte

Der Begriff der Spektroskopie bezeichnet die Beobachtung der Wechselwirkung von elekt-
romagnetischer Strahlung und Materie. Im engeren Sinne verstehen sich darunter Methoden
wie Rontgen- und Infrarot-Spektroskopie. Auch die Wechselwirkung von bewegter Materie
mit dem magentischen Feld fallt unter den Begriff der Spektroskopie, genauer unter den
Begriff der Massenspektroskopie.

Die spektrometrischen Methoden dienen allgemein der Substanzidentifizierung, liefern
Informationen Uber die Struktur eines Analyten oder die quantitative Zusammensetzung

untersuchter Systeme. Im Massenspektrometer werden diese Information durch lonisation
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der Probe und Auftrennung der erzeugten lonen nach Masse und Ladung erhalten. Heute ist
die Massenspektrometrie eine der bedeutendsten analytischen Methoden, da das Probenvo-

lumen minimal und der Datengehalt des aufgenommenen Spektrums maximal ist.

Im ersten Schritt der Messung wird die Probe in die Gasphase Uberfuhrt, damit sie ionisiert
werden kann. Besonders im Falle komplexer Biomolektle, wie auch in den im Zuge dieser
Arbeit analysierten Proben enthalten, stellt dieser Vorgang den limitierenden Faktor der
Methode dar. Viele der enthaltenen funktionellen Gruppen sind thermolabil, so dass die
Probe beim Erhitzen zerstort wird. Aufgrund des hohen Interesses an der Analyse komplexer
Substanzen ist eine ganze Reihe von Methoden entwickelt worden, die eine schonende
Uberfuihrung in die Gasphase ermdglichen, von denen aber nur die im Zuge dieser Arbeit
verwendete Elektrospray-lonisation genauer vorgestellt werden soll.

Bei diesem lonisationsverfahren liegt die Probe in Lésung vor und wird durch eine Kapillare
in die lonenquelle gespriht. Dem Sprihnebel entgegen gerichtet strémt ein Trockengas in
die Kammer. Zwischen der Kapillare und dem Mantel der lonenquelle ist eine Spannung von
einigen Kilovolt angelegt. Das Prinzip ist in Abbildung 10 dargestellt: Es entstehen geladene
Tropfchen (Abb. 10 A), die durch die Verdampfung des Losungsmittels immer kleiner werden
(Abb. 10 B), bis nur noch die befreiten lonen vorliegen (Abb. 11 C).

/0
aus der / > (_D Massen-

Kapillare spektrometer
20
@
A B C
Abbildung 10: Modell zur lonenbildung im Elektrospray. Quelle: Modifiziert nach M. Hesse, H. Meier, B.

Zeeh: Spektroskopische Methoden in der organischen Chemie. Stuttgart, New York: Thieme, 2005, 7. Auflage, p.
290.

Wie Formel 6 zeigt, werden diese geladenen Tropfchen bzw. lonen noch in der lonenquelle
des Massenspektrometers durch die angelegte Spannung in Abhangigkeit von ihrer Masse
m und Ladung z auf einer geraden Flugbahn beschleunigt.

2:z-e-U
V= ’—
m

Formel 6: Geschwindigkeit eines lons nach dem Durchlaufen einer Beschleunigungsspannung.
v = Geschwindigkeit, z = Ladung, e = Elementarladung, U = Spannung, m = Masse.
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Beim Eintreten in den Analysatorteil des Massenspektrometers erfahrt das beschleunigte lon
im angelegten Magnetfeld durch Lorentz- (Formel 7) und Zentrifugalkraft (Formel 8) eine
Ablenkung von seiner geraden auf eine kreisformige Flugbahn.

FiL=z-e-B-v

Formel 7: Lorentz-Kraft im Magnetfeld. FL = Lorentz-Kraft, z = Ladung, e = Elementarladung, B = Flussdichte, v
= Geschwindigkeit.

Fz =

r
Formel 8: Zentrifugalkraft. F; = Zentrifugalkraft, m = Masse, v = Geschwindigkeit, r = Radius.
Stehen Lorentz- und Zentrifugalkraft im Kraftegleichgewicht und sind die Beschleunigungs-
spannung U sowie die Flussdichte B des Magnetfeldes konstant, ergibt sich, dass der Radi-
us r der durch das lon beschriebenen Kreisbahn direkt abhangig vom Masse zu Ladung

Verhaltnis des lons ist.

VA 20
Formel 9: Grundprinzip der Massenspektrometrie. m = Masse, z = Ladung, e = Elementarladung, B = Fluss-
dichte, r = Radius, U = Spannung, k = e - B2 - 2U"! = konstant.

Die Masse eines abgelenkten lons kann also, wie in Formel 9 dargestellt, anhand der von

ihm beschriebenen Kreishahn bestimmt werden.

Bei dem im Zuge dieser Arbeit verwendeten Massenspektrometer handelt es sich um ein
gekoppeltes System aus dem Elektrospray-lonisation-lonenfallen-Massenspektrometer
HCTultra der Firma Bruker und einem FlUssigkeitschromatographie (LC)-System der
Firma Agilent Technologies aus der 1200er Serie. Durch Kopplung des Massenspektrome-
ters mit dem LC-System kann die Probe bereits vor die lonisierung anhand der Eigenschaf-
ten ihrer Bestandteile aufgetrennt werden. Die Sattigung des Detektors und resultierender
Informationsverlust werden so verhindert.

Das verwendete Massenspektrometer verfiigt Gber eine sogenannte Quadrupol-lonenfalle,
die auf Nobelpreistrager Wolfgang Paul zurick geht (Abbildung 11). lonenfallen-
Massenspektrometer sind in der Lage, mehrere Generationen von Fragment-lonen eines
Ziel-lons zu erzeugen, was wichtig fur die Strukturaufklarung ist. Die lonenfalle besteht, wie
in Abbildung 11 gezeigt, aus einer Ringelektrode und zwei Endkappen-Elektroden. Sie er-
zeugt ein auf das ausgewahlte lon abgestimmtes magnetisches Feld, in dem sich das lon auf
einer zyklischen Bahn bewegt. Die ausgewdahlte lonenspezies akkumuliert in der lonenfalle
und kann mithilfe von Helium-Atomen fragmentiert werden. Die Fragment-lonen werden

ebenfalls in der lonenfalle gesammelt und dann ,ausgegossen®, so dass ein Massen-
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\/ lonenquelle

Endkappen-
elektrode
eingeschlossene
lonen
J | L
I
Detektor

Ringelektrode

Abbildung 11: Schematische Darstellung einer Quadrupol-lonenfalle. Quelle: Eigene Darstellung.

spektrum der Fragment-lonen erzeugt wird (MS2-Spektrum).®® Auf entsprechende Weise
kénnen beliebige MS"-Spektren aufgenommen werdenNeben der qualitativen Zusammen-
setzung eines Substanzgemisches lasst die massenspektrometrische Analyse auch Schlis-
se Uber die quantitative Zusammensetzung zu. Die Messdaten enthalten neben der Identitat
der Probenbestandteile in Form der Masse-zu-Ladung-Verhaltnisse auch Informationen zur
Haufigkeit jedes lons in Form der Signalintensitéat. Da die Signalintensitat durch eine Reihe
von Faktoren beeinflusst wird, darunter Starke des Vakuums, Sattigung des Detektors oder
Effizienz der lonisierung, ist der Einsatz eines internen Standards (ITS) fur die absolute
Quantifizierung eines Analyten zwingend notwendig. Fur die relative Quantifizierung mehre-
ren Substanzen in einer Probe dahingegen nicht.

Idealerweise handelt es sich beim ITS um ein isotopenmarkiertes Derivat des Analyten,
damit Retention auf der Chromatographiesaule, lonisierung und Flugeigenschaften im Mas-
senspektrometer vergleichbar sind. Alternativ bietet sich die Verwendung eines nicht natir-
lich vorkommenden Homologes an. Im Zuge dieser Arbeit wurde das natirlich nicht

vorkommende N-Dodecanoyl-Sulfatid als ITS verwendet.

50 yL Lipidextrakt werden in einem 1,5 mL-Glasgefald mit Schraubverschluss und Teflon-
dichtung vorgelegt. Das Lipidextrakt wird mit dem ITS versetzt (10 pmol/mg Einwaage) und
das Extrakt dann mit CHCIls/MeOH (1:1, v/v) auf 100 pL Gesamtvolumen verdinnt.

Je 10 pL der so vorbereiteten Proben werden mit einer Flussrate von 400 pL/min Uber eine
LichroCART® 125-4 Lichrosorb Si-60 Saule (30 °C Saulentemperatur) in die lonenquelle des
ESI-MS injiziert. Das Trockengas wird mit 9 L/min und einer Temperatur von 365 °C eingelei-

tet. Der Zerstauber-Druck betragt 40 psi. Die Messdauer betragt 15 min je Spektrum.
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3.7 Molekularbiologische Methoden: Proteine

3.7.1 Lyse

Alle verwendeten Ldsungen werden mit 1 pg/mL Aprotinin, 2 pg/mL Leupeptin, 100 pg/mL
Pefabloc und 0,7 pg/mL Pepstatin versetzt und auf Eis vorgekulhlt.

250 yL Homogenat werden mit 750 uL TBS verdinnt und werden 1 h bei 196000 x g, 4 °C
zentrifugiert, um unlosliche Bestandteile des Gewebes zu sedimentieren. Der Uberstand wird
fur die Zytokin-Quantifizierung abgenommen und bei -20 °C gelagert.

Das Pellet wird in 300 pL einer Losung von 1 % SDS/PBS aufgenommen und durch pipettie-
ren grob resuspendiert. Zur vollstandigen Lyse auch schwerl6slicher Proteine werden die
Proben 2 h auf Eis inkubiert und alle 15 min geschuttelt. Die verbleibenden, ungeldsten
Bestandteile werden durch 20 min Zentrifugation bei 21700 x g, 4 °C sedimentiert. Der Uber-
stand enthalt die geldsten Proteine.

3.7.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen in L6sung nach Bradford, 19763

Das verwendete BioRad DC™ Protein Assay-Kit ermoglicht die Quantifizierung von Protei-
nen in Loésung nach der Methode von Bradford.

Ausgehend von einer Stocklésung der Konzentration 4 mg/mL BSA wird in einer Reihe von
Zweifachverdiinnungen eine Kalibriergerade hergestellt. Die Kalibriergerade wird im selben
Puffer angesetzt wie die zu vermessenden Proben.

Die Reaktion wird gemaf den Angaben des Herstellers in einer 96-Well-Platte durchgefihrt.
Nach 15 min Inkubation bei RT werden die Proben bei einer Wellenlange von A = 750 nm mit
Hilfe eines Plate-Readers ausgelesen. Die hier angegebenen Proteinkonzentrationen erge-

ben sich immer als Mittelwert einer Dreifachbestimmung.

3.7.3 Natriumdodecyl-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli,
1970%
Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen in einer Gel-Matrix aus Polyacrylamid
erfordert die vorherige Zerstérung von Sekundar- und Tertiarstruktur, damit ein direkter
Zusammenhang zwischen Grofl3e und Wanderungsgeschwindigkeit beobachtet werden kann.
Nach Laemmli erfolgt die Denaturierung durch Reduktion der vorhandenen Disulfidbriicken
mit B-Mercaptoethanol und Komplexbildung mit Natriumdodecylsulfat (SDS). SDS ist ein
anionisches Tensid und bindet unter Zerstérung der Sekundarstruktur an apolare Proteinab-

schnitte. Durch seine negative Molekiilladung Gberdeckt SDS die Eigenladung des Proteins.

Drei Teile Proteinlysat werden mit einem Teil 4 x Laemmli-Puffer versetzt und 10 min auf

95 °C erhitzt. Bei den hier gezeigten Experimenten entspricht das Auftragungsvolumen ei-
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nem Proteingehalt von 20 pg. Die Auftrennung der Proben erfolgt auf einem diskontinuierli-
chen Gel aus niederprozentigem Sammelgel und héherprozentigem Trenngel bei 80-120 V.
Zur Bestimmung der ProteingrofRe wird ein kommerziell erhaltlicher GrolRenmarker auf das

Gel aufgetragen.

Stark hydrophobe Proteine, wie das Proteolipidprotein des Myelins, neigen in wassriger
Umgebung zur Aggregation und werden durch Aufkochen mit Laemmli-Puffer nicht ausrei-
chend denaturiert. Taylor et al. haben einen entsprechend modifizierten Dena-
turierungspuffer entwickelt.®® Durch Zugabe von Harnstoff wird die Struktur des Wassers
gestort und hydrophobe Effekte verringert.

Zur Analyse von PLP wird ein Teil Proteinlysat mit zwei Teilen denaturierendem Harnstoff-
Puffer 2 min auf 95 °C erhitzt.

Tabelle 10: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel fir SDS-PAGE.

Bezeichnung Sammelgel? Trenngel® Trenngel® Trenngel
5% 7,5 % 10 % 125%
ddH-0O 3,02 mL 5,16 mL 4,79 mL 4,17 mL
Puffer 1,25 mL 2,13 mL 2,5mL 3,13 mL
40 % Acrylamid 0,625 mL 2,5mL 2,5mL 2,5mL
10 % SDS 50 pL 100 pL 100 pL 100 pL
10 % APS 50 pL 100 pL 100 pL 100 pL
TEMED 5 L 10 pL 10 pL 10 pL

aGesamtvolumen 5 mL, P Gesamtvolumen 10 mL
APS = Ammoniumpersulfat, SDS = Natriumdodecylsulfat, TEMED = Tetramethylethylen-diamin.

3.7.4 “Western Blot” nach Burnette, 19813

Nach der elektrophoretischen Auftrennung einer Probe im Polyacrylamidgel sollen die ent-
haltenen Proteine weiter untersucht werden, sind fir die meisten Methoden aber nicht aus-
reichend verfligbar. Als effektiver Weg zur Extraktion der Proteine aus dem Gel hat sich der
,Western Blot“ (WB) etabliert. Die im Gel enthaltenen Proteine werden dabei elektrophore-
tisch auf eine Membran aus Nitrozellulose Ubertragen. Das Muster der gelelektrophoreti-
schen Auftrennung bleibt beim Transfer der Proteine erhalten. Die an die Membran
gebundenen Proteine sind fir weitere Methoden zugénglich.

Zur ldentifikation und Quantifizierung der an die Membran gebundenen Proteine wird das
Prinzip der Immundetektion angewendet. Wie in Kapitel 3.4.6.2 erlautert, bedient man sich
der indirekten Detektion eines proteins tber Kombination eines primaren und sekundaren

Antikérpers. Im Zuge dieser Arbeit werden zum Auslesen des WB Fluorophor-gekoppelte
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Sekundarantikdrper mit Emissionsmaximum im Infrarot (IR)-Bereich verwendet. Der Vorteil
der Verwendung von Fluorophoren im IR-Bereich liegt in der geringen materialspezifischen
Autofluoreszenz.. Das Signal-Rausch-Verhéltnis ist daher hoch und die Methode gut zur

Quantifizierung von Proteinen geeignet. Die Detektion erfolgt mit einem IR-Scanner.

Der WB wird im halbtrockenen Verfahren durchgefiihrt. Das Polyacrylamidgel wird nach der
Elektrophorese funf Minuten in Blot-Puffer gewaschen, zwei Lagen dickes Filterpapier mit
Blot-Puffer getrankt. Filterpapier, Membran und Gel werden, wie Abbildung 12 gezeigt, ge-

schichtet und das Transfer-System verschlossen.

‘ Transferrichtung

—————
iteroani 1 ———— SDS-PAGE-Gel
Herpapler | ) ————— Membran
—————

Abbildung 12: Aufbau des ,,Western Blot“ im halbtrockenen Verfahren. Quelle: Eigene Darstellung.

Der Protein-Transfer erfolgt bei 1 mA pro Quadratzentimeter Membranflache. Die Dauer
richtet sich nach der GrélRe des zu untersuchenden Proteins (<100 kDa 60 min, >100 kDa

180 min). Die densitometrische Auswertung erfolgt mithilfe AIDA Software.

3.7.5 Quantifizierung von Zytokinen mit dem Bio-Plex® Immunoassay System von
BioRad

Die antikorperbasierten Nachweisverfahren, wie der Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA), ermoglichen die Detektion eines weiten Spektrums von Analyten (Proteine, Hormo-
ne, Toxine). Grundlage des ELISA-Verfahrens ist die Bindung des Analyten an einen auf
einer Mikrotiterplatte immobilisierten, spezifischen Antikérper. Die Detektion und Quantifizie-
rung erfolgt Uber einen Enzym- oder Fluoreszenz-gekoppelten Sekundarantikorper.

Nachteil des traditionellen ELISA-Verfahrens ist, dass nur ein Analyt pro Ansatz detektiert
werden kann. Die von Luminex entwickelte xMap-Technologie ermdglicht jetzt die zeitgleiche
Detektion und Quantifizierung von bis zu 100 verschiedenen Analyten pro Ansatz. Grundle-
gend ist dabei, wie in Abbildung 13 dargestellt, die Bindung des Antikdrpers an einen farblich
definierten Tragerpartikel.

Die Detektion des Analyten im Durchflusszytometer erfolgt in zwei Schritten: Mittels eines
roten Lasers wird zunachst die Farbe des Tragerpartikels, also die Art des Analyten erfasst.
Dann wird mit einem grinen Laser der Reporter (Fluoreszenz-gekoppelter Sekundarantikor-

per) angeregt, um die Konzentration des Analyten zu messen.
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Xa
0o

Abbildung 13: Prinzip der xMap-Technologie von Luminex. Quelle: Eigene Darstellung.
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Die Reaktion wird gemal den Angaben des Herstellers durchgefihrt. Die hier angegebenen
Zytokinkonzentrationen verstehen sich immer als Mittelwert eines biologischen Triplikates.

3.8 Quantifizierung von NG2-positiven Zellen in Gehirn mittels Immun-
fluoreszenzfarbung

3.8.1 Gemischte Primérkultur

Alle Arbeitsschritte werden unter Verwendung steriler Verbrauchsmaterialien in der Steril-

bank durchgefiihrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgt bei 37 °C, 5 % CO; in einem Feuchtluf-

tinkubator. Alle Medien und Ldsungen werden, wenn nicht anders angegeben, vor der

Verwendung in einem Wasserbad auf 37 °C temperiert.

Die Gehirne drei Tage alter Mause werden prapariert und die Meningen durch Umherwalzen
auf Filterpapier entfernt. Das so vorbereitete Gewebe wird mit Hanks Buffered Salt Solution
gewaschen, in 5 mL 10 % FCS/DMEM je Gehirn aufgenommen und manuell (Pipette) zer-
kleinert. Die entstandene Zellsuspension wird bei 1200 RPM fir 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wird abgenommen und die im Pellet enthaltenen Zellen werden in 6 mL 10 %
FCS/DMEM je Gehirn resuspendiert. Zur Immunfluoreszenzfarbung werden die Zellen auf
18 mm-Deckglaschen in 12-Well-Platten kultiviert. Je Well wird 1 mL 10 % FCS/DMEM
vorgelegt und 1 mL Zellsuspension zugegeben. Die Zellen werden fir 24 Stunden kultiviert,
das Medium erneuert. Nach weiteren 24 Stunden werden die Zellen fiir die IF-Farbung ver-

wendet.

3.8.2 Immunfluoreszenzfarbung von Zellen

Die Zellen werden mit 1 x PBS gewaschen und mit 4 % PFA/PBS fur zehn Minuten fixiert.
Zur Permeabilisierung werden die Zellen 10 min in 0.3% Triton X-100/PBS inkubiert und
anschlie3end 30 Minuten in 1% BSA/PBS blockiert. Der primére Antikorper wird nach Anga-

56



De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

ben des Herstellers in Blockierungspuffer verdiinnt. Bei RT werden die Zellen in einer feuch-
ten Kammer fur zwei Stunden mit dem primaren AB inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen mit 1 x PBS werden die Zellen bei RT fur zwei Stunden mit dem
Sekundarantikorper (in Blockierungspuffer) in einer lichtdichten Kammer inkubiert. Wahrend
des letzten Waschschrittes nach der Sekundéarfarbung erfolgt die Farbung der Zellkerne mit
DAPI.

Zum Fixieren der Deckglaser auf den Objekttragern wird Pro Long Gold verwendet. Die

Lagerung erfolgt bei 4°C unter Lichtausschluss.
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4.  Ergebnisse

Um zu untersuchen, ob die Remyelinisierungseffizienz im Mausmodell der Metachromati-
schen Leukodystrophie beeintrachtigt ist, wurden vier Tiergruppen mit CPZ behandelt:

1. Konventionelles MLD-Mausmodell: ASA(-/-) Maus.

2. Kontrollgruppe: ASA(+/-)-Maus.

3. CST-transgenes MLD-Mausmodell: tgASA(-/-)-Maus.

4. Kontrollgruppe: tgASA(+/-)-Maus.
Alle behandelten Mause waren auflerdem heterozygot flir den NG2-EYFP-Knock-In
[NG2(+/-)].

Die CPZ-Behandlung erstreckte sich Uber einen Zeitraum von sechs Wochen, beginnend im
Alter von sieben Wochen (p49). Es folgte eine Erholungsphase von sechs Wochen, in der
alle Tiere auf Standardhaltungsdiat gesetzt wurden, um Remyelinisierung zuzulassen. Um
den Effekt wiederkehrender Demyelinisierung zu untersuchen, wurde die CPZ-Behandlung
wiederholt. Die Parameter (Behandlungszeitraum, Zusammensetzung des Futters, Erho-
lungsphase) waren identisch zur der ersten Behandlung. Die Praparation der Mause und
Analyse des Gewebes erfolgte zu vier definierten Zeitpunkten (siehe auch Abbildung 14):

1. Abschluss erste Diatphase (Demyelinisierung) — p91

2. Abschluss erste Erholungsphase (Remyelinisierung) — P133

3. Abschluss zweite Diatphase (Demyelinisierung) — p175

4. Abschluss zweite Erholungsphase (Remyelinisierung) — p217

Start t t t t
(P49) (P91) (P133) (P175) (P217)
Diat Erholungsphase Diat Erholungsphase
1. Behandlungszyklus ] 2. Behandlungszyklus i

Abbildung 14: Zeitlicher Ablauf der Cuprizon-Experimentes. P = Tage nach Geburt, T = Praparation. Quelle:
Eigene Darstellung.

Alle im Folgenden gezeigten oder beschriebenen Ergebnisse sind mit der Laborbuchnummer
des dazugehorigen Experimentes versehen. Die Nummer setzt sich zusammen aus person-

lichem Kirzel (KBR), Laborbuchnummer, Seitenzahl und fortlaufender Versuchsnummer.
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4.1 Genetischer Hintergrund der Versuchstiere und statistische Auswertung
des Tierexperiments

Aufgrund der Bedingungen, unter denen die Zucht der verwendeten Mause stattfand (fir
genauere Diskussion siehe Kapitel 4.1), war zu erwarten, dass der genetische Hintergrund
der Versuchstiere Uber die Gesamtdauer des Experiments nicht konstant sein wirde. Da der
Effekt der CPZ-Behandlung jedoch stark vom genetischen Hintergrund der verwendeten
Mauslinie abhangt,*® konnte noch vor Abschluss der Experimente vermutet werden, dass die
Schwankungen zwischen den biologischen Replikaten und somit die resultierenden Stan-
dardabweichungen der Messwerte grol3 sein wirden.

4.1.1 Definition der Signifikanzgrenzen
Wird zur statistischen Auswertung der Ergebnisse der Student’sche t-Test angewendet, hat

die Standardabweichungen s direkten Einfluss auf den t-Wert, wie Formel 10 zeigt.*°

xX—y
T=———=X+Vn
Vsx? + sy?

Formel 10: Definition des t-Werts im Zweistichproben-t-Test. Prifung der Mittelwerte zweier unabhangiger
Stichproben aus Gundgesamtheiten gleicher Varianz bei gleicher StichprobengréRe. n = StichprobengrolRe, s =
Standardabweichung, T = t-Wert, X,y = Mittelwerte der Stichproben x und y.

Uber den t-Wert T wird der Signifikanzwert p aus der t-Verteilung abgelesen, die in Form
tabellarischer Auflistungen Uber entsprechende Lehrbiicher zuganglich ist. Vergleicht man,
wie im Zuge dieser Arbeit fir die meisten Experimente gliltig, zwei Stichproben mit jeweils
drei Messwerten, kann man aus der t-Verteilung ablesen, dass, wenn die Signifikanz-
schranke bei p = 0,05 gesetzt wurde, der t-Wert T =2 2,7764 sein muss, damit der gemesse-
ne Effekt signifikant ist.°

Wie aus Formel 10 abzuleiten, filhren gro3e Standardabweichungen zu kleinen t-Werten und
die Signifikanzschranke kann nur erreicht werden, wenn die Effektstarke (der Unterschied
zwischen den Stichproben) oder die Stichprobengrof3e n ausreichend grof} ist. Im zeitlichen
Rahmen dieser Arbeit war es aber nicht méglich, die Effektstarke durch Modifizierung des
Versuchsaufbaus (Behandlungsdauer, Dosierung, Probenvorbereitung) zu erhéhen oder die
StichprobengréRe deutlich zu steigern, um den Einfluss der Standardabweichungen zu rela-
tivieren. In Erwartung der auf dem genetischen Hintergrund der Mause basierenden grof3en
Standardabweichungen wurde daher, in Anlehnung an Matthes et al.*!, neben der ,traditio-
nellen“ Signifikanzgrenze (p <0,05) eine zweiter Bereich in der t-Verteilung definiert
(0,05 <p<=<0,10), der bei der Auswertung der Experimente berlcksichtigt werden sollte.
Mathematisch betrachtet umfasst dieser Bereich solche t-Werte, die bei Erh6hung der Stich-

probengrofRe n um je ein Replikat unterhalb der Quantile p = 0,05 liegen wirden.
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Im Folgenden soll dieser zweite Konfidenzintervall als tendenzielle Zu- oder Abnahme

bezeichnet werden.

4.2 CPZ-induzierte Reduktion des Korpergewichts in ASA-defizienten
Mausen
Das Koérpergewicht ist der am schnellsten zugangliche Indikator fir den Gesundheitszustand
eines Versuchstieres. Der Verlust von Kdrpergewicht kann durch organische Schaden oder
Veranderungen des Fressverhaltens hervorgerufen werden. Die Ursachen eines solchen
veranderten Verhaltens konnen sowohl physischer, als auch psychischer Natur sein: Die
Ausschittung von Zytokinen bei Infektion und Inflammation kann die Nahrungsaufnahme
hemmen (= physischer Ausloser fiir Gewichtsverlust). 42 Die Fitterung mit CPZ kann auf-
grund des Geschmacks oder der veranderten Darreichungsform in der ersten Woche der
Behandlung zu einer Gewichtsabnahme durch reduzierte Nahrungsaufnahme fiihren (=

psychischer Ausloser fuir Gewichtsverlust).*3

Tabelle 11: Mittleres Kdrpergewicht bei Praparation.

Diat Erholungsphase
Mock CPz Mock CPz
ASA(+/-) 2298+2,79 21,73+0,73 2750+2,03 26,85+1,69
(N=5) (N =6) (N=4) (N=24)
ASA(--) 23,16 +1,09 17,98+3,25* 24,08+2,62 26,67 +2,16 ®
(N=5) (N =6) (N=6) (N=16)
tg ASA(+/-) 22,12+1,88 21,63+0,74 26,00+0,85 29,37 +3,77
(N=23) (N=4) (N=4) (N=23)
tg ASA(-/-) 22,00+1,21 17,00+3,64* 26,44+1,78 27,00+1,71
(N=5) (N=5) (N=5) (N=5)
2. Diat 2. Erholungsphase
Mock CpPz Mock CPZz
ASA(+/-) 27,10+2,23 2553+295 27,30+247 27,88+ 3,66
(N=5) (N=6) (N=23) (N=5)
ASA(-/-) 2535+1,14 21,78+0,25* 30,63+1,51 2505+201*
(N=14) (N=23) (N=5) (N=14)

Korpergewicht in [g]. Der angegebene Fehler entspricht der Standardabweichung vom Mittelwert. Zur Uberprii-
fung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger Student’scher t-Test unter Annahme der Homoskedastizitat durchge-
fuhrt. Gegenuber der Mock-behandelten Kontrolle signifikant erniedrigt (p < 0,05) war das Kdrpergewicht aller mit
einem Stern gekennzeichneten CPZ-behandelten Gruppen. Mit einem in Klammern gesetzten Stern gekenn-
zeichnet sind nicht signifikante Veranderungen im Konfidenzintervall von (0,05 < p < 0,10). Quelle: KBR-4-165-
726.
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Um noch vor der molekularbiologischen Untersuchung des Gehirns einen Uberblick (ber
Genotyp-spezifische Effekte der CPZ-Behandlung zu erhalten, wurde das Koérpergewicht der
behandelten Mause zum Zeitpunkt der Praparation bestimmt. Das mittlere Kérpergewicht ist

in Abhéangigkeit von Genotyp und Behandlung in Tabelle 11 dargestellt.

4.2.1 Korperwachstum

Das Koérperwachstum einer C57BL/6-Maus ist hach durchschnittlich 16 Wochen abgeschlos-
sen.** Dementsprechend wurde, unabhéngig vom Genotyp, ein signifikanter Anstieg des
mittleren Kdrpergewichts um durchschnittlich 3,4 + 1,7 g zwischen Abschluss der ersten Diat
(= 13. Lebenswoche) und ersten Erholungsphase (= 19. Lebenswoche) gemessen. Im zwei-
ten Behandlungszyklus (19.-31. Lebenswoche) waren ASA(+/-)-Mause ausgewachsen und
das Korpergewicht veranderte sich nicht. Mock-behandelte ASA(-/-)-Mé&ause nahmen durch-
schnittlich weitere 5,28 £ 2,65 g zu. Das Korperwachstum der ASA(-/-)-Maus war verzo-
gert.

4.2.2 CPZ-induzierter Gewichtsverlust

Die Behandlung mit CPZ fuhrte ausschlie3lich in ASA-defizienten Mausen zu einer signifi-
kanten Reduktion des mittleren Korpergewichts. Da nach Abschluss der Erholungsphase
keine Erniedrigung gegenuber der Mock-behandelten Kontrollgruppe mehr feststellbar war,
ist ein andauernder organischer Schaden zu diesem Zeitpunkt auszuschlie3en. Das mittlere
Korpergewicht CPZ-behandelter ASA(+/-)-Mause blieb gegentber der Mock-behandelten
Kontrollgruppe Giber den gesamten Behandlungszeitraum unverandert. Die Wiederholung der
CPZ-Behandlung fliihrte ebenfalls nur in ASA-defizienten Mausen zu einer signifikanten
Gewichtsabnahme. Im Gegensatz zum ersten Behandlungszyklus normalisierte sich das

Gewicht in der darauf folgenden Erholungsphase nicht.

Die Beschrankung der Gewichtsabnahme auf ASA-defiziente Mause weist darauf hin,
dass die Behandlung mit CPZ je nach Genotyp unterschiedlich starken Effekt auf den Ge-
sundheitszustand hatte. Wahrscheinlich wurde die Gewichtsabnahme im ersten Behand-
lungszyklus durch eine reversible Verdnderung des Fressverhaltens hervorgerufen. Da das
durchschnittliche Koérpergewicht ASA-defizienter Méuse in der Erholungsphase des zweiten
Behandlungszyklus gegeniiber der Mock-behandelten Gruppe signifikant erniedrigt blieb,
scheint die Wiederholung der CPZ-Behandlung mit einer dauerhaften Beeintrachtigung des
Gesundheitszustandes der ASA(-/-)-Maus, eventuell begleitet durch organischen Schaden

oder die Expression von Zytokinen, verbunden zu sein.
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4.3 Sudan Schwarz B-Farbung von Myelin

Nachdem die Analyse des Korpergewichts erste Hinweise auf die unterschiedliche Reaktion
von ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Méausen auf die Behandlung mit CPZ erbracht hatte, stellte sich
die Frage, ob das Ausmalfd der induzierten Demyelinisierung im Gehirn ebenfalls abhangig
vom Genotyp ist. Um Demyelinisierung und die Effizienz der Remyelinisierung zu visualisie-

ren, wurden koronale Gewebeschnitte des Gehirns mit SSB gefarbt.

CPZ

Corpus Callosum Mock

Hippocampus
Lateralventrikel

Caudate Putamen
(Striatum)

Capsula Interna

Amygdala

Abbildung 15: Ubersichtsdarstellung eines koronalen Gewebeschnittes durch das GrofRhirn. Myelinfarbung
mit SSB. Die linke Bildhélfte zeigt das dunkel geféarbte Myelin im Gehirn einer Mock-behandelten ASA(-/-)-Maus.
Die rechte Bildhéalfte zeigt den durch die CPZ-induzierte Demyelinisierung hervorgerufenen Verlust der Farbung,
der am deutlichsten im Corpus callosum zu sehen war. Quelle: KBR-4-189-736.

Abbildung 15 zeigt exemplarisch den durch SSB visualisierten Effekt der CPZ-Behandlung
auf die weil3e Substanz des GroR3hirns. In der linken Bildhalfte (Mock) ist die dunkle Farbung
myelinreicher Strukturen zu sehen. Die rechte Bildhélfte (CPZ) zeigt den Verlust der Far-
bungsintensitat aufgrund von Demyelinisierung nach Behandlung mit CPZ. Besonders deut-
lich war der Effekt im Corpus callosum (CC) zu sehen. Auch im Kleinhirn der behandelten
Mause war, in Ubereinstimmung mit Skripuletz et al.*>, Demyelinisierung detektierbar. Am
deutlichsten war der Verlust des Myelins in den Vestibulariskernen des Kleinhirns zu sehen
(Daten nicht gezeigt: KBR-4-12-602).

Die Ergebnisse der SSB-Farbungen sind in den folgenden Abbildungen 16, 17 und 18 zu-
sammengfasst.
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Abbildung 16: Cuprizon-induzierte Demyelinisierung im Corpus callosum der konventionellen MLD-Maus

nach einfacher Behandlung.
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344, KBR-2-223-302, KBR-2-278-344; (E) KBR-2-239-319, KBR-3-84-422; KBR-3-84-422, KBR-3-84-422; (F)
KBR-2-194-278, KBR-3-68-411, KBR-3-25-372, KBR-3-55-401.
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Abbildung 17: Cuprizon-induzierte Demyelinisierung im Corpus callosum der konventionellen MLD-Maus
ach wiederholter Behandlung. SSB-Farbung der 0,62 mm rostral und 1,7 mm kaudal vom Bregma gelegenen
Schnittebenen. Auch die wiederholte Behandlung mit CPZ fiihrte zur Demyelinisierung des CC. Im Gegensatz zu
einfach behandelten ASA(+/-)-M&ausen zeigte sich nach wiederholter CPZ-Behandlung auch in der (A) rostral vom
Bregma gelegenen Schnittebene eine ungleichmafige Entfarbung des CC. In allen Schnittebenen schien die
Demyelinisierung des CC weniger gleichmaRig als bei einfacher CPZ-Behandlung und stellenweise war noch
gefarbtes Myelin sichtbar. Die Zunahme der Farbungsintensitat nach Abschluss der Erholungsphase war nur in
der (A, C) rostral vom Bregma gelegenen Schnittebene deutlich zu erkennen. Dort hatte, unabhangig vom Geno-
typ, Remyelinisierung stattgefunden. Die Bildbearbeitung (Tonwertkorrektur) erfolgte mit Adobe-Photoshop. Die
Bearbeitung war fur alle Bilder gleich. Die Maf3stabsbalken entsprechen 100 pm. Quelle: (A) KBR-3-206-513,
KBR-4-213-749. (B) KBR-4-213-749, (C) KBR-4-213-749, (D) KBR-4-213-749.
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A) tgASA(+/-), rostral B) tgASA(+-), kaudal
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Abbildung 18: Cuprizon-induzierte Demyelinisierung im Corpus callosum der CST-transgenen MLD-Maus.
SSB-Farbung der 0,62 mm rostral und 1,7 mm kaudal vom Bregma gelegenen Schnittebenen. Wie in konventio-
nellen ASA(+/-)-M&usen, war in tgASA(+/-)-Mausen die CPZ-induzierte Demyelinisierung des CC rostral vom
Bregma (A) deutlich schwacher als in der (B) kaudal gelegenen Schnittebene. In tgASA(-/-)-Mausen hingegen
war die komplette Entfarbung des CC auch (C) rostral vom Bregma zu beobachten. In der (D) kaudalen Schnitt-
ebene war, neben dem CC, auch der darunter gelegene dorsale Fornix entfarbt. Unabhangig vom Genotyp nahm
die Intensitat der SSB-Farbung nach Abschluss der Erholungsphase wieder zu. Remyelinisierung hatte stattge-
funden. Die Bildbearbeitung (Tonwertkorrektur) erfolgte mit Adobe-Photoshop. Die Bearbeitung war fir alle Bilder
gleich. Die Mafstabsbalken entsprechen 100 um. Quelle: (A) KBR-2-194-278, KBR-4-10-597, KBR-2-278-344,
KBR-2-280-580; (B) KBR-2-194-278; KBR-4-10-597, KBR-2-278-344, KBR-3-280-580; (C) KBR-3-133-461, KBR-
4-46-639, KBR-3-189-497, KBR-3-220-527; (D) KBR-3-133-461, KBR-4-64-639, KBR-3-189-497, KBR-3-220-
527.
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4.3.1 Konventionelles MLD-Mausmodell

4.3.1.1 Einfache Behandlung

Abbildung 16 zeigt die SSB-Farbungen konventioneller ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Mause im
ersten Behandlungszyklus.

Im Vergleich zwischen den rostral und kaudal vom Bregma gelegenen Schnittebenen (Abbil-
dung 16 A & B) zeigte sich, dass die Demyelinisierung im CC der ASA(+/-)-Maus (Abbil-
dung 16 C & D) entlang der rostral-kaudalen Achse nicht gleichmafig war. In der rostral vom
Bregma gelegenen Schnittebene war die SSB-Farbung nach CPZ-Behandlung nicht deutlich
verandert. In der kaudal gelegenen Schnittebene jedoch war ein deutlicher Verlust der Far-
bungsintensitdt, also Demyelinisierung, begleitet vom Erscheinen blau gefarbter
Myelintrimmer zu beobachten. Auch Steelman et al. hatten berichtet, dass die Demyelinisie-
rungeffizienz im Gehirn von C57BL/6-Wildtyp-M&usen einem rostral-kaudal ansteigendem
Gradienten unterliegt.*®

In ASA(-/-)-Méausen war der CC nach Abschluss der CPZ-Behandlung auch in der rostral
vom Bregma gelegenen Schnittebene (Abbildung 16 E) komplett demyelinisiert. In der kau-
dal gelegenen Schnittebene (Abbildung 16 F) war neben dem CC auch der darunter gelege-
ne dorsale Fornix betroffen. In beiden Ebenen war die Demyelinisierung mit dem Erscheinen
von Myelintrimmern verbunden.

Unabhangig von Genotyp und Schnittebene konnte beobachtet werden, dass die Farbungs-
intensitdt nach Abschluss der Erholungsphase wieder zunahm. Remyelinisierung hatte
anscheinend stattgefunden. Im Gehirn der ASA(-/-)-Maus schien die Remyelinisierungsef-

fizienz einem rostral-kaudal abfallenden Gradienten zu unterliegen (Abbildung 16 E & F).

4.3.1.2 Wiederholte CPZ-Behandlung

Es ist beschrieben worden, dass die CPZ-Behandlung alterer Mause die Erhéhung von
Dosis und Behandlungszeitraum erfordert, um Demyelinisierung zu induzieren.*” Dement-
sprechend war unklar, ob die wiederholte Behandlung mit CPZ unter gleichbleibenden Be-
dingungen erneut zu Demyelinisierung fihren wirde. Die SSB-Farbung (Abbildung 17) zeigte
jedoch, dass, unabhdngig vom Genotyp, Demyelinisierung stattfand. Im Gegensatz zum
ersten Behandlungszyklus war in ASA(+/-)-Mausen nach Abschluss der zweiten Behand-
lungsphase Demyelinisierung auch im rostralen CC zu beobachten (Abbildung 17 A).

Nach Abschluss der Erholungsphase war die Remyelinisierung des rostralen CC, unabhan-
gig vom Genotyp, gut zu erkennen und die Farbungsintensitat nicht von Mock-behandelten
Méusen zu unterscheiden. In der kaudal gelegenen Schnittebene hingegen war die Remyeli-

nisierung nicht deutlich sichtbar.
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4.3.2 CST-transgenes MLD-Mausmodell

In CST-transgenen Mausen (Abbildung 18) war dieselbe Tendenz wie im konventionellen
MLD-Mausmodell zu beobachten. Wahrend in tgASA(+/-)-Mausen in der rostral vom Bregma
gelegenen Schnittebene (Abbildung 18 A) keine deutliche Abnahme der Farbungsintensitat
sichtbar war, war der CC in tgASA(-/-)-Mausen (Abbildung 18 C) sowohl rostral, als auch
kaudal komplett ungefarbt. Unabhangig vom Genotyp nahm die Intensitat der SSB-Farbung
nach Abschluss der Erholungsphase wieder zu. Auch in CST-transgenen Mausen hatte

Remyelinisierung stattgefunden.

4.3.3 Fazit

Insgesamt bestétigt die SSB-Farbung die aus der Analyse des Kérpergewichts resultierende
Vermutung, der Effekt der CPZ-Behandlung sei in Abhangigkeit vom Genotyp unterschied-
lich stark ausgepragt. Die vollstdndige Demyelinisierung des rostralen und kaudalen CC in
ASA-defizienten M&ausen Kkorrelierte mit dem signifikant reduzierten Korpergewicht nach
Abschluss der CPZ-Behandlung. In ASA(+/-)-Mausen, in denen die Demyelinisierung sich
auf den kaudalen Teil des CC beschrénkte, war kein Gewichtsverlust nachzuweisen gewe-
sen. Selbes gilt fur das CST-transgene MLD-Mausmodell.

Remyelinisierung hatte in allen Gruppen stattgefunden, unabhangig davon, ob sich das
Korpergewicht wahrend der Erholungsphase normalisierte. Die Remyelinisierungseffizienz
war im kaudalen CC geringer als im rostralen Teil.

Die Ergebnisse der SSB-Farbung waren grundlegend fiir die weitere Auswertung des CPZ-
Experimentes. Da in ASA-heterozygoten Mausen nur in der kaudalen Schnittebene deutliche
Demyelinisierung nachgewiesen werden konnte, war ein aussagekréftiger Vergleich zu ASA-
defizienten Mausen nur zwischen Farbungen in dieser Schnittebene zu ziehen. Alle im Fol-
genden gezeigten Farbungen wurden dementsprechend auf Gewebeschnitten 1-2 mm kau-
dal vom Bregma gelegen angefertigt.

Dieses Verfahren ist konform mit den Empfehlungen von Steelman et al.*8, die gezeigt ha-
ben, dass der Hauptanteil der durch CPZ induzierten Demyelinisierung sowie Astro- und

Mikrogliose im kaudalen Teil des CC stattfindet.

4.4  IF-Farbung der Myelinproteine

Morell et al. haben gezeigt, dass die Diatphase im CPZ-Experiment kein geradlinig fort-
schreitender Prozess, sondern ein Wechselspiel von De- und Remyelinisierung ist:*® Wah-
rend der ersten drei Wochen sinken die mRNA-Level der Myelinproteine durch das CPZ-

induzierte Absterben der Oligodendrozyten rapide ab. Der Verlust von Myelin ist zu diesem
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Zeitpunkt mittels immunhistologischer Methoden noch nicht nachzuweisen.*® Erst mit dem
massiven Einstromen von Mikrogliazellen wahrend der dritten Behandlungswoche wird
Demyelinisierung sichtbar. Das Maximum ist finf Wochen nach Behandlungsbeginn erreicht.
Parallel zur fortschreitenden Demyelinisierung vermehren sich residente und eingewandern-
de OVZ. Sobald die Demyelinisierung komplett ist, differenzieren sie zu myelinisierenden
Oligodendrozyten. Schon zwischen funfter und sechster Behandlungswoche erreichen die
mRNA-Level von MBP und PLP wieder das Niveau unbehandelter Mause.>* Die Remyelini-
sierung beginnt noch in der Diat-Phase.

Es ist nicht auszuschliel3en, dass die Uber den Zeitpunkt der vollstdndigen Demyelinisierung
(Woche 5) fortdauernde Futterung mit CPZ den einsetzenden Remyelinisierungsprozess
beeintrachtigt. In ihrem 2014 verdéffentlichten Review zur CPZ-induzierten Demyelinisierung
empfehlen Gudi et al. daher, den Zeitraum der CPZ-Behandlung in Zukunft auf funf Wochen
zu verkurzen.® So sei gewahrleistet, dass De- und Remyelinisierung getrennt voneinander
untersucht werden kdnnen. Diese Arbeit war zum Zeitpunkt der Verdéffentlichung 2014 schon
zu weit fortgeschritten, um entsprechende Anderungen am Versuchsablauf vorzunehmen zu
konnen. Die gezeigten Endpunktanalaysen nach sechs Wochen CPZ-Behandlung geben
also nur bedingt Auskunft Uber den Demyelinisierungsprozess.

Um einzuschétzen, in welchem MalRe Remyelinisierung wahrend der Didt-Phase statt-
gefunden hatte und ob Remyelinisierung die Ergebnisse der Endpunktanalyse beein-
flusst, wurde die Expression von MBP und 2°,3-Zyklischer Nukleotid-3"-
phophodiesterase (CNPase) mittels IF-Farbung untersucht. Die Darstellung von De- und
Remyelinisierung mittels IF-Farbung ist zeitaufwéndiger und kostenintensiver als die histo-
chemische Farbung von Myelin, zeichnet sich aber durch eine weitaus héhere Sensitivitat
aus. Die Auswahl des detektierten Proteins entscheidet dabei Uber die Empfindlichkeit des
Nachweises. Die ausgewahlten Proteine MBP und CNPase weisen sich durch eine beson-

ders hohe Empfindlichkeit bei CPZ-induzierter Demyelinisierung aus.*?

Abbildung 19 zeigt die IF-Farbung von MBP im Gehirn einer CPZ-behandelten ASA(-/-)-
Maus. Dargestellt sind unterschiedliche Ausschnitte des CC (Abbildung 19 A-C) sowie des
Hippocampus (Abbildung 19 D). Obwohl der mediale Bereich des CC in der entsprechenden
SSB-Farbung komplett demyelinisiert schien (Abbildung 16 F), war eine kraftige IF-Féarbung
von MBP vorhanden (Abbildung 19 A). Dieser Widerspruch zwischen SSB-Farbung von
Myelin und IF-Farbung von MBP kann durch Arbeiten anderer Arbeitsgruppen belegt wer-
den. Auch Woodruff et al., die mit der SSB-Farbung von Myelin gearbeitet haben, konnten

nach Abschluss der CPZ-Diat kein Myelin im CC behandelter Mause anfarben,* wahrend
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Gudi et al. mittels IF-Farbung von MBP vollstandige Demyelinisierung des CC nach Ab-
schluss der funften und einen deutlichen Anstieg der Proteinexpression bis zum Abschluss
der sechsten Behandlungswoche nachwiesen.®® Die gezeigte IF-Farbung von MBP bestétigt,

dass Remyelinisierung, auch in ASA(-/-)-Mausen, bereits wahrend der Diatphase einsetzt.

A) Corpus callosum, medial C) Corpus callosum, lateral
Moc CPZ Mock CPZ

B) Corpus callosum, paramedial D) Hippocampus
Mock CPz Mock CPZ

E) Sekundérantikérperkontrolle
Cy3anti Kaninchen DAPI

2

Abbildung 19: IF-Farbung von MBP. Fluoreszenzaufnahmen unterschiedlicher Ausschnitte des Gehirns Mock-
und CPZ-behandelter ASA(-/-)-Tiere im roten Kanal (590 nm). (A) Im mittleren Teil des CC war die MBP-
Expression nach CPZ-Behandlung sichtbar, obwohl zuvor kein Myelin mit SSB-angeféarbt worden war. (B, C) Die
IF-Farbung zeigte Demyelinisierung in Bereichen des Kortex, die mittels SSB-Farbung nicht darstellbar war. (D)
Auch im Hippocampus war ein Verlust von MBP zu beobachten. (E) Die Sekundarantikdrper-Kontrolle zeigte
keine unspezifische Reaktivitat. Alle Aufnahmen wurden mit konstanter Belichtungszeit aufgenommen. Die
Bildbearbeitung erfolgte mit Adobe-Photoshop: Zur Verbesserung der Kontrastwahrnehmung wurden die Kanal-
Aufnahmen in Schwarz-Weif3-Abbildungen konvertiert und invertiert. Die Bearbeitung war fur alle Bilder gleich.
Die MafRstabsbalken entsprechen 50 um. Quelle: KBR-2-205-287; G. Paxinos, K. B. Franklin: The mouse brain in
stereotaxic coordinates. San Diego, San Francisco, New York, Boston, London, Sydney, Tokyo: Academic Press,
2001, 2. Auflage, pp. 95;.

Dass die MBP-Farbung nach CPZ-Behandlung intensiver erscheint als im CC der Mock-
behandelten Maus (vgl. Abbildung 19 A), kann auf das Anwenden von SSB zum Quenchen

der Autofluoreszenz zurtickgefuihrt werden (Kapitel 3.4.6.3). Durch die Behandlung mit SSB
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wird nicht nur die Autofluoreszenz, sondern auch die Fluoreszenz des Sekundarantikdrpers
reduziert.®® Da Myelin SSB mit hoher Affinitat bindet, wird der Sekundarantikdrpers im
myelinreichen CC der Mock-behandelten Maus starker gequencht als im myelinarmen CC
der CPZ-behandelten Maus, so dass das Signal in der CPZ behandelten Maus intensiver

erscheint.

Aufgrund der héheren Sensitivitat ist die IF-Farbung der Myelinproteine besser zur Detektion
pathologischer Vorgange abseits des CC geeignet als SSB.%’ In den Bereichen der grau-
en Substanz, wie Kortex und Hippocampus, zeigte die IF-Farbung nach CPZ-Behandlung,
obwohl die SSB-Farbung keine CPZ-induzierte Demyelinisierung vermuten liel3, einen deutli-
chen Verlust von MBP (Abbildung 19 B & D) und CNPase (Abbildung 20 A). Auch andere
Arbeitsgruppen hatten tber CPZ-induzierte Demyelinisierung in diesen Bereichen berich-
tet.58’59
A) CNPase Immunfluoreszenzfarbung B) Sekundarantikérperkontrolle
Mock CPz Cy3antiMaus  DAPI

‘.

1. Diat

1. Erholungsphase

Abbildung 20: IF-Farbung von CNPase. Fluoreszenzaufnahme des Kortex einer ASA(-/-)-Maus im roten Kanal
(590 nm). (A) Die deutliche Reduktion der Immunreaktivitdt nach CPZ-Behandlung zeigte, dass, obwohl in der
SSB-Farbung nicht sichtbar, auch im Kortex Demyelinisierung stattfand. Nach Abschluss der Erholungsphase
waren CNPase-positive Zellen und myelinisierte Axone wieder sichtbar. Remyelinisierung hatte stattgefunden.
(B) Die Sekundarantikdrperkontrolle zeigte eine vernachlassigbar geringe unspezifische Reaktivitdt des Sekun-
darantikdrpers. Alle Aufnahmen wurden mit konstanter Belichtungszeit aufgenommen. Die Bildbearbeitung
erfolgte mit Adobe-Photoshop: Zur Verbesserung der Kontrastwahrnehmung wurden die Kanal-Aufnahmen in
Schwarz-Wei3-Abbildungen konvertiert und invertiert. Die Bearbeitung war fiir alle Bilder gleich. Die MaRstabs-
balken entsprechen 50 pm. Quelle: KBR-3-85-423.

Insgesamt bestatigte die IF-Farbung der Myelinproteine, dass Remyelinisierung, auch
im Gehirn der ASA(-/-)-Maus, schon wahrend der Diatphase einsetzte. Wie grof3 der
Einfluss dieser Beobachtung auf die Ergebnisse der Endpunktanalyse ist, konnte nicht quan-
tifiziert werden. Bei der Interpretation der Ergebnisse soll diese Beobachtung bericksichtigt

werden.
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Die IF-Farbung von MBP und CNPase zeigte aul3erdem, dass die CPZ-induzierte Demyeli-
nisierung kein streng auf den CC begrenzter Prozess ist, sondern auch in anderen Berei-
chen, wie Kortex und Hippocampus, stattfindet. Die SSB-Farbung konnte diese Prozesse
nicht abbilden und ist daher nicht ausreichend, um eine fundierte Aussage Uber Effizienz von

De- und Remyelinisierung zu treffen.

4.5 Quantifizierung der Myelinproteine

Der direkte Schluss von Farbungsintensitat mit SSB auf die Expression der Myelinproteine
war, wie im vorangehenden Kapitel gezeigt, nicht moglich. Darum wurde zur Detektion von
De- und Remyelinisierung auf molekularer Ebene die Expression ausgewahlter Myelinprotei-
ne im ,Western Blot“-Verfahren untersucht. Die hier angegebenen Proteinexpressionen sind
Relativwerte bezogen auf die Expression von a-Tubulin und verstehen sich als Mittelwert der
biologischen Replikate.

Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse wurde ein zweiseitiger Student’scher t-Test
unter Annahme der Homoskedastizitdt durchgefiihrt. Als statistisch signifikant wurden alle
Unterschiede mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von bis zu 5 % (p < 0,05) bezeichnet. Als
Tendenz zur Veranderung sei hier eine Irrtumswahrscheinlichkeit bis zu 5 % Uber dem Signi-
fikanzniveau (0,05 < p < 0,10) definiert.

4.5.1 Basisches Myelinprotein

MBP ist nach PLP das zweithdufigste Protein im Myelin des
kDa

g ZNS. Es ist mafligeblich an der Kompaktierung des Myelins

— a-Tubulin

A7 beteiligt. Im Gehirn der Maus finden sich vier Spleil3formen mit

- einem Molekulargewicht zwischen 14 kDa und 21,5 kDa. Ab-

bildung 21 zeigt exemplarisch die Auftrennung der Spleil3vari-
25
anten im 12%igen SDS-Gel. Die Expressionsstarke der

21,5kD : : : N
4 185sz SpleilBvarianten ist altersabhangig. In der adulten Maus haben

§ 175kpa die 14 kDa- und 18,5 kDa-Varianten gemeinsam einen Anteil
14kDa

MBP

15

- von uber 90 %, ihre spezifische Funktion ist aber noch unbe-

kannt.®°

Abbildung 21: Exemplarische Darstellung der Immundetektion von MBP im ,Western-Blot“-Verfahren.
Detektion mit IR-Scanner. Proteinstandard und Ladekontrolle a-Tubulin detektiert bei A =680 nm (rot darge-
stellt), MBP bei A = 800 nm (griin dargestellt). Die Bezeichnungen der MBP-Isoformen entsprechen nicht dem
apparenten, sondern dem theoretischen Molekulargewicht. Quelle: KBR-3-229-534.
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Die Expression von MBP ist essenziell fur die Bildung funktionalen Myelins. Die natirlich
vorkommende MBP-Nullmutante, die Shiverer-Maus, exprimiert kein MBP und zeigt eine
schwere Hypomyelinisierung des ZNS.%! Dort, wo Myelin vorhanden ist, fehlt die Hauptlinie.

Die Lebenserwartung ist deutlich reduziert.

45.1.1 Konventionelles MLD-Mausmodell
45.1.1.1 Kontrollgruppe ASA(+/-)

A) ASA(+/-), einfache Behandlung B) ASA(+~), doppelte Behandlung
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Abbildung 22: Relative Proteinexpression von MBP im Gehirn der ASA(+/-)-Maus. Darstellung der Protein-
banden im WB: a-Tubulin 50 kDa, MBP 21,5; 18,5; 17; 14,5 kDa. (A) Die densitometrische Auswertung der WBs
zeigte im ersten Behandlungszyklus keinen Verlust von MBP in CPZ-behandelten Tieren. (B) Erst nach wieder-
holter Behandlung war Demyelinisierung Uber die signifikante Abnahme der Proteinexpression von MBP nach-
weisbar. Nach Abschluss der Erholungsphase war kein Unterschied zwischen CPZ- und Mock-behandelten
Mé&usen vorhanden, Remyelinisierung hatte also stattgefunden. Die Darstellungen wurden auf das relative Ex-
pressionslevel in Mock-behandelten Mausen normiert. Die Anzahl der biologischen Replikate war N = 3, ausge-
nommen fur 1. Diat, CPZ N =5, 2. Diat, CPZ N = 4. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung vom
Mittelwert. Zur Uberpriifung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger Student’scher t-Test unter Annahme der
Homoskedastizitat durchgefihrt. Signifikant (p < 0,05) waren alle mit einem Stern gekennzeichneten Unterschie-
de. Die Bildbearbeitung der WBs erfolgte mit Adobe-Photoshop. Die Bearbeitung war fur alle Bilder gleich.
EP = Erholungsphase. Quelle: KBR-3-261-563, KBR-4-159-723.

Obwohl die SSB-Farbung in ASA(+/-)-Mausen schon im ersten Behandlungszyklus Demyeli-
nisierung im kaudalen CC gezeigt hatte (Abbildung 16 D), konnte im WB-Verfahren kein
entsprechender Verlust von MBP nachgewiesen werden (Abbildung 22 A). Stattdessen stieg
die Proteinexpression von MBP in CPZ- und Mock-behandelten M&usen Uber den ersten
Behandlungszyklus signifikant an. Wahrscheinlich ist dieser Anstieg auf die fortschreitende
Reifung des ZNS zuruckzufihren. Entweder war die CPZ-induzierte Demyelinisierung lokal
so begrenzt, oder die Remyelinisierung schon in der Diatphase so effizient, dass tber die
Gesamtheit des Gehirns kein Verlust von MBP nachweisbar war.

Erst im zweiten Behandlungszyklus, wenn rostraler und kaudaler CC von Demyelinisierung
betroffen sind (Abbildung 18 A & B), war Demyelinisierung im WB-Verfahren nachweisbar.

Die Proteinexpression von MBP war nach Abschluss der Diatphase in CPZ-behandelten
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Mausen signifikant erniedrigt (Abbildung 22 B). Entweder hatte tatsachlich mehr Demyelini-
sierung stattgefunden als im ersten Behandlungszyklus, oder die Effizienz der noch wéahrend
der Diatphase einsetzenden Remyelinisierung hatte abgenommen. Nach Abschluss der
Erholungsphase war kein Unterschied zwischen CPZ- und Mock-behandelten Mausen vor-

handen, Remyelinisierung hatte stattgefunden.

45.1.1.2 Konventionelle MLD-Maus ASA(-/-)

A) ASA(-/-), einfache Behandlung  B) ASA(-/-), doppelte Behandlung
| -.--------| | Wl a-Tubulin
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Abbildung 23: Relative Proteinexpression von MBP im Gehirn der ASA(-/-)-Maus. Darstellung der Protein-
banden im WB: Tubulin 50 kDa, MBP 21,5; 18,5; 17; 14,5 kDa. Die densitometrische Auswertung der WBs zeigte,
sowohl in einfach (A), als auch wiederholt behandelten ASA(-/-)-Tieren (B) eine signifikante Erniedrigung der
relative Expression von MBP. Auch nach der Erholungsphase blieb die relative Expression von MBP erniedrigt.
Die Darstellungen wurden auf das relative Expressionslevel in Mock-behandelten Tieren normiert. Die Anzahl der
biologischen Replikate war N = 3. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung vom Mittelwert. Zur
Uberpriifung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger Student’scher t-Test unter Annahme der Homoskedastizitét
durchgefiihrt. Signifikant (p < 0,05) waren alle mit einem Stern gekennzeichneten Unterschiede. Mit einem in
Klammern gesetzten Stern gekennzeichnet sind nicht signifikante Verédnderungen im Konfidenzintervall
0,05 < p £0,10. Die Bildbearbeitung der WBs erfolgte mit Adobe-Photoshop. Die Bearbeitung war fir alle Bilder
gleich. EP = Erholungsphase. Quelle: KBR-3-229-534, KBR-4-139-710.

Anders als im Gehirn der ASA(+/-)-Maus hatte die SSB-Farbung im Gehirn der ASA(-/-)-
Maus schon im ersten Behandlungszyklus vollstdndige Demyelinisierung von rostralem
(Abbildung 16 E) und kaudalem CC (Abbildung 16 F) gezeigt. Dementsprechend war auch
die Proteinexpression von MBP in ASA(-/-)-Mausen schon nach Abschluss der ersten Di-
atphase signifikant erniedrigt (Abbildung 23 A). Da die Proteinexpression auch nach Ab-
schluss der Erholungsphase erniedrigt blieb, kann davon ausgegangen werden, dass die
Remyelinisierung nicht vollstdndig war. Die Wiederholung der CPZ-Behandlung fuhrte wider
Erwarten nicht zu einer Verstarkung der Demyelinisierung (Abbildung 23 B). Die Proteinex-
pression von MBP blieb nach Abschluss der Erholungsphase erniedrigt. Die Remyelinisie-

rung war nicht vollstandig.

73



De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

45.1.1.3 Vergleichende Auswertung

Bei den in Abbildung 22 und Abbildung 23 dargestellten Ergebnissen handelte es sich um
unabhangige Experimente, so dass sie nicht direkt miteinander verglichen werden konnten.
Um den Vergleich zu ermdglichen, wurde die Proteinexpression von MBP in einfach und
doppelt Mock-behandelten ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Méausen im WB-Verfahren miteinander
verglichen (Abbildung 24 A). Es wurden dieselben Proben verwendet, deren Einzelanalysen
in Abbildung 22 und Abbildung 23 dargestellt sind.

A) Mock-behandelte Gruppen
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Abbildung 24: Vergleichende Darstellung des Einflusses von CPZ auf die relative Expression von MBP im
konventionellen MLD-Mausmodell. (A) Darstellung der Proteinbanden im WB: a-Tubulin 50 kDa, MBP 21,5;
18,5; 17; 14,5 kDa. Die densitometrische Auswertung des vergleichenden WBs von Mock-behandelten ASA(+/-)-
und ASA(-/-)-Mausen zeigte, unabhangig vom Alter, eine signifikante Reduktion der Proteinexpression von MBP
im Gehirn der ASA(-/-)-Maus. Die Tendenz zur Abnahme der Proteinexpression von MBP in ASA(+/-)-M&usen
resultiert wahrscheinlich aus der Normierung auf a-Tubulin und zeigt keinen Verlust von MBP. Die Darstellung
wurde auf das relative Expressionslevel in Mock-behandelten ASA(+/-)-M&usen normiert. Die mit 2 bezeichnete
Probe unterlag einem Préparationsfehler und wurde nicht in die Auswertung miteinbezogen. Die Anzahl der
biologischen Replikate war pro Gruppe N =3, ausgenommen ASA(-/-) Mock, 1. Diat (N = 2). Die Fehlerbalken
entsprechen der Standardabweichung vom Mittelwert. Zur Uberpriifung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger
Student’scher t-Test unter Annahme der Homoskedastizitat durchgefuhrt. Signifikant (p <0,05) sind alle mit
einem Stern gekennzeichneten Unterschiede. Mit einem in Klammern gesetzten Stern gekennzeichnet sind nicht
signifikante Veranderungen im Konfidenzintervall 0,05 <p <0,10. Die Bildbearbeitung der WBs erfolgte mit
Adobe-Photoshop. (B) Durch den vergleichenden WB aus (A) konnten die Ergebnisse der Einzelexperimente
(Abb. 23, Abb. 24) in Relation zueinander gesetzt werden. Da es sich nicht um ein geschlossenes Experiment
handelte, konnte keine statistische Aussage uber den Unterschied zwischen ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Tieren
getroffen werden. Die gezeigten Signifikanzen entstammen den entsprechenden Einzelexperimenten.
EP = Erholungsphase. Quelle: (A) KBR-4-184-733, (B) KBR-3-261-563, KBR-4-159-723, KBR-3-229-534, KBR-4-
139-710.

Die densitometrische Auswertung des vergleichenden WB (Abbildung 24 A) zeigte, dass die
Proteinexpression von MBP im Gehirn der ASA(-/-)-Maus sowohl im Alter von 13 Wochen
(= nach 1. Diatphase), als auch 25 Wochen (= nach 2. Diatphase) gegeniber der ASA(+/-)-

Maus signifikant erniedrigt war. Es ist bekannt, dass die Gen- und Proteinexpression von
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MBP in den ersten Lebenswochen der ASA(-/-)-Maus gegenlber dem Wildtypen reduziert
sind. Yaghootfam et al. schlussfolgerten, die primare Myelinisierung des Gehirns verlaufe
in ASA(-/-)-Mausen zeitverzdgert.®? Im Unterschied zu den hier gezeigten Ergebnissen
berichten Yaghootfam et al. allerdings, dass sich die Expressionslevel mit Abschluss der
dritten Lebenswoche einander angleichen. Méglicherweise ist dieser Widerspruch durch die
angewendete Methode begrindet. Yaghootfam et al. bedienten sich der auf Chemolumines-
zenz basierenden Detektion der Proteinbanden. Chemolumineszenz ist sehr sensitiv, aber
nur bedingt zur Quantifizierung der Signalstarke geeignet, denn der Zusammenhang zwi-
schen Proteinkonzentration und Signalstarke ist nur Gber einen kleinen Konzentrationsbe-
reich linear. Bei Detektion mittels IR-gekoppelter Antikorper, wie im Zuge dieser Arbeit
angewendet, ist der Bereich direkt linearen Zusammenhangs etwa 15mal so groR.®® An-
scheinend war die Myelinisierung des ZNS auch im Alter von 25 Wochen in ASA(-/-)-Mausen
weniger weit fortgeschritten, als in ASA(+/-)-Mausen.

Abbildung 24 B zeigt die auf dem vergleichenden WB basierende Gesamtdarstellung der
zuvor beschriebenen Ergebnisse (Abbildung 22, Abbildung 23). Da es sich bei der Darstel-
lung nicht um ein einzelnes Experiment handelte, sondern die vergleichende Darstellung
mehrerer Experimente, konnte die statistische Signifikanz nur innerhalb der Einzelexperi-
mente angegeben werden. In der Gesamtdarstellung fiel auf, dass die Proteinexpression von
MBP sowohl im Gehirn der ASA(+/-)-, als auch der ASA(-/-)-Maus Uber den Gesamtzeitraum
von 13. bis 31. Lebenswoche zu sinken schien. MBP ist aufgrund seiner grof3en metaboli-
schen Stabilitdt im Gehirn aber als verlasslicher Marker fur den Myelinisierungszustand des
Gehirns etabliert.* Wahrscheinlich resultiert die Abnahme aus der Normierung auf a-Tubulin.
a-Tubulin ist ein Bestandteil des Zytoskeletts und es ist beobachtet worden, dass der relative

Gehalt von a-Tubulin im Gehirn mit dem Alter steigt.5®

45.1.1.4 Fazit

Zusammengefasst bestatigte die Quantifizierung von MBP den Eindruck der SSB-Farbung,
dass der CPZ-induzierte Verlust von Myelin im Gehirn der ASA(-/-)-Maus groRRer war als in
der ASA(+/-)-Maus. Erst bei Wiederholung der CPZ-Behandlung konnte auch in ASA(+/-)-
Méausen Demyelinisierung auf Proteinebene detektiert werden. Wahrend die Remyelinisie-
rung in der ASA(+/-)-Maus auf Ebene von MBP vollstandig war, konnte in ASA(-/-)-M&ausen

keine Wiederherstellung des Normalzustandes beobachtet werden.
45.1.2 CST-transgenes MLD-Mausmodell

Wie zu Beginn der Ergebnisteils beschrieben, war zu erwarten, dass die Schwankungen

zwischen den biologischen Replikaten grof3 sein wirden. Diese Vermutung bestatigte sich
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bei Auswertung der WBs CST-transgener Mause, wie die Darstellung der MBP-
Proteinbanden in Abbildung 25 zeigt. Die Schwankungen zwischen den biologischen
Repliakten waren trotz Normierung der Auftragungsmenge auf den Gesamtproteinge-

halt der Probe grof3.
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Abbildung 25: Relative Proteinexpression von MBP im Gehirn der transgenen MLD-Maus. Darstellung der
Proteinbanden im WB: Tubulin 50 kDa, MBP 21,5; 18,5; 17; 14,5 kDa. Die densitometrische Auswertung der WBs
zeigte in (A) tgASA(+/-)-Méausen keinen signifikanten Effekt von CPZ auf das relative Expressionslevel von MBP.
(B) In tgASA(-/-)-Mausen war die relative Expression von MBP nach Behandlung mit CPZ erniedrigt. Nach Ab-
schluss der Erholungsphase war kein Unterschied nachweisbar. Wie an den Abbildungen der Proteinbanden
erkennbar, war die biologische Varianz in transgenen Mausen sehr hoch und erschwerte die Interpretation der
Messwerte. Die Darstellungen wurden auf das relative Expressionslevel in Mock-behandelten M&usen normiert.
Die Anzahl der biologischen Replikate war N = 3, auf3er in tgASA(+/-) Mock, tgASA(-/-) Mock und tgASA(-/-) CPZ.
Fir diese Gruppen war die Anzahl der biologischen Replikate N = 2. Die Fehlerbalken entsprechen der Stan-
dardabweichung vom Mittelwert. Zur Uberpriifung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger Student’scher T-Test
unter Annahme der Homoskedastizitat durchgefiihrt. Signifikant (p < 0,05) waren alle mit einem Stern gekenn-
zeichneten Unterschiede. Die Bildbearbeitung der WBs erfolgte mit Adobe-Photoshop. Die Bearbeitung war fur
alle Bilder gleich. EP = Erholungsphase. Quelle: KBR-4-109-692.

Die densitometrische Auswertung ergab, dass in tgASA(+/-)-Mausen (Abbildung 25 A), wie in
konventionellen ASA(+/-)-Mausen (Abbildung 22 A), kein CPZ-induzierter Verlust von MBP
nachweisbar war, obwohl Demyelinisierung in der SSB-Farbung sichtbar gewesen war (Ab-
bildung 18 B).

In tgASA(-/-)-Mausen war die Proteinxpression von MBP, wie in konventionellen ASA(-/-)-
Mausen (Abbildung 23 A) nach Behandlung mit CPZ erniedrigt (Abbildung 25 B). Ob
Remyelinisierung in den beiden Mausgruppen stattgefunden hatte, konnte aufgrund der
hohen Standardabweichungen anhand des MBP-WB nicht mit Sicherheit beantwortet wer-
den.

Wie auch in den folgenden Kapiteln zu sehen sein wird, erschwerte die Unterschied-
lichkeit der biologischen Replikate CST-transgener Mause die Interpretation der Er-

gebnisse erheblich.
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4.5.2 Proteolipid-Protein

PLP ist das haufigste Protein der weilden Substanz im ZNS und wie MBP ein strukturgeben-
der Faktor des kompakten Myelins.®® PLP ist ein Transmembranprotein mit stark hydropho-
bem Charakter und vermittelt durch Wechselwirkung seiner extrazellular gelegenen

Doméanen die Bildung der Intermediar-Linie im Myelin. Durch alternatives Splei3en wird die

kDa
55

40

leichtere Isoform DM20 (20 kDa) gebildet, deren zytoplasma-

— a-Tubulin
tische Doméne gegenuber PLP (25 kDa, Abbildung 26) ver-
35 kirzt ist. Die strukturgebende Funktion des Proteins wird

25

— PLP durch Verkirzung der zytoplasmatischen Domé&ne in DM20

Abbildung 26: Immundetekti- nicht beeinflusst. Im Mausmodell konnte allerdings gezeigt
on von PLP im ,Western-
Blot“-Verfahren. Auftrennung
im 10%igen SDS-
Polyacrylamid-Gel. Detektion

werden, dass die ausschlie8liche Expression von DM20
anstelle von PLP zum vermehrten Absterben von Oli-

mittels IR-Scanner. Proteinstan-
dard und PLP detektiert bei
A=680nm (rot dargestellt),
Ladekontrolle  a-Tubulin  bei
A=800nm (grin dargestellt).

godendrozyten fuhrt.5” PLP hat neben seiner Funktion als
Strukturgeber im Myelin daher vermutlich auch Einfluss auf
die Proliferation und das Uberleben der Oligodendrozyten.

In der PLP-Knockout-Maus, die weder PLP, noch die Spleil3-

Ouelle: KBR-3-233-535 _ o )
variante DM20 exprimiert, ist das ZNS entgegen der Erwar-

tung vollstandig myelinisiert.®® Auch wenn die mechanische Stabilitat des Myelins reduziert
ist, ist bis zu einem Alter von einem Jahr kein Anzeichen fir Demyelinisierung zu erkennen.
Das macht deutlich, dass PLP im Vergleich zu MBP weniger essentiell fur die strukturelle
Integritat des Myelins ist. Im Zuge dieser Arbeit soll PLP neben MBP als Marker fur kompak-
tes Myelins interpretiert werden.

4521 Konventionelles MLD-Mausmodell

Im Durchschnitt ist PLP das haufigste Protein des Myelins im ZNS und hat einen ungefahr
doppelt so groRBen Anteil an dessen Proteinzusammensetzung wie MBP.%° Theoretisch wird
bei Demyelinisierung also mehr PLP abgebaut als MBP. Man konnte schlussfolgern, dass
Demyelinisierung daher tber Immundetektion von PLP besonders gut nachgewiesen werden
kann. Tatsachlich ist PLP sowohl in der immunhistologischen™, als auch IF-Farbung™ ein
weniger empfindlicher Marker fur Demyelinisierung als MBP oder CNPase. Wie im Folgen-
den gezeigt wird, waren MBP und PLP auch im Zuge dieser Arbeit nicht gleichermafen

empfindliche Marker fur die CPZ-induzierte Demyelinisierung.

Die nachfolgenden Abbildungen 27 und 28 fassen die Ergebnisse der Quantifizierung von

PLP im WB-Verfahren zusammen.
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A) ASA(+/-), einfache Behandlung B) ASA(+/-), doppelte Behandlung
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Abbildung 27: Relative Proteinexpression von PLP im Gehirn der ASA(+/-)-Maus. Darstellung der Protein-
banden im WB: Tubulin 50 kDa, PLP 25 kDa. Die densitometrische Auswertung der WBs zeigte weder im ersten
(A), noch im zweiten (B) Behandlungszyklus einen Effekt von CPZ auf die relative Expression von PLP. Die
Darstellungen wurden auf das relative Expressionslevel in Mock-behandelten Tieren normiert. Die Anzahl der
biologischen Replikate war pro Gruppe N = 3-5. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung vom
Mittelwert. Zur Uberprifung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger Student’scher t-Test unter Annahme der
Homoskedastizitét durchgefiihrt. Signifikant (p < 0,05) waren alle mit einem Stern gekennzeichneten Unterschie-
de. Mit einem in Klammern gesetzten Stern gekennzeichnet sind nicht signifikante Veranderungen im Konfiden-
zintervall 0,05 < p £ 0,10. EP = Erholungsphase. Quelle: KBR-3-233-535, KBR-4-157-722.
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Abbildung 28: Relative Proteinexpression von PLP im Gehirn der ASA(-/-)-Maus. Darstellung der Protein-
banden im WB: Tubulin 50 kDa, PLP 25 kDa. (A) Die densitometrische Auswertung der WBs zeigte in einfach
behandelten ASA(-/-)-Mé&usen eine CPZ-induzierte Reduktion der relativen Expression von PLP nach Abschluss
der Diatphase. Obwohl die Intensitat der Proteinbanden im WB auch nach der Erholungsphase reduziert schien,
war kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Mock- und CPZ-behandelten Tieren nachweisbar. (B) Im
zweiten Behandlungszyklus war die relative Expression von PLP sowohl nach Abschluss der Diét, als auch der
Erholungsphase, in CPZ-behandelten Tieren erniedrigt. Gleichzeitig stieg die relative PLP-Expression in CPZ-
behandelten Tieren wéhrend der Erholungsphase an. Die Darstellungen wurden auf das relative Expressionslevel
in Mock-behandelten Tieren normiert. Die Anzahl der biologischen Replikate war pro Gruppe N = 3. Die Fehler-
balken entsprechen der Standardabweichung vom Mittelwert. Zur Uberpriifung der Signifikanz wurde ein zweisei-
tiger Student’scher t-Test unter Annahme der Homoskedastizitat durchgefiihrt. Signifikant (p < 0,05) waren alle
mit einem Stern gekennzeichneten Unterschiede. EP = Erholungsphase. Quelle: KBR-3-233-535, KBR-4-176-
730.
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In ASA(+/-)-Méausen war Demyelinisierung nach wiederholter CPZ-Behandlung Uber den
signifikanten Verlust von MBP nachgewiesen worden (Abbildung 22 B). Wie Abbildung 27
zeigt, war die Proteinexpression von PLP weder im ersten (Abbildung 27 A), noch zweiten
Behandlungszyklus (Abbildung 27 B) signifikant verandert.

In ASA(-/-)-Mausen hatte die Quantifzierung von MBP gezeigt, dass die Remyelinisierung
beeintrachtigt ist (Abbildung 23). Weder nach der ersten, noch zweiten Erholungsphase
erreichte die Proteinexpression von MBP im Gehirn CPZ-behandelter Mause das Niveau der
Mock-behandelten Kontrolle. Auf Ebene von PLP konnte ein Fehlschlagen der Remyelinisie-

rung im ersten Behandlungszyklus nicht nachgewiesen werden (Abbildung 28 A).
Tabelle 12 zeigt eine Ubersicht tiber die CZP-induzierten Veranderungen der Proteinexpres-
sion von MBP und PLP. Tatsachlich waren die Veranderungen der Proteinexpression von

MBP und PLP immer gleichgerichtet, aber nicht gleichermal3en statistische signifikant.

Tabelle 12: CPZ-induzierte Verdnderung der Proteinexpression.

ASA(+/-) ASA(--)
1. Diat 1. Erholungsphase 1. Diat 1. Erholungsphase
MBP -13,7+145% +7,9+8,9% 37,496 % * -41,0+214,1%*
PLP -154+45%® +6,5+13,5% -19,8 +8,7 % * -20,9+15,8%
2. Diat 2. Erholungsphase 2. Diat 2. Erholungsphase
MBP -34,8+99%* -11,0+ 14,6 % -276+13,3% ® -43,0+7,2% *
PLP -13,3+114% -1,4+10,2% -59,8 +15,8 % * -34,0+16,3% *

Veranderung der Proteinexpression in CPZ-behandelten Méausen relativ zur Mock-behandelten Kontrolle (Mock =
100 %). Fett gedruckt dargestellt sind die Ergebnisse der PLP-Quantifizierung, fiir die keine Signifikanz nach-
weisbar war, obwohl die Proteinexpression von MBP signifikant verandert war. Signifikant (t-Test, p < 0,05) waren
alle mit einem Stern gekennzeichneten Veranderungen. Mit einem in Klammern gesetzten Stern gekennzeichnet
sind nicht signifikante Veradnderungen im Konfidenzintervall 0,05 <p <0,10. Quelle: ASA(+/-) KBR-3-261-
563/KBR-3-233-535, KBR-4-159-723/ KBR-4-157-722; ASA(-/-) KBR-3-229-534/KBR-3-233-535; KBR-4-139-
710/KBR-4-176-730.

Der Grund, warum die Ergebnisse der Quantifizierung von MBP und PLP nicht exakt Uber-
einstimmten, kann sowohl biologischer als auch préaparativer Natur sein.

Im Durchschnitt ist PLP zwar das haufigste Protein des Myelins im ZNS und hat einen unge-
fahr doppelt so groRen Anteil wie MBP’?, Hartman et al. haben im Gehirn der Ratte aber
beobachtet, dass das Verhdltnis beider Proteine zueinander nicht in allen Bereichen des
Myelins konstant ist und mit dem Durchmesser der Axone korreliert’®. Da der Axondurch-
messer im CC Uiber die unterschiedlichen Zonen variiert’* 7®, ware es denkbar, dass auch die
Zusammensetzung des Myelins im CC der Maus nicht homogen ist. Unter Berticksichtigung
der SSB-Farbung, in der zu sehen war, dass nicht alle Teile des CC in ASA(+/-)- und ASA(-/-
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)-Méausen bzw. im ersten und zweiten Behandlungszyklus gleichermafien von Demyelinisie-
rung betroffen waren (Abbildung 16, Abbildung 17), wére zu erwarten, dass die Proteinex-
pression von MBP und PLP im WB ebenfalls nicht gleichermalRen verandert sind.

Technisch betrachtet kann die Probenvorbereitung ein Grund fur die fehlende Signifikanz der
Ergebnisse sein. Die Probenvorbereitung fir den WB von PLP (Kapitel 3.7.3) unterschied
sich von der Probenvorbereitung fir alle anderen gezeigten WBs, die mit einem einzigen
Probenansatz durchgefiihrt wurden. Abweichende Pipettierfehler etc. kdnnten durch Vergo-

Berung der Standardabweichung die Signifikanz des Ergebnisses beeinflussen.

45.2.1.1 Vergleichende Auswertung
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Abbildung 29: Genotypabhé&ngiger Einfluss von CPZ auf die relative Expression von PLP im Gehirn der
MLD-Maus. (A) Darstellung der Proteinbanden im WB: Tubulin 50 kDa, PLP 25 kDa. Die densitometrische
Auswertung des vergleichenden WB von Mock-behandelten ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Mausen zeigte eine Tendenz
zur Reduktion von PLP in 13 Wochen (= nach 1. Diat) alten ASA(-/-)-Mausen. Im Alter von 25 Wochen, also nach
Abschluss der zweiten Diatphase, war kein Unterschied nachweisbar. Die Darstellung wurde auf das relative
Expressionslevel in Mock-behandelten ASA(+/-)-Mausen normiert. Die mit 2 bezeichnete Probe wurde nicht in die
Auswertung mit einbezogen. Die Anzahl der biologischen Replikate war demnach pro Gruppe N = 3, ausgenom-
men ASA(-/-) Mock, 1. Diat (N = 2). Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung vom Mittelwert. Zur
Uberpriifung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger Student’scher t-Test unter Annahme der Homoskedastizitét
durchgefiihrt. Signifikant (p < 0,05) waren alle mit einem Stern gekennzeichneten Unterschiede. Mit einem in
Klammern gesetzten Stern gekennzeichnet sind nicht signifikante Veradnderungen im Konfidenzintervall
0,05<p<0,10. (B) Durch den vergleichenden WB von Mock-behandelten ASA(+/-)- und ASA(-/-)-M&usen
konnten die Ergebnisse der Einzelexperimente (Abb. 30, Abb. 31) in Relation zueinander gesetzt werden. Da es
sich nicht um ein geschlossenes Experiment handelte, konnte keine statistische Aussage uber den Unterschied
zwischen ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Tieren getroffen werden. Die gezeigten Signifikanzen entstammen den entspre-
chenden Einzelexperimenten. EP = Erholungsphase. Quelle: (A) KBR-4-184-731, (B) KBR-3-233-535, KBR-4-
157-722, KBR-3-233-535, KBR-4-176-730.

Die Gesamtdarstellung der vorangehend beschriebenen Ergebnisse ist in Abbildung 29

gezeigt. Im vergleichenden WB Mock-behandelter Mause war die Proteinexpression von
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PLP in 13 Wochen alten ASA(-/-)-Méausen (nach 1. Diat) gegentiber ASA(+/-)-Mausen ten-
denziell erniedrigt (p = 0,08, Abbildung 29 A). Im Alter von 25 Wochen (nach 2. Diat) war
kein Unterschied vorhanden (Abbildung 29 A). Yaghootfam et al. hatten ebenfalls berichtet,
dass die Genexpression von PLP in der ASA(-/-)-Maus wahrend der Myelinogenese ernied-
rigt ist. ’® Mit dem Abschluss der Myelinisierung, wenn die Genexpression auf ein stabiles
Grundniveau abfallt, gleicht sich das Genexpressionslevel von ASA(-/-)- und Wildtypmaus
einander an.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse der PLP-WBs, trotz fehlender Signifikanz, dieselbe Ten-
denz wie die Quantifizierung von MBP. Auch auf Ebene von PLP war die Remyelinisie-

rung in ASA(-/-)-Mausen war gegentber ASA(+/-)-Mausen beeintrachtigt.

4522 CST-transgenes MLD-Mausmodell
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Abbildung 30: Relative Proteinexpression von PLP im Gehirn der CST-transgenen MLD-Maus. Darstellung
der Proteinbanden im WB: Tubulin 50 kDa, PLP 25 kDa. Die densitometrische Auswertung der WB zeigte, vor
allem in tgASA(-/-)-Méausen, eine grolle Varianz der biologischen Replikate. Wie schon in den vorangehend
gezeigten Analysen, erschwerte dies die Interpretation der Messwerte. (A) Die Darstellung der Proteinbanden im
WB zeigt in tgASA(+/-)-Mausen eine sichtbare Reduktion von PLP nach CPZ-Behandlung und Erholungsphase.
Nach der densitometrischen Auswertung war jedoch nur nach Abschluss der Erholungsphase ein signifikanter
Unterschied nachweisbar. (B) In tgASA(-/-)-Mausen war die Varianz der biologischen Replikate so grof3, dass
keine Aussage Uber den Einfluss von CPZ auf die PLP-Expression getroffen werden konnte. Die Darstellung
wurde auf das relative Expressionslevel in Mock-behandelten M&ausen normiert. Die Anzahl der biologischen
Replikate war pro Gruppe N =3, auller in tgASA(+/-) Mock, tgASA(-/-) Mock und tgASA(-/-) CPZ. Fir diese
Gruppen ist die Anzahl der biologischen Replikate N = 2. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung
vom Mittelwert. Zur Uberpriifung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger Student’scher t-Test unter Annahme der
Homoskedastizitéat durchgefihrt. Signifikant (p < 0,05) waren alle mit einem Stern gekennzeichneten Unterschie-
de. Mit einem in Klammern gesetzten Stern gekennzeichnet sind nicht signifikante Verdnderungen im Konfiden-
zintervall 0,05 < p < 0,10. EP = Erholungsphase. Quelle: KBR-4-176-730.

Die Analyse der Proteinexpression von PLP in CST-transgenen Mausen ist in Abbildung 30
dargestellt. Im Widerspruch zur bereits gezeigten Quantifizierung von MBP (Abbildung 25 A),

war in tgASA(+/-)-Mausen eine uber die Remyelinisierungsphase hinaus anhaltenden Er-
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niedrigung des PLP-Proteinexpressionslevels nachweisbar. Es stellt sich die Frage, ob die-
ses Ergebnis als ein Fehlschlagen der Remyelinisierung interpretiert werden kann, wenn die
Proteinexpression von MBP (Abbildung 25 A) und CNPase (Abbildung 34 A) in CPZ-
behandelten tgASA+/-)-Mausen nach Abschluss der Erholungsphase gegentiber der Mock-
behandelten Kontrolle nicht signifikant verandert waren.

In tgASA(-/-)-Mausen war, wie schon bei Quantifizierung von MBP (Abbildung 25 B), die
Standardabweichung vom Mittelwert der biologischen Replikate so grof3, dass keine Informa-

tion Uber die Expression von PLP gewonnen werden konnte.

45221 CST-Transgen und Expression von PLP

Es ist nicht auszuschliel3en, dass die Expression von PLP in CST-transgenen Mausen durch
das Transgen beeinflusst wird.

Sulfatid ist ein Regulator des transzytotischen Transportes von PLP:’” PLP wird nach
Synthese im Endoplasmatischen Retikulum und posttranslationaler Modifikation im Golgi-
Apparat in Transportvesikeln zur Plasmamembran des Oligodendrozyten transportiert. PLP
ist in diesen Vesikeln in TritonX100-resistenten Membrandoménen lokalisiert. Die Vesikel
verschmelzen mit der Plasmamembran des Oligodendrozyten. In der Plasmamembran
kommt es durch Wechselwirkung zwischen PLP und Sulfatid zur Umlokalisierung von PLP
aus der TritonX100-resistenten Membrandoméne des Transportvesikels in eine TritonX100-
l6sliche, CHAPS-resistente Membrandoméne (Lipid-Raft) der Plasmamembran. PLP wird
dann, lokalisiert in der CHAPS-resistenten Mikrodoméne, wieder endozytiert und weiter zur
Myelinmembran transportiert. Dass ein erhdhter Sulfatidanteil in der Oligodendrozyten-
Plasmamembran CST-transgener Mause die Lokalisierung von PLP beeinflusst, ist nicht
auszuschlieRen.

Die Expression des CST-Transgens erfolgt unter Kontrolle des PLP-Promotors: Die
vermehrte Expression von PLP-mRNA im Zuge der Remyelinisierung”® fiihrt vermutlich auch
zur vermehrten Expression der CST-mRNA und somit zu einer Erhéhung der Sulfatidsynthe-
serate. Die Erhdhung der Sulfatidsyntheserate flhrt nachweislich zu einer Reduktion von
Galaktosylceramid im Gehirn der CST-transgene Maus.”® Galaktosylceramid hat wie Sulfatid
eine essenzielle Rolle in der korrekten Lokalisierung von PLP. In der UDP-
Galaktose:Ceramid-Galaktosyltransferase-Knockout-Maus, die kein Galaktosylceramid syn-
thetisiert, ist eine Umverteilung von PLP aus den Raft-Doméanen in Nicht-Raft-Bereiche der
Membran zu beobachten.®° Schon in der konventionellen ASA(-/-)-Maus ist die Umverteilung
von PLP bei gleichzeitiger Reduktion des Galaktosylceramid-Anteils in der Plasmamembran

beobachtet worden.8! Wahrscheinlich wird PLP auch in CST-transgenen Mausen aus den
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Lipid-Rafts umverteilt, denn der Anteil von Galaktosylceramid im Gehirn der tgASA(+/-)- und
tgASA(-/-)-Maus ist gegeniiber der ASA(+/-)- bzw. ASA/-/-)-Maus erniedrigt.®?
Es ist daher es fraglich, ob PLP in der CST-transgenen Maus als ein verlasslicher

Marker kompakten Myelins interpretiert werden kann.
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45.3 27,3 -Zyklische Nukleotid-3"-phosphodiesterase
kDa Die 2°,3"-Zyklische Nukleotid-3"-phosphodiesterase (CNPase)

55 — a-Tubulin

GiiBass ist ein weniger prominentes Myelin-Protein, dessen biologi-

sche Funktion bislang nicht komplett verstanden ist. Die
40

CNPase ist auf der intrazellularen Plasmamembranseite des

Abbildung 31: Immundetekti-  Oligodendrozyten lokalisiert und konzentriert sich vor allem in

on von CNPase im ,Western-
Blot“-Verfahren. Auftrennung

im 7.5%igen SDS- P : . . . .
Polyacrylamid-Gel.  Detektion wie in Abbildung 31 dargestellt, die zwei SpleiRvarianten

mit IR-Scanner. Proteinstandard  CNPase 1 (46 kDa) und CNPase 2 (48 kDa), deren Verhaltnis
und Ladekontrolle a-Tubulin

detektiert bei A=680nm (rot  zueinander entwicklungsabhangig, ihre spezifischen Funktio-
dargestellt), CNPase bei

A=800nm (grin dargestellt). nen aber noch unbekannt ist.2® Die Expression der CNPase
Quelle: KBR-4-109-692.

den nicht kompaktierten Bereichen des Myelins. Es existieren,

setzt wahrend der Myelinogenese noch vor der Expression
der Strukturproteine MBP und PLP ein, wenn der unreife Oligodendrozyt mit dem marklosen
Axon in Kontakt tritt und ist daher ein empfindlicher Marker fir den Beginn des Myelinisie-

rungsprozesses.®

453.1 Konventionelles MLD-Mausmodell
45.3.1.1 Kontrollgruppe ASA(+/-)
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Abbildung 32: Relative Proteinexpression von CNPase im Gehirn der ASA(+/-)-Maus. Darstellung der
Proteinbanden im WB: Tubulin 50 kDa, CNPase 48, 46 kDa. (A) Die densitometrische Auswertung der WBs
zeigte keinen Effekt von CPZ auf die relative Expression der CNPase im ersten Behandlungszyklus. (B) Bei
wiederholter Behandlung mit CPZ war die relative CNPase-Expression nach Abschluss der Diét erniedrigt. Nach
Abschluss der Erholungsphase war kein Unterschied feststellbar. Die Darstellungen wurden auf das relative
Expressionslevel in Mock-behandelten Mausen normiert. Die Anzahl der biologischen Replikate war N =3,
ausgenommen die Gruppen 1. Diat CPZ (N =5) und 2. Diat CPZ (N =4). Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung vom Mittelwert. Zur Uberpriifung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger Student’scher t-Test
unter Annahme der Homoskedastizitat durchgefuhrt. Signifikant (p < 0,05) waren alle mit einem Stern gekenn-
zeichneten Unterschiede. Mit einem in Klammern gesetzten Stern gekennzeichnet sind nicht signifikante Veran-
derungen im Konfidenzintervall 0,05 < p <0,10. Die Bildbearbeitung der WBs erfolgte mit Adobe-Photoshop. Die
Bearbeitung war fiir alle Bilder gleich. EP = Erholungsphase. Quelle: KBR-3-261-563, KBR-4-159-723.
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Im Gehirn der ASA(+/-)-Maus war der Einfluss von CPZ auf die Proteinexpression von
CNPase (Abbildung 32) gleich dem Effekt auf die Proteinexpression von MBP (Abbil-
dung 22): Im ersten Behandlungszyklus konnte kein signifikanter Verlust von CNPase nach
Behandlung mit CPZ nachgewiesen werden (Abbildung 32 A), obwohl die SSB-Farbung
(Abbildung 16) Demyelinisierung gezeigt hatte. Stattdessen stieg die relative Expression der
CNPase in Mock- wie CPZ-behandelten ASA(+/-)-Mausen Uber den Gesamtzeitraum des
ersten Behandlungszyklus an. Erst im zweiten Behandlungszyklus (Abbildung 32 B) war die
CPZ-induzierte Demyelinisierung durch Reduktion der relativen CNPase-Expression nach-
weisbar. Im ersten wie im zweiten Behandlungszyklus war nach Abschluss der Erholungs-
phase kein Unterschied zwischen CPZ- und Mock-behandelten Mausen vorhanden. Auf

Ebene von CNPase hatte Remyelinisierung stattgefunden.

45.3.1.2 Konventionelle MLD-Maus ASA(+/-)

A) ASA(-/-), einfache Behandlung  B) ASA(-~), doppelte Behandlung
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Abbildung 33: Relative Proteinexpression von CNPase im Gehirn der ASA(-/-)-Maus. Darstellung der Pro-
teinbanden im WB: Tubulin 50 kDa, CNPase 48, 46 kDa. Die densitometrische Auswertung der WBs zeigte die
CPZ-induzierte Reduktion der relativen CNPase-Expression nach der ersten (A) und zweiten (B) Diatphase. Nach
Abschluss der Erholungsphase war in beiden Behandlungszyklen kein Unterschied mehr nachweisbar. Die
Darstellungen wurden auf das relative Expressionslevel in Mock-behandelten Mausen normiert. Die Anzahl der
biologischen Replikate war pro Gruppe N = 3. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung vom
Mittelwert. Zur Uberpriifung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger Student’scher T-Test unter Annahme der
Homoskedastizitét durchgefihrt. Signifikant (p < 0,05) waren alle mit einem Stern gekennzeichneten Unterschie-
de. EP = Erholungsphase. Die Bildbearbeitung der WBs erfolgte mit Adobe-Photoshop. Die Bearbeitung war fur
alle Bilder gleich. Quelle: KBR-3-214-521, KBR-4-139-710.

In ASA(-/-)-Mausen waren Proteinexpression von MBP und CNPase in CPZ-behandelten
Mausen nicht gleichermalRen verandert: In Ubereinstimmung mit den in Abbildung 23 gezeig-
ten Ergebnissen der Quantifizierung von MBP war die Proteinexpression der CNPase in
CPZ-behandelten ASA(-/-)-Mausen nach Abschluss der ersten (Abbildung 33 A) und zweiten
Diatphase (Abbildung 33 B) gegenuber den Mock-behandelten Kontrollgruppen erniedrigt.

Demyelinisierung hatte stattgefunden. Nach Abschluss der Erholungsphasen (Remyelinisie-
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rung) war kein Unterschied zwischen CPZ- und Mock-behandelten Mausen vorhanden,

obwohl das Expressionslevel von MBP erniedrigt blieb (Abbildung 23 B).

Da die Expression der CNPase im Zuge der Myelinogenese vor der Expression der Struktur-
proteine MBP und PLP einsetzt, kann die CNPase ein Marker fir den Beginn des Myelini-
sierungsprozesses interpretiert werden.®> Dass das Expressionslevel der CNPase in
ASA(-/-)-Mausen nach der Erholungsphase auf Mock-Niveau lag, MBP aber erniedrigt blieb,
weist darauf hin, dass der Remyelinisierungsprozess begonnen hatte, aber nicht voll-

standig abgelaufen war.

4.5.3.1.3 Vergleichende Auswertung
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Abbildung 34: Vergleichende Darstellung des Einflusses von CPZ auf die relative Expression von CNPase
im konventionellen MLD-Mausmodell. (A) Darstellung der Proteinbanden im WB: Tubulin 50 kDa, CNPase
48, 46 kDa. Die densitometrische Auswertung des vergleichenden WB von Mock-behandelten ASA(+/-)- und
ASA(-/-)-Méausen zeigte, unabhangig vom Alter, eine signifikante Reduktion der relativen Expression von CNPase
in ASA(-/-)-Méausen. Die Darstellung wurde auf das relative Expressionslevel in Mock-behandelten ASA(+/-)-
Mausen normiert. Die mit 2 bezeichnete Probe unterlag einem Fehler bei der Préaparation und ist nicht in die
Auswertung mit einbezogen worden. Die Anzahl der biologischen Replikate war demnach pro Gruppe N =3,
ausgenommen ASA(-/-) Mock, 1. Diat (N =2). Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung vom
Mittelwert. Zur Uberpriifung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger Student’scher t-Test unter Annahme der
Homoskedastizitét durchgefiihrt. Signifikant (p < 0,05) waren alle mit einem Stern gekennzeichneten Unterschie-
de. Mit einem in Klammern gesetzten Stern gekennzeichnet sind nicht signifikante Veranderungen im Konfiden-
zintervall 0,05 <p =0,10. (B) Durch den vergleichenden WB von Mock-behandelten ASA(+/-)- und ASA(-/-)-
Méusen konnten die Ergebnisse der Einzelexperimente (Abb. 30, Abb. 31) in Relation zueinander gesetzt wer-
den. Die gezeigten Signifikanzen entstammen den entsprechenden Einzelexperimenten. EP = Erholungsphase.
Quelle: (A) KBR-4-184-731, (B) KBR-3-261-563, KBR-4-159-723, KBR-3-214-521, KBR-4-139-710.

Der vergleichende WB Mock-behandelter ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Méause ist in Abbil-
dung 34 A dargestellt. Wie auch im Falle von MBP war die relative Expression der CNPase

in ASA(-/-)-Mausen gegenuber gleichaltrigen ASA(+/-)-Mausen erniedrigt.
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Die Uberexpression der CNPase fiihrt im Mausmodell zu einer Beschleunigung des Wachs-
tums und der Reifung von Oligodendrozyten. 8 Daher wird vermutet, dass die CNPase ein
positiver Regulator der Myelinisierung im ZNS ist. Im Umkehrschluss kdnnte die ernied-
rigte Expression von CNPase im Gehirn der ASA(-/-)-Maus zur Verlangsamung der Myelini-
sierung in ASA-defizienten Mausen fiihren, von der Yaghootfam et al.®” bereits berichteten.
Abbildung 34 B zeigt die aus dem vergleichenden WB resultierende Gesamtdarstellung der

vorangehend gezeigten Einzelexperimente.

45.3.1.4 Fazit

Insgesamt bestatigte die Quantifizierung von CNPase, wie zuvor die Quantifizierung von
MBP, dass die CPZ-induzierte Demyelinisierung in ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Mausen unter-
schiedlich stark ausgepragt war. Erst bei Wiederholung der CPZ-Behandlung war in  A-
SA(+/-)-Mausen Demyelinisierung auf Ebene der Proteinexpression von CNPase
nachweisbar. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass, im Gegensatz zur vollstandigen
Remyelinisierung in ASA(+/-)-Mausen, der Remyelinisierungsprozess in der ASA(-/-)-Maus
zwar einsetzte, aber nicht vollstandig ablaufen konnte. Die Differenzierung der OVZ zu
myelinisierenden Oligodendrozyten hatte begonnen, kompaktes Myelin war aber anschei-
nend noch nicht, oder nicht in messbarer Menge, gebildet worden.

45.3.2 CST-transgenes MLD-Mausmodell
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Abbildung 35: Relative Proteinexpression von CNPase im Gehirn der CST-transgenen MLD-Maus. Darstel-
lung der Proteinbanden im WB: Tubulin 50 kDa, CNPase 48, 46 kDa. Densitometrische Auswertung der WBs
zeigte in (A) tgASA(+/-)-Mausen die CPZ-induzierte Erniedrigung der relativen CNPase-Expression. Nach Ab-
schluss der Erholungsphase war kein Unterschied zu Mock-behandelten Mausen mehr feststellbar. (B) In tgASA(-
[-)-Méausen war die Expression der CNPase rein optisch, wie in der Abbildung des WB zu sehen, in CPZ-
behandelten Tieren reduziert. Aufgrund der groRen Varianz der biologischen Replikate konnte dieser Eindruck
statistisch nicht belegt werden. Nach Abschluss der Erholungsphase war kein Unterschied zwischen Mock- und
CPZ-behandelten Mausen nachweisbar. Die Darstellungen wurden auf das relative Expressionslevel in Mock-
behandelten Tieren normiert. Die Anzahl der biologischen Replikate war pro Gruppe N = 3, aul3er in tgASA(+/-)
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Mock, tgASA(-/-) Mock und tgASA(-/-) CPZ. Fir diese Gruppen war die Anzahl der biologischen Replikate N = 2.
Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung vom Mittelwert. Zur Uberpriifung der Signifikanz wurde
ein zweiseitiger Student’scher T-Test unter Annahme der Homoskedastizitat durchgefiihrt. Signifikant (p < 0,05)
waren alle mit einem Stern gekennzeichneten Unterschiede. EP = Erholungsphase.. Quelle: KBR-4-109-692.

Auch die Analyse der Proteinexpression von CNPase in CST-transgenen Mausen wurde
durch die groRen Schwankungen zwischen den biologischen Replikaten erschwert. Abbil-
dung 35 zeigt die densitometrische Auswertung der WBs.

Demyelinisierung konnte in tgASA(+/-)-Mausen Uber den Verlust von CNPase mit statisti-
scher Signifikanz nachgewiesen werden (Abbildung 35 A), obwohl im MBP-WB (Abbil-
dung 25) nicht nachzuweisen. Der genauere Vergleich der Messwerte zeigte, dass die
Effektstarke in von CPZ tgASA(+/-)-Mausen auf Ebene von MBP und CNPase tatsachlich
gleich war. Die Expression beider Proteine sank bei Behandlung mit CPZ gegeniiber Mock-
behandelten Mausen um durchschnittlich 31,8 + 0,8 %. Aufgrund der grofRen Standardab-
weichung war der Effekt auf Ebene von MBP (Abbildung 25 A) aber nicht signifikant.

In tgASA(-/-)-Mausen war, obwohl die CPZ-Behandlung zu einem Verlust von MBP (Abbil-
dung 25 B) gefihrt hatte, kein Verlust von CNPase nachweisbar (Abbildung 35). Der visuelle
Eindruck der Proteinbanden (Abbildung 35) lie? trotzdem vermuten, dass Demyelinisierung
stattgefunden hatte. Die Standardabweichungen waren in Relation zur Effektstarke und
geringen StickprobengréfRe (N = 2) jedoch zu grof3, als dass statistische Signifikanz erreicht
werden konnte. Nach Abschluss der Erholungsphase war kein Unterschied zur Mock-

behandelten Kontrollgruppe nachweisbar.

Die Aussagekraft der gezeigten Ergebnisse ist aufgrund der fehlenden Signifikanz und Uber-
einstimmung mit vorangehend gezeigten Daten gering. Die Definition des Konfidenzintervalls
0,05 < p = 0,10 als nicht signifikanter Effekt von Interesse scheint kein adaquates Mittel zu
sein, um die Interpretation von Messergebnissen aus der Gruppe der CST-transgenen Mau-

sen zu erleichtern.
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4.5.4 Oligodendrozyten-spezifischer Transkriptionsfaktor 2

kDa Der Oligodendrozyten-spezifische Transkriptionsfaktor 2
= —aTubdlin 5)ig2) ist, im Gegensatz zu den vorangehend beschriebenen
i Proteinen, kein Bestandteil des Myelins, sondern ein im Nuk-

— Olig2 leus des Oligodendrozyten lokalisierter Transkriptionsfaktor.
35

Im Jahr 2000 von Zhou et al. identifiziert, zahlt Olig2 zur

Abbildung 36: Immundetekti- ~ Familie der basischen Helix-Loop-Helix (bHLH)-

on von Olig2 im ,Western-
Blot“-Verfahren. Auftrennung
im 10%igen SDS-
Polyacrylamid-Gel. Detektion
mit IR-Scanner. Proteinstandard  Expression von Olig2 setzt in den OVZ ein, wenn diese in der
und Ladekontrolle a-Tubulin

detektiert bei A=680nm (rot  subventrikularen Zone gebildet werden. Olig2 steuert die
dargestellt), Olig2 bei

A=800nm (grin dargestelt). EXxpression weitere Transkriptionsfaktoren, die die Reifung
Quelle: KBR-4-109-692.

Transkriptionsfaktoren. Die bHLH regulieren die Zelltyp-
spezifische Differenzierung von multipotenten Zellen.®® Die

der OVZ zum Oligodendrozyten induzieren. Auch in myelini-
sierenden Oligodendrozyten wird Olig2 exprimiert, weshalb Olig2 kein spezifischer Marker
fir OVZ ist.®® Fancy et al. haben gezeigt, dass die Expression von Olig2 in Lasionen Toxin-
induzierter Demyelinisierung steigt.*® Sie definieren eine Subpopulation PDGFa-
R/Olig1/0Olig2/Nkx2.2-positiver Zellen als OVZ, die in die Lasion einwandern und dort zu
remyelinisierenden Oligodendrozyten differenzieren. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die
Quantifizierung von Olig2 dazu dienen, das Entstehen einer remyelinisierenden Population

von OVZ bzw. Oligodendrozyten zu nachzuweisen.

4541 Konventionelles MLD-Mausmodell
45.4.1.1 Kontrollgruppe ASA(+/-)
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Abbildung 37: Relative Proteinexpression von Olig2 im Gehirn der ASA(+/-)-Maus. Darstellung der Protein-
banden im WB: Tubulin 50 kDa, Olig2 37 kDa. (A) Die densitometrische Auswertung der WBs zeigte im ersten
Behandlungszyklus nach Abschluss der Diét eine signifikante Erhéhung der Proteinexpression von Olig2. Nach
Abschluss der Erholungsphase war kein Unterschied mehr nachweisbar. (B) Im zweiten Behandlungszyklus kam
es zu einer Veranderung des Expressionsmustert. Erst nach Abschluss der Erholungphase war eine Tendenz zur
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Erhéhung der Proteinexpression von Olig2 (p = 0,08) vorhanden. Die Darstellungen wurden auf das relative
Expressionslevel in Mock-behandelten Tieren normiert. Die Anzahl der biologischen Replikate war pro Gruppe
N = 3-5. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung vom Mittelwert. Zur Uberpriifung der Signifikanz
wurde ein zweiseitiger Student’scher t-Test unter Annahme der Homoskedastizitdt durchgefiihrt. Signifikant
(p < 0,05) waren alle mit einem Stern gekennzeichneten Unterschiede. Mit einem in Klammern gesetzten Stern
gekennzeichnet sind nicht  signifikante  Verdnderungen im  Konfidenzintervall 0,05 <p <0,10.
EP = Erholungsphase. Quelle: KBR-3-264-576, KBR-4-159-723.

Abbildung 37 zeigt die Analyse der Proteinexpression von Olig2 im Gehirn der ASA(+/-)-
Maus. Die CPZ-Behandlung induzierte einen signifikanten Anstieg von Olig2 gegentber der
Mock-behandelten Kontrollgruppe, was fiur das Entstehen einer Population von remyelini-
sierenden Zellen® spricht (Abbildung 37 A). Nach Abschluss der Erholungsphase war kein
behandlungsabhangiger Unterschied mehr vorhanden, die Remyelinisierung anscheinend
abgeschlossen.

Bei Wiederholung der CPZ-Behandlung veranderte sich das Expressionsmuster (Abbil-
dung 37 B). Direkt nach Abschluss der Diatphase war keine Erhéhung der Proteinexpression
von Olig2 nachweisbar. Erst nach Abschluss der Erholungsphase war eine Tendenz zur
Erhéhung (p = 0,08) vorhanden. Mdéglicherweise sind diese Verzdgerung und die Reduktion
der Effektstarke im zweiten Behandlungszyklus durch das steigende Alter der Mause be-
dingt. Remyelinisierung verlauft in alternden Mausen zeitverzogert®?, da die Expression
der Transkriptionsfaktoren Sox10 und Olig2 durch die altersbedingte Abnahme der Histon-
Deacetylierung und Histon-Methylierung gehemmt wird.%

45.4.1.2 Konventionelle MLD-Maus ASA(-/-)
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Abbildung 38: Relative Proteinexpression von Olig2 im Gehirn der ASA(-/-)-Maus. Darstellung der Protein-
banden im WB: Tubulin 50 kDa, Olig2 37 kDa. Die densitometrische Auswertung der WBs zeigte weder im ersten
(A), noch im zweiten Behandlungszyklus (B) eine CPZ-induzierte Veranderung der Proteinexpression von Olig2.
Die Darstellungen wurden auf das relative Expressionslevel in Mock-behandelten Tieren normiert. Die Anzahl der
biologischen Replikate war pro Gruppe N = 3. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung vom
Mittelwert. Zur Uberpriifung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger Student’scher t-Test unter Annahme der
Homoskedastizitéat durchgefiihrt. Signifikant (p < 0,05) waren alle mit einem Stern gekennzeichneten Unterschie-
de. EP = Erholungsphase. Quelle: KBR-3-236-538, KBR-4-139-710.
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In ASA(-/-)-Mausen war weder eine alters-, noch eine behandlungsbedingte Veranderung
der Proteinexpression von Olig2 nachweisbar, wie in Abbildung 38 zu sehen. Das Entstehen
einer remyelinisierenden Zellpopulation konnte Uber die Proteinexpression von Olig2 nicht
nachgewiesen werden, was die reduzierte Remyelinisierungseffizienz in ASA(-/-)- gegenuber

ASA(+/-)-Mausen erklaren wirde.

45.4.1.3 Vergleichende Auswertung
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Abbildung 39: Vergleichende Darstellung des Einflusses von CPZ auf die relative Expression von Olig2
im konventionellen MLD-Mausmodell. (A) Darstellung der Proteinbanden im WB: Tubulin 50 kDa, Olig2
37 kDa. Die densitometrische Auswertung des vergleichenden WB von Mock-behandelten ASA(+/-)- und ASA(-/-
)-Tieren zeigte keine genotypabh&ngigen Unterschiede. Im Gehirn der ASA(-/-)-Maus scheint kein genereller
Mangel an Olig2-positiven OVZ oder Oligodendrozyten vorzuliegen, der hemmenden Einfluss auf den Myelinisie-
rungsprozess hat. Die Darstellung wurde auf das relative Expressionslevel in Mock-behandelten ASA(+/-)-Tieren
normiert. Die mit @ bezeichnete Probe wurde nicht in die Auswertung mit einbezogen. Die Anzahl der biologischen
Replikate war demnach pro Gruppe N =3, ausgenommen ASA(-/-) Mock, 1. Diat (N =2). Die Fehlerbalken
entsprechen der Standardabweichung vom Mittelwert. Zur Uberpriifung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger
Student’scher t-Test unter Annahme der Homoskedastizitat durchgefuhrt. Signifikant (p < 0,05) waren alle mit
einem Stern gekennzeichneten Unterschiede. (B) Durch den vergleichenden WB von Mock-behandelten ASA(+/-
)- und ASA(-/-)-Mausen konnten die Ergebnisse der vorangehend gezeigten Einzelexperimente in Relation
zueinander gesetzt werden. Da es sich nicht um ein geschlossenes Experiment handelte, konnte keine statisti-
sche Aussage Uber den Unterschied zwischen ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Mausen getroffen werden. Die gezeigten
Signifikanzen entstammen den entsprechenden Einzelexperimenten. Im ersten wie zweiten Behandlungszyklus
reagierten ASA(+/-)-Mause mit einer Erhéhung der Proteinexpression von Olig2 auf die Futterung mit CPZ, wobei
die Reaktion im zweiten Behandlungszyklus verzdgert war. In ASA(-/-)-Mausen war keine Veranderung zu detek-
tieren. Im zweiten Behandlungszyklus war in keiner der beiden Gruppen eine Veranderung der relativen Olig2-
Expression nachweisbar. EP = Erholungsphase. Quelle: (A) KBR-4-184-731, (B) KBR-3-264-576, KBR-4-159-
723, KBR-3-236-538, KBR-4-139-710.

Im Vergleich mit den Ergebnissen der Quantifizierung von MBP (Abbildung 24) wird deutlich,
dass Demyelinisierung, gekennzeichnet durch einen signifikanten Verlust von MBP, nur in

Gruppen detektierbar war, die keine signifikante Erh6hung von Olig2 aufwiesen.
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Olig2 reguliert durch Interaktion mit weiteren Transkriptionsfaktoren die Myelinisierung.%%
Der induktive Effekt von Olig2 ist dabei Dosis-abhangig.®® Im Mausmodell fiihrt die Uberex-
pression von Olig2 zu einer vermehrten Expression von Sox10 und einer Beschleunigung
der priméare Myelinisierung des ZNS. Im Ruckschluss kann vermutet werden, dass die redu-
Zierte Expression oder ein Ausbleiben der Hochregulation von Olig2 nach Demyelinisierung
mit einer Verlangsamung oder einem Versagen der Remyelinisierung verbunden ist, wie bei
CPZz-Behandlung von ASA(-/-)-Mausen zu sehen.

Ein genereller Mangel von Olig2-positiven OVZ oder Oligodendrozyten, der die Myeli-
nisierung beeintrachtigt, scheint im Gehirn der ASA(-/-)-Maus nicht vorzuliegen, denn
das relative Proteinexpressionslevel von Olig2 war in Mock-behandelten ASA(+/-)- und A-
SA(-/-)-Méausen gleich (Abbildung 39 A).

45.4.2 CST-transgenes MLD-Mausmodell

A) tgASA(+-) B) tgASA(--)
[everer serermoomes | (DS SSBEEEIS | .-Tubulin

_‘.01“0000

" b 0d +A e

i A e e e | Olig2

CPZ Mock CPZ  Mock CPZ Mock CPZ Mock
Diat Erholungsphase Diat Erholungsphase

£8 27 £3 2
.§ = - .§ =

= 3
TE 11 3 11 mors
g g oc
DE SE
6 g D = T ' 6 g D - T J

Diat EP Diat EP

Abbildung 40: Relative Proteinexpression von Olig2 im Gehirn der CST-transgenen MLD-Maus. Darstellung
der Proteinbanden im WB: Tubulin 50 kDa, Olig2 37 kDa. (A) Die densitometrische Auswertung der WBs zeigte
nach Abschluss der Diat eine CPZ-induzierte Erhéhung des relativen Olig2-Expressionslevels in tgASA(+/-)-
Mausen. Nach Abschluss der Erholungsphase war kein Unterschied zwischen CPZ- und Mock-behandelten
Mausen mehr vorhanden. (B) In tgASA(-/-)-Méausen hatte die Behandlung mit CPZ keinen Einfluss auf die relative
Expression von Olig2. Die Darstellungen wurden auf das relative Expressionslevel in Mock-behandelten Tieren
normiert. Die Anzahl der biologischen Replikate war pro Gruppe N =3, auller in tgASA(+/-) Mock, tgASA(-/-)
Mock und tgASA(-/-) CPZ. Fir diese Gruppen war die Anzahl der biologischen Replikate N = 2. Die Fehlerbalken
entsprechen der Standardabweichung vom Mittelwert. Zur Uberpriifung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger
Student’scher t-Test unter Annahme der Homoskedastizitdt durchgefuhrt. Signifikant (p < 0,05) waren alle mit
einem Stern gekennzeichneten Unterschiede. EP = Erholungsphase. Quelle: KBR-4-109-692.

Die Ergebnisse der Quantifizierung von Olig2 im CST-transgenen MLD-Mausmodell stimmen
mit den Beobachtungen im konventionellen Modell iberein und bestéatigen die vorangehend
aufgestellte Hypothese Uber den Zusammenhang von Olig2-Expression und erfolgreicher
Remyelinisierung.

Wie Abbildung 40 zeigt, induzierte die Behandlung mit CPZ in tgASA(+/-)-M&ausen eine signi-

fikante Erhdhung des Olig2-Proteinexpression. Entsprechend war auf Ebene von MBP (Ab-
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bildung 25 A) keine Demyelinisierung nachweisbar. In tgASA(-/-)-Tieren war die Proteinex-
pression von Olig2 nach der Behandlung mit CPZ nicht erhdht (Abbildung 40 B) und die
Expression von MBP erniedrigt (Abbildung 25 B).
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4.6 Histologische Untersuchung des Corpus callosum

4.6.1 Cuprizon-induzierte Zellmigration: Oligodendrozytenvorlauferzellen

Der Corpus callosum ist ein Blindel von Nervenfasern, das rechte und linke Hemisphére des
Gehirns miteinander verbindet. In der Kernfarbung mit Hamatoxylin oder DAPI ist zu sehen,
dass im Normalfall nur wenige Zellkerne im CC lokalisiert sind (Abbildung 41 A Mock &
B Mock).

A) ASA(+-)

Diat

Erholungsphase

Abbildung 41: Cuprizon-induzierte Zellinfiltration des Corpus callosum. Kernfarbung mit Himatoxylin. Die
Behandlung mit CPZ fiihrte in (A) ASA(+/-)- und (B) ASA(-/-)-Mausen zu einer massiven Erh6hung der Zellzahl im
CC. Nach Abschluss der Erholungsphase nahm die Zellzahl ab, war aber gegentiber Mock-behandelten Mausen
immer noch erhéht. Die MaRstabsbalken entsprechen 100 pum. Ctx = Kortex, CC = Corpus Callosum, df = dorsa-
ler Fornix, Hippoc = Hippocampus. Quelle: KBR-4-18-608.

Es handelte sich dabei hauptsachlich um Oligodendrozyten (Abbildung 42 A Mock), die auch
in der Kernfarbung anhand ihrer kettenartigen Anordnung im CC identifiziert werden kénnen.
Die CPZ-induzierte Demyelinisierung des CC war von einer Vermehrung der Zellkerne
begleitet, wie die Kernfarbung koronaler Gewebeschnitte Mock- und CPZ-behandelter Mau-
se in zeigte (Abbildung 41 A) CPZ & B) CPZ). Die Zahlung der Zellkerne zeigte eine signifi-
kante Erhohung der Zellzahl von durchschnittlich 18,5 + 2,8 auf 66,2 + 8,2 Zellkerne pro
0,01 nm2 (KBR-4-18-608). Ein genotypabhangiger Unterschied war nicht nachzuweisen, die
Zellmigration in ASA(-/-)-Mausen ist nicht nachweislich gestort.

Durch IF-Farbung entsprechender Marker-Proteine, wie in Abbildung 42 gezeigt, konnten die
infiltrierenden Zellen als OVZ bzw. Oligodendrozyten (Abbildung 42 A), Astrozyten (Abbil-
dung 42 B) und Mikrogliazellen bzw. Makrophagen (Abbildung 42 C) identifiziert werden. Das
Einwandern dieser Zelltypen ist Voraussetzung fir das erfolgreiche Ablaufen der Remyelini-

sierung: Nach dem Einsetzen der Astrogliose infiltrieren Mikrogliazellen und OVZ den CC.%’
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Wenn die rekrutierten Mikroglia apoptotische Oligodendrozyten und aus deren Zelltod resul-
tierende Myelintrimmer vollstéandig phagozytiert haben, kénnen die OVZ differenzieren und
die Axone remyelinisieren.®® Wird der Abbau von Zell- und Myelintrimmern inhibiert, kann

keine Remyelinisierung stattfinden, denn Myelin hemmt die Differenzierung der OVZ.*°

A) anti Olig2 B) anti GFAP C)anti F4/80
OVZ/ Oligodendrozyten Astrozyten Mikrogliazellen
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Abbildung 42: Identifizierung der in den Corpus callosum eingewanderten Zellen. Mittels IF-Farbung von
(A) Olig2, (B) GFAP und (C) F4/80 konnten die eingewanderten Zellen im CC als (A) OVZ bzw. Oligodendrozy-
ten, (B) Astrozyten und (C) Mikrogliazellen bzw. Makrophagen identifiziert werden. Die Bildbearbeitung der IF-
Aufnahmen erfolgte mit Adobe-Photoshop: Zur Verbesserung der Kontrastwahrnehmung wurde die Kanal-
Aufnahme in Schwarz-Weif3 konvertiert und dann invertiert. Die MaRstabsbalken entsprechen 50 um. Quelle: (A)
KBR-2-177-269, (B) KBR-2-168-265, (C) KBR-4-35-629.

Die Ergebnisse der SSB-Farbung sowie die Quantifizierung der Myelinproteine haben darauf
hingewiesen, dass die Remyelinisierung in ASA-defizienten Mausen beeintrachtigt ist. Ursa-
chen fir ein solches Versagen der Remyelinisierung konnen grundsatzlich in entweder der

Rekrutierungsphase oder der Differenzierungsphase lokalisiert sein.
4.6.1.1.1 Rekrutierungsphase

Die Rekrutierungsphase beginnt mit der Aktivierung der ruhenden OVZ unter vermehrter
Expression der Transkriptionsfaktoren Olig2, Nkx Homebox 2 Protein (Nkx2.2), Myelin
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Transcription Factor 1 (Mytl) und SRY-related HMG-box 2 (Sox2), die die Differenzierung
der OVZ zum Oligodendrozyten steuern.®® Aktivierte OVZ migrieren dann in die demyelini-
sierten Bereiche des Gehirns.

Die Rekrutierungsphase kann gestort sein, wenn ein primarer Mangel an OVZ besteht.
Bislang konnte nicht bewiesen werden, dass die Anzahl von OVZ im Gehirn der ASA(-/-)-
Maus erniedrigt ist.1°* Auch im Zuge dieser Arbeit konnte kein Hinweis darauf erbracht wer-
den: Die Proteinexpression von Olig2 war, wie im vorangehenden Kapitel gezeigt, in
ASA(-/-)-Mausen gegeniiber ASA(+/-)-Mausen nicht verandert (Abbildung 39). Da Olig2 auch
in Oligodendrozyten exprimiert wird, wurde im Zuge dieser Arbeit auch die Expression von
NG2 im MLD-Mausmodell untersucht. NG2 ist ein spezifischer Marker flr Oligodendrozy-
tenvorlauferzellen.?? Die Ergebnisse sind in Abbildung 43 zusammengefasst dargestellt.

A) P2 Primarkultur aus Gehirn, IF-Farbung NG2
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Abbildung 43: Oligodendrozytenvorlauferzellen im Gehirn der ASA(-/-)-Maus. Zur Beantwortung der Frage,
ob die Zahl der OVZ in ASA(-/-)-Mausen generell reduziert ist, wurde (A) die Anzahl NG2-positiver Zellen im
Gehirn zwei Tage alter ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Méause, sowie (B) die relative Genexpression von NG2 im Gehirn
sieben Wochen und (C) zwei Jahre alter Wildtyp- und ASA(-/-)-Mause bestimmt. (A) IF-Farbung von NG2 ((A =
590 nm) in Priméarkulturen aus Gesamtgehirn. NG2-positive Zellen zeigten die typische Morphologie von OVZ mit
kleinem Zellkdrper und einer Vielzahl verzweigter Auslaufer. Es war zuvor ausgeschlossen worden, dass der
NG2-Antikdrper andere Zelltypen (Astrozyten, Neuronen, Mikroglia, reife Oligodendrozyten) anféarbt (Daten nicht
gezeigt: KBR-2-76-208, KBR-3-78-419). Die Sekundéarantikérperkontrolle (A = 590 nm) zeigte ebenfalls keine
unspezifische Reaktivitat. Die Auswertung zeigt den Anteil NG2-positiver Zellen an der Gesamtzellzahl (DAPI) in
Prozent. Es konnte kein genotypabhangiger Unterschied nachgewiesen werden. Die Fehlerbalken entsprechen
der Standardabweichung vom Mittelwert der biologischen Replikate. Die Anzahl der biologischer Replikate war N
= 2, die Anzahl der technischer Replikate N = 3. Zur Uberpriifung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger Stu-
dent’scher t-Test unter Annahme der Homoskedastizitat durchgefiihrt. Die Bildbearbeitung der IF-Aufnahmen
erfolgte mit Adobe-Photoshop: Zur Verbesserung der Kontrastwahrnehmung wurde die Kanal-Aufnahme in
Schwarz-Weil3 konvertiert und dann invertiert. Die Mafstabsbalken entsprechen 20 pym. (B, C) Die relative
Genexpression von NG2 (bezogen auf Ubiquitin) wurde mittels RT-PCR bestimmt. Im Alter von sieben Wochen
war die relative Genexpression in ASA(-/-)- gegenuber gleichaltrigen Wildtypmé&usen signifikant erhdht. Im Alter
von zwei Jahren war kein Unterschied nachweisbar. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung vom
Mittelwert der biologischen Replikate mit (B) N = 5 und (C) N = 3. Zur Uberpriifung der Signifikanz wurde ein
zweiseitiger Student’scher t-Test unter Annahme der Homoskedastizitdt durchgefiihrt. Signifikant (p < 0,05)
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waren alle mit einem Stern gekennzeichneten Unterschiede. Quelle: (A) KBR-3-75-418, (B) KBR-2-5-167, (C)
KBR-2-13-172.

Die direkte Quantifizierung der NG2-positiven Zellen in Primérkulturen aus Gehirn junger
Méause (P2) zeigte keine Reduktion von NG2-positiven OVZ in ASA(-/-)-Mausen (Abbil-
dung 43 A). Auch die Analyse der Genexpression mittels RT-PCR lieferte keinen Hinweis auf
einen primaren Mangel an OVZ.

Stattdessen war die Genexpression von NG2 im Gehirn sieben Wochen alter ASA(-/-)-
Mause signifikant héher, als in ASA(+/-)-Mausen (Abbildung 43 B). Wie lasst sich das erkla-
ren? Die primare Myelinisierung des Gehirns der ASA(-/-)-Maus verlauft nachweislich zeit-
verzogert.1% Anscheinend betrifft diese Verzégerung auch die Expression von NG2, die ihr
Maximum normalerweise wahrend der frilhen postnatalen Entwicklung im Zeitraum zwischen
P8 und P12 erreicht.1%4

Mit der Reifung des Nervensystems féllt die Expression von NG2 in Gehirn schnell auf ein
geringes Basislevel ab. Die Auswertung der gRT-PCR zeigte, dass die Genexpression von
NG2 im Gehirn 24 Monate alter ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Maus gleich stark war (Abbil-
dung 43 C). Die Zahl NG2-positiver OVZ scheint in ASA(-/-)-Mausen nicht reduziert zu
sein. Dass die Zahl der OVZ erniedrigt, aber die Genexpression von NG2 erhght war, ist
allerdings nicht mit absoluter Sicherheit auszuschliel3en.

Die Rekrutierungsphase kann gestort sein, wenn die Migration der OVZ zum Ort der
Demyelinisierung gehemmt ist. Bei der Bestimmung der Gesamtzellzahl im CC (Abbil-
dung 41) war eine entsprechender Unterschied zwischen ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Mausen
nicht zu beobachten. Die verwendete Kernfarbung erméglichte es allerdings nicht, einzelne
Zelltypen im CC auszuzéhlen. Um die Zahl von eingewanderten OVZ und differenzierten
Oligodendrozyten zu bestimmen, wurde daher die IF-Farbung von Olig2 angewendet. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 44 zusammengefasst.

In Mock-behandelten Mausen waren nahezu alle im CC lokalisierten Zellkerne Olig2-positiv
(Abbildung 44 C & D). Wahrscheinlich handelte es sich dabei hauptsachlich um reife Oli-
godendrozyten. Die Zahl Olig2-positver Zellen in Bezug auf die Flache war in ASA(+/-)- und
ASA(-/-)-Mausen gleich. In CPZ-behandelten Mausen waren zum Ende der Erholungsphase
nur ca. 75 % aller Zellkerne auch Olig2-positiv. Diese Differenz entspricht den eingewander-
ten Astrozyten, Mikrogliazellen und Makrophagen, die anscheinend auch nach Abschluss der
Erholungsphase im CC verblieben. Da die Anzahl Olig2-positiver Zellen in Bezug auf die
Flache im CC der CPZ-behandelten ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Maus gleich war (Abbil-

dung 44 D), konnte kein Fehlschlagen der Rekrutierung nachgewiesen werden.
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Abbildung 44: Cuprizon-induzierte Rekrutierung von Oligodendrozytenvorlauferzellen in den Corpus
callosum. (A) Die IF-Farbung von Olig2 (A = 590 nm) zeigte keinen erkennbaren Unterschied zwischen ASA(+/-)-
und ASA(-/-)-Méausen. (B) Die Sekund&rantikdrperkontrolle (A = 590 nm) zeigte keine unspezifische Reaktivitat.
(C) Die quantitative Auswertung der IF-Férbung bestéatigte den visuellen Eindruck der IF-Féarbung und zeigte
keinen Unterschied zwischen ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Mausen. In Mock-behandelten Mausen waren nahezu alle
im CC lokalisierten Zellen Olig2-positiv. Wahrscheinlich handelt es sich um reife Oligodendrozyten. Nach Ab-
schluss der Erholungsphase war die Gesamtzellzahl in CPZ-behandelten Mausen erhdht, was durch die Infiltrati-
on des CC durch Mikrogliazellen und Astrozyten zu erklaren ist. Die Zahl der Olig2-positiven Zellen war
gegeniber Mock-behandelten Mausen unverandert. Ob es sich dabei auch um reife Oligodendrozyten oder OVZ
handelte, konnte mit dieser Methode nicht festgestellt werden. Die Anzahl der biologischen Replikate war N = 1,
Anzahl der technischen Replikate war N = 6. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung vom Mittel-
wert. Zur Uberpriifung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger Student’scher t-Test unter Annahme der Homoske-
dastizitat durchgefiihrt. Signifikant (p < 0,05) waren alle mit einem Stern gekennzeichneten Unterschiede. Quelle:
KBR-4-24-616.

Da mittels der verfligbaren Methoden weder ein primarer Mangel an OVZ (Abbildung 43),
noch ein Fehlschlagen der Rekrutierung von OVZ zum Ort der Demyelinisierung (Abbil-
dung 44) nachgewiesen werden konnten, kann vermutet werden, dass ein Defekt in der
Differenzierungsphase Ursache fur die reduzierte Remyelinisierungseffizienz in  A-
SA(-/-)-Mausen ist.
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4.6.1.1.2 Differenzierungsphase
Die Differenzierungsphase unterteilt sich in drei wichtige Schritte:

1. Die Kontaktaufnahme zwischen pra-Oligodendrozyt und Axon.

2. Die Expression der Myelingene sowie die Produktion von Myelinmembran.

3. Das Wickeln und Kompaktieren der Myelinmembran.
Der Vergleich der Proteinexpression von MBP (Abbildung 23) und CNPase (Abbildung 33)
hatte bereits vermuten lassen, dass in CPZ-behandelten ASA(-/-)-Mausen der Kontakt zwi-
schen pra-Oligodendrozyt und Axon hergestellt werden konnte, die Synthese von kompak-
tem Myelin aber beeintrachtigt war. Moglicherweise ist die Ursache fir die reduzierte
Remyelinisierungseffizienz in ASA(-/-)-Mausen im zweiten oder dritten Schritt der

Differenzierungsphase lokalisiert.

4.6.2 Cuprizon-induzierte Zellmigration: Mikrogliazellen

Aufgrund der Blockade des Sulfatidabbaus in ASA(-/-)-M&usen war zu erwarten, dass die
Phagozytose von Myelintrimmern wahrend der CPZ-Diat in ASA(-/-)-Mausen zu einer ge-
steigerten Akkumulation von Speichermaterial im Lysosom von Mikrogliazellen bzw. Makro-
phagen fuhren wirde. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden koronale Gewebeschnitte
des Grof3hirns mit Alzian Blau (AZB) gefarbt.

Mock ' CPZ

%

Abbildung 45: Cuprizon-induzierte Sulfatidspeicherung im Grof3hirn der ASA(-/-)-Maus. Die histochemische
Farbung von Sulfatid mit AZB zeigte nach CPZ-Behandlung (rechts) eine sichtbare Zunahme der Sulfatidspeiche-
rung. Speichermaterial war in allen Bereichen zu finden, in denen auch Demyelinisierung detektiert worden war,
darunter CC, Kortex und Fimbria. In der gleichaltrigen Mock-behandelten ASA(-/-)-Maus war nahezu kein Spei-
chermaterial angefarbt worden (links). Quelle: KBR-4-189-736.

Wie Abbildung 45 zeigt, fihrte die Behandlung mit CPZ im Gehirn ASA-defizienter Mau-
se tatsachlich zu einer verstarkten Akkumulation von Sulfatid-haltigem Speichermate-
rial. Speichermaterial war in allen Bereichen zu finden, in denen zuvor Demyelinisierung
detektiert worden war (Kapitel 4.3). Auch im Kleinhirn konnte vermehrte Sulfatidspeicherung

nachgewiesen werden (Abbildung 46).
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Die Lokalisierung der CPZ-induzierten Sulfatidspeicherung stimmte mit der endogenen Ver-
teilung von Speichermaterial in alternden ASA(-/-)-Mausen Uberein.1®® Vergleicht man die
AZB-Farbung nach CPZ-Behandlung (Abbildung 47 B) mit der AZB-Farbung eines Gewebe-
schnittes aus dem Gehirn einer 23 Monate alten ASA(-/-)-Maus (Abbildung 47 B), wird je-
doch deutlich, dass die Menge des CPZ-induzierten Speichermaterials im Vergleich gering

ist.

=7 & TRe=] A) Mock

B) CPZ

Abbildung 46: Cuprizon-induzierte Sulfatidspeicherung im Kleinhirn der ASA(-/-)-Maus. Das Schema (links)
zeigt die Ubersicht der Schnittebene (Bregma -5,88 mm). Die Markierung entspricht dem in der Farbung darge-
stellten Bereich. (A) In der Mock-behandelten ASA(-/-)-Maus war nach Abschluss der CPZ-Behandlung in den
Vestibulariskernen nur eine schwache endogene Sulfatidspeicherung vorhanden. (B) Nach Behandlung mit CPZ
war deutlich mehr Speichermaterial angeférbt worden. Maf3stabsbalken entsprechen 200 pm. Quelle: KBR-4-12-
602; G. Paxinos, K. B. Franklin: The mouse brain in stereotaxic coordinates. San Diego, San Francisco, New
York, Boston, London, Sydney, Tokyo: Academic Press, 2001, 2. Auflage, pp. 130.

A) B)

Abbildung 47: Cuprizon-induzierte und endogene Sulfatidspeicherung im Gehirn der ASA(-/-)-Maus. (A)
CPZ-induzierte Sulfatidspeicherung nach Abschluss der ersten Didt-Phase. (B) Endogene Sulfatidspeicherung im
Gehirn einer 23 Monate alten ASA(-/-)-Maus. Quelle: KBR-3-205-511.

Die folgenden Abbildung 48 bis Abbildung 50 geben einen vergleichenden Uberblick tiber die
AZB-Farbungen aller behandelten Tiergruppen.
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Abbildung 48: Cuprizon-induzierte Sulfatidspeicherung im Corpus callosum konventioneller MLD-M&ause
nach einfacher Behandlung. (A, B) In ASA(+/-)-Mausen konnte kein Sulfatid-haltiges Speichermaterial mit AZB
angefarbt werden, da die Aktivitit der ASA ausreichte, anfallende Myelintrimmer riickstandslos abzubauen.
(C, D) In ASA(-/-)-Mausen fuhrte die Behandlung mit CPZ zu einer verstarkten Speicherung von Sulfatid im CC.
Die endogene Speicherung in Mock-behandelten M&usen war deutlich schwéacher, aber bereits vorhanden. Es
bestand kein Unterschied zwischen der rostral und kaudal vom Bregma gelegenen Schnittebene. Nach Abschluss
der Erholungsphase schien die AZB-Farbung weniger diffus, sondern konzentriert auf groRe, dunkel gefarbte
Kompartimente. Die Morphologie lie3 darauf schlieRen, dass es sich dabei um Mikrogliazellen handelte. Die
MaRstabsbalken entsprechen 100 um. Quelle: (A) KBR-4-4-592, KBR-4-4-592 KBR-3-90-428, KBR-4-4-592, (B)
KBR-2-201-284, KBR-4-213-749, KBR-3-205-511, KBR-4-15-604, (C) KBR-4-4-592, KBR-3-90-428, KBR-4-4-
592, KBR-4-4-592, (D) KBR-3-205-511, KBR-3-205-511, KBR-3-90-428, KBR-4-213-749.
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Abbildung 49: Cuprizon-induzierte Sulfatidspeicherung im Corpus callosum konventioneller MLD-M&ause
nach wiederholter Behandlung. (A, B) In ASA(+/-)-Mausen konnte auch nach wiederholter Behandlung mit CPZ
kein Sulfatid-haltiges Speichermaterial angefarbt werden. (C, D) In ASA(-/-)-Mausen fihrte die wiederholte
Behandlung mit CPZ nicht zu einer sichtbaren Vermehrung des angeféarbten Speichermaterials. Die endogene
Speicherung in Mock-behandelten Mausen war, verglichen mit dem ersten Behandlungszyklus, verstarkt, aber
immer noch deutlich schwéacher als in CPZ-behandelten Mausen. In der rostral vom Bregma gelegenen Schnitt-
ebene schienen mehr Mikrogliazellen von endogener Sulfatidspeicherung betroffen sein als in der kaudal gelege-
nen Schnittebene. Die Malistabsbalken entsprechen 100 um. Quelle: (A) KBR-4-4-592, KBR-4-4-592, KBR-4-
150-781, KBR-4-100-682, (B) KBR-3-207-514, KBR-3-207-514, KBR-4-150-718, KBR-4-100-682 (C) KBR-3-268-
569, KBR-4-4-592, KBR-4-137-708, KBR-4-101-686, (D) KBR-3-268-569, KBR-3-232-537, KBR-4-137-708, KBR-
4-101-686.
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Abbildung 50: Cuprizon-induzierte Sulfatidspeicherung im Corpus callosum CST-transgener MLD-M&use.
(A, B) In tgASA(+/-)-Méausen konnte mit AZB kein Sulfatid-haltiges Speichermaterial angefarbt werden. (C, D) In
tgASA(-/-)-Méausen fiihrte die Behandlung mit CPZ zu einer verstarkten Speicherung von Sulfatid im CC. Die
endogene Speicherung in Mock-behandelten Mausen war im Vergleich deutlich schwécher, aber bereits vorhan-
den. Es bestand kein Unterschied zwischen der rostral und kaudal vom Bregma gelegenen Schnittebene. Nach
Abschluss der Erholungsphase schien die AZB-Farbung weniger diffus, sondern konzentriert auf grof3e, dunkel
gefarbte Kompartimente. Die Morphologie lie? darauf schliel3en, dass es sich dabei um Mikrogliazellen handelte.
Im Vergleich zu konventionellen ASA(-/-)-Mausen war die endogene Sulfatid-Speicherung deutlich starker und
mehr gefarbte Mikrogliazellen vorhanden. Im Vergleich von rostral und kaudal vom Bregma gelegener Schnitt-
ebene schien die endogene Speicherung in der rostral gelegenen Schnittebene stéarker. Die Malistabsbalken
entsprechen 100 pm. Quelle: (A) KBR-4-4-592, KBR-4-10-598, KBR-4-4-592, KBR-4-4-592, (B) KBR-2-201-284,
KBR-4-213-749, KBR-4-213-749, KBR-4-10-598 (C) KBR-4-4-592, KBR-4-4-592, KBR-4-4-592, KBR-4-4-592, (D)
KBR-4-32-625, KBR-4-213-749, KBR-3-205-511, KBR-3-220-528.
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In ASA-heterozygoten Mausen war keine Sulfatidspeicherung vorhanden (Abbildung 48 A &
B, Abildung 49 A & B, Abbildung 50 A & B). Die Enzymaktivitat der ASA reichte aus, das
Sulfatid anfallender Myelintrimmer komplett abzubauen. In konventionellen wie transgenen
ASA-defizienten Mausen hingegen zeigte die AZB-Farbung nach Behandlung mit CPZ eine
deutlich verstarkte Akkumulation von Speichermaterial (Abbildung 48 C & D, Abbildung 49 C
& D, Abbildung 50 C & D).

Das Speichermaterial war morphologisch nicht homogen. Ein Grof3teil stellte sich in
Form grof3er runder Kompartimente kraftiger Farbung dar. Basierend auf den Untersuchun-
gen von Wittke et al. zur zelltypischen Morphologie von Speichermaterial in der AZB-
Farbung konnten diese Kompartimente mit hoher Wahrscheinlichkeit als speichernde
Mikrogliazellen identifiziert werden.'® Neben den Sulfatideinschliissen in den Mikrogliazellen
trat eine diffuse Farbung auf, die im Zuge der Erholungsphase deutlich abnahm. Sich auf die
Ergebnisse von Wittke et al. stitzend, kénnte es sich dabei um Sulfatideinschliisse in Oli-
godendrozyten oder Astrozyten handeln. Oligodendrozyten sind einer der ersten Zelltypen,
die in der ASA(-/-)-Maus von Sulfatidspeicherung betroffen sind, weshalb ihre charakteris-
tisch diffuse Farbung auch in Mock-behandelten ASA(-/-)-M&use zu sehen war (Abbil-
dung 48 C & D).

Warum der Anteil der diffusen Farbung tber die Erholungsphase abnahm, ist unklar. Da
auch die Zahl der Zellkerne im CC wahrend der Erholungsphase abnahm (Abbildung 41),
kann vermutet werden, dass Zellen mit diffusem Speichermaterial, eventuell apoptotische
Oligodendrozyten, phagozytiert wurden. Insgesamt schien es, als ob sich das Speichermate-
rial wahrend der Erholungsphase lokal konzentriere, so dass grof3e Kompartimente intensi-
ver Farbung entstehen. Es ist beschrieben worden, dass aktivierte Mikroglia im Gewebe
akkumulieren, um degenerierende Neuronen zu phagozytieren (Neuronophagie). Méglicher-
weise entstanden im Zuge der Erholungsphase solche Cluster von Mikrogliazellen, die in der
AZB-Farbung als lokale Haufung von gefarbtem Speichermaterial erschienen. Eine tber die
Erholungsphase anhaltende Hypomyelinisierung, wie sie die Ergebnisse der Proteinquantifi-
zierung vermuten lassen, konnte das einer Neuronophagie zugrundeliegende Auftreten
dystrophischer und apoptotischer Axone induzieren.

Die Wiederholung der CPZ-Behandlung (Abbildung 49) erzeugte wider Erwarten keine
deutliche Vermehrung des Speichermaterials. Auch im zweiten Behandlungszyklus
schien das Speichermaterial wahrend der Erholungsphase weniger zu werden und sich in
grofRen Kompartimenten zu sammeln (Abbildung 49 C & D).

Die AZB-Farbung der Gewebeschnitte tgASA(-/-)-Méause zeigte ebenfalls keine deutlich
gesteigerte Menge von Speichermaterial nach Behandlung mit CPZ, obwohl die Menge des

endogenen Speichermaterials in der tgASA(-/-)-Maus etwa zweimal so hoch ist, wie in kon-
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ventionellen ASA(-/-)-Mausen'®’. Die AZB-Farbung der endogene Sulfatidspeicherung
hingegen war, wie in Abbildung 50 C & D gezeigt, in CST-transgenen Mausen deutlich
starker als in gleichaltrigen ASA(-/-)-Mausen (Abbildung 48 C & D).

Insgesamt bestatigten die Ergebnisse der AZB-Farbung die Hypothese, dass der Abbau von
Myelintrimmern in ASA-defizienten Mausen zur verstarkten Akkumulation von sulfatidhalti-
gem Speichermaterial fuhrt. Allerdings war den Farbungen keine Information Uber die
Menge des akkumulierenden Materials zu entnehmen. Diese Information ist von Interesse,
um den Zusammenhang zwischen Menge des Speichermaterials und De- bzw. Remyelinisie-
rung im Hirn verstehen zu kdnnen.
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4.7  Lipidanalytik

Die im vorangehenden Kapitel beschriebene CPZ-induzierte Sulfatidspeicherung kann nicht
Uber die AZB-Farbung quantifiziert werden. Um die Menge des CPZ-induzierten Speicher-
materials zu quantifizieren und zu Uberprifen, ob die Behandlung mit CPZ weitere Effekte
auf die Lipidzusammensetzung des Gehirns hatte, wurden Lipidextrakte aus Gehirn sowohl

chromatographisch, als auch massenspektrometrisch untersucht.

4.7.1 Altersabhangige Veranderungen

47.1.1 Densitometrische Analyse

Um einen Uberblick Uber die altersbedingten Veranderungen der Lipidzusammensetzung
des Gehirns zu erhalten und CPZ-induzierte Veré&nderungen besser beurteilt zu kdnnen,
wurden Lipidextrakte aus Gehirn sieben und 52 Wochen alter ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Mause
gewonnen. Die Lipidextrakte wurden, wie in Abbildung 51 gezeigt, per TLC nach steigender
Hydrophobie aufgetrennt. Cholesterol, Sulfatid und Galaktosylceramid (GalCer) wurden

densitometrisch quantifiziert.

Chol [ — Chol
GalCer GalCer?
GalCer®
Sulft
Sulf Sulfd
—_— — | =] | = Auftragungspunkt

Std.  (+-) (<) (H-) (-F)
7 Wochen 52 Wochen

Abbildung 51: Dunnschichtchromatographische Auftrennung von Lipidextrakt aus Gehirn. Zur Vereinfa-
chung der Darstellung wurde nur eine Spur je Tiergruppe abgebildet. Auftragungsmenge normiert auf Protein-
gehalt des zur Lipidextraktion verwendeten Gewebehomogenats [= 80 pg]. Bei Auftrennung nach steigender
Hydrophobie lauft Cholesterol knapp unter der Laufmittelfront als erste Bande, es folgen GalCer, Sulfatid und die
Phospholipide. GalCer und Sulf erscheinen als Doppelbanden. Die Spezies der unteren Banden sind durch
Modifikationen wie Hydroxylgruppen oder kiirzere Fettsauren weniger hydrophob (GalCer? = nicht hydroxyliert,
GlaCer® = hydroxyliert, Sulf¢ = nicht hydroxyliert langkettig, Sulfd = hydroxyliert langkettig und nicht hydroxyliert
kurzkettig). In der 52. Lebenswoche war die Sulfatidspeicherung in ASA(-/-)-Mausen auf der TLC-Platte mit
bloBem Auge zu erkennen. Gleichzeitig war die Intensitdt der GalCer-Banden gegenuber ASA(+/-)-Mausen
reduziert. Chol = Cholesterol, GalCer = Galaktosylceramid, Std = Standard, Sulf = Sulfatid. Quelle: KBR-4-175-
729.

Die oberste Bande der TLC entspricht Cholesterol, dem unpolarsten Bestandteil des Lipidex-

trakts. Es folgen GalCer und Sulfatid. Beide Substanzen erscheinen in der Dinnschicht-

107



De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

chromatographie als Doppelbande. Die unterschiedlichen Spezies dieser Stoffklassen kon-
nen Hydroxygruppen oder variable Fettsdurereste besitzen, die ihre Polaritéat beeinflussen.
Die hydrophoberen Spezies (lange Fettsauren bzw. keine Hydroxygruppen) befinden sich
jeweils in der oberen Bande. Die densitometrische Auswertung der TLC ist in Abbildung 52

dargestellt.

A) Altersabhangigkeit von Cholesterol- und Sulfatidkonzentration
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Abbildung 52: Einfluss von Alter und Genotyp auf die Lipidzusammensetzung im Gehirn der Maus. Densi-
tometrische Auswertung (ImageJ) der TLC von Lipidextrakt aus Gehirn. (A) Die absolute Quantifizierung von
Cholesterol zeigte, dass Alter und Genotyp keinen Einfluss auf den Cholesterolgehalt im Gehirn der Maus hatten.
Wahrend der Sulfatidgehalt im Gehirn der ASA(+/-)-Maus ebenfalls konstant war, konnte im Gehirn der ASA(-/-)-
Maus eine durch die Akkumulation von Speichermaterial hervorgerufene Verdopplung des Sulfatidgehalts beo-
bachtet werden. (B) Da der Cholesterolgehalt von Alter und Genotyp unabh&angig war, konnte der Gehalt von
Sulfatid und GalCer auf den Cholesterolgehalt normiert werden. Entsprechend der absoluten Quantifizierung von
Sulfatid (A) zeigte die relative Bestimmung die Verdopplung des Sulfatidgehalts im ersten Lebensjahr der ASA(-/-
)-Maus. In ASA(+/-)-Méusen war der relative Sulfatidgehalt konstant. Der relative Gehalt an GalCer verhielt sich
umgekehrt: Im Gehirn der ASA(-/-)-Maus war der GalCer-Gehalt konstant, Im Gehirn der ASA(+/-)-M aus konnte
ein Anstieg nachgewiesen werden. (C) Das Verhdltnis von Sulfatid zu GalCer ist ein empfindliches MaR fir die
Veranderung des Lipidstoffwechsels in der ASA(-/-)-Maus. Schon im Alter von sieben Woche war eine signifikan-
te Erhdhung des Quotienten in ASA(-/-)-Mausen nachweisbar, obwohl zuvor (A, B) in dieser Altersstufe keine
Akkumulation von Sulfatid gemessen werden konnte. Die Anzahl der biologischen Replikate war pro Gruppe
N = 3, aul3er in ASA(+/-), 52 Wochen (N = 2) und ASA(-/-), 52 Wochen Anzahl (N = 4). Die Fehlerbalken entspre-
chen der Standardabweichung vom Mittelwert. Zur Uberpriifung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger Stu-
dent’scher t-Test unter Annahme der Homoskedastizitat durchgefuhrt. Signifikant (p < 0,05) waren alle mit einem
Stern gekennzeichneten Unterschiede. Quelle: KBR-4-175-729.

108



De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

Da keine Abh&ngigkeit des Cholesterolgehalts von Alter und Genotyp nachgewiesen werden
konnte, wurde Cholesterol fur alle folgenden TLCs als Bezugspunkt zur relative Quantifizie-
rung von Sulfatid und GalCer im Gehirn genutzt. Dass diese Vorgehensweise korrekt ist,
zeigt auch der Vergleich absoluter und relativer Quantifizierung von Sulfatid in Abbil-
dung 52 A & B. Beide Methoden fihren zum selben Ergebnis: Wéahrend der Sulfatidgehalt im
Gehirn der ASA(+/-)-Maus zwischen siebter und 52. Lebenswoche konstant war, stieg er im
Gehirn der ASA(-/-)-Maus im Zuge der Akkumulation von Sulfatid-haltigem Speichermaterial
um etwa 75 % (Abbildung 52 A & B) an.

Neben Sulfatid wurde auch der Gehalt von GalCer bestimmt. GalCer wird im Gehirn haupt-
sachlich von Oligodendrozyten produziert und stellt die direkte Vorstufe von Sulfatid dar. Im
MLD-Mausmodell ist der GalCer-Gehalt im Gehirn reduziert.'®® Dementsprechend war im
Gehirn der ASA(-/-)-Maus zwischen siebter und 52. Lebenswoche keine signifikante Zunah-
me des GalCer-Gehalts messbar, wahrend er im Gehirn der ASA(+/-)-Maus um etwa 10 %
stiegt.

Bildet man den Quotienten aus Sulfatid- und GalCer-Gehalt, so erhalt man ein empfindli-
cheres Mald fir die Veradnderung des Lipidstoffwechsels in der ASA(-/-)-Maus als durch
direkte Quantifizierung der Lipide. Schon im Alter von sieben Wochen war, wie in Abbil-
dung 52 C dargestellt, das Verhdltnis von Sulfatid zu GalCer in ASA(-/-)-Mausen erhoht,
obwohl weder Sulfatid-, noch GalCer-Gehalt zu diesem Zeitpunkt gegentiber ASA(+/-)-
Mausen signifikant verandert waren. Die CPZ-Behandlung beginnt mit dem Abschluss der
siebten Lebenswoche, der Lipidhaushalt der ASA(-/-)-Maus war also schon vor Beginn der
CPZ-Behandlung nachweislich verandert. Moglicherweise haben diese Veradnderungen
Einfluss auf De- und Remyelinisierung.

Nach Abschluss des ersten Lebensjahres war das Verhaltnis von Sulfatid zu GalCer in
ASA(-/-)- gegenliber ASA(+/-)-Mausen um das 2,5-fache erhonht.

4.7.1.2 Massenspektrometrische Analyse

4.7.1.2.1 Uberpriifung des linearen Zusammenhangs von Signalintensitat und Stoff-
konzentration im Massenspektrum

Um Aussagen Uber die Konzentration eines Analyten mittels seiner Signalintensitat im Mas-

senspektrum zu treffen, muss ein linearer Zusammenhang zwischen Stoffmenge und Intensi-

tat bestehen. Zur Uberpriifung, ob die gewéahlten Messbedingungen fiir diese Art der Analyse

geeignet waren, wurde eine Kalibrierreihe von N-Dodecanoylsulfatid (C12:0-Sulfatid) im

Bereich von 0-1000 pmol gemessen.
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1000 - Abbildung 53: ESI-MS-Kalibriergerade von N-
Dodecanoylsulfatid.
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Wie in Abbildung 53 gezeigt, konnte fir den gesamten Messbereich von 0-1000 pmol ein
linearer Zusammenhang zwischen Signalintensitat und Stoffmenge nachgewiesen werden.
Alle im Folgenden gezeigten Signalintensitdten sind demnach als direkt proportional zur

Stoffmenge zu verstehen.

4.7.1.2.2 Identifizierung von N-Tetracosenoylsulfatid und N-Octadecanoylsulfatid im
Massenspektrum von Lipidextrakt aus Gehirn
Eine Reihe von Publikationen hat sich in der Vergangenheit bereits ausfuhrlich mit der mas-
senspektrometrischen Identifizierung und Quantifizierung von Sulfatiden in biologische Pro-
ben auseinander gesetzt, so dass die Etablierung der hier verwendeten Methode vor allem
auf der Vorleistung durch Hsu et al.1®® sowie Whitfield et al.}?® beruhte. Zur Validierung der
gewahlten Einstellungen wurde die Identitdt zweier Sulfatid-Molekilsignale mit Masse-zu-
Ladung-Verhaltnis (m/z) 888 und m/z 806 im Massenspektrum von Gehirn-Lipidextrakt einer
zwolf Monate alten ASA(-/-)-Maus mittels Fragmentierung Uberprft. Abbildung 54 zeigt die

aufgenommenen Fragmentierungsmuster.
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Abbildung 54: MS2-Spektrum von Lipidextrakt aus Gehirn. Fragmentierung der Molekilionen (schwarze
Raute) (A) m/z 888 und (B) m/z 806. Die bezeichneten Signale konnten spezifischen Fragmentionen zugeordnet
werden. Die Fragmentierungskaskade m/z 568 — 540 — 522 war in beiden Spektren detektierbar und entspricht
dem Zerfall von Lysosulfatid. m/z = Masse-zu-Ladung-Verhaltnis. Quelle: KBR-4-198-741.

Obwohl es sich um unterschiedliche Sulfatide handelt, ist ihnen die Fragmentierungs-

kaskade m/z 568 — 540 — 522 gemein. Wie im Folgenden gezeigt wird, handelt es sich dabei
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um den Zerfall von Lysosulfatid, anhand dessen Sulfatide im Massenspektrum zuverlassig

identifiziert werden konnen.

Da die Sulfat-Gruppe des Sulfatid-Molekiils leicht negativ ionisierbar ist, wurden alle Spek-
tren im Negativ-Modus des Massenspektrometers aufgenommen. Alle detektierten lonen
tragen eine negative Gesamtladung. In Sulfatid-Molekilionen [M-H] kann die negative La-
dung sowohl an der Sulfat-Kopfgruppe als auch am Stickstoff- bzw. Sauerstoffatom der
Peptidbindung lokalisiert sein, wie in Abbildung 55 am Beispiel von N-Tetracosenoylsulfatid
(C24:1-Sulfatid) gezeigt.

Abbildung 55: N-Tetracosenoylsulfatid-Molekilion [M-H]- mit m/z 888. Dem Fragmentierungsmuster unter
Abb. 47 A zugrunde liegendes Molekiilion. Sulfatide sind durch das Vorhandensein der Sulfat-Kopfgruppe leicht
negativ ionisierbar. Die resultierende negative Ladung kann an unterschiedlichen Stellen im Molekul lokalisiert
sein.

Je nach Lokalisation der Ladung kdnnen unterschiedliche Fragmentionen detektiert werden,
wie in Abbildung 56 dargestellt.
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Durch Abspaltung von 2-Hexadecenal aus dem Molekilion [M-H]" m/z 888 entsteht das
Fragment-lon m/z 650. Im nachsten Reaktionsschritt wird 3-O-sulfogalaktose abspalten. Es
entstehen zwei Fragmentionen m/z 259 (3-O-sulfogalaktose-lon) und m/z 390 (Abbil-
dung 54 A), die beide eine negative Ladung tragen und somit detektiert werden kdnnen. N-
Octadecanoylsulfatid (C18:0-Sulfatid) mit m/z 806 zerfallt analog in die Fragmentionen
m/z 568 und m/z 308 (Abbildung 54 B).

Alternativ zum Fragmentierungsschema in Abbildung 56 kann der Zerfall des Molekilions

auch mit dem Verlust der Fettsaurekette beginnen, wie in Abbidlung 57 dargestellt.
OHOH HN)WNVW/W
&&o

o
7O*£ W m/z 888
|| OH
OH HN
© o}
o4 © S miz 568
I OH
OH
o Q
oé%odﬁ/ww m/z 540
Il OH
o}

o4 °© =~ miz 522
0

I OH
OH
OOH NH
o]
'o—‘s‘, O\)l\ m/z 300
[ OH
o]

Abbildung 57: Sulfatid-spezifische Fragmentierungskaskade. Durch Abspaltung der Fettsdure aus einem
Sulfatid-Molekilion entsteht das Lysosulfatid-lon (m/z 540). Die Differenz Am/z von Molekilion und Lysosulfatid-
lon ermdglicht die genaue Identifizierung der fragmentierten Sulfatidspezies

Es resultiert das Fragmention m/z 540, das 3-O-sulfogalatosylsphingosin- oder Lysosul-
fatid-lon. Dieser Fragmentierungsschritt kann in zwei Stufen ablaufen, wenn zunachst der
Neutralverlust der Fettsaure-Kohlenstoffkette an a-Position zum Heteroatom erfolgt. Das
resultierende Fragmention m/z 568 reagiert dann unter Abspaltung von Kohlenstoffmonooxid
zum Lysosulfatid-lon m/z 540. Die Abspaltung von Wasser aus dem Lysosulfatid-lon fuhrt
zur Bildung des signalstarksten Fragmentions m/z 522. Wird nicht Wasser, sondern die

Acylkette des Sphingosins abgespalten, entsteht das Fragment-lon m/z 300, welches dem 1-
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O-2"-aminoethenylgalaktosyl-3-sulfat-lon entspricht. Das Sulfat-lon (m/z 97) kann aufgrund
der Begrenzung des Messbereichs auf m/z 200-1000 nicht als Fragmention detektiert wer-

den.

Die in Abbildung 57 gezeigte Fragmentierungskaskade m/z 568 — 540 — 522 — 300 ist
typisch fir alle Sulfatide und kann als Identifizierungsmerkmal genutzt werden (Abbil-
dung 54). Die Differenz zwischen Molekulsignal [M-H]- und Lysosulfatid-lon gibt dabei Auf-
schluss Uber die an Sphingosin gebundenen Fettsdure. Fir das betrachtete Molekdlion
m/z 888 entspricht die Differenz (Am/z = 348) dem Molekulargewicht der Nervonsaure
(C24:1-Fettsaure, M =366,6 g/mol) minus dem Molekulargewicht von Wasser (M = 18,0
g/mol), das bei der Bildung der Peptidbindung zwischen Sphingosin und Fettsdure abgespal-
ten wird. Das untersuchte Molekillsignal m/z 888 kann eindeutig als C24:1-Sulfatid
identifiziert werden.

Die Differenz zwischen dem Molekulsignal m/z 806 und dem Lysosulfatid-lon betragt, unter
Berlicksichtigung des abgespaltenen Wassermolekils, Am/z = 284. Dies entspricht der
Molmasse von Stearinsaure (C18:0-Fettsaure, M = 284,5 g/mol). Das untersuchte Molkul-
signal m/ 806 kann eindeutig als C18:0-Sulfatid identifiziert werden.

Die ausgewahlten Molekiilsignale konnten in Ubereinstimmung mit diversen Publikationen
zweifelsfrei als C24:1- und C18-8-Sulfatid identifiziert werden, so dass die hier entwickelte

Methode zur Quantifizierung dieser Sulfatidspezies im Gehirn angewendet werden konnte.

4.7.1.2.3 Einfluss von Alter und Genotyp auf das Verhéltnis von C18:0- zu C24:1-
Sulfatid im Gehirn der Maus

Im Gehirn ist das Verhaltnis kurzkettiger Sulfatide zu langkettigen Sulfatide altersabhan-
gig.**! In jungen Mausen ist der Anteil kurzkettiger Sulfatide hoch und sinkt wéahrend der
Reifung des Gehirns. Der Anteil an langkettigen Sulfatiden hingegen ist konstant. Mit der
Reifung des ZNS ist daher eine Abnahme des Verhéltnisses von C18:0- zu C24:1-
Sulfatid zu beobachten.

Nachdem die Molekilionen m/z 806 und m/z 888 zweifelsfrei als C18:0- und C24:1-Sulfatid
identifiziert wurden, konnte das relative Vorkommen von C18:0- und C24:1-Sulfatid im Ge-
hirn-Lipidextrakt sieben und 52 Wochen alter ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Mause massenspekt-
rometrisch bestimmt und Genotyp-spezifische Verdnderungen genauer charakterisiert

werden. Abbildung 58 fasst die Ergebnisse zusammen.
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Abbildung 58: Einfluss von Alter und Genotyp auf das Verhdltnis von C18:0- zu C24:1-Sulfatid im Gehirn
der Maus. Quotient der absoluten Signalintensitdten. Unabhangig vom Genotyp nahm das C18:0-/C24:1-Sulf-
Verhaltnis im Gehirn mit steigendem Alter ab. Im Vergleich mit ASA(+/-)-Mausen war das Verhaltnis im Gehirn
der ASA(-/-)-Maus in beiden Altersstufen héher. Die Anzahl der biologischen Replikate war pro Gruppe N = 3,
auBBer in ASA(+/-), 52 Wochen (N = 2) und ASA(-/-), 52 Wochen Anzahl (N = 4). Die Fehlerbalken entsprechen
der Standardabweichung vom Mittelwert. Zur Uberpriifung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger Student’scher t-
Test unter Annahme der Homoskedastizitat durchgefuhrt. Signifikant (p < 0,05) waren alle mit einem Stern ge-
kennzeichneten Unterschiede. Sulf = Sulfatid. Quelle: KBR-4-170-728.

Sowohl in ASA(+/-)- als auch ASA(-/-)-Mausen nahm das Verhdltnis von C18:0- zuC24:1-
Sulfatid entsprechend den Informationen aus der Literatur im Zeitraum zwischen siebter und
52. Lebenswoche ab (Abbildung 58). Die in Abbildung 59 dargestellte Auswertung der Sig-
nalintensitdten gab Aufschluss Uber die Verdnderung der Konzentration der einzelnen Sul-

fatide.
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B) Genotyp-abhangige Unterschiede der Expression einzelner Sulfatid-Spezies
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Abbildung 59: Einfluss von Alter und Genotyp auf die relativen Signalintensitaten von C18:0- und C24:1-
Sulfatid im Massenspektrum von Lipidextrakt aus Gehirn. Signalintensitaten normiert auf Feuchtgewicht,
angegeben in [Zahlimpulse/mg]. (A) In ASA(+/-)-Mausen war eine altersabhangige Abnahme von C18:0-Sulfatid
zu beobachten, wahrend der Gehalt an C24:1-Sulfatid konstant blieb. In ASA(-/-)-M&usen zeigt die graphische
Darstellung zwar eine Zunahme von C18:0-, wie auch C24:1-Sulfatid, aufgrund der hohen Standardabweichung
konnte aber keine Signifikanz festgestellt werden. (B) Der Vergleich von ASA(+/-)- und ASA(-/-)-M&usen zeigte,
dass sowohlder Gehalt von C18:0-, als auch C24:1-Sulfatid im Gehirn 7 Wochen alten ASA(-/-)-M&usen reduziert
war. In alteren Tieren war kein signifikanter Unterschied zwischen ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Mausen vorhanden,
aber auch hier erschwerte die hohe Standardabweichung die Interpretation der Daten. Die Anzahl der biologi-
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schen Replikate war pro Gruppe N = 3, au3er in ASA(+/-), 52 Wochen (N = 2) und ASA(-/-), 52 Wochen Anzahl
(N = 4). Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung vom Mittelwert. Zur Uberpriifung der Signifikanz
wurde ein zweiseitiger Student’scher t-Test unter Annahme der Homoskedastizitdt durchgefiihrt. Signifikant
(p < 0,05) waren alle mit einem Stern gekennzeichneten Unterschiede. Mit einem in Klammern gesetzten Stern
gekennzeichnet sind nicht signifikante Veranderungen im Konfidenzintervall 0,05 < p < 0,10. Quelle: KBR-4-170-
728.

In Ubereinstimmung mit den Daten von Isaac et al.}*?> nahm die Konzentration von C18:0-
Sulfatid im Gehirn der ASA(+/-)-Maus im Zeitraum zwischen 7. und 52. Lebenswoche ab
(Abbildung 59 A). Die Konzentration von C24:1-Sulfatid hingegen verénderte sich nicht.

Die Reduktion kurzkettiger Sulfatide wird allgemein mit dem Reifungsprozess des ZNS in
Verbindung gebracht, ohne dass der verantwortliche Mechanismus genauer bekannt ware.
Unter anderem hatte die Analyse der Lipid-Rafts im Gehirn gezeigt, dass auch die Zusam-
mensetzung der Rafts einer entsprechenden altersabhéngigen Veranderung unterliegt.*'® Im
unreifen Gehirn der Maus (P3) liegt der Anteil kurzkettiger Lipide in den Lipid-Rafts bei
75 %. Im voll myelinisierten Gehirn (6 Monate) hingegen liegt der Anteil langkettiger Sul-
fatide in den Lipid-Rafts bei 75 %. C18:0-Sulfatid scheint demnach mit den Lipid-Rafts in
Membranen assoziiert zu sein, die nicht zum reifen Myelin zahlen.

Im Gehirn der ASA(-/-)-Maus war keine altersabhéngige Abnahme von C18:0-Sulfatid
zu beobachten (Abbildung 59 A), was aus dem Fehlen der Fahigkeit zum Abbau von Sul-
fatid resultiert. Der aus der Akkumulation von Speichermaterial resultierende Anstieg von
C18:0-Sulfatid war jedoch nicht mit Signifikanz nachzuweisen.

Dass C18:0-Sulfatid eine Komponente des Speichermaterials ist, konnte durch Uberexpres-
sion von UDP-Galaktose : Ceramid Galaktosyltransferase (CGT) unter Kontrolle eines Neu-
ronen-spezifischen Promotors in der ASA(-/-)-Maus bewiesen werden. Die CGT katalysiert
die Synthese von Galaktosylceramid aus Ceramid. Die Bildung von C18-Ceramid, der Vor-
stufe von C18:0-GalCer und somit C18:0-Sulfatid, wird durch das Stearoyl-CoA-spezifische
Enzym Ceramidsynthase 1 (Cersl) katalysiert.'** Da Neuronen eine Reihe von Sphingolipi-
den auf C18:0-Basis synthetisieren, exprimieren sie ein hohes Level von Cers1.1*® Bei Uber-
expression von CGT in den Neuronen der ASA(-/-)-Maus kommt es daher zu einer
vermehrten Speicherung von C18:0-Sulfatid in den Neuronen.'® Die neuronale Akkumulati-
on von C18:0-Sulfatid fuhrt zu einer gegeniber der konventionellen ASA(-/-)-Maus signifikan-
ten Reduktion der Lebensdauer, begleitet von axonaler Degeneration und Defiziten der

neuromotorischen Koordination, aber ohne Demyelinisierung.

Der direkte Vergleich der Signalintensitaten zwischen ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Mausen (Abbil-
dung 59 B) zeigte Uberaschenderweise, dass sowohl der Gehalt von C18:0-, als auch C24:1-
Sulfatid im Gehirn der ASA(-/-)-Maus im Alter von sieben Wochen signifikant geringer war als

in der ASA(+/-)-Maus (Abbildung 59 B). Diese Beobachtung kann als weiterer Hinweis darauf
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interpretiert werden, dass die Myelinisierung des Gehirns in der ASA(-/-)-Maus zu Beginn der

CPZz-Diat weniger weit fortgeschritten war als in der ASA(+/-)-Maus.

Wie auch fir das Verhdltnis von Sulfatid zu GalCer zeigte sich, dass der Quotient von
C18:0- und C24:1-Sulfatid ein empfindlicheres Mal3 fur die Veranderungen des Lipid-
haushaltes in der ASA(-/-)-Maus war als die Konzentrationen der einzelnen Sul-
fatidspezies, denn das C18:0-/C24:1-Sulf-Verhaltnis war in ASA(-/-)-Mausen sowohl im
Alter von sieben, als auch 52 Wochen signifikant erhéht (Abbildung 60), obwohl die Konzent-

rationen der Sulfatidspezies zu einem grofRen Teil nicht signifikant verandert waren.

4.7.2 Cuprizon-induzierte Veranderungen der Lipidzusammensetzung des Gehirns
4.7.2.1 Densitometrische Analyse

Um den CPZ-induzierte Abbau von Myelin tber die Konzentration der Myelinbestandteile
Sulfatid und GalCer nachzuverfolgen, wurden Lipidextrakte aus Gehirn CPZ- und Mock-
behandelter Mause gewonnen und mittels TLC nach steigender Hydrophobie aufgetrennt.
Die Konzentrationen von Cholesterol, Sulfatid und GalCer wurden densitometrisch bestimmit.

4.7.2.1.1 Konventionelles MLD-Mausmodell

Abbildung 60 zeigt exemplarisch die dinnschichtchromatpgraphische Auftrennung der Lip-
idextrakte aus dem Gehirn doppelt behandelter MLD-Mause. In ASA(+/-)-Mausen war auch
nach wiederholter CPZ-Behandlung mit bloBRem Auge keine der Lipidbanden erkennbar in
ihrer Intensitat verandert (Abbildung 60 A). In CPZ-behandelten ASA(-/-)-Mausen hingegen
war die Intensitat der GalCer-Banden sichtbar reduziert (Abbildung 60 B). Die densitometri-

sche Auswertung der TLC, gezeigt in Abbildung 62, bestétigte diese Beobachtung.
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Abbildung 60: Dinnschichtchromatographische Auftrennung von Lipidextrakt aus Gehirn doppelt behan-
delter konventioneller MLD-Méause. Die Auftrennung erfolgte nach steigender Hydrophobie. Auftragungsmenge
normiert auf den Gesamtproteingehalt des zur Lipidextraktion verwendeten Gewebehomogenats [= 80 pg]. (A) In
ASA(+/-)-Mausen war mit bloBem Auge keine CPZ-induzierte Veranderung der Zusammensetzung der Lipidex-
trakte zu erkennen. (B) In CPZ-behandelten ASA(-/-)-Mausen war die Intensitat der GalCer-Bande gegeniber der
Mock-behandelten Gruppe reduziert. Chol = Cholesterol, EP = Erholungsphase, GalCer = Galaktosylceramid, PC
= Phosphatidylcholin, Std = Standard, Sulf = Sulfatid. Quelle: KBR-4-164-725, KBR-4-155-721

Obwohl Cholesterol im Myelin in hoher Konzentration vorkommt, zeigte die densitometrische
Auswertung der Dunnschichtchromatographien keine Verédnderung des Cholesterolgehalts
im Gehirn CPZ-behandelter Mause (Abbildung 61). Auf Basis dieser Beobachtung konnte

entschieden werden, den Cholesterolgehalt zur Normierung von Sulfatid und GalCer zu

verwenden.

120 1@ crz
e 100 1 mock Abbildung 61: Cuprizon hat keinen Einfluss auf den Cholesterolge-
2 = 80 1 halt im Gehirn der Maus. Densitometrische Auswertung der TLC mittels
E = ImageJ. Cholesterolgehalt normiert auf Proteingehalt [ug/mg]. Am Bei-
= E 60 1 spiel der ASA(-/-)-Maus ist gezeigt, dass die Behandlung mit CPZ keinen
2 40 - Einfluss auf den Cholesterolgehalt im Gehirn hatte und als Bezugspunkt
O fur die relative Quantifizierung von Sulfatid- und GalCer verwendet wer-
20 den kann. Anzahl der biologischen Replikate pro Gruppe N =3. Die
0 - Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung vom Mittelwert. Zur
Diat EP Uberprifung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger Student’scher t-Test

unter Annahme der Homoskedastizitat durchgefiihrt. Chol = Cholesterol,
EP = Erholunasnhase. Ouelle: KBR-4-200-742.
Abbildung 62 gibt einen Uberblick Uber die Auswirkung der CPZ-Behandlung auf die relati-

ven Expressionslevel von Sulfatid und GalCer im konventionellen MLD-Mausmodell.

4.7.2.1.1.1 Kontrollgruppe ASA(+/-)

ASA(+/-)-In Ubereinstimmung mit der Quantifizierung der Myelinproteine (Kapitel 4.5) konnte
in ASA(+/-)-Mausen wahrend des ersten Behandlungszyklus keine Demyelinisierung, ver-
bunden mit dem Verlust von Sulfatid oder GalCer, nachgewiesen werden (Abbildung 62 A &
B). Wie schon in Kapitel 4.5 vermutet, kénnte das Ausmald der Demyelinisierung zu gering,
oder die Remyelinisierung zu effizient gewesen sein, als dass zum Zeitpunkt der Analyse ein

Unterschied zwischen CPZ- und Mock-behandelten Mausen detektiert werden kdnnte.
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Im zweiten Behandlungszyklus war die Proteinexpression von MBP (Abbildung 22 B) und
CNPase in ASA(+/-) Mausen (Abbildung 32 B) nach Abschluss der zweiten Diatphase er-
niedrigt gewesen. Auf Lipidebene konnte kein der Demyelinisierung entsprechender
Verlust von Sulfatid oder GalCer beobachtet werden. Wider Erwarten scheint die Dinn-
schichtchromatographie keine empfindliche Methode zur Detektion von Demyelinisierung zu

sein.
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Abbildung 62: Einfluss der Cuprizon-Behandlung auf den relativen Gehalt von Sulfatid und Galaktosylce-
ramid im Gehirn der konventionellen MLD-Maus. Densitometrische Auswertung (ImageJ) der TLCs von
Lipidextrakt aus Gehirn. Darstellung der Lipidkonzentration in Relation zu Cholesterol. (A) In ASA(+/-)-Mausen
konnte kein mit der Demyelinisierung einhergehender Verlust von Sulfatid nachgewiesen werden. (B) Erst nach
Abschluss der zweiten Erholungsphase war der relative Gehalt an GalCer in CPZ-behandelten ASA(+/-)-Mausen
tendenziell erniedrigt (p = 0,10). (C) In ASA(-/-)-M&usen konnte eine altersabhangige Zunahme von Sulfatid und
(D) GalCer im Gehirn beobachtet werden. Wie in ASA(+/-)-Mé&usen war kein durch Demyelinisierung hervorgeru-
fener Verlust von Sulfatid oder GalCer nachzuweisen, aber die Akkumulation beider Lipide war in CPZ- gegen-
Uber Mock-behandelten Mausen verlangsamt. Anzahl der biologischen Replikate war pro Gruppe N = 3, auf3er in
ASA(+/-), 2. Diat, CPZ (N =4). Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung vom Mittelwert. Zur
Uberpriifung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger Student’scher t-Test unter Annahme der Homoskedastizitat
durchgefiihrt. Signifikant (p < 0,05) waren alle mit einem Stern gekennzeichneten Unterschiede. Mit einem in
Klammern gesetzten Stern gekennzeichnet sind nicht signifikante Verédnderungen im Konfidenzintervall
0,05 < p £0,10. EP = Erholungsphase, GalCer = Galaktosylceramid, Sulf = Sulfatid. Quelle: (A, C) KBR-3-258-
560, KBR-4-164-725, (B, D) KBR-4-200-742, KBR-4-155-721.

4.7.2.1.1.2 Konventionelle MLD-Maus ASA(-/-)
Entsprechend den Ergebnissen der Voruntersuchung zur altersbedingten Veranderung der
Lipidzusammensetzung des Gehirns (Abbildung 52), stieg der Gehalt von Sulfatid im Gehirn

sowohl CPZ-, als auch Mock-behandelter ASA(-/-)-Méause Uber den gesamten Behandlungs-
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zeitraum an (Abbildung 62 C). Im ersten Behandlungszyklus war ein hemmender Effekt
von CPZ auf die Akkumulationsrate von Sulfatid zu beobachten: Wahrend der relative
Sulfatidgehalt in Mock-behandelten Mausen um 48 % anstieg, war die Zunahme von 9 % in
CPZ-behandelten Mausen zwar vorhanden, aber nicht signifikant. Im zweiten Behandlungs-
zyklus hingegen hatte CPZ keinen Einfluss auf die Sulfatid-Akkumulation, die mit 22 % in
Mock- und 24 % in CPZ-behandelten Mausen etwa gleich stark war.

Dass CPZ die Akkumulation von Sulfatid nur im ersten Behandlungszyklus hemmte, weist
darauf hin, dass die Quelle des synthetisierten Sulfatids im ersten und zweiten Behand-
lungszyklus nicht identisch war: Die Behandlung mit CPZ fuhrt zum Absterben von Oli-
godendrozyten.!'” Hemmt CPZ also die Sulfatid-Akkumulation im ersten Behandlungszyklus,
sind myelinisierende Oligodendrozyten in diesem Zeitraum wahrscheinlich die Hauptquelle
des gebildeten Sulfatids. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass die Myelinisierung des
Gehirns in der ASA(-/-)-Maus im ersten Behandlungszyklus noch nicht abgeschlossen war.
Im zweiten Behandlungszyklus wurden die Sulfatid-synthetisierenden Zellen durch Behand-
lung mit CPZ nicht beeintrachtigt. Wahrscheinlich handelte es sich dabei hauptséchlich um
Neuronen und Astrozyten.

Im Gegensatz zu Sulfatid wurde die Akkumulation von GalCer, das ein Marker fur den Myeli-
nisierungszustand des Gehirns ist''8, durch die CPZ-Behandlung sowohl im ersten, als auch
zweiten Behandlungszyklus (Abbildung 62 D) gehemmt. Der GalCer-Spiegel blieb in CPZ-
gegeniber Mock-behandelten Mausen Uber beide Behandlungszyklen erniedrigt. Diese
dauerhafte Reduktion kann als anhaltendende Hypomyelinisierung, also ein Scheitern der
Remyelinisierung interpretiert werden und steht im Einklang mit der Quantifizierung der

Myelinproteine in Kapitel 4.5.

4.7.2.1.1.3 Die relative Expression von Sulfatid zu Galaktosylceramid als Mittel zur Detekti-
on von CPZ-induzierter Demyelinisierung im konventionellen MLD-Mausmodell

Wie in Kapitel 4.7.1.1 gezeigt, ist das Verhéaltnis von Sulfatid zu GalCer ein empfindlicheres
Malf fur die Veranderung des Lipidhaushalts im Gehirn, als die absoluten Konzentrationen
der einzelnen Lipidspezies (Abbidlung 53). Das Verhéltnis verandert sich theoretisch immer
dann, wenn Sulfatid- und GalCer-Gehalt sich unabhéangig voneinander verdndern, wie
Z. B. im Zuge der Akkumulation von Sulfatid-haltigem Speichermaterial. Solang die Verande-
rungen von Sulfatid- und GalCer-Gehalt gleichgerichtet sind, wie es im Falle von De- und
Remyelinisierung zu erwarten ware, bliebe das Verhaltnis konstant. Die nachstehende
Abbildung 63 bestétigt, dass das Verhéltnis der Myelinlipide zueinander kein spezifi-

sches Werkzeug ist, CPZ-induzierte Demyelinisierung abzubilden:
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Abbildung 63: Einfluss von Cuprizon auf das Verhaltnis von Sulfatid zu Galaktosylceramid im Gehirn der
MLD-Maus. Densitometrische Auswertung (ImageJ) der TLCs von Lipidextrakt aus Gehirn. In keiner der behan-
delten Gruppen konnte eine statistisch signifikante Veranderung des Verhaltnisses von Sulfatid zu GalCer nach-
gewiesen werden. Eine Verédnderung tritt theoretisch dann auf, wenn Sulfatid- und GalCer-Gehalt sich
unabhéngig voneinander veréndern. Solang die Veranderung von Sulfatid- und GalCer-Gehalt gleichgerichtet ist,
wie es im Zuge von De- und Remyelinisierung zu erwarten ware, verandert sich das Verhdltnis nicht. (A) Die
tendenzielle Erhéhung des Sulf/GalCer-Quotienten nach Abschluss der zweiten Erholungsphase (p = 0,06) wurde
in der ASA(+/-)-Maus durch den erniedrigten Gehalt von GalCer in CPZ-behandelten verglichen mit Mock-
behandelten Mausen hervorgerufen. (B) Das Verhaltnis von Sulfatid zu GalCer war in ASA(-/-)-Mausen aufgrund
der Akkumulation von Sulfatid generell hdher als in ASA(+/-)-Mausen. Im zweiten Behandlungszyklus fihrte die
CPZ-Behandlung im Gehirn der ASA(-/-)-Maus zu einer tendenziellen Erhéhung des Sulf/GalCer-Verhéltnisses
(2. Diat p = 0,06; 2. EP p = 0,09). Diese Erhthung resultierte aus der Erniedrigung des GalCer-Gehalts bei
gleichbleibendem Sulfatidgehalt. Die Anzahl der biologischen Replikate war pro Gruppe N = 3, auf3er in ASA(+/-),
2. Diat, CPZ (N = 4). Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung vom Mittelwert. Zur Uberpriifung
der Signifikanz wurde ein zweiseitiger Student’scher t-Test unter Annahme der Homoskedastizitat durchgefihrt.
Signifikant (p < 0,05) sind alle mit einem Stern gekennzeichneten Vergleiche. Mit einem in Klammern gesetzten
Stern gekennzeichnet sind nicht signifikante Verdnderungen im Konfidenzintervall 0,05 <p £0,10. EP = Erho-
lungsphase, GalCer = Galaktosylceramid, Sulf = Sulfatid. Quelle: (A) KBR-3-258-560, KBR-4-164-725, (B) KBR-
4-200-742, KBR-4-155-721.

In ASA(+/-)-Mausen war CPZ-induzierte Demyelinisierung bei wiederholter Behandlung tber
den Verlust von MBP und CNPase nachweisbar. Obwohl die Expression der Myelinproteine
nach Abschluss der zweiten Erholungsphase nicht verandert war, Remyelinisierung also
erfolgreich stattgefunden hatte, zeigte das Verhaltnis von Sulfatid zu GalCer eine Tendenz
zur Erhéhung gegeniiber Mock-behandelten ASA(+/-)-Méausen (Abbildung 63 A). Unter Be-
ricksichtigung der in Abbildung 62 dargestellten Daten, war diese Tendenz zur Erh6hung
durch die Reduktion von GalCer bedingt, wahrend der Sulfatid-Gehalt im Gehirn CPZ-
behandelter ASA(+/-)-Mause unverandert war.

In ASA(-/-)-Mausen war CPZ-induzierte Demyelinisierung auf Ebene der Myelinproteine
schon im ersten Behandlungszyklus nachgewiesen worden. Eine Verénderung des Verhalt-

nisses von Sulfatid zu GalCer konnte in diesem Zeitraum nicht gemessen werden (Abbil-
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dung 63 B), denn Sulfatid- und GalCer-Konzentration waren gleichermal3en veré&ndert (Ab-
bildung 62 C & D). Erst im zweiten Behandlungszyklus konnte sowohl nach Abschluss der
Diat, als auch der Erholungsphase eine Tendenz zur Erhéhung des Sulf/GalCer-Quotienten
beobachtet werden. Diese Erhéhung resultierte aus der Hemmung der GalCer-Synthese,
wahrend die Sulfatid-Synthese gegeniber Mock-behandelten Tieren unverandert war (Abbil-
dung 62 C & D).

Es ist bekannt, dass Sulfatidspeicherung in ASA-defizienten Mausen zu einer Reduktion von
GalCer im Gehirn'® und auch im Myelin'? fihrt, ohne dass der genaue Mechanismus hinter
dieser Beobachtung aufgeklart ist. Da der Effekt in CST-transgenen Mausen deutlich starker
ist, scheint eine Konzentrationsabhangigkeit von Sulfatid zu bestehen. Es ist nicht auszu-
schlieen, dass durch CPZ-induzierte Akkumulation von Speichermaterial weniger GalCer
gebildet werden kann. Die Konzentration von GalCer im Gehirn der ASA(-/-)-Maus als Mar-

ker fur den Myelinisierungszustand zu werten, ist demnach nicht unproblematisch.

4.7.2.1.2 CST-transgenes MLD-Mausmodell

Auch die dunnschichtchromatographische Analyse der Lipidextrakte aus dem Gehirn CST-
transgener Mause, dargestellt untenstehend in Abbildung 64, lie@ mit bloRem Auge nur
wenige Rickschlusse auf die Wirkung von CPZ auf die Lipidzusammensetzung des Gehirns
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Abbildung 64: Dinnschichtchromatographische Auftrennung von Lipidextrakt aus Gehirn CST-
transgener MLD-Méause. Die Auftrennung erfolgte nach steigender Hydrophobie. Auftragungsmenge normiert
auf den Gesamtproteingehalt des zur Lipidextraktion verwendeten Gewebehomogenats [= 80 pg]. (A) In tgA-
SA(+/-)-Mausen schien die Intensitat der GalCer-Banden in der CPZ-behandelten Gruppe nach Abschluss der
Diat reduziert, nach Abschluss der Erholungphase war mit bloRem Auge kein Unterschied zu erkennen. (B) In
tgASA(-/-)-Mausen schien die Intensitat der GalCer-Banden in der CPZ-behandelten gegeniber der Mock-
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behandelten Gruppe dauerhaft reduziert. Chol = Cholesterol, GalCer = Galaktosylceramid, PC = Phosphatidyl-
cholin, Std = Standard, Sulf = Sulfatid, PC = Phosphatidylcholin. Quelle: (A) KBR-4-123-699, (B) KBR-4-131-702.

Im Lipidextrakt aus dem Gehirn CPZ-behandelter tgASA(+/-)-Mause schien die Intensitat der
GalCer-Banden nach Abschluss der Diat reduziert, nach Abschluss der Erholungphase war
kein Unterschied zu erkennen. Im Lipidextrakt aus dem Gehirn tgASA(-/-)-Mause schien die
Intensitat der GalCer-Banden in der CPZ-behandelten gegeniber der Mock-behandelten
Gruppe dauerhaft reduziert. Die unten stehende Abbildung 65 fasst die densitometrische

Auswertung der TLC zusammen.
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Abbildung 65: Einfluss von Genotyp und Cuprizon-Behandlung auf den relativen Gehalt von Sulfatid und
Galaktosylceramid im Gehirn der CST-transgenen MLD-Maus. Densitometrische Auswertung (ImageJ) der
TLCs von Lipidextrakt aus Gehirn. Insgesamt konnte im Zuge der CPZ-Behandlung keine statistisch signifikante
Veranderung der Lipidzusammensetzung im Gehirn CST-transgener Mause gemessen werden. (A) Ein mit der
Demyelinisierung einhergehender Verlust von Sulfatid war im Gehirn der tgASA(+/-)-Mause nach Abschluss der
Diatphase nicht messbar. In Ubereinstimmung mit dem visuellen Eindruck der TLC war (B) der GalCer-Gehalt
nach Abschluss der Diatphase in CPZ- gegeniiber Mock-behandelten M&ausen aber tendenziell erniedrigt. (E)
Eine Veranderung des Verhaltnisses von Sulfatid und GalCer war nicht nachzuweisen, eine dauerhafte Verénde-
rung im Gehirn der CPZ-behandelten tgASA(+/-)-Maus kann ausgeschlossen werden. (C) Auch im Gehirn der
tgASA(-/-)-Maus fihrte die CPZ-Behandlung zu keiner nachweisbaren Veranderung des Sulfatidgehalts, (D) der
relative Gehalt an GalCer war nach Abschluss der Erholungsphase tendenziell erniedrigt. (F) Im Gegensatz zur
tgASA(+/-)-Maus war das Verhéltnis von Sulfatid zu GalCer im Gehirn der tgASA(-/-)-Maus nach Abschluss der
Diatphase tendenziell erhéht. Die Anzahl der biologischen Replikate war pro Gruppe N = 3, aul3er in tgASA(+/-)
Mock, tgASA(-/-) Mock und tgASA(-/-) CPZ. Fir diese Gruppen war die Anzahl der biologischen Replikate N = 2.
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Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung vom Mittelwert. Zur Uberpriifung der Signifikanz wurde
ein zweiseitiger Student’scher t-Test unter Annahme der Homoskedastizitat durchgefiihrt. Signifikant (p < 0,05)
waren alle mit einem Stern gekennzeichneten Unterschiede. Mit einem in Klammern gesetzten Stern gekenn-
zeichnet sind nicht signifikante Veranderungen im Konfidenzintervall 0,05 < p <0,10. EP = Erholungsphase,
GalCer = Galaktosylceramid, Sulf = Sulfatid. Quelle: (A, B, E) KBR-4-123-699, (C, D, F) KBR-4-131-702.

Obwohl die densitometrische Auswertung der TLCs (Abbildung 65) mit dem visuellen Ein-
druck (Abbildung 64) korrelierte, konnten keine signifikanten Veranderungen im Lipidhaus-
halt des Gehirns CST-transgener Mause nachgewiesen werden. Die Unterschiede zwischen
den biologischen Replikaten waren, wie im Zuge der Quantifizierung der Myelinproteine sehr
grof3. Demyelinisierung, verbunden mit dem Verlust von Sulfatid und GalCer, konnte
mittels Dunnschichtchromatographie im CST-transgenen MLD-Mausmodell nicht
sicher nachgewiesen werden.

Unter der Annahme, dass GalCer ein verlasslicher Marker fiir den Grad der Myelinisierung
sei*?!, war die Remyelinisierung in tgASA(+/-)-Mausen anscheinend vollstandig. Dieser
Eindruck wurde durch die Auswertung des Quotienten von Sulfatid und GalCer bestétigt,

der Uber den gesamten Behandlungszeitraum unverandert blieb (Abbildung 65 E).

Obwohl das Fehlen statistisch signifikanter Unterschiede die Interpretation der Ergebnisse
erschwerte, waren einige Parallelen zwischen konventionellen und CST-transgenen
ASA(-/-)-Mausen zu erkennen. Wie in konventionellen ASA(-/-)-Mausen (Abbildung 62 A),
stieg der Sulfatid-Gehalt im Gehirn CPZ-behandelter tgASA(-/-)-Méause (Abbildung 65 C) in
der Erholungsphase weniger stark an (+4 %) als in Mock-behandelten Mausen (+15 %).
Diese beobachtung kann als Hinweis darauf gedeutet werden, dass das akkumulierende
Sulfatid in diesem Zeitraum hauptsachlich von Oligodendrozyten gebildet wurde. Aul3erdem
war der Gehalt von GalCer (Abbildung 65 D) im Gehirn CPZ-behandelter tgASA(-/-)-Mause
nach Abschluss der Erholungsphase tendenziell erniedrigt (p = 0,08). Moglicherweise war
der Remyelinisierungsprozess beeintrachtigt bzw. die Synthese von GalCer durch die CPZ-
induzierte Sulfatidspeicherung gehemmt.

Dass im Gehirn der tgASA(-/-)-Maus mehr Sulfatid-haltiges Speichermaterial gebildet
wurde als in der konventionellen ASA(-/-)-Maus, konnte nicht direkt nachgewiesen
werden. Im Gegensatz zur konventionellen ASA(-/-)-Maus war das Verhéltnis von Sulfatid zu
GalCer im Gehirn der CPZ-behandelten tgASA(-/-)-Maus jedoch schon nach einmaliger
Behandlung tendenziell erhéht (p = 0,06) und stieg wahrend der Erholungsphase weiter an
(p = 0,08). Unter der Annahme, die Reduktion des GalCer-Gehalts im Gehirn ASA-defizienter
Mause korreliere mit der Menge des akkumulierenden Sulfatids, kénnte diese Beobachtung
als indirekter Hinweis fir die vermehrte Akkumulation von Speichermaterial in der tgASA(-/-)-

Maus interpretiert werden.
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4.7.2.1.3 Fazit

Die Arbeitshypothese zur Quantifizierung der Lipide mittels Dinnschichtchromatographie

umfasste zwei Anséatze:

o ASA-defiziente Mause besitzen die uneingeschrankte Fahigkeit zur Remyelinisie-
rung: Sulfatid aus dem Myelin wird im Lysosom der Mikrogliazellen gespeichert und
neues Myelin wird gebildet. Der Sulfatidgehalt im Gehirn CPZ-behandelter ASA(-/-)-
Mause ist gegenliber Mock-behandelten Mausen erhonht.

o ASA-defiziente Mause besitzen keine Fahigkeit zur Remyelinisierung: Sulfatid aus
dem Myelin wird im Lysosom der Mikrogliazellen gespeichert, aber es wird kein neues
Myelin gebildet. Der Sulfatid-Gehalt im Gehirn CPZ-behandelter ASA(-/-)-Méause ist
Mock-behandelten Mausen gegenuiber unverandert, der GalCer-Gehalt erniedrigt.

Dass ASA-defiziente Mause die uneingeschrankte Fahigkeit zur Remyelinisierung besitzen,

konnte mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden, denn eine Erhéhung des

Sulfatidgehalts in CPZ- gegeniuiber Mock-behandelten Mausen war weder in der konventio-

nellen (Abbildung 62 C), noch CST-transgenen MLD-Maus (Abbildung 65 C) nachzuweisen.

Wahrscheinlich ist die Fahigkeit zur Remyelinisierung eingeschrankt, denn der GalCer-

Gehalt war in ASA-defizienten Mausen nach CPZ-Behandlung erniedrigt (Abbildung 62 D,

Abbildung 65 D). Ob und in welchem Mafie Remyelinisierung stattgefunden hatte, konnte

Uber den GalCer-Gehalt nicht quantifiziert werden. Es ist nicht klar, ob die Akkumulation von

Sulfatid-haltigem Speichermaterial einen hemmenden Effekt auf die Expression von GalCer

hat und ob die Zusammensetzung des wiederhergestellten Myelins mdglicherweise veran-

dert ist.

Insgesamt hat sich gezeigt, dass die Diinnschichtchromatographie nicht dazu geeignet war

De- und Remyelinisierung bzw. die Menge des gebildeten Speichermaterials genauer zu

guantifizieren.

4.7.2.2 Massenspektrometrische Analyse

Die dunnschichtchromatographische Quantifizierung von Sulfatid und GalCer war, wie im
vorangehenden Kapitel gezeigt, kein geeignetes Mittel zur Quantifizierung von CPZ-
induzierter De- und Remyelinisierung, bzw. gebildetem Speichermaterial. Da das Verhéltnis
kurz- und langkettige Sulfatide zueinander einer altersabhéngigen Regulation unterliegt, die
mit der Reifung des Myelin korreliert (Abbildung 59), sollte tberprift werden, ob De- und
Remyelinisierung im CPZ-Modell tber die Quantifizierung der unterschiedlichen Sulfatid-

Spezies abgebildet und quantifiziert werden kénnen.
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Das Verhaltnis von C18:0- zu C24:1-Sulfatid im Lipidextrakt aus Gehirn wurde massenspekt-
rometrisch bestimmt. Die Ergebnisse der Analysen aller behandelten Tiergruppen sind in der

untenstehenden Abbildung 66 zusammengefasst.
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Abbildung 66: Einfluss von Genotyp und Cuprizon-Behandlung auf das Verhéaltnis von C18:0- zu C24:1-
Sulfatid im Gehirn der Maus. (A) Im Gehirn der ASA(+/-)-Maus war eine mit steigendem Alter kontinuierliche
Abnahme der C18/C24-Ratio zu beobachten. Wéhrend im ersten Behandlungszyklus kein Unterschied zwischen
CPZ- und Mock-behandelten Mausen nachweisbar war, fiihrte die wiederholte Behandlung zu einer dauerhaften
Erhdhung der Ratio in CPZ- gegenuber Mock-behandelten M&usen. Im Gehirn der ASA(-/-)-Maus fuhrte die
Behandlung mit CPZ zu einer signifikanten Erhéhung der C18/C24-Ratio, die sich im Zuge der weiteren Behand-
lungsphasen nicht veranderte. Es war keine altersabhangige Verénderung des Sulfatid-Quotienten zu beobach-
ten. (B) Im Gehirn der tgASA(+/-)-Maus war die C18/C24-Ratio nach Abschluss der Diatphase tendenziell erhdht
(p = 0,06) und nahm im Zuge der Erholungsphase wieder ab (p = 0,07). Im Gegensatz zur konventionellen ASA(-
/-)-Maus war im Gehirn CST-transgener ASA(-/-)-M&ause erst nach Abschluss der Erholungsphase eine Erhéhung
der C18/C24-Ratio detektierbar. Die Anzahl der biologischen Replikate war pro Gruppe N = 3, au3er in tgASA(+/-
) Mock, tgASA(-/-) Mock und tgASA(-/-) CPZ. Fir diese Gruppen war die Anzahl der biologischen Replikate N = 2.
Fur ASA(+/-), 2. Diat, CPZ war N = 4. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung vom Mittelwert. Zur
Uberpriifung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger Student’scher t-Test unter Annahme der Homoskedastizitét
durchgefiihrt. Signifikant (p < 0,05) waren alle mit einem Stern gekennzeichneten Unterschiede. . Mit einem in
Klammern gesetzten Stern gekennzeichnet sind nicht signifikante Veranderungen im Konfidenzintervall
0,05 < p £0,10. EP = Erholungsphase, Sulf = Sulfatid. Quelle: (A) KBR-3-185-495 & KBR-4-161-724; KBR-3-255-
558 & KBR-4-145-714; (B) KBR-4-119-697; KBR-4-128-701.

4.7.2.2.1 Konventionelle MLD-Maus ASA(-/-)

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Voruntersuchungen zur altersbedingten Ver-
anderung der Lipidzusammensetzung des Gehirns (Abbildung 58) konnte im Behandlungs-
zeitraum zwischen 13. und 31. Lebenswoche im Gehirn der Mock-behandelten ASA(+/-)-
Maus eine altersabhéngige Abnahme des Verhdltnisses von C18:0- zu C24:1-Sulfatid ge-
messen werden (Abbildung 66 A). Wie bereits beschrieben, resultiert diese Abnahme aus
der Reifung des Gehirns, die mit der Reduktion kurzkettiger Sulfatide verbunden ist, wahrend

der Anteil langkettiger Sulfatide konstant bleibt.*?2
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Im ersten Behandlungszyklus hatte CPZ keinen Einfluss auf das Verhaltnis von C18:0- zu
C24:1-Sulfatid (Abbildung 66 A). Nach Wiederholung war das Verhaltnis in CPZ-behandelten

Mausen sowohl nach Abschluss der Diat-, als auch Erholungsphase signifikant erhoht.

Die Erhdhung des Verhaltnisses von C18:0- zu C24:1-Sulfatid kann theoretisch aus einem
Anstieg der Konzentration von C18:0-, oder einer Abnahme der Konzentration von C24:1-
Sulfatid resultieren. Um den CPZ-induzierten Effekt dahingehend genauer zu verstehen,
wurden die einzelnen Signalintensitaten im Massenspektrum ausgewertet. Das Ergebnis der

Auswertung ist in Abbildung 67 dargestellt.
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Abbildung 67: Cuprizon-induzierte Erh6hung der Konzentration von C18:0-Sulfatid im Gehirn der Maus.
Normierung der absoluten Signalintensitaten auf den internen Standard (C12:0-Sulfatid). ITS in (A) 10fach héher
konzentriert als in (B), daher Skalierung unterschiedlich. (A) Die Behandlung mit CPZ fiihrte im Gehirn der A-
SA(+/-)-Maus zu einer tendenziellen Erhéhung der Konzentration von C18:0-Sulfatid, wahrscheinlich verbunden
mit dem groReren Anteil unreifen Myelins. Nach Abschluss der Erholungsphase, wenn das Myelin ausgereift ist,
war kein Unterschied zwischen CPZ- und Mock-behandelten Mausen nachweisbar. Die Konzentration von C24:1-
Sulfatid war konstant. (B) Die Behandlung mit CPZ fuhrte im Gehirn der ASA(-/-)-Maus zu einer anhaltenden
Erhdhung der Konzentration von C18:0-Sulfatid. Die Konzentration von C24:1-Sulfatid war konstant. Die Anzahl
der biologischen Replikate war pro Gruppe N = 3. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung vom
Mittelwert. Zur Uberpriifung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger Student’scher t-Test unter Annahme der
Homoskedastizitét durchgefiihrt. Signifikant (p < 0,05) waren alle mit einem Stern gekennzeichneten Unterschie-
de. Mit einem in Klammern gesetzten Stern gekennzeichnet sind nicht signifikante Veranderungen im Konfiden-
zintervall 0,05 < p £ 0,10. EP = Erholungsphase, ITS = interner Standard. Quelle: (A) KBR-3-185-495; (B) KBR-3-
255-558.

Die Analyse der Signalintensitaten (Abbildung 67) zeigte, dass Demyelinisierung nicht
Uber den Verlust von C24:1-Sulfatid nachgewiesen werden konnte, das Marker des
»reifen Myelins“ ist'?. Die CPZ-induzierte Erhéhung des Verhéltnisses von C18:0- zu
C24:1-Sulfatid resultierte sowohl in ASA(+/-)- (Abbildung 67 A), als auch ASA(-/-)-Méausen
(Abbildung 67 B) aus dem Anstieg der Konzentration von C18:0-Sulfatid.

Die spezifischen Funktion von C18:0-Sulfatid ist noch unbekannt, so dass uber die moleku-
larbiologischen Prozesse hinter dem CPZ-induzierten Anstieg der Konzentration von C18:0-
Sulfatid nur spekuliert werden kann: Auf Basis der Arbeit von Moyano et al.?4, die den Ein-
fluss des Alters auf den Anteil kurz- und langkettiger Sulfatide in den Lipid-Rafts des Gehirns
untersucht haben, kann vermutet werden, dass langkettige Sulfatide mit den Lipid-Rafts des

Jfeifen Myelins® assoziiert sind. Kurzkettige Sulfatide sind wahrscheinlich mit Lipid-Rafts
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anderer Membranen oder des ,unreifen Myelins“ assoziiert. Steigt die Konzentration von
C18:0-Sulfatid im Gehirn, kénnte dies auf die Produktion von ,unreifem Myelin“ im Zuge der

Remyelinisierung hinweisen.

4.7.2.2.1.1 Kontrollgruppe ASA(+/-)

Im Gehirn der ASA(+/-)-Maus war die CPZ-induzierte Erhéhung der Konzentration von
C18:0-Sulfatid im ersten Behandlungszyklus nur als Tendenz zu detektieren (Abbil-
dung 67 A) und nach Abschluss der Erholungphase kein Unterschied zwischen CPZ- und
Mock-behandelten Mausen mehr festzustellen. Die Remyelinisierung und Reifung des
Myelins war anscheinend vollstandig. Im zweiten Behandlungszyklus blieb die Konzentra-
tion von C18:0-Sulfatid nach Abschluss der Erholungphase signifikant erhéht (Daten nicht
gezeigt: KBR-4-161-724). Remyelinisierung hatte anscheinend eingesetzt, aber die
.Reifung“ des Myelins war zum Ende der Erholungsphase noch nicht abgeschlossen.

4.7.2.2.1.2 Konventionelle MLD-Maus ASA(-/-)

Im Zuge der CPZ-Behandlung konnte im Gehirn der ASA(-/-)-Maus keine altersbedingte
Abnahme des Verhéltnisses von C18:0- zu C24:1-Sulfatid (Abbildung 66 B) beobachtet
werden. Diese Beobachtung steht im Widerspruch zu den Ergebnissen der Voruntersuchun-
gen (Abbildung 58). Der detaillierte Vergleich der dort gezeigten Daten mit den Ergebnissen
des hier beschriebenen Experiments ergab jedoch, dass sich die Zusammensetzung der
Sulfatide im Gehirn der ASA(-/-)-Maus zwischen siebter und 13. Lebenswoche grund-
legend anderte (Daten nicht gezeigt: KBR-4-170-728, KBR-3-255-558): Die Konzentration
von C24:1-Sulfatid verdoppelte sich, so dass das Verhdaltnis von C18:0- zu C24:1-
Sulfatid in diesem Zeitraum von 0,634 + 0,025 auf 0,262 + 0,013 abnahm. Diese Be-
obachtung stlitzt die Hypothese, die primare Myelinisierung der ZNS sei in ASA(-/-)-Mausen

zu Beginn der CPZ-Behandlung noch nicht abgeschlossen.

Die Behandlung mit CPZ fihrt im Gehirn der ASA(-/-)-Maus zu einer signifikanten Erh6hung
der Konzentration von C18:0-Sulfatid (Abbildung 67 B) und dementsprechend zu einer Erho-
hung des Verhdltnisses von C18:0- zu C24:1-Sulfatid (Abbildung 66 B). Remyelinisierung
setzte also ein. Im Gegensatz zur ASA(+/-)-Maus (Abbildung 67 A) nahm die Konzentration
von C18:0-Sulfatid aufgrund der fehlenden Fahigkeit zum Abbau wahrend der Erholungs-
phase aber nicht ab, sondern blieb konstant. Ob reifes Myelin gebildet wurde, konnte
daher anhand des Massenspektrums nicht bestimmt werden.

Bei Wiederholung der CPZ-Behandlung stieg die Konzentration von C18:0-Sulfatid nicht
weiter an (Daten nicht gezeigt: KBR-4-145-714), so dass das Verhaltnis von C18:0- zu
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C24:1-Sulfatid in CPZ-behandelten Mausen konstant blieb. Im zweiten Behandlungszyklus
wurde kein neues C18:0-Sulfatid gebildet. Remyelinisierung hatte nicht oder in nicht

nachweisbarem Umfang stattgefunden.

4.7.2.2.2 CST-transgenes MLD-Mausmodell

4.7.2.2.2.1 Kontrollgruppe tgASA(+/-)

Dass der Lipidhaushalt der tgASA(+/-)-Maus im Vergleich zur konventionellen ASA(+/-)-
Maus verandert ist, wurde bereits berichtet'?®, ist aber nie Gegenstand genauerer Untersu-
chungen gewesen. Die massenspektrometrische Analyse der Sulfatide im Zuge dieser Arbeit
lieferte neue Hinweise auf einen Einfluss des CST-Transgens auf den Lipidstoffwechsel der
tgASA(+/-)-Maus: Anders als im Gehirn der ASA(+/-)-Maus, war in den sechs Wochen zwi-
schen Abschluss der Diat- und der Erholungsphase im Gehirn der Mock-behandelten tgA-
SA(+/-)-Maus keine altersbedingte Reduktion des Verhéltnisses von C18:0- zu C24:1-
Sulfatid nachzuweisen (Abbildung 66 C). Im Vergleich zur konventionellen ASA(+/-)-Maus
war die Konzentration von C24:1-Sulfatid im Gehirn der tgASA(+/-)-Maus erhdht (Daten
nicht gezeigt: KBR-3-185-495, KBR-4-119-697). Ob und welchen Einfluss diese Verande-
rung des Lipidhaushalts in der tgASA(+/-)-Maus auf den Myelinhaushalt im Gehirn hat, bleibt

zu erforschen.

Die Behandlung mit CPZ flhrte im Gehirn der tgASA(+/-)-Maus zu einer nicht signifikanten
(p = 0,06) Erhdhung des C18:0-/C24:1-Sulfatid-Quotienten. Da die diinnschichtchromatogra-
phische Analyse des Lipidextrakts zum selben Zeitpunkt gezeigt hatte, dass der Gehalt von
GalCer tendenziell erniedrigt war (Abbildung 64), kann vermutet werden, dass Demyelinisie-
rung stattgefunden hatte und der Remyelinisierungsprozess einsetzte. Wahrend der Erho-
lungsphase schritt die Remyelinisierung fort und die Konzentration von C18:0-Sulfatid nahm
bei gleichbleibender Konzentration von C24:1-Sulfatid ab (Daten nicht gezeigt: KBR-4-199-
697), so dass nach Abschluss der Erholungsphase kein Unterschied zwischen CPZ- und
Mock-behandelten tgASA(+/-)-Mausen mehr detektiert werden konnte. Obwohl der Lipid-
stoffwechsel in der tgASA(+/-)-Maus gegentber der konventionellen ASA(+/-)-Maus
veradndert zu sein scheint, war der Remyelinisierungsprozess im Zuge der CPZ-
Behandlung nicht beeintrachtigt. Die erhthte Sulfatidsynthese scheint keinen hemmenden

Effekt auf den Remyelinisierungsprozess zu haben.
4.7.2.2.2.2 CST-transgene MLD-Maus tgASA(-/-)

Anders als in der tgASA(+/-)-Maus war das Verhéltnis von C18:0- zu C24:1-Sulfatid im Ge-
hirn der tgASA(-/-)-Maus (0,231 £ 0,063) gegentber der konventionellen ASA(-/-)-Maus
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(0,262 £ 0,013) unverandert (Abbildung 66 A & B). Das CST-Transgen erhoht die Expres-
sion aller Sulfatidspezies in der tgASA(-/-)-Maus gleichermalRen und hat keinen Ein-
fluss auf das Verhéltnis der einzelnen Sulfatidspezies zueinander.

Uberaschenderweise war die Reaktion auf die Behandlung mit CPZ in CST-transgenen und
konventionellen ASA(-/-)-Méausen nicht identisch, denn eine Erhéhung des C18:0/C24:1-
Quotienten war in tgASA(-/-)-Mausen erst nach Abschluss der Erholungsphase zu beobach-
ten. Die Analyse der Signalintensitaten zeigte eine entsprechende Zunahme von C18:0-
Sulfatid zwischen Abschluss der Diat- und der Erholungsphase bei gleichbleibender Signalin-
tensitat von C24:1-Sulfatid (Daten nicht gezeigt: KBR-4-128-701). Es ist nicht auszuschlie-
Ben, dass eine Veranderung des C18:0/C24:1-Quotienten schon nach Abschluss der Diat-
Phase vorlag, aber aufgrund der grof3en Standardabweichungen und der geringen Gruppen-
groRe (N = 2) nicht nachgewiesen werden konnte. Andererseits ist auch denkbar, dass der
Remyelinisierungsprozess in tgASA(-/-)-Mausen gegeniber ASA(-/-)-Mausen tatsachlich
verlangsamt ablauft, denn Sulfatid hat einen hemmenden Effekt auf die Differenzierung von
Oligodendrozytenvorlauferzellen?®!2’ Da die Quantifizierung der Myelinproteine kaum ver-
wertbare Daten ergeben hat, kann keine der Hypothesen bestétigt oder widerlegt werden.
Nach Abschluss der Erholungsphase war der C18:0-/C24:1-Quotient sowie die Konzentrati-
onen der untersuchten Sulfatidspezies im Gehirn CPZ-behandelter tgASA(-/-)- (0,342 *
0,028) und ASA(-/-)-Mause (0,379 = 0,004) nicht signifikant unterschiedlich. Wie auch die
AZB-Farbung vermuten lassen hatte (Abbildung 48 A & C, Abbildung 50 C & D), konnte
kein Hinweis darauf erbracht werden, dass im Zuge der CPZ-Behandlung im Gehirn
der tgASA(-/-)-Maus mehr Sulfatid akkumulierte als im konventionellen Mausmodell.
Moglicherweise war ein Unterschied vorhanden?®, lag aber unterhalb der Nachweisgrenze

der angewendeten Methode.

4.7.2.2.3 Fazit

Ziel der massenspektrometrischen Analyse war gewesen, De- und Remyelinisierung nach-
zuweisen und gegebenenfalls zu quantifizieren. Obwohl Demyelinisierung tber den Verlust
von C24:1-Sulfatid nicht nachzuweisen war, konnte das Einsetzen der Remyelinisierung
Uber die Erhdhung des Anteils von C18:0-Sulfatid in allen einfach behandelten Mausen
detektiert werden.

Die ,Reifung“ des Myelins war in konventionellen und CST-transgenen ASA(+/-)-Mausen,
wie von Isaac et al. postuliert'?®, durch die Abnahme der Konzentration von C18:0-Sulfatid
(Abbildung 67 A) und somit des Verhaltnisses von C18:0- zu C24:1-Sulfatid (Abbildung 66 A)
gekennzeichnet. Da Sulfatid in ASA-defizienten M&usen nicht abgebaut werden kann, blieb

die Konzentration von C18:0-Sulfatid nach Behandlung mit CPZ nach Abschluss der Erho-
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lungsphase erhodht (Abbildung 67 B). Remyelinisierung hatte eingesetzt, aber es konnte nicht
beurteilt werden, ob und in welchem MaRe ,Reifung“, verbunden mit der Abnahme von
C18:0-Sulfatid, stattgefunden hatte.

Die Wiederholung der CPZ-Diat fihrte in ASA(+/-)-Méausen zu einer anhaltenden Erhéhung
der Konzentration von C18:0-Sulfatid. Remyelinisierung hatte eingesetzt, aber die ,Reifung”
des Myelins war beeintrachtigt. In ASA(-/-)-Mausen fuhrte die Wiederholung der CPZ-
Behandlung zu keiner nachweisbaren Erhdéhung der Konzentration von C18:0-Sulfatid.
Remyelinisierung konnte in wiederholt behandelten ASA(-/-)-Mausen nicht nachgewie-

sen werden.

4.8 Immunologische Antwort auf Cuprizon-induzierte Demyelinisierung

Die angeborene Immunantwort ist wichtiger Bestandteil des Remyelinisierungsprozesses.
Insbesondere die Aktivierung von Astrozyten, residenten Mikrogliazellen sowie peripheren
Makrophagen unter Phagozytose der Myelintrimmer ist notwendig, damit OVZ zu Oli-
godendrozyten differenzieren und Lasionen remyelinisieren konnen.**° Da Sulfatid auch
immunmodulatorische Eigenschaften hat®!, sollte im Zuge dieser Arbeit Gberprift werden,
ob die Immunantwort in ASA-defizienten Mausen verandert ist und die Remyelinisierungsef-

fizienz beeinflusst.

4.8.1 Astrogliose

Bei Schadigung des ZNS durch Verletzung, Toxine oder Infektion kénnten Astrozyten in
einen reaktiven Zustand wechseln, der als Astrogliose bezeichnet wird. Reaktive Astrozyten
sekretieren eine Reihe von sowohl proinflammatorischen (IL-18, IL-6, TNFa)'®, als auch
antiinflammatorischen (IL-10, TGF-B)'* Zytokinen und koénnen negativen oder positiven
Einfluss auf regenerative Prozesse im ZNS ausiiben. Durch Narbenbildung verhindern Ast-
rozyten auRerdem die Ausbreitung von Gewebeschéden. Im CPZ-Modell ist die Rekrutierung
der Mikrogliazellen und Makrophagen von einer vorangehenden Aktivierung der Astrozyten
abhangig!?**, die Astrogliose hat also einen positiven Effekt auf den Remyelinisierungspro-
zess.

Die Entstehung einer Astrogliose ist ein empfindlicher Marker fir neuropathologische Veran-
derungen, der oft schon vor der Entwicklung eines neurologischen Symptomes detektierbar
ist. Charakteristisch fur den reaktiven Zustand der Astrozyten ist, neben Proliferation und
Veranderung der Morphologie, die vermehrte Expression des Sauren Glialfaserproteins
(GFAP). Die Immundetektion von GFAP und die Analyse der Zellmorphologie sind daher die

gangigsten Mittel zur Detektion einer Astrogliose.
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In der ASA(-/-)-Maus ist mit steigendem Alter die Entwicklung einer endogenen Astrogliose
zu beobachten, deren Ausloser und Konsequenzen aber nicht néher untersucht sind.'*® Da
Astrozyten in der ASA(-/-)-Maus ebenfalls von Sulfatidspeicherung betroffen sind, kann eine
direkte Verbindung zwischen Sulfatid-Akkumulation und Zell-Aktivierung nicht ausgeschlos-
sen werden. Ob die CPZ-induzierte Aktivierung der Astrozyten in ASA-defizienten Mausen
einer Sulfatid-abhangigen Verstarkung unterliegt und ob diese Einfluss auf die Remyelinisie-

rungseffizienz hat, soll in den folgenden Abschnitten beantwortet werden.

48.1.1 GFAP-Immunfluoreszenzfarbung

Die qualitative Untersuchung der CPZ-induzierten Astrogliose erfolgte mittels IF-Farbung von
GFAP. Die Ergebnisse der IF-Farbungen aller behandelten Tiergruppen sind in den Abbil-
dung 68 und 69 zusammengefasst.

4.8.1.1.1 Konventionelles MLD-Mausmodell

Eine Astrogliose ist durch die Vermehrung GFAP-positiver Zellen mit hypertropher Zellmor-
phologie definiert. Die IF-Farbung von GFAP zeigte entsprechend dieser Definition, dass die
Behandlung mit CPZ, unabhangig vom Genotyp der Maus, zur Ausbildung einer Astrogliose
in den Bereichen des Gehirns fihrte, in denen zuvor auch Demyelinisierung nachgewiesen
worden war (Abbildung 68 A & E, Abbildung 69 A & C).

Die Astrogliose ist einer der friihesten Marker fir Demyelinisierung im CPZ-Modell und korre-
liert in ihrer Intensitat mit dem Grad der Demyelinisierung.’*® Nach einem Intensitats-
Maximum zum Ende der Diatphase, wenn auch die Demyelinisierung maximal ist,
bleibt die Astrogliose, im Gegensatz zur transienten Aktivierung der Mikrogliazellen,
auch bei Futterung mit Haltungsdiat iber mehrere Wochen erhalten.

Im Vergleich zwischen ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Mausen fiel vor allem auf, dass die Astrogliose
im Gehirn der ASA(+/-)-Maus nach Abschluss der Erholungsphase des ersten Behandlungs-
zyklus nahezu abgeklungen war (Abbildung 68 B). Anders im CC der ASA(-/-)-Maus, denn
dort verblieben eine Vielzahl von Astrozyten im aktivierten Zustand (Abbildung 68 F).

Unter Berlicksichtigung der bereits gezeigten Ergebnisse kann davon ausgegangen werden,
dass die Remyelinisierung im Gehirn der ASA(-/-)-Maus zu diesem Zeitpunkt nicht vollstan-
dig war. An dieser Stelle stellt sich die Frage, ob die anhaltende Astrogliose Resultat oder
Ausléser des Fehlschlagens der Remyelinisierung war. Es ist nicht auszuschliel3en, dass die
CPZ-induzierte Demyelinisierung in der ASA(-/-)-Maus zur vermehrten Speicherung von
Sulfatid in den Astrozyten®’ fiihrte und so zur anhaltenden Aktivierung der Zellen beitrug.
Die Frage nach der Ursache fir die anhaltende Aktivierung der Astrozyten kann nicht beant-

wortet werden. Im CPZ-Modell ist Astrogliose notwendig, um den Remyelinisierungsprozess
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einzuleiten. Durch Sekretion des Chemokins CXCL10 werden Mikrogliazellen in die L&sion
rekrutiert, um Myelintrimmer abzubauen und so die Differenzierung von OVZ zu myelinisie-
renden Oligodendrozyten zu ermoglichen.® Auch die Sekretion des proinflammatorischen
Zytokins TNFa unterstitzt die Proliferation der OVZ sowie die Remyelinisierung.'® Die an-
haltende Astrogliose in der ASA(-/-)-Maus muss also nicht zwingend eine hemmende Wir-
kung auf den Remyelinisierungsprozess haben. Ohne das genaue Wissen, welche
Zytokine nach CPZ-Behandlung im Gehirn der ASA(-/-)-Maus exprimiert werden, kann
an dieser Stelle nicht beantwortet werden, ob und wie die anhaltende Astrogliose in
ASA(-/-)-Méausen die Remyelinisierung beeinflusst.

Auch bei wiederholter Behandlung mit CPZ entwickelten ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Mause eine
Astrogliose (Abbildung 68 C & G), wobei diese in der ASA(+/-)-Maus (Abbildung 68 C) deut-
lich schwacher ausgepragt war als im ersten Behandlungszyklus (Abbildung 68 A). Diese
Beobachtung korrelierte mit den Daten von Wang et al., die im Zuge der CPZ-Behandlung
mit steigendem Alter eine Abnahme reaktiver Astrozyten im CC der Maus beobachtet hat-
ten.*® Dass in der ASA(-/-)-Maus keine altersbedingte Reduktion der CPZ-induzierten Ast-
rogliose zu beobachten war (Abbildung 68 G), kdnnte der Uber die Erholungsphase des
ersten Behandlungszyklus hinaus anhaltenden Aktivierung der Astrozyten geschuldet sein.

Die in Kapitel 4.7.2.2 gezeigte Quantifizierung kurz- und langkettiger Sulfatide hatte ergeben,
dass die Remyelinisierung im zweiten Behandlungszyklus in ASA(+/-)-Mausen und ASA(-/-)-
Mausen nicht vollstéandig war (Abbildung 66 A). Zugleich blieb die Intensitat der IF-Farbung
von GFAP nach Abschluss der zweiten Erholungsphase, unabhéngig vom Genotyp, in CPZ-
behandelten Mausen erhéht. Dass ein Zusammenhang zwischen Astrogliose und Myeli-
nisierung besteht, scheint wahrscheinlich, auch wenn dessen Natur im Zuge dieser

Arbeit nicht naher bestimmt werden konnte.
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Abbildung 68: Cuprizon-induzierte Astrogliose im konventionellen MLD-Mausmodell. IF-Farbung von
GFAP. Fluoreszenzaufnahme von CC und Kortex im roten Kanal (590 nm). Astrogliose ist definiert durch Zunah-
me der Anzahl GFAP-positiver Zellen sowie der Farbungsintensitat der einzelnen Zellen. Unabh&ngig vom
Genotyp (A, E) war die CPZ-induzierte Demyelinisierung begleitet durch Astrogliose. Nach Abschluss der Erho-
lungsphase war in der ASA(+/-)-Maus keine Astrogliose mehr vorhanden (B), die Remyelinisierung vollstéandig. Im
CC der ASA(-/-)-Maus hingegen blieb eine groRe Zahl stark gefarbter Astrozyten zuriick (F), denn die Remyelini-
sierung war nicht vollstéandig. Die wiederholte Behandlung mit CPZ induzierte erneut Astrogliose in den demyeli-
nisierten Bereichen des Gehirns (C, G). Im Vergleich mit dem ersten Behandlungszyklus (A) schien die Reaktion
in der ASA(+/-)-Maus (C) jedoch deutlich schwéacher. Nach Abschluss der zweiten Erholungsphase blieb die
GFAP-Farbung sowohl in CPZ-behandelten ASA(+/-)- (D), als auch ASA(-/-)-Méausen (H) gegenliber der Mock-
behandelten Kontrolle verstarkt. Es war gezeigt worden, dass die Remyelinisierung im zweiten Behandlungszyk-
lus in beiden Gruppen nicht vollstandig war. Die Belichtungszeit war fiir alle Aufnahmen gleich. Die Bildbearbei-
tung erfolgte mit Adobe-Photoshop: Zur Verbesserung der Kontrastwahrnehmung wurden die Kanal-Aufnahmen
in Schwarz-WeiR3-Abbildungen konvertiert und dann invertiert. Bearbeitung fir alle Bilder gleich. Die Maf3stabs-
balken entsprechen 50 uym. Quelle: (A) KBR-2-224-304, KBR-2-199-282, (B) KBR-2-279-345, KBR-2-224-304,
(C) KBR-4-246-550, KBR-3-207-515, (D) KBR-4-138-709, KBR-4-150-719, (E) KBR-3-69-414, KBR-2-270-339,
(F) KBR-3-56-403, KBR-3-4-356, (G) KBR-3-246-550, KBR-3-268-570, (H) KBR-4-138-709, KBR-4-138-709.
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48.1.1.2 CST-transgenes MLD-Mausmodell
Abbildung 69 zeigt die IF-Farbung von GFAP auf Gewebeschnitten CST-transgener Mause.

tgASA(+/-) tgASA(-/-)
mock mock CPZ

A)

Diat

Erholungsphase
§

Abbildung 69: Cuprizon-induzierte Astrogliose im CST-transgenen MLD-Mausmodell. IF-Farbung von
GFAP. Fluoreszenzaufnahme von CC und Kortex im roten Kanal (590 nm). (A, C) Die Behandlung mit CPZ fuhrte
in Bereichen der Demyelinisierung zu einer Vermehrung der GFAP-positiven Zellen bei steigender Farbungsin-
tensitéat der einzelnen Zelle. (B, D) Nach Abschluss der Erholungsphase nahm die Intensitat der Farbung ab, blieb
aber im Vergleich zur Mock-behandelten Kontrolle deutlich erhéht. Die Belichtungszeit war fir alle Aufnahmen
gleich. Die Bildbearbeitung erfolgte mit Adobe-Photoshop: Zur Verbesserung der Kontrastwahrnehmung wurden
die Kanal-Aufnahmen in Schwarz-Weil3-Abbildungen konvertiert und dann invertiert. Bearbeitung fir alle Bilder
gleich. MaRstabsbalken entsprechen 50 pm. Quelle: (A) KBR-2-168-265, KBR-2-237-317, (B) KBR-4-32-626,
KBR-2-279-345, (C) KBR-3-246-550, KBR-3-134-463, (D) KBR-3-246-550, KBR-3-200-506.

Wie im konventionellen MLD-Mausmodell, induzierte die Behandlung mit CPZ Astrogliose in
den von Demyelinisierung betroffenen Bereichen, darunter CC und Kortex (Abbil-
dung 69 A & C). Sowohl in tgASA(+/-)-, als auch in tgASA(-/-)-Mausen nahm die Intensitat
der GFAP-Farbung wéahrend der Erholungsphase ab, war nach Abschluss der Erholungs-
phase gegeniber den Mock-behandelten Kontrollen aber immer noch deutlich erhéht (Abbil-
dung 69 B & D).

Was genau die Aktivierung der Astrozyten im Zuge der CPZ-Diat induziert, ist nicht erforscht.
Wahrscheinlich fiihrt die Apoptose der Oligodendrozyten zur Freisetzung von Zellbestandtei-
len, z. B. Sulfatid, in die extrazellulare Matrix. Astrozyten und Mikrogliazellen binden diese
Zellbestanteile Uber entsprechende Rezeptoren und reagieren mit Aktivierung.

Ginge man davon aus, dass die resultierende Speicherung von Sulfatid im Lysosom des
Astrozyten Ursache fir die anhaltende Astrogliose in der ASA(-/-)-Maus ist (Abbildung 68 F),
stinden die Ergebnisse der GFAP-Farbung in CST-transgenem und konventionellem MLD-
Mausmodell im Widerspruch, denn im Gehirn der tgASA(+/-)-Maus akkumulierte kein Spei-
chermaterial (Abbildung 50 A & B), war die Astrogliose nach Abschluss der Erholungsphase
aber nicht abgeheilt (Abbildung 69 B).
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Jeon et al. haben gezeigt, dass die aktivierende Wirkung von extrazellularem Sulfatid auf
Astrozyten und Mikrogliazellen konzentrationsabhangig ist.}** Wahrscheinlicher ist daher,
dass nicht die Speicherung von Sulfatid im Lysosom, sondern die Konzentration des
extrazellular lokalisierten Sulfatids entscheidend fir den Grad der Zellaktivierung ist.
Die Sulfatidkonzentration im Myelin ASA-defizienter Mause ist erhoht!#?, so dass bei CPZ-
induzierter Apoptose der Oligodendrozyten im Gehirn ASA-defizienter Mause vermutlich
mehr Sulfatid in die extrazellulare Matrix Ubergeht als in ASA(+/-)-Mausen und so zu einer
verstarkten Aktivierung von Astrozyten und Mikrogliazellen fuhrt.

Die massenspektrometrische Analyse der Sulfatide hatte ergeben, dass das Verhéltnis von
C18:0- zu C24:1-Sulfatid im Gehirn der tgASA(+/-)-Maus gegeniuber der ASA(+/-)-Maus
erhoht war (Abbildung 66 B). Diese Erh6hung resultierte aus der vermehrten Expression von
C24:1-Sulfatid im Gehirn der tgASA(+/-)-Maus (Daten nicht gezeigt: KBR-3-185-495, KBR-4-
119-697). Auch Ramakrishnan et al. hatten zeigen konnen, dass die Uberexpression der
CST in der tgASA(+/-)-Maus zu einer schwachen Erhohung der Sulfatidkonzentration im
Myelin fiihrt.*® Es ist also nicht auszuschlieRen, dass die Konzentration von extrazellu-
larem Sulfatid wahrend der Behandlung mit CPZ im Gehirn der tgASA(+/-)-Maus star-
ker anstieg als in der konventionellen ASA(+/-)-Maus und so zu einer verstarkten bzw.
langer anhaltenden Aktivierung von Astrozyten und Mikrogliazellen fuhrte.

4.8.1.2 Quantifizierung von GFAP in ,,Western Blot“-Verfahren

Da die IF-Farbung von GFAP nur Informationen lber einen Ausschnitt des Gehirns lieferte,
die CPZ-induzierte Astrogliose sich aber Uber das gesamte Gehirn erstreckt, wurde die
durchschnittliche Proteinexpression von GFAP im Gehirn mittels WB-Verfahren quantifiziert.
Die hier angegebenen Proteinexpressionslevel sind Relativwerte bezogen auf die Expression
von a-Tubulin und verstehen sich als Mittelwert der biologischen Replikate.

Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse wurde ein zweiseitiger Student’scher t-Test
unter Annahme der Homoskedastizitdt durchgefihrt. Als statistisch signifikant wurden alle
Unterschiede mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von bis zu 5 % (p < 0,05) bezeichnet. Als
Tendenz sei hier eine Irrtumswahrscheinlichkeit bis zu 5 % Uber dem Signifikanzniveau
(0,05 < p =£0,10) definiert.

Da GFAP das Hauptintermediarfilament des reifen Astrozyten ist, steigt die Proteinexpressi-
on von GFAP im Zuge der schnellen Synthese von Intermediarfilamenten nach Verletzung
oder Infektion wahrend der Astrogliose stark an.** Das theoretische Molekulargewicht von
GFAP liegt bei 49,8 kDa (Abbildung 70). Insgesamt konnten im Gehirn der Maus sechs
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SpleiBvarianten identifiziert werden, deren Expressionslevel altersunabh&ngig in konstantem

Verhaltnis zueinander stehen.'#®
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Abbildung 70: Immundetektion von GFAP im ,Western-Blot“-Verfahren. Auftrennung im 7,5%igen Polyac-
rylamid-Gel. Detektion mittels IR-Scanner. Proteinstandard und a-Tubulin detektiert bei A = 680 nm (rot darge-
stellt), GFAP bei A = 800 nm (griin dargestellt). Quelle: KBR-3-233-535.

4.8.1.2.1 Konventionelles MLD-Mausmodell

4.8.1.2.1.1 Kontrollgruppe ASA(+/-)

Die Ergebnisse der Quantifizierung von GFAP im Gehirn der ASA(+/-)-Maus sind untenste-
hend in Abbildung 71 zusammengefasst und stimmen mit der zuvor gezeigten IF-Farbung
von GFAP (Abbildung 68 A-D) Uberein.
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Abbildung 71: Relative Proteinexpression von GFAP im Gehirn der ASA(+/-)-Maus. Darstellung der Protein-
banden im WB, Auftrennung entsprechend Abbildung 70. Die densitometrische Auswertung zeigte, dass die CPZ-
Behandlung sowohl im ersten (A), als auch zweiten Behandlungszyklus (B) eine deutliche Erh6éhung der Protein-
expression von GFAP induzierte. Wéhrend im ersten Behandlungszyklus nach Abschluss der Erholungsphase
kein Unterschied zwischen Mock- und CPZ-behandelten Mausen mehr vorhanden war, blieb die relative Expres-
sion von GFAP in CPZ-behandelten Mausen zum Ende des zweiten Behandlungszyklus erhdht. Die Remyelini-
sierung war im zweiten Behandlungszyklus weniger vollstandig. Die Darstellungen wurden auf das relative
Expressionslevel in Mock-behandelten Mausen normiert. Die Anzahl der biologischen Replikate war pro Gruppe
N = 3, auBer in 1. Diat/CPZ (N = 5) und 2. Diat/CPZ (N = 4). Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabwei-
chung vom Mittelwert. Zur Uberpriifung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger Student’scher t-Test unter Annah-
me der Homoskedastizitat durchgefuhrt. Signifikant (p < 0,05) waren alle mit einem Stern gekennzeichneten
Unterschiede. Mit einem in Klammern gesetzten Stern gekennzeichnet sind nicht signifikante Veranderungen im
Konfidenzintervall 0,05 < p < 0,10. Quelle: KBR-3-261-563, KBR-4-159-723.

Im Zuge der CPZ-induzierten Astrogliose war sowohl im ersten, als auch zweiten Behand-
lungszyklus ein signifikanter Anstieg der Proteinexpression von GFAP (Abbildung 71 A & B)

nachzuweisen. Wéhrend die Proteinexpression von GFAP im ersten Behandlungszyklus
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nach Abschluss der Erholungsphase wieder auf Mock-Niveau sank (Abbildung 71 A), blieb
sie nach Abschluss des zweiten Behandlungszyklus erhoht (Abbildung 71 B)..

4.8.1.2.1.2 Konventionelle MLD-Maus ASA(-/-)
Die Analyse der Proteinexpression von GFAP im Gehirn der ASA(-/-)-Maus ist untenstehend
in Abbildung 72 dargestellt.
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Abbildung 72: Relative Proteinexpression von GFAP im Gehirn der ASA(-/-)-Maus. Darstellung der Protein-
banden im WB, Auftrennung entsprechend Abbildung 70. (A) Die densitometrische Auswertung des WB zeigte
eine CPZ-induzierte Verdopplung der relativen GFAP-Expression im ersten Behandlungszyklus. Wahrend der
Erholungsphase sank die relative Expression auf Mock-Niveau, so dass nach Abschluss der Erholungsphase kein
Unterschied mehr festzustellen war. (B) In doppelt CPZ-behandelten Tieren war die relative Expression von
GFAP im Vergleich zu Mock-behandelten Tieren nur um das etwa 1,3fache erhdht. Nach Abschluss der Erho-
lungsphase war kein Unterschied zwischen CPZ- und Mock-behandelten Tieren mehr vorhanden. Es war aber
auch, im Gegensatz zum ersten Behandlungszyklus, keine Abnahme der GFAP-Expression in CPZ-behandelten
Tieren wahrend der Erholungsphase nachweisbar. Die Darstellungen wurden auf das relative Expressionslevel in
Mock-behandelten Tieren normiert. Die Anzahl der biologischen Replikate war N = 3. Die Fehlerbalken entspre-
chen der Standardabweichung vom Mittelwert. Zur Uberpriifung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger Stu-
dent’scher T-Test unter Annahme der Homoskedastizitat durchgefiihrt. Signifikant (p < 0,05) waren alle mit einem
Stern gekennzeichneten Unterschiede. EP = Erholungsphase. Quelle: KBR-3-243-543, KBR-4-139-710.

Insgesamt war die Ubereinstimmung von Proteinquantifizierung im WB-Verfahren und IF-
Farbung von GFAP (Abbildung 68 E-H) auf den ersten Blick weniger gut als in der ASA(+/-)-
Kontrollgruppe. Entsprechend der in der IF-Farbung gezeigten Astrogliose (Abbil-
dung 68 E) war die Proteinexpression von GFAP im Gehirn CPZ-behandelter ASA(-/-)-
Mause signifikant erhdht (Abbildung 72 A). Obwohl die IF-Farbung hatte vermuten las-
sen, dass die Astrogliose wahrend der Erholungsphase nicht abheilte (Abbildung 68 F), fiel
das Proteinexpressionslevel von GFAP wieder auf Mock-Niveau. Diese Diskrepanz beruht
wahrscheinlich auf der unterschiedlichen Reichweite der Methoden. Die IF-Farbung stellt
einen kleinen Ausschnitt des Gehirns dar, der gezielt ausgewahlt worden ist, weil er im CPZ-
Modell stark von Demyelinisierung betroffen ist. Er muss nicht repréasentativ fir andere Hirn-
regionen sein. Die Konzentration aktivierend wirkender Zellbestandteile, die durch das Ab-
sterben der Oligodendrozyten freigesetzt werden, ist in diesem Bereich mdglicherweise

besonders hoch und fuhrt zu einer lokal begrenzten, anhaltenden Aktivierung von Astrozyten
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und Mikrogliazellen. Dieser lokale Effekt kann im WB-Verfahren, das die durchschnittliche
GFAP-Expression in allen Regionen des Gehirns misst, nicht nachgewiesen werden.

Auch im zweiten Behandlungszyklus entwickelten ASA(-/-)-Mause bei Behandlung mit
CPZ eine Astrogliose (Abbildung 68 G & Abbildung 72 B). Im Vergleich zum ersten Be-
handlungszyklus (Abbildung 72 A) war die Effektstarke jedoch deutlich geringer. Wahrend
die Proteinexpression von GFAP in der ersten Diatphase um 104 % anstieg, war im zweiten
Behandlungszyklus ein Anstieg von nur 26 % nachweisbar. In der ASA(+/-)-Kontrollgruppe
war eine entsprechende Tendenz nicht beobachtet worden (Abbildung 71).

Obwohl die IF-Farbung eine Vielzahl GFAP-positiver Zellen im CC der ASA(-/-)-Maus gezeigt
hatte (Abbildung 68 H), war WB-Verfahren nach Abschluss der zweiten Erholungsphase im
keine Astrogliose detektierbar. Dieser Widerspruch soll im folgenden Absatz erklart werden.

4.8.1.2.1.3 Vergleichende Darstellung

Wie in der Einleitung dieses Kapitels beschrieben, ist die Entwicklung einer endogenen
Astrogliose Teil des ASA(-/-)-Phanotyps. Um einzuschatzen, ob die endogene Astrogliose
bei der Auswertung der Ergebnisse beriicksichtigt werden muss, also im Behandlungszeit-
raum zwischen siebter und 31. Lebenswoche nachweisbar ist, wurde die Proteinexpression
von GFAP in Mock-behandelten ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Mausen im WB-Verfahren miteinan-
der verglichen. Die densitometrische Auswertung des vergleichenden WB ist in der nachfol-
genden Abbildung 73 dargestellt.
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Abbildung 73: Vergleichende Darstellung des Einflusses von CPZ auf die relative Proteinexpression von
GFAP im konventionellen MLD-Mausmodell. (A) Darstellung der Proteinbanden im WB, Auftrennung entspre-
chend Abbildung 70. Die densitometrische Auswertung des vergleichenden WB Mock-behandelter ASA(+/-)- und
ASA(-/-)-Mause zeigte, dass im Alter von 25 Wochen (= nach 2. Diat) eine signifikante Erh6hung des relativen
Expressionslevels von GFAP in ASA(-/-)-Mausen vorhanden war. Die Darstellung wurde auf das relative Expres-
sionslevel in ASA(+/-) Mock-behandelten M&usen normiert. Die mit @ bezeichnete Probe war wurde nicht in die
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Auswertung mit einbezogen. Die Anzahl der biologischen Replikate war N = 3, ausgenommen ASA(-/-) Mock,
1. Diat (N =2). Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung vom Mittelwert. Zur Uberpriifung der
Signifikanz wurde ein zweiseitiger Student’scher T-Test unter Annahme der Homoskedastizitat durchgefihrt.
Signifikant (p < 0,05) waren alle mit einem Stern gekennzeichneten Unterschiede. (B) Durch den vergleichenden
WB von Mock-behandelten ASA(+/-) und ASA(-/-)-Tieren konnten die Ergebnisse der Einzelexperimente (Abb. 64
und Abb. 63) in Relation zueinander gesetzt werden. Da es sich nicht um ein geschlossenes Experiment handel-
te, konnte keine statistische Aussage Uber den Unterschied zwischen ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Tieren getroffen
werden. Die gezeigten Signifikanzen entstammen den entsprechenden Einzelexperimenten. EP = Erholungspha-
se. Quelle: (A) KBR-4-177-731, (B) KBR-3-261-563, KBR-4-159-723, KBR-3-243-543, KBR-4-139-710.

Tatséchlich war die Proteinexpression von GFAP in ASA(-/-)-Mausen nach Abschluss
der 25. Lebenswoche (= nach 2. Diat) signifikant héher als in gleichaltrigen ASA(+/-)-
Méausen. Die Ausbildung der endogenen Astrogliose hatte eingesetzt.

Die Auswertung der zweiten Behandlungsphase (Abbildung 72 B) wird also durch die auf-
grund der endogenen Astrogliose erhohte Proteinexpression von GFAP in Mock-behandelten
ASA(-/-)-Mausen verzerrt. Die Abnahme der Effektstarke von CPZ in der ASA(-/-)-Maus
ist ein Resultat der Normierung auf das Proteinexpressionslevel in Mock-behandelten
ASA(-/-)-Mausen. Wie in der auf dem vergleichenden WB basierende Gesamtdarstellung
der Einzelexperimente in Abbildung 73 zu sehen, ist die Astrogliose, gemessen an der Erho-
hung der Proteinexpression von GFAP, nach einfacher und wiederholter CPZ-Behandlung in
ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Méausen ungefahr gleich stark.

In der IF-Farbung war zu sehen (Abbildung 68 H), dass die Astrogliose in ASA(-/-)-Mausen,
wie in ASA(+/-)-Méausen (Abbildung 68 D, Abbildung 72 B), wahrend der zweiten Erholungs-
phase nicht abheilte. Durch die im Zuge der endogene Astrogliose ansteigenden Proteinex-
pression von GFAP war im WB-Verfahren zum Ende der Erholungsphase jedoch kein

Unterschied zwischen CPZ- und Mock-behandelten ASA(-/-)-Mausen nachzuweisen.

4.8.1.2.2 CST-transgenes MLD-Mausmodell

Die Quantifizierung der Proteinexpression im WB-Verfahren (Abbildung 74) und die IF-
Farbung von GFAP (Abbildung 69) korrelierten im Falle der CST-transgenen Mause nur
teilweise. In Ubereinstimmung mit der IF-Farbung (Abbildung 69 A & C) zeigte die densito-
metrische Auswertung des WB sowohl in tgASA(+/-)- (Abbildung 74 A), als auch in
tgASA(-/-)-Mausen (Abbildung 74 B) ein signifikant erhdhtes Proteinexpressionslevel von
GFAP nach CPZ-Behandlung. Eine Astrogliose war induziert worden. Die |IF-Farbung hatte
vermuten lassen, die Astrogliose bliebe in beiden Tiergruppen nach Abschluss der Erho-
lungsphase erhalten (Abbildung 69 B & D). Dieser Eindruck konnte im WB-Verfahren nicht
bestatigt werden. In keiner der Gruppen war nach Abschluss der Erholungsphase ein
signifikanter Unterschied zwischen CPZ- und Mock-behandelten Mausen nachzuwei-
sen. Es ist nicht auszuschliel3en, dass die Astrogliose lokal begrenzt noch aktiv war, aber

Uber die Gesamtheit des Gehirns nicht detektiert werden konnte.
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Abbildung 74: Relative Proteinexpression von GFAP im Gehirn der CST-transgenen MLD-Maus. Darstel-
lung der Proteinbanden im WB: Tubulin 50 kDa, GFAP 55, 48 kDa. (A) Die densitometrische Auswertung des WB
zeigte eine signifikante Erhdhung des relativen GFAP-Expressionslevels in CPZ-behandelten tgASA(+/-)-Mausen.
Wahrend der Erholungsphase sank die relative Expression von GFAP auf Mock-Niveau. Nach Abschluss der
Erholungsphase war kein Unterschied mehr nachweisbar. (B) In tgASA(-/-)-Mausen war ebenfalls eine CPZ-
induzierte Erhéhung des relativen GFAP-Expressionslevels zu beobachten. Nach Abschluss der Erholungsphase
war kein signifikanter Unterschied zwischen CPZ- und Mock-behandelten Mausen vorhanden. Die Darstellungen
wurden auf das relative Expressionslevel in Mock-behandelten Mausen normiert. Die Anzahl der biologischen
Replikate war N = 3, aulRer in tgASA(+/-) Mock, tgASA(-/-) Mock und tgASA(-/-) CPZ. Fur diese Gruppen war die
Anzahl der biologischen Replikate N = 2. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung vom Mittelwert.
Zur Uberpriifung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger Student’scher t-Test unter Annahme der Homoskedastizi-
tat durchgefiihrt. Signifikant (p < 0,05) waren alle mit einem Stern gekennzeichneten Unterschiede. Mit einem in
Klammern gesetzten Stern gekennzeichnet sind nicht signifikante Veradnderungen im Konfidenzintervall
0,05 < p £0,10. EP = Erholungsphase. Quelle: KBR-4-109-692.

48.1.2.3 Fazit

Die Leitfrage dieses Kapitels war, ob die Immunantwort auf (CPZ-induzierte) Demyelinisie-
rung in ASA-defizienten Mausen verandert ist. Nach Analyse der Astrogliose lasst sich diese
Frage nicht mit absoluter Sicherheit beantworten. Die IF-Farbung von GFAP vermittelte den
Eindruck, extrazellulares Sulfatid wirke in einem konzentrationsabhéngigen Mechanismus
aktivierend auf Astrozyten, denn in ASA(-/-)-, tgASA(-/-)- und tgASA(+/-)-Mausen schien die
CPZ-induzierte Astrogliose weniger gut abzuheilen als in ASA(+/-)-M&ausen. Die Quantifizie-
rung der Proteinexpression von GFAP konnte diesen Eindruck nicht bestatigen. Sowohl in
CPZ-behandelten ASA(-/-)-, als auch tgASA(+/-)-Mausen fiel das Proteinexpressionslevel
wahrend der Erholungsphase auf Mock-Niveau. Nur in tgASA(-/-)-Mausen, deren Myelin den
hochsten Sulfatidgehalt aufweist!*®, war eine Tendenz zur anhaltenden Erhéhung der GFAP-
Proteinexpression vorhanden.

De- und Remyelinisierung sowie die Auspragung von Astrogliose und Mikrogliose sind nicht
in allen Hirnregionen gleich.'*” Mdglicherweise war der in der IF-Farbung gezeigte Ausschnitt
besonders stark von Astrogliose betroffen und deckte sich daher nicht mit den Ergebnissen
der Proteinquantifizierung, die die durchschnittliche Proteinexpression im Gesamtgehirn
abbildet.
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4.8.2 Mikrogliose

Ob die Akkumulation von Sulfatid zu einer Verdnderung der Immunantwort der ASA-
defizienten Maus fihrt, konnte mittels Quantifizierung der CPZ-induzierten Astrogliose nicht
zweifelsfrei belegt werden. Um weitere Informationen tber die Art der induzierten Immunan-
twort zu erhalten, wurde die Aktivierung der Mikrogliazellen untersucht.

Als residente Immunzellen des ZNS reagieren neben Astrozyten auch Mikrogliazellen auf
neuropathologische Veranderungen ihrer Umgebung mit Aktivierung. Neben der Verande-
rung der Morphologie und der vermehrte Expression einer Reihe von Makrophagen-
spezifischen Proteinen (F4/80, Ibal), ist die Aktivierung vor allem durch die Sekretion von
pro- und antiinflammatorisch wirksamen Zytokinen gekennzeichnet.

Im Zuge der CPZ-induzierten Demyelinisierung sind Rekrutierung und Aktivierung von
Mikrogliazellen, die apoptotische Zellen und Myelintrimmer in den Lasionen phagozytieren,
essentiell fur eine effektive Remyelinisierung, da das im Myelin enthaltene Sulfatid einen
inhibierenden Effekt auf die Reifung der OVZ hat.4814% Spolange Myelintrimmer im Gewebe
vorhanden sind, kann keine Remyelinisierung stattfinden. Zugleich wirkt Sulfatid Uber die
Bindung an L-Selektin auch als Aktivator von Mikrogliazellen.'*® Ob der erhthte Sulfatidge-
halt im Myelin ASA-defizienter Mause®®! und die Akkumulation Sulfatid-haltigen Speicherma-
terials in den Mikroglia einen Effekt auf die CPZ-induzierte Mikrogliose hat, sollte tber die IF-
Farbung des Makrophagen-spezifischen Antikdrpers F4/802 beantwortet werden. Die Zu-
sammenfassung der Ergebnisse ist in der nachfolgenden Abbildung 75 dargestellt.

Da die Zelldichte im medialen CC, wie in Abbildung 41 gezeigt, nach Behandlung mit CPZ
sehr hoch war, waren Unterschiede in Farbungsintensitat und Zellform in diesem Bereich nur
schwer zu beurteilen. Abbildung 75 daher zeigt einen Ausschnitt des lateralen CC, der auch
von Demyelinisierung betroffen war, in dem sich die Veranderungen von Farbungsintensitat

und Zellform aufgrund der geringeren Zelldichte aber besser beurteilen liel3en.
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Abbildung 75: Einfluss des Genotyps auf die Cuprizon-induzierte Mikrogliose im Gehirn der Maus. IF-
Farbung von F4/80. Fluoreszenzaufnahme des lateralen CC bei A = 590 nm. (A, B) Im Gehirn Mock-, wie CPZ-
behandelter ASA(+/-)-Méause war nahezu keine Farbung von F4/80 vorhanden. (C, D) Im Gehirn der ASA(-/-)-
Maus induzierte die Fitterung mit CPZ eine deutliche Verstarkung der F4/80-Farbung, die auch nach Abschluss
der Erholungsphase erhalten blieb. F4/80-positive Zellen im Gewebe um den CC herum hatten die Morphologie
inaktiver Mikroglia mit kleinem Zellkérper und einer groBen Zahl stark verastelter Auslaufer. F4/80-positive Zellen
im CC hatten die améboide Form aktivierter Mikrogliazellen mit vergré3ertem Zellkdrper und nur wenigen Zellaus-
laufern. (E) Im Gegensatz zur konventionellen ASA(+/-)-Maus induzierte die Futterung mit CPZ im Gehirn der
tgASA(+/-)-Maus eine deutliche Zunahme der F4/80-Farbung, die nach Abschluss der Erholungsphase erhalten
blieb. Die F4/80-positiven Zellen im CC hatten keine amdboide Form angenommen. (F) Im Gehirn der tgASA(-/-)-
Maus befanden sich nach Abschluss der Erholungsphase eine grol3e Zahl F4/80-positiver Zellen mit amdboider
Morphologie im CC. Die Bildbearbeitung erfolgte mit Adobe-Photoshop: Zur Verbesserung der Kontrastwahrneh-
mung wurde die Kanal-Aufnahme in Schwarz-Weif3 konvertiert und dann invertiert. Die MaRstabsbalken entspre-
chen 50 pm. Quelle: KBR-4-35-629.

Im Zuge der CPZ-Behandlung infiltrieren Mikrogliazellen den CC rund zwei Wochen nach
Beginn der Diatphase, um die durch Apoptose der Oligodendrozyten entstehenden Zell- bzw.
Myelintrimmer abzubauen. Sobald die Demyelinisierung vollstandig ist, etwa finf Wochen
nach Beginn der Diatphase, nimmt die Zahl der Mikrogliazellen schnell wieder ab. Im Ver-
gleich ist die CPZ-induzierte Mikrogliose weit kurzlebiger als die Astrogliose, die auch noch
mehrere Wochen nach Absetzen der CPZ-Diat im Gehirn nachweisbar ist.3

Dass im Gehirn der ASA(+/-)-Maus nach Behandlung mit CPZ keine Zunahme der F4/80-
Farbung zu sehen war (Abbildung 75 A & B), soll folglich nicht als Fehlen der Mikrogliose
interpretiert werden, sondern zeigt, dass alle Zelltrimmer phagozytiert und die Aktivierung
der Mikrogliazellen zu diesem Zeitpunkt schon vollstandig abgeklungen war. Remyelinisie-
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rung konnte ungehindert stattfinden, wie auch die Quantifizierung der Myelinproteine besta-
tigt hatte. Im Gegensatz dazu war im Gehirn der ASA(-/-)-Maus sowohl nach Abschluss der
Diat- (Abbildung 75 C), als auch Erholungsphase (Abbildung 75 D) eine deutliche Zunahme
der Zahl F4/80-positiver Zellen im CC und dem umliegenden Gewebe zu sehen. Im Gewebe
aullerhalb des CC hatten die gefarbten Zellen die Morphologie inaktiver Mikrogliazel-
len, definiert durch einen kleinen Zellkérper und eine grofR3e Zahl von Zellauslaufern. Im CC
hatten F4/80-positive Zellen die amodboide Form aktivierter Mikrogliazellen. Dass
Mikrogliazellen mit aktiviertem Phanotyp nur im CC lokalisiert waren, deutet darauf hin, dass

auch die aktivierenden Faktoren nur in diesem Bereich des Gewebes vorhanden waren.

Die IF-Farbung von F4/80 auf Gewebeschnitten der tgASA(+/-)-Maus (Abbildung 75 E)
unterstitzt die Vermutung, dass einer der aktivierenden Faktoren im CC Sulfatid sein muss.
Anders als in der konventionellen ASA(+/-)-Maus war im Gehirn der tgASA(+/-)-Maus nach
Abschluss der Erholungsphase eine deutliche Féarbung von F4/80 vorhanden. Dieselbe
Tendenz spiegelte auch die IF-Farbung von GFAP (Abbildung B, Abbildung 69 B) wider.
Vermutlich fuhrt die erhohte Sulfatidkonzentration im Myelin der tgASA(+/-)-Maus®™*
bei Freisetzung des Sulfatids durch Apoptose der Oligodendrozyten zu einer verstark-
ten Aktivierung von Astrozyten und Mikrogliazellen im CPZ-Modell.

Wie in konventionellen ASA(-/-)-Mausen, war auch in CPZ-behandelten tgASA(-/-)-Méausen
nach Abschluss der Erholungsphase eine starke Farbung von F4/80 vorhanden (Abbildung

75 F). Im CC verblieb eine grof3e Zahl F4/80-positiver, améboid geformter Zellen.

Die nachfolgende Abbildung 76 zeigt die Kombination aus IF-Farbung von F4/80 und SSB-
Farbung. SSB farbt aufgrund seiner lipophilen Eigenschaften nicht nur die Myelinschicht der
Axone, sondern auch Myelinbruchstiicke und lipidhaltige Lysosomen.>® Abbildung 76 A zeigt
in der Durchlicht-Aufnahme durch SSB dunkel gefarbte, lipidhaltige Kompartimente im Be-
reich des lateralen CC. Abbildung 76 B zeigt die Fluoreszenzaufnahme desselben Bildaus-
schnittes. Die Uberlagerung von Durchlicht- und Fluoreszenzaufnahme in Abbildung 76 C
zeigt die Kolokalisierung von lipidhaltigen Kompartimenten und F4/80-positiven Zellen mit
amoboider Form. Offensichtlich besteht in ASA-defizienten Mausen ein Zusammenhang
zwischen der Phagozytose von Myelin, der Akkumulation von Speichermaterial und

der Entwicklung eines amdboiden Mikroglia-Phanotyps.
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Abbildung 76: Mikrogliale Lokalisation der Cuprizon-induzierten Sulfatid-Speicherung in der tgASA(-/-)-
Maus. (A) Durchlichtaufnahme der SSB-Farbung von Myelin und lipidhaltigem Speichermaterial. (B) IF-Farbung
von F4/80. Fluoreszenzaufnahme bei A = 590 nm. Die Bildbearbeitung erfolgte mit Adobe-Photoshop: Zur Ver-
besserung der Kontrastwahrnehmung wurde die Kanal-Aufnahme in Schwarz-Weil3 konvertiert und dann inver-
tiert. (C) Uberlagerung von Durchlicht- und Fluoreszenzaufnahme. In den unteren Bildausschnitten sind améboid
geformte Mikrogliazellen mit lipidhaltigem Speichermaterial durch ein weiRes Dreieck gekennzeichnet. Die MaR3-
stabsbalken entsprechen 50 pm. CC = Corpus Callosum, Ctx = Kortex, Hippoc = Hippocampus. Quelle: KBR-4-
35-629.

In welcher Abhéangigkeit Akkumulation und Zellaktivierung zueinander stehen, ob die
amoboide Form erst nach der Phagozytose von Myelin entsteht, oder Voraussetzung
fur die Phagozytose ist, kann der IF-Farbung nicht entnommen werden. Auch die Frage,
inwiefern die Veranderung der Zellmorphologie die Aktivierung von Mikrogliazellen wider-
spiegelt und ob die Aktivierung re- oder degenerativer Natur ist, lasst sich durch die IF- Far-

bung von F4/80 nicht beantworten.

Zwar ist es die einfachste Methode den Aktivierungsstatus der Mikrogliazelle aus der Zell-
morphologie abzuleiten, sie ist aber nicht sehr préazise. Zum einen existieren nicht nur die
Stadien ,ruhend® und ,aktiv“, sondern auch alle denkbaren Zwischenstufen. Zum anderen
gibt die Zellform keinen direkten Aufschluss tiber die Expression von Zytokinen oder anderen
modulatorisch wirksamen Faktoren. Je nach Stimulus kann die Mikrogliazelle trotz massiver
Expression von TNFa die verzweigte Zellform beibehalten, oder trotz reduzierter Expression
von IL-6 eine amoboide Form entwickeln.**®

Der verwendete F4/80-Antikdrper war gut dazu geeignet, Mikrogliazellen von anderen Zellty-
pen des ZNS zu unterscheiden, konnte aber nicht zur Quantifizierung der Mikrogliose im
WB-Verfahren verwendet werden, da er nicht spezifisch fur aktivierte Mikrogliazellen ist. Zu
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deren zweifelsfreien ldentifizierung bzw. Quantifizierung eignen sich nur Marker aus der
Gruppe der Haupthistokompatibilitatskomplexe (MHC) Klasse 1l, wie CD80 und CD86,%’

sowie die Analyse der sekretierten Zytokine.

4.8.3 Zytokine

Astrozyten und Mikrogliazellen sind in der Lage pro- und antiinflammatorische Zytokine zu
sekretieren. Unter dem Begriff der Zytokine wird eine Gruppe von Polypeptidhormonen zu-
sammengefasst, die die Funktion der Immunzellen und das Uberleben, die Proliferation und
die Differenzierung von Stammzellen regulieren. Die erhohte Expression von Zytokinen im
Gehirn, hervorgerufen durch Neuroinflammation, ist in einer Reihe von neurodegenerativen
Erkrankungen wie Multipler Sklerose und Alzheimer nachgewiesen worden.*%®

Dass im MLD-Mausmodell ein Zusammenhang zwischen der Menge des akkumulierenden
Speichermaterials und dem Phé&notyp besteht, ist durch die Erzeugung der CST-transgenen
ASA(-/-)-Maus®®® bewiesen worden. Auch Stein et al. haben dies belegt, indem sie gezeigt
haben, dass erst mit steigendem Alter, wenn sich eine grof3e Menge Sulfatid-haltigen Spei-
chermaterials im Gehirn ASA-defizienter Mause angesammelt hat, Neuroinflammation Uber
die Expression proinflammatorischer Zytokine nachweisbar wird.*6°

Im Zuge dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch die Behandlung ASA-
defizienter Mause mit CPZ die Akkumulation von Speichermaterial beschleunigt wird
(Abbildung 48 C & D), was mit einer anhaltenden Aktivierung von Astrozyten (Abbil-
dung 68 E & F) und Mikrogliazellen (Abbildung 75 C) verbunden ist. Da bis hier nicht
gezeigt werden konnte, ob die Zellaktivierung Resultat oder Ursache der reduzierten
Remyelinisierungseffizienz in ASA-defizienten Mausen war, wurde die Zytokinexpression
untersucht. Die Quantifizierung der Zytokine sollte zeigen, ob die induzierte Akkumula-
tion von Speichermaterial mit der vermehrten Expression proinflammatorischer Zyto-

kine verbunden war, die den Remyelinisierungsprozess hemmen.

Die Zytokinexpression im Gehirn wurde mittels Immundetektion im Multiplex-Verfahren quan-
tifiziert. Die hier angegebenen relativen Konzentrationen wurden auf den Gesamtproteinge-
halt der Probe normiert und verstehen sich als Mittelwert der biologischen Replikate. Zur
statistischen Auswertung der Ergebnisse wurde ein zweiseitiger Student’scher t-Test unter
Annahme der Homoskedastizitdt durchgefuhrt. Als statistisch signifikant wurden alle Unter-
schiede mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von bis zu 5 % (p < 0,05) bezeichnet. Als Ten-
denz sei hier eine Irrtumswahrscheinlichkeit bis zu 5 % udber dem Signifikanzniveau
(0,05 < p = 0,10) definiert.
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48.3.1 CPZzZ-Behandlung

Wie in Abbildung 77 am Beispiel von Interleukin 18 gezeigt, lagen die gemessenen Zytokin-
konzentrationen im unteren Bereich der Nachweisbarkeit. Die Konzentrationen von Interleu-
kin (IL) 4 und IL-5 sowie des Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Faktors (GCSF) lagen im

23-Plex-Immunoassay unterhalb der Nachweisgrenze und konnten nicht detektiert werden.
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Abbildung 77: Logistische Regressionsanalyse der BioPlex-Messung von Interleukin 1B. Die Konzentratio-
nen der gemessenen Proben (griin) lagen an der unteren Grenze des durch die Standardreihe (blau) definierten
Messbereichs. 23-Plex-Immunoassay von BioRad. Quelle: KBR-4-128-732.

4.8.3.1.1 Konventionelles MLD-Mausmodell

Da nicht nachgewiesen werden konnte, dass die Wiederholung der CPZ-Behandlung zu
einer Vermehrung des Speichermaterials in ASA-defizienten Mausen fiihrte (Abbildung 48 C
& D, Abbildung 49 C & D), wurde die Zytokinexpression im Gehirn einfach behandelter Mau-
se untersucht. Die nachfolgende Abbildung 78 fasst die Ergebnisse des 23-Plex-
Immunoassays zusammen. Zur vereinfachten Darstellung wurden die Zytokinlevel in CPZ-
behandelten Mausen als Vielfaches der Expression in Mock-behandelten Mausen darge-
stellt.

4.8.3.1.1.1  Kontrollgruppe ASA(+/-)

Uberaschenderweise waren nach CPZ-Behandlung signifikante Veranderungen des
Zytokinprofils ausschlief3lich in ASA(+/-)-Mausen nachzuweisen (Abbildung 78 A). Die
Expressionslevel der Makrophagen-inflammatorischen Proteine (MIP) 1a und MIP 13 waren
nach Abschluss der Diatphase erhoht. Die MIP sind chemotaktisch wirksame Zytokine, die
von aktivierten Makrophagen exprimiert werden, um weitere proinflammatorisch wirksame
Zellen zum Ort der Entzindung zu rekrutieren. Die MIP beeinflussen ein weites Spektrum
von Zellfunktionen, darunter auch die Phagozytose.’®! Die vermehrte Expression dieser
Zytokine kann also mit der Rekrutierung von Mikrogliazellen und Phagozytose von Zell- und
Myelintrimmern wéhrend der Diat-Phase erklart werden. Von allen weiteren Analyten waren

nur die proinflammatorischen Zytokine IL-18 (p = 0,09) und IL-6 (p = 0,07) tendenziell erhdht.
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Abbildung 78: Einfluss von Cuprizon auf die Zytokinexpression im Gehirn der MLD-Maus. Darstellung der
relativen Zytokinexpression im Gehirn CPZ-behandelter Mause, normiert auf die Zytokinlevel Mock-behandelte
Mause. (A) In ASA(+/-)-Méausen fiihrte die einfache Behandlung mit CPZ zur signifikanten Erhéhung der Expres-
sionslevel von MIP 1a und MIP 18. Die proinflammatorischen Zytokine IL 18 und IL 6 waren tendenziell erhoht.
Nach Abschluss der Erholungsphase war kein Unterschied zwischen CPZ- und Mock-behandelten Mausen
vorhanden, der auf einen inflammatorischen Prozess im Gehirn hinweist. (B) In ASA(-/-)-Mausen war nach
Behandlung mit CPZ keine signifikante Verdnderung des Zytokinprofils zu beobachten. Nach Abschluss der
Erholungsphase war die Expression von IL12p40 in CPZ-behandelten Mausen geringfugig, aber signifikant
erhoht. 23-Plex-Assay von BioRad. Die Zytokinkonzentration wurde auf den Gesamtproteingehalt der Probe
normiert [pg/mg], bevor der Mittelwert der biologischen Replikate gebildet wurde. Die Anzahl der biologischen
Replikate war N = 3. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung vom Mittelwert. Zur Uberpriifung der
Signifikanz wurde ein Student’scher t-Test unter Annahme der Homoskedastizitat durchgefiihrt. Gegeniiber der
Mock-behandelten Gruppe signifikant unterschiedliche Ergebnisse (p < 0,05) sind mit einem Stern gekennzeich-
net. Ein in Klammern gesetzter Stern kennzeichnet nicht signifikante Unterschiede im Konfidenzintervall 0,05 < p
< 0,10. EP = Erholungsphase, GMCSF = Granoluzyten- und Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor, KC =
Keratinozyten Chemoattracktant, MCP = Monozyten-chemotaktisches Protein, MIP = Makrophagen-
inflammatorisches Protein, n. d. = nicht detektierbar, RANTES = Regulated on Activation, Normal T Cell Expres-
sed and Secreted, TNF = Tumornekrosefaktor. Quelle: KBR-3-275-577.
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Ein akut inflammatorischer Prozess, der mit der vermehrten Expression von IL-1, IL-6,
IFNy und TNFa verbunden gewesen ware®?, konnte nicht nachgewiesen werden.

Wahrend der Erholungsphase sanken die Expressionslevel der Zytokine in ASA(+/-)-
Mausen wieder auf Mock-Niveau. Wie auch auf fir Astrogliose (Abbildung 68 A & B, Abbil-
dung 71 A) und Mikrogliose (Abbildung 75 A & B) gezeigt, klang die Immunantwort in A-

SA(+/-)-Mausen wahrend der Erholungsphase vollstandig ab.

4.8.3.1.1.2 Konventionelle MLD-Maus ASA(-/-)

In ASA(-/-)-Mausen waren nach Behandlung mit CPZ keine Veranderungen des Zyto-
kinprofils zu beobachten, die auf Neuroinflammation hinweisen (Abbildung 78 B).
Bedenkt man das Ausmald der CPZ-induzierten Sulfatidspeicherung (Abbildung 48 C & D),
der Astrogliose (Abbildung 68 E & F) und Mikrogliose (Abbildung 75 C & D), ist dieses Er-
gebnis unerwartet. Die Beobachtung von Eskes et al.’63 scheint bestatigt, nach der die Zyto-
kinexpression nicht anhand der Morphologie der Mikrogliazellen vorhergesagt werden kann.

Die Arbeit von Stein et al. lasst vermuten, dass die Menge des gespeicherten Sulfatids in
direktem Zusammenhang mit dem Entstehen von Neuroinflammation steht.'®* Im konventio-
nellen MLD-Mausmodell ist die vermehrte Expression von MIP 1a erst mit dem Erreichen
des 24. Lebensmonats nachweisbar. Im CST-transgenen MLD-Mausmodell, in dem etwa
doppelt so viel Speichermaterial entsteht!®®, ist die Erhohung von MIP 1a im Alter von zehn
Monaten nachweisbar®®. Vergleicht man die AZB-Farbung der CPZ-behandelten (Abbildung
47 A) und der 24 Monate alten ASA(-/-)-Maus (Abbildung 47 B), wird deutlich, dass im Zuge
der CPZ-Behandlung deutlich weniger Speichermaterial entsteht. Vermutlich war die Men-
ge des CPZ-induzierten Speichermaterials im Gehirn der ASA(-/-)-Maus zu gering, um

Neuroinflammation auszuldsen.

Der Vergleich der absoluten Zytokinkonzentrationen im Gehirn der Mock-behandelten
ASA(+/-)- und der ASA(-/-)-Maus zeigte, dass ein Grof3teil der Zytokine im Gehirn der
ASA(-/-)-Maus signifikant hoher konzentriert war als in der ASA(+/-)-Maus (Daten nicht
gezeigt: KBR-3-275-577). Uber die Ursache und Bedeutung dieser Beobachtung kann an
diesem Punkt nur spekuliert werden, da der Einfluss der Probenvorbereitung auf die absolu-
ten Messwerte nicht genauer untersucht werden konnte. Mdglicherweise resultiert die Erho-
hung des Zytokin-Basislevels in der ASA(-/-)-Maus aus der Akkumulation von
Speichermaterial wahrend der Embryogenese und der frihen postnatalen Entwicklung:
Aktivierte, amoboid geformte Mikrogliazellen infiltrieren das Gehirn in zwei Wellen wahrend

der embryonalen Entwicklung (E10-E19) sowie den ersten Tagen nach der Geburt.*®” Zum

148



De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

einen exprimieren sie Zytokine, wie IL-1(3, die im Zuge der Entwicklung des ZNS regulative
Funktion haben.'® Zum anderen phagozytieren sie Zellen, die im Zuge der Neurogenese
dem programmierten Zelltod erliegen.'®® Vermutlich akkumulieren in dieser Zeit bereits ge-
ringe Mengen von Sulfatid aus phagozytierten Astrozyten und Neuronen’® in den Mikroglia-
zellen der ASA(-/-)-Maus.

Im Normalfall wechselt die Mikrogliazelle nach dem Einwandern in das Gehirn im Laufe der
Zeit vom aktivierten in den inaktiven Zustand.'’* Moglicherweise ist dieser Prozess in der
ASA(-/-)-Maus durch die Akkumulation von Sulfatid gestort und fihrt zur Erh6hung der basa-
len Zytokinexpression. Ist die basale Zytokinexpression erhdht, erschwert dies den Nachweis
CPZ-induzierte Effekte, wie der Vergleich zwischen ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Mausen zeigte. In
beiden Gruppen stieg die Konzentration von MIP 18 bei Behandlung mit CPZ ahnlich stark
an (ASA(+/-): +11,6 £5,5 pg/mg, ASA(-/-): +18,9 £+ 51,2 pg/mg, KBR-3-275-577). Da die
CPZ-induzierte Erh6hung der Konzentration in Relation zum Basislevel in Mock-behandelten
ASA(-/-)-Mausen jedoch kleiner als in der ASA(+/-)-Maus war und die Standardabweichung
zudem grof3, konnte keine signifikante Veranderung nachgewiesen werden.

Der Multiplex-Immunoassay von BioRAD ist urspriinglich fur die Quantifizierung von Zytoki-
nen in Serum optimiert worden. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die grof3en
Standardabweichungen aus der Verwendung von Gewebehomogenat anstelle von Serum
resultieren. Wahrscheinlich kann der Informationsgehalt des Assays durch Optimierung der
Probenvorbereitung und der damit verbundenen Abnahme der Standardabweichungen er-
hdht werden. Praktische Losungsanséatze fur eine Optimierung des Immunoassays sollen in

Kapitel 5 diskutiert werden.

4.8.3.1.2 CST-transgenes MLD-Mausmodell

Die Zytokinexpression in CST-transgenen Mausen wurde mittels 8-Plex-Immunoassay von
BioRad untersucht und beschrankte sich auf die Analyte IL-18, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, GM-
CSF, IFNy und TNFa. Die Auswertung ist in Abbildung 79 dargestellit.
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Abbildung 79: Einfluss von Cuprizon auf die Zytokinexpression im Gehirn der CST-transgenen MLD-
Maus. Darstellung der relativen Zytokinexpression in CPZ-behandelter Mausen, normiert auf die Zytokinlevel

Mock-behandelter Mause. Weder in (A) tgASA(+/-)- noch in (B) ASA(-/-)-Mausen konnte ein Effekt von CPZ auf
die Zytokinexpression gemessen werden. 8-Plex-Assay von BioRad. Die Konzentration der Analyte Interleukin 4
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und GMCSF lag unterhalb der Nachweisgrenze. Die Zytokinkonzentration wurde auf den Gesamtproteingehalt
der Probe normiert [pg/mg], bevor der Mittelwert der biologischen Replikate gebildet wurde. Die Anzahl der
biologischen Replikate war N = 3, auBler in tgASA(+/-) Mock, tgASA(-/-) Mock und tgASA(-/-) CPZ. Fir diese
Gruppen war die Anzahl der biologischen Replikate N =2. Zur Uberpriifung der Signifikanz wurde ein Stu-
dent’scher t-Test unter Annahme der Homoskedastizitat durchgefuhrt. Gegenliber der Mock-behandelten Gruppe
signifikant unterschiedliche Ergebnisse (p < 0,05) sind mit einem Stern gekennzeichnet. Ein in Klammern gesetz-
ter Stern kennzeichnet nicht signifikante Unterschiede im Konfidenzintervall 0,05 < p < 0,10. EP = Erholungspha-
se, GMCSF = Granoluzyten- und Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor, TNF = Tumornekrosefaktor. Quelle:
KBR-4-128-732.

Insgesamt war der Informationsgehalt Uber CPZ-induzierte Ver&nderungen der Zytokinex-
pression durch die Beschrankung auf acht Analyte gering, da Zytokine, die mit Rekrutierung
und Proliferation von Mikrogliazellen verbunden sind (MIP 1a, MIP 13, MCP 1), nicht detek-
tiert wurden. Die Analyte IL-4 und GM-CSF lagen unterhalb der Nachweisgrenze. Die Zytoki-
nexpression in tgASA(-/-)-Mausen schien nach CPZ-Behandlung erhoht, es konnte aber
weder in tgASA(+/-)-, noch in tgASA(-/-)-Mausen eine signifikante Veranderung nachwiesen
werden.

Die Menge an CPZ-induziertem Speichermaterial im Gehirn der tgASA(-/-)-Maus

scheint nicht auszureichen, um Neuroinflammation auszuldsen.

4.8.3.2 Einfluss des CST-Transgens auf die Immunantwort

Dass die Uberexpression der CST, die mit einer gesteigerten Sulfatid-Synthese verbunden
ist, in der ASA(-/-)-Maus zu einer Verstarkung des Phanotyps flhrt, ist seit 2007 bekannt.1’2
Die biochemischen Prozesse, die hinter dieser Beobachtung stehen, sind bis heute jedoch
noch nicht aufgeklart. Seitdem Stein et al. gezeigt haben, dass die Behandlung der
tgASA(-/-)-Maus mit Simvastatin, einem antiinflammatorisch wirksamen HMG-CoA-
Reduktasehemmer, zu einer Verbesserung des Phanotyps fihrt, ist belegt, dass Neuroin-
flammation eine Triebfeder der Demyelinisierung im CST-transgenen MLD-Mausmodell
ist.1"3

Der Begriff der Neuroinflammation ist erst seit Mitte der 90er Jahre gebrauchlich und be-
schreibt einen chronischen Zustand des ZNS, indem sich Zyklen von Verletzung und Reakti-
on, durch die immunologische Antwort der Mikroglia und Astrozyten angetrieben, stetig
wiederholen.'” Durch die fortwahrende Steigerung der Immunantwort wird der Krankheits-
verlauf vorangetrieben.

Ob ein akut entziindlicher Prozess im Gehirn abheilt oder in chronische Neuroinflammation
tibergeht, hdngt eng mit dem Aktivierungszustand von Mikrogliazellen und rekrutierten Mak-
rophagen zusammen. Die Reaktion der aktivierten Mikrogliazelle bzw. Makrophage ist nicht
pauschal proinflammatorisch, sondern bewegt sich zwischen klassischer und alternativer
Aktivierung bzw. M1- und M2-Phé&notyp. Die M1/M2-Einteilung beschreibt zwei entgegenge-
setzt wirksame Zellpopulationen, wobei Makrophagen des M1-Typs die Zellproliferation

inhibieren und dadurch Gewebeschaden provozieren, M2-Makrophagen die Zellproliferation
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und die Gewebereparatur fordern. Der Aktivierungsstatus bestimmt Gber die Art der induzier-
ten Immunantwort. M1-Zellen induzieren, in Reaktion auf die Stimulation mit IFNy, LPS oder
GM-CSF, die Bildung von Typ 1 T-Helferzellen (Tni-Zellen), die proinflammatorische Zytoki-
ne sekretieren und wiederum aktivierend auf Makrophagen wirken.'”® M2-Makrophagen
werden unter anderem durch IL-4, IL-10 oder Glukokortikoide stimuliert und induzieren die
Bildung von Typ 2 T-Helferzellen (Tw2-Zellen). Tuz-Zellen inhibieren die M1-Aktivierung der
Makrophagen.’®

Die Einteilung in M1- und M2-Makrophagen schlief3t nicht aus, dass beide Aktivierungs-
Typen nebeneinander existieren. Vielmehr bestimmt das Gleichgewicht zwischen den Zell-
populationen Uber die Art der Immunantwort und die resultierende Symptomatik. Damit ein
inflammatorischer Prozess erfolgreich abheilen kann, muss die proinflammatorische Immun-
antwort der Mikrogliazellen vom M1-Typ abnehmen. Nur dann kann die M2-Immunantwort
aktiviert werden und der Heilungsprozess fortschreiten.’”

Es ist gezeigt worden, dass der Verlauf chronisch-neuroinflammatorischer Erkrankungen,
wie zum Beispiel Multiple Sklerose (MS), vom dominierenden Aktivierungstyp der Mikroglia-
zellen abhéangt. Auch wenn der urspriingliche Induktor der Neuroinflammation in MS unbe-
kannt ist, konnten Twi- und Twi7-Zellen als wichtige Triebkraft identifiziert werden. Der zur
Behandlung von MS zugelassene Wirkstoff Glatirameracetat (Copaxone®, Teva Pharma)
wirkt Schub-reduzierend, indem er einen Wechsel von Tpi- zu Thz-Immunantwort induziert.1’®
T-Zellen sind im Normalfall nicht im Gehirn nachzuweisen, aber in der Lage im Zuge neuroin-
flammatorischer Prozesse ins Gehirn einzustromen und dort aktiv zu werden. Auch in der
tgASA(-/-)-Maus konnte die Infiltration des Gehirns durch T-Zellen nachgewiesen werden.1”®
Welchem Aktivierungstyp diese infiltrierenden T-Zellen sowie die residenten Mikrogliazellen
zuzuordnen sind, sollte anhand der Zytokinprofile Mock-behandelter Mause bestimmt wer-
den. Moglicherweise ist die Art der Immunantwort ein Grund fir den divergenten Phanotyp
konventioneller und CST-transgener ASA(-/-)-Mause und auch fir die im CPZ-Modell subjek-
tiv gesteigerte Aktivierung von Astrozyten und Mikrogliazellen in CST-transgenen gegeniiber

konventionellen MLD-Mé&ausen.

Die nachfolgende Abbildung 80 zeigt die relative Expression ausgewahlter Zytokine in CST-
transgenen MLD-Mé&usen, dargestellt als Vielfaches der Expression in konventionellen MLD-
Méausen. Die Auswahl der Zytokine orientiert sich an den Analyten des 8-Plex-
Immunoassays von BioRad und beschrankt sich auf Zytokine, die spezifisch fur die unter-
schiedlichen Aktivierungsstadien bzw. Arten von Immunantwort sind. T-Helferzellen vom Tyi-
Typ sezernieren die proinflammatorischen Zytokine IL-2 und IFNy, die die Aktivierung von

Makrophagen und zytotoxischen T-Lymphozyten induzieren. T-Helferzellen vom Tw2-Typ
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sezernieren die B-Zell-aktivierenden Zytokine IL-4, IL-5 und IL-10. IL-10 wirkt antiinflammato-

risch und hemmt die Proliferation von Thi-Zellen &
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Abbildung 80: Einfluss des CST-Transgens auf den Aktivierungsstatus von Mikrogliazellen und T-Zellen
im Gehirn der Maus. Darstellung normiert auf Zytokinexpression in konventionellen Mausen mit entsprechendem
Genotyp. Die proinflammatorischen Zytokine IL-2, IFNy und TNFa werden von T-Helfer-Zellen des Thi-Typs
exprimiert. Die Expression von IL-4, IL-5 und IL-10 zeichnet T-Helfer-Zellen des Th2-Typs aus. (A) Im Vergleich
zur ASA(+/-)-Maus war die Konzentration von IL-5 im Gehirn der tgASA(+/-)-Maus erhoht. Entsprechend der
antiiflammatorischen Wirkung von IL-5 war die Expression von TNFa in tgASA(+/-)- gegeniiber ASA(+/-)-Mausen
erniedrigt. (B) Im Alter von 13 Wochen war kein signifikanter Unterschied zwischen konventionellen und CST-
transgenen ASA(-/-)-Mausen vorhanden. Mit steigender Sulfatid-Akkumulation war im Alter von 19 Wochen eine
signifikante Erhéhung von IL-2, IL-5, IL-10 und IFNy im Gehirn der tgASA(-/-)-Maus nachzuweisen. 8-Plex-Assay
von BioRad. Die Zytokinkonzentration wurde auf den Proteingehalt der Probe normiert [pg/mg], bevor der Mittel-
wert der biologischen Replikate gebildet wurde. Die Anzahl der biologischen Replikate war N = 3, aufRer in tgA-
SA(+/-) Mock, tgASA(-/-) Mock und tgASA(-/-) CPZ. Fur diese Gruppen war die Anzahl der biologischen Replikate
N = 2. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung vom Mittelwert. Zur Uberpriifung der Signifikanz
wurde ein Student’scher t-Test unter Annahme der Homoskedastizitat durchgefiihrt. Signifikant (p < 0,05) waren
alle mit einem Stern gekennzeichneten Unterschiede. EP = Erholungsphase, IFNy = Interferon y, IL = Interleukin,
TNFa = Tumornekrosefaktor a. Quelle: (A) KBR-4-212-748 (B) KBR-4-128-732.

Im Vergleich zu konventionellen ASA(+/-)-Mausen war die Expression von IL-5 in tgASA(+/-)-
Mausen signifikant erhéht (Abbildung 80 A). Quelle der vermehrten IL-5-Expression kdnnen
entweder Tu-Zellen oder Mikrogliazellen und Astrozyten'® sein. Es ist nicht untersucht
worden, ob T-Zellen das Gehirn der tgASA(+/-)-Maus infiltrieren. Da im gesunden Organis-
mus der Einstrom von T-Zellen in das ZNS durch die Blut-Hirn-Schranke streng kontrolliert
ist, ist es aber unwahrscheinlich. Nur wenn das ZNS von Inflammation betroffen ist, kbnnen
im Blut zirkulierende Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen die Blut-Hirn-Schranke in
groBer Zahl Uberwinden.'®? Da die Expression der proinflammatorischen Zytokine IL-18, IFNy
und TNFa im Gehirn der tgASA(+/-)-Maus gegeniber der konventionellen ASA(+/-)-Maus
nicht erhdht war (Abbildung 80 A), kann eine akute Entziindung, verbunden mit der Akkumu-

lation von T-Zellen, ausgeschlossen werden. Wahrscheinlicher ist, dass Mikroglia und Astro-
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zyten die Quelle der vermehrten IL-5-Expression in tgASA(+/-)-Mausen sind. IL-5 wird in
Reaktion auf proinflammatorische Stimuli exprimiert'® und induziert Proliferation und Aktivie-
rung!®* von Mikrogliazellen. Ob auch Sulfatid die Expression von IL-5 in Mikrogliazellen bzw.
Astrozyten anregen kann, ist unbekannt. Mdglicherweise tragt die endogene Stimulation von
Mikrogliazellen durch IL-5 dazu bei, dass CPZ-induzierte Astrogliose (Abbildung 69 A) und
Mikrogliose (Abbildung 75 E) im Gehirn der tgASA(+/-)-Maus starker ausgepragt schienen,
als in konventionellen ASA(+/-)-Mausen (Abbildung 68 B, Abbildung 75 B).

Insgesamt erbrachte der Vergleich der Zytokinprofile von ASA(+/-)- und tgASA(+/-)-
Méausen keinen Hinweis darauf, dass die Uberexpression der CST und die damit ver-
bundene erhéhte Syntheserate von Sulfatid eine proinflammatorische Aktivierung der

Mikrogliazellen, verbunden mit der Ausbildung einer Tui.Immunantwort, bewirkt.

Um zu uberpriifen, ob die Uberexpression der CST bei Speicherung von Sulfatid zu einer
Aktivierung der Immunantwort fuhrt, wurde die Zytokinexpression im Gehirn der tgASA(-/-)-
Maus mit der konventionellen ASA(-/-)-Maus verglichen (Abbildung 80 B). Im Alter von 13
Wochen war kein Unterschied festzustellen. Erst im Alter von 19 Wochen war die Expression
von IL2, IL-5, IL-10 und IFNy in tgASA(-/-)-Mausen signifikant erhoht. Diese Beobachtung
lasst vermuten, dass die Immunantwort in tgASA(-/-)-M&usen sich mit steigendem
Alter, also mit steigender Sulfatidspeicherung, zunehmend von der Immunantwort in
konventionellen ASA(-/-)-Mausen unterscheidet. Eine klare Unterscheidung, welcher Typ
von Immunantwort aktiviert wird, konnte aus dem Vergleich der Zytokinprofile nicht abgeleitet
werden. Sowohl die Expression von IFNy, das die M1-Aktivierung von Mikrogliazellen indu-
ziert'®, als auch die Expression von IL-10, das die M2-Aktivierung von Mikrogliazellen indu-
ziert'®, war erhoht. Moglicherweise verschiebt sich das Zytokinprofil erst mit
steigendem Alter in Richtung eines Aktivierungstyps, wenn auch Neuroinflammation

und Demyelinisierung nachweisbar werden.
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5. Diskussion

1.9 Genetischer Hintergrund der Griindertiere

Die Funktion eines Gens kann Uber die Analyse des Phanotyps eines entsprechenden
Mausmodells (Knockout, Transgen) untersucht werden. Dabei ist zu beachten, dass die
Auspragung des Phénotyps durch den genetischen Hintergrund des Versuchstieres beein-
flusst wird.*8” Der genetische Hintergrund umfasst die Gesamtheit aller Gene, ausgenommen
das manipulierte Gen. Als Beleg fir den Zusammenhang zwischen Phanotyp und geneti-
schem Hintergrund sei die Arbeit von Threadgill et al. angeflihrt, die gezeigt hat, dass der
Knockout des Epidermal Growth Factor Receptor in CF-1 Mausen zu einem embryonal

letalen Phanotyp, in CD-1 Mausen erst drei Wochen nach der Geburt zum Tod fiihrt.188

Fur die Durchfihrung des hier gezeigten Tierexperiments wurden drei unabhangig vonei-
nander gezilichtete Mauslinien miteinander gekreuzt. Der genetische Hintergrund jeder
Mauslinie war gemischt. Im zeitlich beschrénkten Rahmen dieser Arbeit war es nicht
maoglich, den genetischen Hintergrund der Grindertiere durch RlUckkreuzung mit
C57BL/6-Wildtyp-Mausen zu vereinheitlichen, bevor mit der Zucht der Versuchstiere
begonnen wurde. In Abbildung 81 ist schematisch dargestellt, wie sich der genetische
Hintergrund der Versuchstiere als Resultat aus dem gemischten genetischen Hintergrund
der Grindertiere mit der Anzahl der Verpaarungen verandern kann. Mause mit gleichem
Genotyp kénnen sich im genetischen Hintergrund unterscheiden (Abbildung 81 B & D).

A} ASA(-/-) NG2(--)
[mix;] [mix;]

NG2(+/-)ASA(+-)
[mix 5]

—
B) NG2(+-)ASA(+-) _ ASA(-i-) — NG2(+/-)ASA(+/-) + NG2(+/-)ASA(-/-) + NG2(+/+)ASA(+-) + NG2(+/+)ASA(-/-)
[mix 5] [mix,] [Mixqz4] [MiX ] [mix ] [Mix 0]

C) CST-g NG2(-F) — NG2(+-)tg + NG2(+-)
[mix;)] [mix;] [MiXap] [MiXay]

D) NG2(+-)CST-tg ASA(-1-) N NG2(+-)tgASA(+-) + NG2(+/-)ASA(+/-)
[mixg,)] [mix;,] [Mixz] [mixzpnl

Abbildung 81: Zuchtbedingte Verdnderung des genetischen Hintergrunds. Die schematische Darstellung
zeigt mogliche Verpaarungen von (A, C) Grindertieren der drei Mauslinien ASA-Knockout, NG2-EYFP-Knockin
und CST-transgen und (B, D) die mégliche Verpaarungen der Nachkommen. Der genetische Hintergrund aller
Mauslinien war gemischt, aber voneinander unterschiedlichen (mixi1, mixz, mixs). Das Schema verdeutlicht, wie
sich der genetische Hintergrund im Laufe der Zucht verandert (mixaz, mixa2, mixaaz, mixsz1). Die fett gedruckten
Tiere (C, D) haben trotz gleichen Genotyps einen unterschiedlichen genetischen Hintergrund. Quelle: Eigene
Darstellung.

Da nur eine geringe Zahl von Griindertieren zur Verfigung stand, erstreckte sich die Dauer
der Zucht Uber einen Gesamtzeitraum von vier Jahren und es war nicht mdglich alle M&use
gleichzeitig mit CPZ zu behandeln. Die CPZ-Behandlung erfolgte, sobald eine Maus mit

entsprechendem Genotyp geboren wurde. Das Gewebe wurde nach Abschluss der Behand-
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lung prapariert und bis zur weiteren Analyse bei -80 °C gelagert. Der zeitliche Abstand zwi-
schen der Praparation der biologischen Replikate betrug maximal ein Jahr. Aufgrund dieser
Vorgehensweise ist es wahrscheinlich, dass der genetische Hintergrund der biologi-

schen Replikate nicht homogen war.

1.9.1 CST-Transgen

Die CST-transgene MLD-Maus wurde durch Injektion eines entsprechenden DNA-Konstrukts
in den Pronukleus einer befruchteten Eizelle generiert.®® Der Einbau des Konstrukts erfolgt
bei dieser Methode in unbekannter Haufigkeit an beliebigen Stellen im Genom (Integrations-
lokus). Diese Methode zur Generierung eines Mausmodells ist simpel, birgt aber auch Nach-
teile, denn der Phanotyp einer transgenen Maus hangt maRgeblich von der
Expressionsstarke des Transgens ab. Die Expressionsstarke korreliert mit der Ablesbarkeit
des Konstrukts in der DNA und wird durch Integrationslokus, Anzahl der eingebauten DNA-
Konstrukte und epigenetischen Modifikationen, wie Methylierung, bestimmt. Die
Expressionsstarke verandert sich daher im Zuge der Alterung*®® und der Vererbung®®!. Vor
allem bei Verpaarung von Mausen mit unterschiedlichem genetischem Hintergrund induzie-
ren Mauslinien-spezifische Modulator-Gene die Veranderung des Methylierungsmusters und
der Expressionsstéarke: Verpaarungen mit DBA/2-Mausen werden haufig mit der Demethylie-
rung, Verpaarungen mit C57BL/6-Méausen eher mit der de novo Methylierung eines Trans-
gens in Verbindung gebracht.®2

Die Herstellung und Kultivierung transgener Pflanzen ist gangige Praxis, so dass die Stabili-
tat von Transgenen und deren Expressionsstarke in Pflanzen auch tber lange Generations-
folgen besser untersucht und dokumentiert sind als im Tiermodell. Es konnte nachgewiesen
werden, dass die Anzahl der integrierten Transgen-Konstrukte und die Expressionsstéarke in
Rapspflanzen schon in der vierten Folgegeneration verandert sind.'®®> Ohne dieses Ergebnis
direkt auf das Mausmodell Ubertragen zu wollen, soll die Méglichkeit der Reduktion integrier-
ter Konstrukte in der DNA durch Rekombination wahrend der Meiose in Betracht gezogen
werden. Solch eine Reduktion der integrierten Konstrukte kénnte in der hier durchgefiihrten
Genotypisierung-PCR nicht nachgewiesen werden, wiirde die Expressionsstarke des Trans-
gens aber verandern.

Es ist nicht auszuschlie3en, dass epigenetische Modifikationen oder die Reduktion
der integrierten CST-DNA-Konstrukte in den hier verwendeten transgenen Mausen zu
einer Veranderung der Expressionsstarke der CST fuhrten und Einfluss auf die Ergeb-

nisse der CPZ-Behandlung hatten.
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1.10 CPZ stort durch Komplexierung von Kupfer den Energiehaushalt des

myelinisierenden Oligodendrozyten.

Der Beginn der CPZ-Behandlung in der siebten Lebenswoche der Maus (P35) fallt in den
Zeitraum der primaren Myelinisierung (Myelinogenese)*®* des Gehirns. Die Myelinogenese
ist ein dynamischer Vorgang, der mit dem Ablauf des Axonwachstums korreliert. Sie beginnt
mit dem Tag der Geburt am Hirnstamm und setzt sich von dort einerseits entlang des Ru-
ckenmarks, andererseits Uber das Zwischenhirn ins Vorderhirn fort. Der Zustand vollstandi-
ger Myelinisierung wird in jeder Hirnregion zu einem anderen Zeitpunkt erreicht. Einige
Bereiche, wie der CC, erreichen erst in der zweiten Halfte des ersten Lebensjahres
ihren ,reifen* Zustand.

In der Maus beginnt die Myelinisierung des CC in Genu und Splenium und breitet sich von
dort auf alle weiteren Bereiche aus.!® Die ersten MBP-positiven Oligodendrozyten sind neun
bis zehn, die ersten myelinisierten Axone elf Tage nach der Geburt nachzuweisen.'% Zwi-
schen dem 14. und 45. Tag nach der Geburt nimmt ihre Zahl rasch zu, danach setzt sich die

Myelinisierung langsamer fortschreitend bis in den 8. Lebensmonat (P240) fort.1®’

Rostrum Genu Truncus Splenium

Abbildung 82: Die Zonen des Corpus callosum. Sagittaler Schnitt durch Riech-, Gro3- und Kleinhirn. Kernfar-
bung mit Hamatoxylin. Der CC unterteilt sich, von rostralem zu kaudalem Ende, in Rostrum, Genu, Truncus und
Splenium. Quelle: G. Paxinos, K. B. Franklin: The mouse brain in stereotaxic coordinates. San Diego, San Fran-
cisco, New York, Boston, London, Sydney, Tokyo: Academic Press, 2001, 2. Auflage, pp. 180.

Im CPZ-Modell ist der CC aufgrund der gut reproduzierbaren, nahezu vollstandigen
Demyelinisierung die am besten untersuchte Region des GroRhirns. Warum der CC bei
Behandlung mit CPZ so stark von Demyelinisierung betroffen ist, ist nicht erforscht.

Unter den zahlreichen Theorien zum Wirkmechanismus von CPZ, wie Bildung zelltoxischer
Abbauprodukte und freier Radikale!®®, scheint die Komplexierung von Kupfer'®® die schlis-
sigste Begrundung zu sein: Kupfer ist ein wichtiges Spurenelement und unter anderem im

aktiven Zentrum der Cytochrom-C-Oxidase enthalten, die Bestandteil der mitochondrialen
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Atmungskette ist. Die Fitterung mit CPZ fuhrt durch die Komplexierung von Kupfer zu einer
Abnahme der Cytochrom-C-Oxidase-Aktivitat im Gehirn.2%

Der Energiebedarf myelinisierender Oligodendrozyten ist wahrend der Myelinogenese, wenn
ein einzelner Oligodendrozyt bis zu 5000 pm? Myelinmembran pro Tag synthetisiert?°!,
enorm hoch. Es ist wahrscheinlich, dass die CPZ-induzierte Stérung der Atmungskette in
diesen hoch aktiven Zellen starken Einfluss auf Funktionalitat und Uberleben hat. Méglicher-
weise ist die CPZ-induzierte Demyelinisierung im CC besonders effizient, weil dessen Myeli-
nisierung zum Beginn der CPZ-Behandlung (P35) noch nicht abgeschlossen ist. Unterstitzt
wird diese Hypothese durch die Beobachtung, dass es in alteren Tieren der Erhéhung von
Behandlungsdauer und -dosis bedarf, um ein vergleichbares Ergebnis zu erzielen.?? Es
scheint eine enge Verbindung zwischen Reifestatus des Oligodendrozyten und der
Effizienz der CPZ-induzierten Demyelinisierung zu bestehen.

1.11 Aufgrund der verzogerten Myelinogenese ist die CPZ-induzierte
Demyelinisierung im Gehirn der ASA(-/-)-Maus starker ausgepragt, als in
der ASA(+/-)-Maus.

Das Fortschreiten der Myelinogenese kann lUber die Expression Myelin-spezifischer Proteine

und Lipide verfolgt werden. Als verlassliche Marker gelten darunter MBP und GalCer.2%® Mit

dem Beginn der Myelinisierung im Zeitraum zwischen P5 und P20 steigt die Genexpression
von MBP (Abbildung 83 A) und UDP-Galaktose:Ceramid Galaktosyltransferase (CGT), dem

Enzym, das die Synthese von GalCer katalysiert, im Gehirn der Wildtyp-Maus rapide an. Die

Konzentration von MBP (Abbildung 83 A) und GalCer (Abbildung 83 B) im Gewebe nimmt

zu. Mit der Vervollstandigung der Myelinisierung fallt die Genexpression auf ein geringeres

Basis-Level ab (Abbildung 83 A). Da die Halbwertzeit beider Myelinbestandteile hoch ist,

steigt die Konzentration von MBP und GalCer auch bei geringer Genexpression Uber den

Zeitraum der Myelinogenese hinaus weiter an.?%*

Im Gehirn der ASA(-/-)-Maus ist das Expressionsmuster der Myelin-Proteine wahrend der

Myelinogenese im Vergleich zum Wildtyp verandert.2®> Die Genexpression von MBP erreicht

das Maximum etwa eine Woche spéter als im Gehirn der Wildtyp-Maus. Yaghootfam et al.

schlussfolgerten, die Myelinogenese in ASA(-/-)-Mausen verlaufe verzogert ab.
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Abbildung 83: Expression von MBP und Galaktosylceramid wahrend der priméren Myelinisierung des
Gehirns der Maus. Quelle: E. D. Muse, H. Jurevics, A. D. Toews, G. K. Matsuhsima, P. Morell: Parameters
related to lipid metabolism as markers of myelination in mouse brain, Journal of Neurochemistry 76 (2001), pp.
77-86.

Sowohl die vergleichende Quantifizierung der Myelinproteine (Kapitel 4.5), als auch
der Myelinlipide (Kapitel 4.7.2) hatte im Zuge dieser Arbeit darauf hingewiesen, dass
die Myelinisierung in ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Mausen zu Beginn der CPZ-Behandlung
nichtgleich weit fortgeschritten war. Korreliert die Effizienz der CPZ-induzierten Demyeli-
nisierung mit dem Reifestatus des Myelins, sollte dementsprechend die CPZ-induzierte
Demyelinisierung in ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Mausen unterschiedlich stark ausgepragt sein.
Tatséchlich bestatigten sowohl Myelinfarbung (Kapitel 4.3), als auch die Quantifizierung der
Myelinproteine (Kapitel 4.5), dass das Ausmall CPZ-induzierter Demyelinisierung im
Gehirn der ASA(-/-)-Maus grof3er war als in der ASA(+/-)-Maus. Vor allem im CC war der
Unterschied zwischen ASA(+/-)- und ASA(-/-)-Maus groR. In Ubereinstimmung mit bereits
publizierten Daten?® war der rostrale Teil des CC in der ASA(+/-)-Maus weniger von
Demyelinisierung betroffen. Im Gehirn der ASA(-/-)-Maus erstreckte sich die Demyelinisie-

rung hingegen gleichermal3en Uiber den rostralen wie kaudalen Teil des CC.

1.12 Die Reifung der pra-Oligodendrozyten ist in der ASA(-/-)-Maus gehemmt
und verhindert die effiziente Remyelinisierung im CPZ-Modell.

Tabelle 13: Einfluss von CPZ auf die Expression der Myelinproteine im konventionellen MLD-Mausmodell.

A) ASA(+/-) B) ASA(-/-)

Diat | EP | 2. Diat | 2. EP Diat | EP | 2. Diat | 2. EP
MBP - -1 - MBP T !
PLP )| - - - PLP ! - !
CNPase | - - ! - CNPase | | - ! -
Olig2 1 - - ) Olig2 - - - -

Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse. |/1 signifikante Erniedrigung / Erh6hung gegenuber Mock-
behandelter Kontrollgruppe (p <0,05), (}) Tendenz zur Erniedrigung gegeniber Mock-behandelter Kontrolle
(0,05 < p <0,10). EP = Erholungsphase.
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Die Auswirkungen der CPZ-Diat auf die Proteinexpressionslevel der Myelinproteine sind in
Tabelle 13 zusammengefasst dargestellt. ASA-heterozygote und -defiziente Mausee reagier-
ten in Ubereinstimmung mit den zuvor erlauterten histologischen Beobachtungen auch auf
Ebene der Proteine unterschiedlich auf die Behandlung mit CPZ. Welche Information die
Expressionslevel der ausgewahlten Proteine dabei im Einzelnen liefern, soll im Folgenden
diskutiert werden.

Der Remyelinisierungsprozess unterteilt sich in drei Phasen: 1.) Rekrutierung der OVZ. 2.)
Differenzierung der OVZ. 3.) Reifung und Myelinisierung. Der Defekt jeder einzelnen dieser
Phasen kann zum Versagen der Remyelinisierung fuhren. Es konnte kein Beweis erbracht
werden, dass die Zahl der OVZ in ASA-defizienten Mausen generell erniedrigt, oder die
Rekrutierung zum Ort der Demyelinisierung beeintrachtigt ist (Kapitel 4.6.1). So ist zu
vermuten, dass die Ursache fur die reduzierte Remyelinisierungseffizienz in ASA-
defizienten Tieren in der Phase der Differenzierung oder Myelinisierung zu finden ist.

1.12.1 Differenzierung

Die Differenzierung der OVZ beginnt mit dem Kontakt zwischen OVZ und unmyelinisiertem
Axon und ist gekennzeichnet durch die einsetzende Expression von CNPase. CNPase ist, im
Gegensatz zu MBP und PLP, ein Myelinprotein, das nicht in den kompaktierten Bereichen
des Myelins zu finden, sondern durch die C-terminale Bindung an Tubulin eng mit dem Zyto-
skelett in den nicht kompaktierten Bereichen assoziiert ist. Die Expression der CNPase
beginnt vor MBP und PLP und ist darum ein empfindlicher Marker fiir das Einsetzen des
Myelinisierungsprozesses, weniger fiir die Quantifizierung gebildeten Myelins.?°” Ubertragen
auf die CPZ-Behandlung kann der Verlust von CNPase als Maf} fiir das Fehlen von mit dem
Axon in Kontakt stehenden Oligodendrozyten interpretiert werden. Da in allen behandelten
Gruppen nach Abschluss der Erholungsphase keine anhaltende Reduktion von CNPa-
se nachgewiesen werden konnte, kann geschlussfolgert werden, dass der erste
Schritt der Differenzierung, die Kontaktaufnahme des OVZ mit dem unmyelinisiertem
Axon, im konventionellen und CST-transgenen MLD-Mausmodell ungehindert ablauft.
Der Defekt, der zur reduzierten Remyelinisierungseffizienz in ASA-defizienten M&usen fuhrt,

ist in einem der darauf folgenden Prozesse zu suchen.

1.12.2 Reifung und Myelinisierung

Die Regulation des Myelinisierungsprozesses ist komplex und unterliegt dem Einfluss einer
ganzen Reihe von Transkriptionsfaktoren wie Oligl, Olig2, Sox10, Nkx2.2, Achaete-scute
Homolog 1 (ASCL1), Ying Yang 1 (YY1), Transcription Factor 4 (TCF4).2%® Abbildung 84

zeigt eine Ubersicht (iber die entwicklungsabhéngige Reihenfolge, in der wichtigsten Trans-
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Abbildung 84: Marker der Oligodendrozytenreifung. Entwicklung von OVZ Uber pra-Oligodendrozyt zu myeli-
nisierendem Oligodendrozyten. Dargestellt ist nicht die Abfolge der Expression, sondern die Reihenfolge in der
die Marker mittels Antikorper-basierender Methoden detektiert werden kdnnen. Die orange dargestellten Marker
PDGFa-Rezeptor, Nkx2.2, NG2 und Oligl (nukleér) sind charakteristisch fir OVZ. O4 (Sulfatid) und O1 (GalCer)
werden in pra-Oligodendrozyten exprimiert. Die blau dargestellten Marker APC, MBP, Oligl (zytoplasmatisch)
und PLP sind Marker des reifen, myelinisierenden Oligodendrozyten. Quelle: J. C. Silbereis, E. J. Huang, S. A.
Back, D. H. Rowitch: Towards improved animal models of neonatal white matter injury associated with cerebral
palsy, Disease Models and Mechanisms 3 (2010), pp. 678-688.

kriptionsfaktoren und Proteine im Oligodendrozyten mittels entsprechender Antikorper detek-
tiert werden kénnen. Auch Lipide sind geeignete Marker fir den Reifungszustand der Oli-
godendrozyten, wie Abbildung 84 zeigt. Ihre Expression ist nicht zwingend mit der Synthese
von Myelin verbunden: Sulfatid wirkt in der spéten Vorlauferzelle bzw. dem frihen Oli-
godendrozyten als Signaltransduktor und ist maf3geblich an der Regulation der Zelldifferen-
zierung Dbeteiligt.?®® Mit der Reifung des Oligodendrozyten und der Myelinsynthese
Ubernimmt Sulfatid zunehmend strukturgebende Funktion.?!® Moglicherweise geht dieser
funktionelle Wandel der Sulfatide auch mit einer Veranderung ihrer chemischen Natur einher,
denn mit der Reifung des ZNS sinkt der Anteil von C18:0-Sulfatid, wahrend der Anteil von
C24:1-Sulfatid steigt.?!! Was genau diese Veranderung bewirkt und ob die unterschiedlichen
Sulfatide spezifische Funktionen besitzen, ist bis heute nicht erforscht. Da aber auch im
Zuge der CPZ-induzierten Demyelinisierung ein Anstieg der Konzentration von C18:0-
Sulfatid im Gehirn der Maus zu beobachten war (Kapitel 4.7.2.2), kann vermutet werden,
dass C18:0-Sulfatid mit dem friihen Oligodendrozyten assoziiert ist und C24:1-Sulfatid erst
mit der Myelinsynthese vermehrt exprimiert wird. Da die Konzentration von C18:0-Sulfatid in
ASA(-/-)-Mausen nach Behandlung mit CPZ erhéht war, missen OVZ zu préa-
Oligodendrozyten differenziert sein. Diese Beobachtung korreliert mit der gezeigten Analyse
der Myelinproteine (Kapitel 4.5), die auf ein Stillstehen der Zelldifferenzierung im préa-

myelinisierenden Stadium hingewiesen hatte.
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Anscheinend ist die Regulation der Zelldifferenzierung und Reifung von OVZ und
Oligodendrozyten in ASA-defizienten Mausen verandert. Olig2 und Sox10 kommt bei
dabei eine tragende Rolle zu. Durch direkte Interaktion miteinander und den entsprechenden
Genabschnitten steuern Olig2 und Sox10 die Expression der Myelinproteine?'2!3 wobei der
induktive Effekt von Olig2 auf die Expression dieser Proteine Dosis-abhangig ist. Im Tiermo-
dell fuhrt die Uberexpression von Olig2 zur vermehrten Expression von Sox10 und einer
Beschleunigung der primare Myelinisierung des ZNS.2* Umgekehrt ist die Olig2-Knockout-
Maus aufgrund des Fehlens von Oligodendrozyten nicht iberlebensfahig.?!®> Die vermehrte
Expression von Olig2 in Lasionen Toxin-induzierter Demyelinisierung kennzeichnet eine
Subpopulation von OVZ, die zur Remyelinisierung dieser Lasion bestimmt ist.?® Dass in
ASA-defizienten im Gegensatz zu ASA-heterozygoten Mausen nach CPZ-Behandlung
kein Anstieg der Olig2-Expression nachgewiesen werden kann (Kapitel 4.5.4), steht im
Einklang mit der Beobachtung, dass die Remyelinisierungseffizienz in ASA-defizienten

Mausen reduziert ist.

1.13 Die Veranderung der Lipid-Rafts in der ASA(-/-)-Maus fuhrt zur Verlang-
samung des Myelinogenese.

Inwiefern sich Myelinogenese und Remyelinisierungsprozess unterscheiden, ist nicht be-

kannt. Da es distinkte Prozesse mit unterschiedlichen Anforderungen an den Oligodendrozy-

ten sind, ist es wahrscheinlich, dass unterschiedliche Signalwege an der Regulation beteiligt

sind.?!” Trotzdem scheinen sowohl Myelinogenese, als auch Remyelinisierung in ASA-

defizienten Mausen beeintrachtigt zu sein.

Lipid-Rafts sind kleine Subdoméanen der Plasmamembran, die sich durch eine hohe Kon-
zentration von Cholesterol und Glykosphingolipiden auszeichnen. Aufgrund ihrer Zusam-
mensetzung bilden sie eine flussig-kristalline Phase und sind relativ inert gegeniber der
Extraktion mit nichtionischen Detergenzien. Obwohl die Rafts sehr klein sind, kdnnen sie
einen groRen Anteil der Plasmamembran ausmachen. lhre spezielle Zusammensetzung
erma@glicht die gerichtete Wechselwirkung mit Lipiden und Proteinen.

Im einfachsten Modell der Raft-vermittelten Signaltransduktion stellen die Rafts eine Art
Plattform in der Plasmamembran dar, die Rezeptoren, Enzyme und Substrate fur die Signal-
weiterleitung enthélt. Die Signaltransduktion wird durch das Binden eines aktivierenden
Faktors induziert. Differenziertere Modelle beschreiben die Trennung komplementarer Kom-
ponenten der Signalkette in Raft- und Nicht-Raft-Doméanen. Erst durch Binden des Aktivators

kommt es zur Assoziation mit dem Lipid-Raft und zur Signalweiterleitung.?8
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Eine Reihe von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen ist dafir bekannt, in Lipid-Rafts lokalisiert zu sein,
darunter auch der PDGFa-Rezeptor. Der PDGFaR ist, wie im Einleitungsteil beschrieben,
auch auf der Zelloberflache der OVZ lokalisiert. Bei physiologischen Konzentrationen von
PDGFa ist der Rezeptor nicht in der Lage, die Proliferation des Oligodendrozyten auf direk-
tem Wege zu stimulieren. Vielmehr aktiviert er das mit dem Lipid-Raft assoziierte Integrin
aVB3. Collognato et al. haben einen entsprechenden Mechanismus zur Steuerung der Ent-

wicklung des Oligodendrozyten postuliert, der in Abbildung 85 dargestellt ist.?*°
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Abbildung 85: Modell zur Integrin-vermittelten Regulation der Oligodendrozyten-Reifung. In OVZ ist die
Tyrosinkinase Lyn mit dem Komplex von PDGFaR und Integrin aVB3 an der Aktivierung des Proliferations-
Signalweges beteiligt. Bei Bindung von Laminin 2, das vom Axon exprimiert wird, kommt es zur Aktivierung des
Komplexes von Integrin a6B1 und Tyrosinkinase Fyn. Lyn dissoziiert aus dem PDGFaR-aVB3-Komplex. Der
aktive Fyn-a6B1-Komplex kann, in Abhéngigkeit von der Aktivierung des PDGFa- oder ErbB2/4-Rezeptors, den
PI3K- oder MAPK-Signalweg aktivieren, die auf Zellerhaltung und Differenzierung ausgelegt sind. Csk = COOH-
terminale Src-Kinase, ErbB2/4 = Epidermal growth factor-Rezeptor, MAPK = Mitogen-aktivierte Protein-Kinase,
PDGFaR = PDGFa-Rezeptor, PI3K = Phosphoinositid-3-Kinase. Quelle: H. Collognato, S. Ramachandrappa, |.
M. Olsen, C. ffrench-Constant: Integrins direct Src family kinases to regulate distinct phases of oligodendrocyte
development, The Journal of Cell Biology 167 (2004), 2, pp. 365-375.

Die Aktivierung des Komplexes aus PDGFaR und Integrin aVB3 fuhrt zur Phosphorylierung
der mit dem Komplex assoziierten Tyrosinkinase Lyn, die den Signalweg fur die Proliferation
der Zelle aktiviert. Die ebenfalls mit dem Lipid-Raft assoziierte Tyrosinkinase Fyn, die einen
Komplex mit Integrin a681 bildet, ist zu diesem Zeitpunkt durch Phosphorylierung inaktiviert.

Kommt die OVZ mit einem unmyelinisierten Axon in Berthrung, schaltet sich der Signalweg
zur Zellerhaltung und Differenzierung ein. Ausschlaggebend hierflr ist die Bindung von
Laminin 2 an Integrin a681. Diese Bindung hat mehrere Veranderungen zur Folge: Die Tyro-
sinkinase Lyn dissoziiert aus dem Komplex mit PDGFaR und Integrin aV33, so dass der
PDGFaR einen neuen Komplex mit Integrin a681 und der Tyrosinkinase Fyn bilden kann.
Aulerdem induziert die Bindung von Laminin 2 die Reduktion der COOH-terminalen Src-

Kinase (Csk), so dass die Phosphorylierung der Tyrosinkinase Fyn ab- und ihre Aktivitat
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zunimmt. Der aktive Komplex von Fyn und Integrin a681 kann dann, in Abh&ngigkeit von der
Aktivierung des PDGFa- oder ErbB2/4-Rezeptors, den PI3K- oder MAPK-Signalweg aktivie-
ren. Beide Signalwege sind auf das Uberleben der Zelle und die Differenzierung des Oli-

godendrozyten ausgerichtet.

Es ist schon lange bekannt, dass die Lipidzusammensetzung der Rafts ausschlaggebend flr
ihre Funktionalitat ist. Auch Sulfatid kommt dabei eine tragende Rolle zu, wie Baron et al.
erst 2014 gezeigt haben.??® Im Zusammenspiel mit Laminin 2 reguliert Sulfatid die Differen-
zierung des Oligodendrozyten, indem es das Verschmelzen von Lipid-Rafts, und so die
laterale Wechselwirkung von PDGFaR und Integrin a681 vermittelt. Baron et al. postulieren
weiter, dass der Komplex aus Laminin, Integrin a681 und Sulfatid den zeitlichen Ablauf der
Oligodendrozytenreifung reguliert. Beobachtungen von Hirahara et al. unterstitzen diese
Hypothese.??! In der CST-Knockout-Maus, die kein Sulfatid exprimiert, beobachten sie so-
wohl in vitro, als auch in vivo eine Beschleunigung der Oligodendrozytenreifung, verbunden
mit einer erhéhten Anzahl reifer Oligodendrozyten im Gehirn der CST-Knockout-Maus. Sul-
fatid wirkt so als ein negativer Regulator der Oligodendrozytenreifung. Die erhohte
Anzahl reifer Oligodendrozyten im Gehirn der CST-Knockout-Maus resultiert auch aus dem
Unterbinden der Interaktion des PDGFaR mit Integrin a681 in Abwesenheit von Sulfatid, so
dass der PDGFaR fortlaufend die proliferativ wirkende Signalkaskade aktivieren kann und

mehr Vorlauferzellen gebildet werden.??2

Die Akkumulation von Sulfatid im MLD-Mausmodell findet nicht nur im Lysosom statt, son-
dern fuhrt auch zu Verdnderungen der Plasmamembran. Wahrend der Sulfatidgehalt im
Gehirn 24 Monate alter ASA(-/-)-Mause gegeniiber dem Wildtyp insgesamt um 35 % erhdht
ist, kann in den Lipid-Rafts ein Anstieg um 85 % beobachtet werden.??® Die massenspektro-
metrische Analyse der Lipid-Raft-Fraktion des Gehirns zeigt, neben einem insgesamt erhoh-
ten Sulfatidgehalt, dass wahrend der Myelinogenese der relative Anteil von C18:0-Sulfatid in
den Rafts im Vergleich zur Wildtyp-Maus erniedrigt ist.??* Sich auf diese Daten stitzend,
haben Pituch et al. als erste die Auswirkung des veranderten Sulfatidgehalts auf die Signal-
transduktion mittels Lipid-Rafts untersucht.??® Sie zeigen in vitro, dass die Bildung von Oli-
godendrozyten aus neuralen Vorlauferzellen ASA-defizienter Mause reduziert ist, da der
PDGFaR in Vesikel verpackt und aus der Zelle transportiert wird und nicht in den Lipid-Rafts
lokalisiert ist. Die Lokalisierung in den Rafts ist aber ausschlaggebend fir die effiziente
Phosphorylierung des PDGFaR.??® In Folge dessen kommt es zu einer verminderten Aktivie-

rung des PI3K-Signalweges. Die Behandlung der Zellen mit aktiver ASA korrigiert den Pha-
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notypen unter Wiederherstellung der korrekten Zusammensetzung der Lipid-Rafts (Erh6hung
des Anteils von C18:0-Sulfatid) und Relokalisierung des PDGFaR.

In wie fern dieser in vitro beobachtete Effekt auch in vivo Relevanz hat, ist noch nicht weiter
erforscht. Der Phanotyp der PDGFaR-Knockout-Maus ist embryonal letal.??” Ein schwerwie-
gender Mangel an PDGFaR in der ASA(-/-)-Maus ist also unwahrscheinlich. Wahrscheinlich
ist der Effekt der Fehllokalisierung in der ASA(-/-)-Maus mit der Reduktion des Rezep-
tors in der PDGFaR(+/-)-Maus zu vergleichen. Diese Maus zeigt im Falle von CPZ-
induzierter Demyelinisierung interessanterweise eine Reduktion von OVZ-Proliferation

und Reifung.??

Sowohl die absolute Menge von Sulfatid in den Lipid-Rafts??°, als auch die Kettenlange der
enthaltenen Sulfatide®%#! haben Einfluss auf die Differenzierung der OVZ. Da beide Para-
meter in der ASA(-/-)-Maus verandert sind, ist es an dieser Stelle nicht mdglich zu entschei-
den, was genau zum Scheitern der Remyelinisierung in der ASA(-/-)-Maus fuhrt. Es scheint
allerdings wahrscheinlich, dass die veranderte Zusammensetzung der Lipid-Rafts in den
OVZ dafir verantwortlich ist.

Die Untersuchung der CST-transgenen Maus im CPZ-Modell, die aufgrund der erhohten
Sulfatidsyntheserate genauere Informationen tUber den Zusammenhang von Sulfatidmenge
und Remyelinisierungseffizienz geben sollte, gestaltete sich aufgrund der grof3en Varianz der
biologischen Replikate schwierig (Kapitel 4.5).

Die Expression des CST-Transgens erfolgt unter Kontrolle des PLP-Promotors (PLP-P).
Obwohl die Expression von PLP als Strukturkomponente des Myelins erst wahrend der
Myelinogenese maximal ist, kann die Aktivitat des PLP-P, verbunden mit der Expression von
DM20, der leichteren SpleiRvariante von PLP, schon im Embryo nachgewiesen werden.??
Die Aktivitdt des PLP-P bzw. die Expression von DM20 beschrankt sich auf eine Subpopula-
tion von NG2-positiven Vorlauferzellen, die dazu bestimmt ist, wahrend der Myelinogenese
zu Oligodendrozyten zu differenzieren. Zellen ohne nachweisbare PLP-P-Aktivitat differen-
zieren nicht, sondern bilden die NG2-positive Population adulter Vorlauferzellen im Gehirn.3
Aufgrund der frihen PLP-P-Aktivitat in den zur Myelinisierung bestimmten OVZ ist
davon auszugehen, dass der Sulfatidgehalt der Membran an der Myelinogenese betei-
ligter Zellen in der CST-transgenen ASA(-/-)-Maus gegeniber dem konventionellen
MLD-Mausmodell erhdht ist. Im Hinblick auf die vorangehend beschriebene Hemmung des
OVZz-Differenzierung durch den erhdhten Sulfatidgehalt der Lipid-Rafts in der ASA(-/-)-Maus,
ware zu erwarten gewesen, dass zumindest die Myelinogenese in CST-transgenen ASA(-/-)-

Mé&usen noch langsamer ablauft, als in konventionellen ASA(-/-)-Mausen. Inwiefern sich
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diese Hypothese auf die Remyelinisierung tbertragen lasst, ist unklar, da nicht bekannt ist,
welche Population von Vorlauferzellen (PLP-P-positiv/IPLP-P-negativ) letztendlich am
Remyelinisierungsprozess beteiligt ist.

Die starken Schwankungen der Ergebnisse lassen vermuten, dass die Beantwortung dieser
Frage nicht trivial ist, sondern beide Vorlaufertypen am Remyelinisierungsprozess beteiligt
sind und individuelle Faktoren zum Tragen kommen. Dass die Remyelinisierung in
tgASA(-/-)-Mausen beeintrachtigt ist, kann aber bestatigt werden: Die Konzentration
von GalCer war, wie in konventionellen ASA(-/-)-Méausen, nach Abschluss der Erho-
lungsphase in CPZ-behandelten Mausen erniedrigt (Kapitel 4.7.2.1.2) und die C18/C24-
Ratio erhoht (Kapitel 4.7.2.2.2). Eine vermehrte Expression von Olig2 im Zuge der
Remyelinisierung konnte nicht nachgewiesen werden (Kapitel 4.5.4.2).

1.14 Die Remyelinisierungseffizienz ist im zweiten Behandlungszyklus redu-
ziert.

Sowohl in ASA-heterozygoten, als auch —defizienten Mausen fihrte die Wiederholung der
CPZ-Behandlung zu einer Verstarkung des demyelinisierenden Effektes sowie einer Ver-
langsamung der Remyelinisierung. Auch wenn die Effizienz der Remyelinisierung in ASA-
heterozygoten Mausen nach Abschluss der Erholungsphase auf Ebene der Myelinproteine
(Kapitel 4.5) nicht nachweisbar beeintrachtigt war, deutet das Fehlen der vermehrten Ex-
pression von Olig2 (Kapitel 4.5.4.1), die Erhéhung des Verhaltnisses von C18:0- zu C24:1-
Sulfatid (Kapitel 4.7.2.2.1) und des Verhaltnisses von Sulfatid zu GalCer (Kapitel 4.7.2.1.1)
darauf hin, dass die Reifung der Oligodendrozyten beeintrachtigt war. Dieser Beobachtung
koénnen unterschiedliche Ursachen zu Grunde liegen.

Unabhéangig von der Gesamtdauer der CPZ-Diat setzt der Remyelinisierungsprozess in der
finften Woche nach Behandlungsbeginn ein, wenn die Demyelinisierung des Corpus callo-
sum maximal ist.2* Wird die CPZ-Behandlung nach sechs Wochen beendet, kann die
Remyelinisierung ungehindert ablaufen und ist nach Abschluss der Erholungsphase voll-
sténdig. Bleibt der demyelinisierende Stimulus — CPZ — ber den géngigen Zeitraum von
sechs Wochen hinaus erhalten, tritt auch nach Beenden der CPZ-Behandlung keine oder nur
unvollstédndige Remyelinisierung ein. Dieser Zustand wird als chronische Demyelinisierung
bezeichnet. Das Scheitern der Remyelinisierung ist dabei nicht in einem Mangel an OVZ
begriindet, die auch noch nach Verdopplung der Behandlungsdauer im CC zu finden sind.?%
Vielmehr ist die Differenzierung der OVZ beeintrachtigt. Der pra-Oligodendrozyt verharrt
nach Kontaktaufnahme mit dem unmyelinisierten Axon in einem inaktiven Zustand.?3®
Wodurch das Fortschreiten der Remyelinisierung im chronischen CPZ-Modell gehemmt wird,

ist unklar. Es ist aber zu vermuten, dass die Mikroumgebung in der Lasion aufgrund der
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vermehrten Sekretion von Wachstumsfaktoren und Zytokinen durch Astrozyten und Mikrogli-
azellen einen hemmenden Einfluss auf die Differenzierung der OVZ hat. Méglicherweise
fuhrt auch die Wiederholung der CPZ-Behandlung zu Verdnderungen der Mikroumgebung,
die die Reifung der Oligodendrozyten hemmt.

Auch das steigende Alter der Versuchstiere kann Ursache fur den verstarkten Effekt der
zweiten CPZ-Behandlung sein. Es ist gezeigt worden, dass die Fahigkeit der OVZ zur Diffe-
renzierung in alternden Tieren reduziert ist. Diese Reduktion beruht moglicherweise auf der
vermehrten Expression des repressiv wirkenden Transkriptionsfaktors Nkx2.2,2*” oder epige-
netischen Veranderungen, die zu Stérungen der Expression der Myelin-Gene fiihren?3,

In ASA-defizienten Méausen ist, neben einem grundsatzlich bestehenden Defekt der Oli-
godendrozytenreifung, die altersabhangige Entwicklung des Phanotyps zu bertcksichtigen.
Die Manifestation der endogene Astrogliose zu Beginn des zweiten Behandlungszyklus
konnte durch Expression von Wachstumsfaktoren und Zytokinen ebenfalls einen zunehmend
hemmenden Effekt auf die Zellreifung und Remyelinisierung haben.

1.15 Die CPZ-induzierte Sulfatid-Speicherung in ASA-defizienten Mausen
fahrt nicht zu Neuroinflammation.

Der Vergleich mit Literatur zur Zytokinexpression im CPZ-Modell lasst nur wenige RUck-
schllsse auf die hier gezeigten Ergebnisse zu, wie das folgende Beispiel von Biancotti et al.
zeigen soll, die im Zuge der CPZ-Behandlung Uber einen signifikanten Anstieg der mRNA-
Level von TNFa, IL-18 und RANTES berichten.?*®

Im Unterschied zu den meisten Publikationen, die mit CPZ-induzierter Demyelinisierung
arbeiten, verwendeten Biancotti et al. flr ihre Experimente weibliche Mause. Es ist aber
bekannt, dass weibliche Hormone eine neuroprotektive Wirkung haben kdnnen. So wird bei
weiblichen Patienten mit Multipler Sklerose wahrend der Schwangerschaft ein Absinken des
Schubrisikos beobachtet.?*® Behandelt man mannliche Mause wahrend der CPZ-Diat mit
Ostrogen und Progesteron, ist eine Reduktion von De- und eine Verstarkung der Remyelini-
sierung zu beobachten.?*! Der Effekt beruht auf der verstarkten Expression des Wachstums-
faktors Insuline like growth factor (IGF) 1. Da IGF-1 auch durch TNFa reguliert wird, ist ein
Einfluss der Hormone auf andere Zytokine nicht auszuschlieRen.?*?

Die Quantifizierung von Zytokinen auf mRNA-Level ist eine gangige Methode, aber nur be-
dingt mit der Quantifizierung auf Proteinebene zu vergleichen. Gute Ubereinstimmung ist nur
fur IFNy vorhanden, maRige Ubereinstimmung fur MIP-1a, TNFa, MCP-1, RANTES und
wenige andere. Fur einen Grof3teil aber, darunter auch IL-18, ist keine Korrelation zwischen
Genexpression und Proteinlevel nachzuweisen.?*® Diese Diskrepanz beruht auf der posttran-

skriptionellen und posttranslationalen Regulation der Zytokinexpression.
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Auf posttranskriptioneller Ebene kann die Translation der Zytokin-mRNA Uber die Wechsel-
wirkung mit RNA-bindenden Proteinen sowie mikroRNAs gehemmt werden, so dass mRNA-
Level und Protein-Level eines Zytokins nicht korrelieren.?** Fir eine Reihe von Zytokinen,
darunter IL-18 und IL-6 ist auBerdem eine Regulation auf posttranslationaler Ebene vorhan-
den. Die Transkription dieser Zytokine fuhrt zur Bildung einer inaktiven Vorstufe (pro-IL-18,
pro-IL-6), die in der Zelle verbleibt und nicht sekretiert wird. Zur Sekretion bedarf es eines
zusatzlichen Stimulus, der die Bildung des Inflammasoms aktiviert, in dem die Vorstufen in
die aktive Form Uberfuhrt werden, bevor sie sekretiert werden kénnen.?4

Wie fir die Ergebnisse von Biancotti et al. lassen sich fir nahezu jede Quelle Faktoren fin-
den, die eine direkte Vergleichbarkeit mit den hier gezeigten Daten ausschlieBen. Nicht
einmal die Daten von Stein et al., die aus demselben Labor stammen, sind dazu geeignet, da
Méause mit anderem genetischen Hintergrund (129/0la) verwendet wurden.?* Es ist bekannt,
dass De- und Remyelinisierung?¥’, aber auch die Immunantwort im allgemeinen2*, erheblich

von der Mauslinie, bzw. deren MHC-Haplotyp, abhéngen.

Die CPZ-Behandlung fuhrte weder in konventionellen, noch in CST-transgenen
ASA(-/-)-Méausen zur Ausbildung von Neuroinflammation. Ob Neuroinflammation im
MLD-Mausmodell hemmend auf die Remyelinisierungseffizienz wirkt, kann anhand der
gezeigten Daten nicht beantwortet werden.

1.15.1 Die Art der Immunantwort entscheidet Gber den Phanotyp im MLD-Mausmodell.
Die Annahme, dass ein Zusammenhang zwischen Menge von Speichermaterial und dem
Auftreten von Demyelinisierung und Neuroinflammation besteht, resultiert unter anderem aus
der Verstarkung des Phanotyps der ASA(-/-)-Maus durch Uberexpression von Sulfatid in der
CST-transgenen ASA(-/-)-Maus. Wie die vermehrte Menge von Speichermaterial zur
Demyelinisierung beitragt, ist allerdings nicht aufgeklart. Neuroinflammation kann grundsatz-
lich Ausloser oder Konsequenz von Demyelinisierung sein. Im Falle von Multipler Sklerose
und Guillan-Barré-Syndrom ist die Bildung autoreaktiver Antikdrper Triebkraft der Demyelini-
sierung.?*® Wenn durch Fehlfunktion von Zellorganellen, wie Peroxisomen oder Lysosomen,
eine Veranderung des Myelin-Lipid-Stoffwechsels zum Zelluntergang des Oligodendrozyten
fuhrt und dabei freigesetzte Myelinlipide oder deren Derivate als Aktivator auf Immunzellen
wirken, kann Neuroinflammation eine Konsequenz von Demyelinisierung sein.?*°
Entscheidend fur den neurodegenerativen Charakter von Inflammation sind der vorherr-
schende Aktivierungszustand der Mikrogliazellen und die induzierte Immunantwort.

Der Vergleich der Zytokinprofile konventioneller und CST-transgener ASA(-/-)-Mause (Kapi-

tel 4.8.3.2) zeigt eine mit steigendem Alter zwar erhéhte Expression von IL-2, IL-5, IL-10 und
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IFNy in der tgASA(-/-)-Maus, aber kein Ungleichgewicht zwischen M1- und M2-
Aktivierungszustand der Mikrogliazellen. Wahrscheinlich verschiebt sich die Zytokinexpressi-
on erst mit steigendem Alter, also steigender Menge von Speichermaterial, in Richtung eines
Aktivierungstyps. Aufgrund der belegt positiven Wirkung von Simvastatin auf den Phanotyp
der tgASA(-/-)-Maus?! ist zu vermuten, dass es sich dabei um eine Verschiebung zum M1-
Phanotyp handelt, denn Simvastatin wirkt gezielt der Aktivierung von Txi-Zellen entgegen.?®?
Uber den Ausléser fiir diese Verschiebung kann nur spekuliert werden, denn die Regulation
des Aktivierungszustandes von Mikrogliazellen im Zuge neurodegenerativer Erkrankungen
ist sehr komplex und kann auch durch exogene Faktoren stark beeinflusst werden.*® So
gelangen Mikrogliazellen durch die Phagozytose apoptotischer Zellen in eine Art voraktivier-
ten Zustand, der sie empfanglicher macht fur die Induktion des voll aktiven Zustandes, zum
Beispiel durch systemische Infektionen. Neben den aktivierend wirkenden existieren auch
Faktoren, die der Mikrogliaaktivierung entgegen wirken. Dazu z&hlen die Ligand-Rezeptor-
Paare CD200/CD200-Rezeptor, Fraktalkin/Fraktalkin-Rezeptor und SIRPa/CD47. Auch das
Wegfallen eines hemmend wirkenden Faktors kann zum Umschalten der Mikrogliazelle in
den voll aktivierten Zustand fiihren. Im Zuge der Alzheimer-Erkrankung zeichnen sich patho-
logisch betroffene Bereiche des Gehirns durch eine reduzierte Expression von CD200 und
CD200R aus.?*

Der genaue Zusammenhang von Sulfatidspeicherung, Sulfatidmenge, Aktivierung der
Mikrogliazellen und Demyelinisierung wird noch genauer untersucht werden mussen,
bis eine fundierte Erklarung fur die divergenten Phanotypen des konventionellen und

CST-transgenen MLD-Mausmodells gegeben werden kann.

1.15.2 Methode Multiplex-ELISA: Durch Modifikation von Probe und Probenvorberei-
tung kann die Aussagekraft der Messung erhéht werden.
Dass die Ergebnisse der Zytokinmessungen aufgrund der fehlenden statistischen Signifikanz
nur beschréankte Aussagekraft besitzen, wurde bereits erlautert. Im Folgenden sollen die
Grinde dafir diskutiert, sowie Losungsansatze prasentiert werden.
Die endogene Erhoéhung der Zytokinexpression in konventionellen, wie CST-transgenen
ASA(-/-)-Tieren ist erst mit Akkumulation einer groRen Menge von Speichermaterial, weit
nach Abschluss des ersten Lebensjahres messbar.?®®> Wie in Abbildung 48 gezeigt, ist das
Ausmald der Sulfatidspeicherung nach Abschluss der CPZ-Behandlung (Abbildung 48 A)
aber deutlich geringer, als bei nachweisbarer Erhdhung der Zytokinexpression im Alter von
24 Monaten (Abbildung 48 B). Unter Bericksichtigung der Tatsache, dass die Expression

der Zytokine sich im pikomolaren Konzentrationsbereich bewegt und zugleich streng lokal
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begrenzt ist, stellt sich die Frage, ob der CPZ-induzierte Effekt tiber die Gesamtheit des
Gehirns messbar sein kann.

Biancotti et al. beschrankten sich in ihren Untersuchung zur Zytokinexpression im CPZ-
Modell auf Kortex, Hippocampus, Striatum und Corpus callosum,?® wahrend im Zuge dieser
Arbeit Homogenat aus Gesamtgehirn verwendet wurde. Fur auf dieser Arbeit basierende,
noch folgende Projekte ist die Beschrankung auf ausgewahlte Hirnregionen, in denen CPZ
nachweislich Demyelinisierung induziert, sicherlich sinnvoll und wird die Detektion CPZ-
induzierter Effekte erleichtern.

Auch die Vorbereitung der Probe selbst kann nach Auswertung der Ergebnisse und entspre-
chender Literatur weiter optimiert werden. Die im Zuge dieser Arbeit zur Zytokinquantifizie-
rung verwendete zytosolische Fraktion des Gewebehomogenats wurde durch Zentrifugation
von den unléslichen Zellbestandteilen des Gewebehomogenats abgetrennt. Da keine Deter-
genzien verwendet wurden, sind Mikrovesikel, die Zytokine enthalten kénnen?’, unter den
gewéhlten Bedingungen zu einem Grof3teil im Pellet lokalisiert und entziehen sich der Quan-
tifizierung.?® Es ist gezeigt worden, dass der Einsatz milder, nichtionischer Detergenzien
sich gut eignet, die Zytokinextraktion aus Gewebe zu verbessern, ohne die Funktionalitat der
Messung per ELISA zu beeintrachtigen.?®®

In Kombination mit einer reduzierten Endverdiinnung der Probe kénnte die Reproduzierbar-

keit und der Informationsgehalt der Messung verbessert werden.
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6. Fazit und Ausblick

Die zuvor prasentierten Ergebnisse zeigen, dass die Akkumulation von Sulfatid in den Lipid-
Rafts der ASA(-/-)-Maus wahrscheinlich zu einer Stérung der Oligodendrozytendifferenzie-
rung fuhrt. Der Myelinisierungsprozess ist sowohl wahrend der priméaren Myelinisierung des
ZNS, als auch im Zuge der Remyelinisierung verlangsamt. Die durch Wiederholung der CPZ-
Behandlung induzierte Aufsummierung des Myelinisierungsdefizits zeigt, dass die Remyeli-
nisierungseffizienz bei anhaltender Demyelinisierung nicht zur Selbstheilung ausreicht. Da
nicht nachgewiesen werden konnte, dass Zahl oder Migration der OVZ durch Akkumulation
von Sulfatid beeintrachtigt sind, sondern mit hoher Wahrscheinlichkeit die Differenzierung
des Oligodendrozyten nach der Kontaktaufnahme mit dem unmyelinisierten Axon gehemmt
ist, kann die exogene Induktion der Differenzierung ein potentieller Ansatz zur Behandlung
der fortschreitenden Demyelinisierung in MLD-Patienten sein.

Die Regulation von Oligodendrozytendifferenzierung und Myelinisierungsprozess sind zum
Zeitpunkt der Fertigstellung dieser Arbeit immer noch Gegenstand der Forschung. Die An-
zahl entsprechender Therapieansatze ist beschrankt. Beispielsweise befindet sich, zehn
Jahre nach der Identifikation von Leucine-rich Repeat and Immunoglobulin-like Domain-
contacting Protein 1 (LINGO-1) als negativer Regulator der Myelinisierung®®, nur ein ent-
sprechender Antikérper zur Behandlung von Multipler Sklerose in Phase Il der klinischen
Erprobung.?¢?

Der im Zuge dieser Arbeit etablierte Ansatz zur CPZ-induzierten Demyelinisierung in der
ASA(-/-)-Maus eignet sich gut fur entsprechende Untersuchungen. Durch die Induktion der
Demyelinisierung im Jungtier verkirzt sich die Vorbereitungsphase fir den Tierversuch
enorm, da zuvor nur alte tgASA(-/-)-Mause (>1,5 Jahre) zur Untersuchung von De- und
Remyelinisierung verwendet werden konnten. Zugleich ist es nicht mehr notwendig CST-
transgene Mause zu verwenden, was die Effizienz der Tierzucht steigert. Denkbar ware ein
Versuchsansatz, in dem die Diat-Phase von sechs auf finf Wochen verklrzt wird (=
Demyelinisierung maximal) und die Effizienz der Remyelinisierungsphase mit und ohne
Unterstiitzung des Anti-LINGO-1 Antikérpers untersucht wird. Die Mittel zur Quantifizierung

der Remyelinisierungseffizienz sind in dieser Arbeit bereits etabliert worden.

Die Fragen, was letztendlich der Unterschied zwischen konventionellem und CST-
transgenen MLD-Mausmodell ist, der zur Demyelinisierung fiihrt und ob auftretende Neuroin-
flammation der Ausldser, oder umgekehrt ein Resultat ist, bleiben unbeantwortet. Zur Kla-
rung wird es unumganglich sein, die Experimente zur CPZ-induzierten Demyelinisierung mit

CST-transgenen Méausen unter Erh6hung der Anzahl der biologischen Replikate zu wieder-

170



De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

holen. Die Erweiterung des Experimentes um weitere Behandlungszyklen scheint sinnvoll,
um den Einfluss von akkumulierendem Speichermaterial besser zu verstehen. Auch die in
vitro Analyse der Lipid-Rafts und ihrer Funktionalitdit muss weitergefuihrt werden, um die

Ursachen des Myelinisierungsdefektes zu identifizieren und zu quantifizieren.

171



De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

7. Literaturverzeichnis

1 Online Journal of Opthalmology: http://www.onjoph.com/patinfo/funktion/zahlen.html; Stand 04.02.2016.

2 Network Glia: http://www.networkglia.eu/oligodendrozyten; Stand 04.02.2016.

3 R. J. M. Franklin, C. ffrench-Constant: Remyelination in the CNS: from biology to therapy, Nature Review
Neuroscience 9 (2008), pp. 839-855.

4 C. ffrench-Constant, M. Raff: Proliferating bipotential glial progenitor cells in adult rat optic nerve, Nature 319
(1986), pp. 499-502.

5 S. Belachew, R. Chittajallu, A. A. Aguirre, X. Yuan, M. Kirby, S. Anderson, V. Gallo: Postnatal NG2 proteogly-

can-expressing progenitor cells are intrinsically multipotent and generate functional neurons, The Journal of Cell
Biology 161 (2003), 1, pp. 169-186.

6 E. H. Kolodny, S. Sathe: The Molecular and Genetic Basis of Neurologic and Psychiatric Disease. Philadelphia;
H. N. Rosenberg, 2008, 4. Ausgabe, pp. 230-237.

7 V. Gieselmann: Metachromatic Leukodystrophy: Recent Research Developments, Journal of Child Neurology 18
(2003), pp. 591-594.

8 B. Hess, P. Saftig, D. Hartmann, R. Coenen, R. Lullmann-Rauch, H. H. Goebel, M. Evers, K. von Figura, R.
D’Hooge, G. Nagels, P. De Deyn, C. Peters, V. Gieselmann: Phenotype of arylsulfatase A-deficient mice: Rela-
tionship to human metachromatic leukodystrophy, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 93
(1996), pp. 14821-14826.

9 D. Wittke, D. Hartmann, V. Gieselmann, R. Lullmann-Rauch: Lysosomal sulfatide storage in the brain of aryl-
sulfatase A-deficient mice: cellular alterations and topographic distribution, Acta Neuropathologica 108 (2004), pp.
261-271.

10y, Kishimoto, W. E. Davies, N. S. Radin: Turnover of the fatty acids of rat brain gangliosides, glycerophospha-
tides, cerebrosides and sulfatides as a function of age, Journal of Lipid Research 6 (1965), pp. 525-531.

11 H. Ramakrishnan, K. H. Hedayati, R. Lillmann-Rauch, C. Wessig, S. N. Fewou, H. Maier, H. H. Goebel, V.

Gieselmann, M. Eckhardt: Increasing sulfatide synthesis in myelin-forming cells of arylsulfatase A-deficient mice

causes demyelination and neurological symptoms reminiscent of human metachromatic leukodystrophy, The
Journal of Neuroscience 27 (2007), 35, pp. 9482-9490.

12 D. Kidd, J. Nelson, F. Jones, H. Dusoir, |I. Wallace, S. McKinstry, V. Patterson: Long-term stabilization after
bone marrow transplantation in juvenile metachomativ leukodystrophy, Archives of Neurology 55 (1998), pp. 98-
99.

13 A, Biffi, A. Capotondo, S. Fasano, U. del Carro, S. Marchesini, H. Azuma, M. C. Malaguti, S. Amadio, R. Bram-
billa, M. Grompe, C. Bordignon, A. Quattrini, L. Naldini: Gene therapy of metachromatic leukodystrophy reverses
neurological damage and deficits in mice, The Journal of Clinical Investigation 116 (2006), 11, pp. 3070-3082.

14 E. D. Gaier, B. A. Eipper, R. E. Mains: Copper signaling in the mammalian nervous system: synaptic effects,
Journal of Neuroscience Research 91 (2013), pp. 2-19.

15 H. Behrens, M. Ganzer, T. Hiepe: Lehrbuch der Schafkrankheiten. Berlin: Blackwell Wissenschafts-Verlag
GmbH, 2001,4. Auflage, p. 122.

16 W, W. Carlton: Response of mice to the chelating agents sodium diethyldithiocarbamate, a-biscyclohexanone
oxaldihydrazone, Toxicology And Applied Pharmacology 8 (1966), pp. 512-521.

17 E. Jacobsen, F. J. Langmyhr, A. R. Selmer-Olsen: On the use of bis-cyclohexanone-oxaldihydrazone and bis-
acetaldehyde-oxaldihydrazone in the analysis of copper, Analytica Chimica Acta 24 (1961), pp. 579-588.

18 | , Messori, A. Casini, C. Gabbiani, L. Sorace, M. Muniz-Miranda, P. Zatta: Unraveling the chemical nature of
copper cuprizone, Dalton Transactions (2007), pp. 2112-2114.

172



De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

19 E. Benetti, M. Ventura, B. Salmini, S. Ceola, D. Carbonera, S. Mammi, A. Zitolo, P. D"Angelo, E. Urso, M.
Maffia, B. Salvato, E. Spisni: Cuprizone neurotoxicity, copper deficiency and neurodegeneration, NeuroToxicology
31 (2010), pp. 509-517.

20 D, Strausak, J. F. Mercer, H. H. Dieter, W. Stremmel, G. Multhaupt: Copper in disorders with neurological
symptoms: Alzheimer’s, Menkes, and Wilson diseases, Brain Research Bulletin 55 (2001), 2, pp. 175-185.

21 K. Karram, S. Goebbels, M. Schwab, K. Jennissen, G. Seifert, C. Steinhauser, K. A. Nave, J. Trotter: NG2-
expressing cells in the nervous system revealed by the NG2-EYFP-knockin mouse, Genesis 46 (2008), pp. 743-
757.

22 M. Thallmair, J. Ray, W. B. Stallcup, F. H. Gage: Functional and morphological effects of NG2 proteoglycan
deletion on hippocampal neurogenesis, Experimental Neurology 202 (2006), pp. 167-178.

23 B. Hess, P. Saftig, D. Hartmann, R. Coenen, R. Lillmann-Rauch, H. H. Goebel, M. Evers, K. von Figura, R.
D’Hooge, G. Nagels, P. De Deyn, C. Peters, V. Gieselmann: Phenotype of arylsulfatase A-deficient mice: Rela-
tionship to human metachromatic leukodystrophy, a. a. O., pp. 14821-14826.

24 H. Ramakrishnan, K. H. Hedayati, R. Lillmann-Rauch, C. Wessig, S. N. Fewou, H. Maier, H. H. Goebel, V.
Gieselmann, M. Eckhardt: Increasing sulfatide synthesis in myelin-forming cells of arylsulfatase A-deficient mice

causes demyelination and neurological symptoms reminiscent of human metachromatic leukodystrophy, a. a. O.,
pp. 9482-9490.

25 P, Chomczynski, N. Sacchi: Single-step method of RNA isolation by acid guanidinium thiocyanate-phenol-
chloroform extraction, Analytical Biochemistry 162 (1987), 1, pp. 156-159.

26 Ebenda.

27 J. E. Scott, J. Dorling: Differential staining of acid glycosaminoglycans (mucopolysaccharides) by alcian blue in
salt solutions, Histochemie 5 (1965), pp. 221-233.

28 D, L. Stilwell: A Sudan Black B myelin stain for peripheral nerves, Stain Technology 32 (1956), 1, pp. 19-23

2% B. Clancy, L. J. Cauller, Reduction of background autofluorescence in brain sections following immersion in
sodium borohydride, Journal of Neuroscience Methods 83 (1998), pp. 97-102.

30 S, A. Schnell, W. A. Staines, M. W. Wessendorf: Reduction of lipofuscin-like autofluorescence in fluorescently
labeled tissue, The Journal of Histochemistry & Cytochemistry 47 (1999), 6, pp. 719-730.

31 A. D. Marmorstein, L. Y. Marmorstein, H. Sakaguchi, J. G. Hollyfield: Spectral profiling of autofluorescence

associated with lipofuscin, Bruch’s membrane, and sub-RPE deposits in normal and AMD eyes, Investigative
Ophthalmology & Visual Science 43 (2002), 7, pp. 2435-2441.

32 M. A. Williams, R. H. McCluer: The use of Sep-Pak C18 cartridges during the isolation of gangliosides, The
Journal of Neurochemistry 35 (1980), 1, pp. 266-269.

33 M. Hesse, H. Meier, B. Zeeh: Spektroskopische Methoden in der organischen Chemie. Stuttgart, New York:
Thieme, 2005, 7. Auflage, pp. 303.

34 M. M. Bradford: A rapid and sensitive method for the quantification of microgram quantities of protein utilizing
the principle of protein-dye binding, Analytical Biochemistry 72 (1976), 1-2, pp. 248-254.

35 U. K. Laemmli: Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4, Nature
227 (1970), pp. 680-685.

36 C. M. Taylor, T. Coetzee, S. E. Pfeiffer: Detergent-insoluble glycosphingolipid/cholesterol microdomains of the
myelin membrane, The Journal of Neurochemistry 81 (2002), 5, pp. 993-1004.

87 W. N. Burnette: “Western Blotting”: Electrophoretic transfer of proteins from sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gels to unmodified nitrocellulose and radiographic detection with antibody and radio iodinated
protein A, Analytical Biochemistry 112 (1981), 2, pp. 195-203.

173



De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

38 M. Kipp, T. Clarner, J. Dang, S. Copray, C. Beyer: The cuprizone animal model: new insights into an old story,
Acta Neuropathologica 118 (2009), pp. 723-736.

39 J. Hedderich, L. Sachs: Angewandte Statistik, Methodensammlung mit R. Heidelberg: Springer Spektrum,
2016, 15. Auflage, p. 288.

40 Ebenda.

41 E. Matthes, S. Stroobants, D. Gerlach, C. Wohlenberg, C. Wessig, J. Fogh, V. Gieselmann, M. Eckhardt, R.
D"Hooge, U. Matzner: Efficacy of enzyme replacement therapy in an aggravated mouse model of metachromatic
leukodystrophy declines with age, Human Molecular Genetics 21 (2012), 11, pp. 2599-2609.

42 C. R. Plata-Salaméan: Cytokines and feeding suppression: an integrative view from neurologic to molecular
levels, Nutrition 11 (1995), pp. 674-677.

43 N. Franco-Pons, M. Torrente, M. T. Colomina, E. Vilella: Behavorial deficits in the cuprizone-induced murine

model of demyelination/remyelination, Toxicology Letters 169 (2007), pp. 205-213.

44 Charles River, C57BL/6 Mice Model Information Sheet: http://www.criver.com/files/pdfs/rms/c57bl6/
rm_rm_d_c57blén_mouse.aspx, Stand: 12.05.2016.

45 T. Skripuletz, J. H. Bussmann, V. Gudi, P. N. Koutsoudaki, R. Pul, D. Moharregh-Khiabani, M. Lindner, M.
Stangel: Cerebellar cortical demyelination in the murine cuprizone model, Brain Pathology 20 (2010), pp. 301-
312.

46 A, J. Steelman, J. P. Thompson, J. Li: Demyelination and remyelination in anatomically distinct regions of the
corpus callosum following cuprizone intoxication, Neuroscience Research 72 (2012), 1, pp. 32-42.

47 K. A. Irvine, W. F. Blakemore: Age increases axon loss associated with primary demyelination in cuprizone-
induced demyelination in C57BL/6 mice, Journal of Neuroimmunology 175 (2006), pp. 69-76.

48 A. J. Steelman, J. P. Thompson, J. Li: Demyelination and remyelination in anatomically distinct regions of the
corpus callosum following cuprizone intoxication, a. a. O., pp. 32-42.

49 P, Morell, C. V. Barrett, J. L. Mason, A. D. Toews, J. D. Hostettler, G. W. Knapp, G. K. Matsushima: Gene
expression in brain during cuprizone-induced demyelination and remyelination, Molecular and Cellular Neurosci-
ence 12 (1998), pp. 220-227.

50V, Gudi, S. GIngele, T. Skripuletz, M. Stangel: Glial response during cuprizone-induvced de- and remyelination
in the CNS: lessons learned, Frontiers in Cellular Neuroscience 8 (2014), Article 73. (Keine Seitenangabe vor-
handen, da nur elektronische Verdffentlichung. Vollstandiger Artikel unter:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3952085/pdf/fncel-08-00073.pdf, Stand 07.07.2016)

5! Ebenda.

52 Ebenda.

53 Ebenda.

5 R. H. Woodruff, M. Fruttiger, W. D. Richardson, R. J. Franklin: Platelet-derived growth factor regulates oli-
godendrocyte progenitor numbers in adult CNS and their response following CNS demyelination, Molecular and
Cellular Neuroscience 25 (2004), 2, pp. 252-262.

55 V. Gudi, D. Moharregh-Khiabani, T. Skripuletz, P. N. Koutsoudaki, A. Kotsiari, J. Skuljec, C. Trebst, M. Stangel:
Regional differences between gray and white matter in cuprizone induced demyelination, Brain Research 1283
(2009), pp. 127-138.

5 S. A. Schnell, W. A. Staines, M. W. Wessendorf: Reduction of Lipofuscin-like autofluorescence in fluorescently
labeled tissue, a. a. O., pp. 719-730.

57 M Kipp, T. Clarner, J. Dang, S. Copray, C. Beyer: The cuprizone animal model: insights into an old story, Acta
Neuropathologica 118 (2009), pp. 723-736.

174


http://www.criver.com/files/pdfs/rms/c57bl6/%20rm_rm_d_c57bl6n_mouse.aspx
http://www.criver.com/files/pdfs/rms/c57bl6/%20rm_rm_d_c57bl6n_mouse.aspx
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3952085/pdf/fncel-08-00073.pdf

De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

58 T, Skripuletz, M. Lindner, A. Kotsiari, N. Garde, J. Fokuhl, F. Linsmeier, C. Trebst, M. Stangel: Cortical demye-
lination is prominent in the murine cuprizone model and is strain-dependent, The American Journal of Pathology
172 (2008), 4, pp. 1053-1061.

5 P. N. Koutsoudaki, T. Skripuletz, V. Gudi, D. Moharregh-Khiabani, H. Hildebrandt, C. Trebst, M. Stangel:
Demyelination of the hippocampus is prominent in the cuprizone model, Neuroscience Letters 451 (2009), 1, pp.
83-88.

60 F, de Ferra, H. Engh, L. Hudson, J. Kamholz, C. Puckett, S. Molineaux, R. A. Lazzarini: Alternative splicing

accounts for the four forms of myelin basic protein, Cell 43 (1985), pp. 721-727.

61 C. Readhead, L. Hood: The dysmyelinating mouse mutations shiverer (shi) and myelin deficient (shi™d), Behav-
iour Genetics 20 (1990), 2, pp. 213-234.

62 A. Yaghootfam, V. Gieselmann, M. Eckhardt: Delay of myelin formation in arylsulphatase A-deficient mice,
European Journal of Neuroscience 21 (2005), pp. 711-720.

63 https://www.licor.com/bio/PDF/IRquant.pdf, Stand: 01.06.2016

64 E. Muse, H. Jurevics, A. Toews, G. K. Matsushima, P. Morell: Parameters related to lipid metabolism as mark-
ers of myelination in mouse brain, Journal of Neurochemistry 76 (2001), pp. 77-86.

65 E. Fifkova, M. Morales: Aging and the neurocytoskeleton, Experimental Gerontology 27 (1992), 27, pp. 125-
136.

66 J. M. Greer, M. B. Lees: Myelin proteolipid protein — the first 50 years, The International Journal of Biochemistry
& Cell Biology 34 (2002), pp. 211-215.

67 Q. Sporkel, T. Uschkureit, H. Blissow, W. Stoffel: Oligodendrocytes expressing exclusively the DM20 isoform of
the proteolipid protein gene: myelination and development, GLIA 37 (2002), 1, pp. 19-30.

68 M. Klugmann, M. H. Schwab, A. Pihlhofer A. Schneider, F. Zimmermann, 1. R. Griffiths, K. A. Nave: Assembly
of CNS myelin in the absence of proteolipid protein, Neuron 18 (1997), pp. 59-70.

69 K. A. Nave, H. B. Werner: Myelination of the nervous system: mechanisms and functions, Annual Review of
Cell and Developmental Biology 30 (2014), pp. 503-533.

70 M. Lindner, S. Heine, K. Haastert, N. Garde, J. Fokuhl, F. Linsmeier, C. Grothe, W. Baumgartner, M. Stangel:
Sequential myelin protein expression during remyelination reveals fast and efficient repair after central nervous
system demyelination, Neurophathology and Applied Neurobiology 34 (2008), pp. 105-114.

1V, Gudi, S. Gingele, T. Skripuletz, M. Stangel: Glial response during cuprizone-induced de- and remyelination
in the CSN: lessons learned, Frontiers in Cellular Neuroscience 8 (2014), Article 73, pp. 1-24

72 K. A. Nave, H. B. Werner: Myelination of the nervous system: mechanisms and functions, Annual Review of
Cell and Developmental Biology 30 (2014), pp. 503-533.

73 B. K. Hartman, H. C. Agrawal, D. Agrawal, S. Kalmbach: Development and maturation of central nervous
system myelin: comparison of immunohistochemical localization of Proteolipid protein and basic protein in myelin
and oligodendrocytes, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 79 (1982), pp. 4217-4220.

74 D. Barazany, P. J. Basser, Y. Assaf: In vivo measurement of axon diameter distribution in the corpus Callosum
of rat brain, BRAIN 132 (2009), pp. 1210-1220.

75 M. Xie, J. E. Tobin, M. D. Budde, C. I. Chen, K. Trinkaus, A. H.Cross, D. P. McDaniel, S. K. Song, R. C. Arm-
strong: Rostro-caudal analysis of corpus callosum demyelination and axon damage across disease stages refines
diffusion tensor imaging correlations with pathological features, Journal of Neuropathology and Experimental
Neurology 69 (2010), 7, pp. 704-716.

76 A. Yaghootfam, V. Gieselmann, M. Eckhardt: Delay of myelin formation in arylsulphatase A-deficient mice, a. a.
O., pp. 711-720.

175


https://www.licor.com/bio/PDF/IRquant.pdf

De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

77 W. Baron, H. Ozgen, B. Klunder, J. C. de Jonge, A. Nomden, A. Plat, E. Trifilieff, H. de Vries, D. Hoekstra: The
myjor myelin-resident protein PLP is transported to myelin membranes via transcytotic mechanism: involvement
of sulfatide, Molecular and Cellular Biology 35 (2015), 1, pp. 288-302.

78 H. Jurevics, C. Largent, J. Hostettler, D. W. Sammond, G. K. Matsushima, A. Kleindienst, A. D. Toews, P.
Morell: Alterations in metabolism and gene expression in brain regions during cuprizone-induced demyelination
and remyelination, Journal of Neurochemistry 82 (2002), pp. 126-136.

7° H. Ramakrishnan, K. H. Hedayati, R. Liillmann-Rauch, C. Wessig, S. N. Fewou, H. Maier, H. H. Goebel, V.

Gieselmann, M. Eckhardt: Increasing sulfatide synthesis in myelin-forming cells of arylsulfatase A-deficient mice
causes demyelination and neurological symptoms reminiscent of human metachromatic leukodystrophy, a. a. O.,
pp. 9482-9490.

80 A, Yaghootfam, V. Gieselmann, M. Eckhardt: Delay of myelin formation in arylsulphatase A-deficient mice, a. a.
O., pp. 711-720.

81 V. Gieselmann, S. Franken, D. Klein, J. E. Mansson, R. Sandhoff, R. Lilmann Rauch, D. Hartmann, V. P. M.
Saravanan, P. P. De Deyn, R. D'Hooge, A. M. Van Der Linden, N. Schaeren-Wiemers: Metachromatic leu-
kodystrophy: consequences of sulphatide accumulation, Acta Paediatrica Supplements 443 (2003), pp. 74-79.

82 H. Ramakrishnan, K. H. Hedayati, R. Lillmann-Rauch, C. Wessig, S. N. Fewou, H. Maier, H. H. Goebel, V.

Gieselmann, M. Eckhardt: Increasing sulfatide synthesis in myelin-forming cells of arylsulfatase A-deficient mice
causes demyelination and neurological symptoms reminiscent of human metachromatic leukodystrophy, a. a. O.,
pp. 9482-9490.

83 Y. L. Baburina, O. V. Krestinina, T. S. Azarashvili: 2",3"-Cyclic nucleotide phophodiesterase (CNPase) as a
target in neurodegenerative diseases, Neurochemical Journal 7 (2003), 1, pp. 1-15.

84 M. Gravel, J. Peterson, V. W. Yong, V. Kottis, B. Trapp, P. E. Braun: Overexpression of 2°,3"-cyclic nucleotide
3’-phophodiesterase in transgenic mice alters oligodendrocyte development and produces aberrant myelin,
Molecular and Cellular Neuroscience 7 (1996), pp. 453-466.

8 Ebenda.

8 M. Gravel, J. Peterson, V. W. Yong, B. Trapp, P. E. Braun: Overexpression of 2°,3"-cyclic nucleotide 3’-
phosphodiesterase in transgenic mice alters oligodendrocyte development and produces aberrant myelination, a.
a. O., pp. 453-466.

87 A. Yaghootfam, V. Gieselmann, M. Eckhardt: Delay of myelin formation in arylsulphatase A-deficient mice, a. a.
0., pp. 711-720.

88 Q. Zhiao, S. Wang, D. J. Anderson: Identification of a novel family of oligodendrocyte lineage-specific basic
helix-loop-helix transcription factors, Neuron 25 (2000) pp. 331-343.

89 B. Emery: Regulation of oligodendrocyte differentiation and myelination, GLIA 330 (2010), pp. 779-782.

9% S, P. J. Fancy, C. Zhao, R. J. M. Franklin: Increased expression of Nkx2.2 and Olig2 identifies reactive oli-
godendrocyte progenitor cells responding to demyelination in the adult CNS, Molecular and Cellular Neuroscience
27 (2004), pp. 247-254.

1 Ebenda.

92 Ebenda.

93 S, Shen, A. Liu, J. Li, C. Wolubah, P. Casaccia-Bonnefil: Epigenetic memory loss in aging oligodendrocytes in
the corpus callosum, Neurobiology of Aging 29 (2008), 3, pp. 452-463.

94 M. Kuspert, A. Hammer, M. R. Bosl, M. Wegner: Olig2 regulates Sox10 expression in oligodendrocyte precur-

sors through an evolutionary conserves distal enhancer, Nucleic Acids Research 39 (2011), 4, pp. 1280-1293.

176



De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

9 C. C. Stolt, S. Rehberg, M. Ader, P. Lommes, D. Riethmacher, M. Schachner, U. Bartsch, M. Wegner: Terminal
differentiation of myelin-forming oligodendrocytes depends on the transcription factor Sox10, GENES & DEVEL-
OPMENT 16 (2002), pp. 165-170.

9 Z. Liu, X. Hu, J. Cai, B. Liu, X. Peng, M. Wegner, M. Qiu: Induction of oligodendrocyte differentiation by Olig2
and Sox10: Evidence for reciprocal interactions and dosage-dependent mechanisms, Developmental Biology 302
(2007), 2, pp. 683-693.

97 V. Gudi, S. Gingele, T. Skripuletz, M. Stangel: Glial response during cuprizone-induced de- and remyelination
in the CNS: lessons learned, a. a. O. (Keine Seitenangabe vorhanden, da nur elektronische Veréffentlichung.
Vollstandiger Artikel unter: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3952085/pdf/fncel-08-00073.pdf, Stand
07.07.2016)

98 T. Skripuletz, D. Hackstette, K. Bauer, V. Gudi, R. Pul, E. Voss, K. Berger, M. Kipp, W. Baumgartner, M.
Stangel: Astrocytes regulate myelin clearance through recruitment of microglia during cuprizone-induced demye-
lination, Brain 136 (2013), pp. 147-167.

9 M. R. Kotter, W. W. Li, C. Zhao, R. J. M. Franklin: Myelin impairs CNS remyelination by inhibiting oligodendro-
cyte precursor cell differentiation, The Journal of Neuroscience 26 (2006), 1, pp. 328-332.

100 R, J. M. Franklin, C. ffrench-Constant: Remyelination in the CNS: from biology to therapy, a. a. O., pp. 839-
855.

101 A, Yaghootfam, V. Gieselmann, M. Eckhardt: Delay of myelin formation in arylsulphatase A-deficient mice, a.
a. 0., pp. 711-720.

102 K. Karram, S. Goebbels, M. Schwab, K. Jennissen, G. Seifert, C. Steinhauser, K. A. Nave, J. Trotter: NG2-
Expressing cells in the nervous system revealed by the NG2-EYFP-Knockin mouse, a. a. O., pp. 743-757.

103 A Yaghootfam, V. Gieselmann, M. Eckhardt: Delay of myelin formation in arylsulphatase A-deficient mice, a.
a. O., pp. 711-720.

104 A, Niehaus, J. Stegmiiller, M. Diers-Fenger, J. Trotter: Cell-surface glycoprotein of oligodendrocyte progenitors
involved in migration, The Journal of Neuroscience 13 (1999), 12, pp. 4948-4961.

105 B, Hess, P. Saftig, D. Hartmann, R. Coenen, R. Lillmann-Rauch, H. H. Goebel, M. Evers, K. von Figura, R.
D’Hooge, G. Nagels, P. De Deyn, C. Peters, V. Gieselmann: Phenotype of arylsulfatase A-deficient mice: Rela-
tionship to human metachromatic leukodystrophy, a. a. O., pp. 14821-14826.

106 B, wittke, D. Hartmann, V. Gieselmann, R. Lullmann-Rauch: Lysosomal sulfatide storage in the brain of
arylsulfatase A-deficient mice: cellular alterations and topographic distribution, a. a. O., pp. 261-271.

107 H, Ramakrishnan, K. H. Hedayati, R. Lillmann-Rauch, C. Wessig, S. N. Fewou, H. Maier, H. H. Goebel, V.
Gieselmann, M. Eckhardt: Increasing sulfatide synthesis in myelin-forming cells of arylsulfatase A-deficient mice
causes demyelination and neurological symptoms reminiscent of human metachromatic leukodystrophy, a. a. O.,
pp. 9482-9490.

108 Ehenda.

109 F, F. Hsu, J. Turk: Studies on sulfatides by quadrupol ion-trap mass spectrometry with electrospray ionization:
Structural characterization and the fragmentation processes that include an unusual internal galactose residue
loss and the classical charge-remote fragmentation, Journal of the American Society for Mass Spectrometry 15
(2004), pp. 536-546.

110 p, D. Whitfield, P. C. Sharp, D. W. Johnson, P. Nelson, P. J. Meikle: Characterization of urinary sulfatides in
metachromatic leukodystrophy using electrospray ionization-tandem mass spectrometry, Molecular Genetics and
Metabolism 73 (2001), pp. 30-37.

177


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3952085/pdf/fncel-08-00073.pdf

De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

11 G, Isaac, Z. Pernber, V. Gieselmann, E. Hansson, J. Bergquist, J. E. M@nsson: Sulfatide with short fatty acid
dominates in astrocytes and neurons, The Federation of European Biochemical Societies Journal 273 (2006), pp.
1782-1790.

112 Ependa.

113 A, L. Moyano, G. Li, A. Lopez-Rosas, J. E. Mansson, R. B. van Breemen, M. |. Givogri: Distribution of C16:0,
C18:0, C24:1 sulfatides in central nervous system lipid rafts by quantitative ultra-high-pressure liquid chromatog-
raphy tandem mass spectrometry, Analytical Biochemistry 467 (2014), pp. 31-39.

114 C. Ginkel, D. Hartmann, K. vom Dorp, A. Zlomuzica, H. Farwanah, M. Eckhardt, R. Sandhoff, J. Degen, M.
Rabionet, E. Dere, P. Dérmann, K. Sandhoff, K. Willecke: Ablation of neuronal ceramide synthase 1 in mice
decreases ganglioside levels and expression of myelin-associated glycoprotein in oligodendrocytes, The Journal
of Biological Chemistry 287 (2012), 50, pp. 41888-41902.

115 M. Eckhardt: The role and metabolism of sulfatide in the nervous system, Molecular Neurobiology 37 (2008),
pp. 93-103.

116 M. Eckhardt, K. K. Hedayati, Julika Pitsch, R. Llllmann.-Rauch, Heiz Beck, S. N. Fewou, V. Gieselmann:
Sulfatide storage in neurons causes hyperexcitability and axonal degeneration in a mouse model of Metachro-
matic Leukodystrophy, The Journal of Neuroscience 27 (2007), 34, pp. 9009-9021.

117 G. K. Matsushima, P. Morell: The neurotoxicant, cuprizone, as a model to study demyelination and remye-

lination in the central nervous system, Brain Pathology 11 (2001), pp. 107-116.

118 E, Muse, H. Jurevics, A. Toews, G. K. Matsushima, P. Morell: Parameters related to lipid metabolism as
markers of myelination in mouse brain, a. a. O., pp. 77-86.

119 M. Eckhardt, K. K. Hedayati, Julika Pitsch, R. Llllmann.-Rauch, Heiz Beck, S. N. Fewou, V. Gieselmann:
Sulfatide storage in neurons causes hyperexcitability and axonal degeneration in a mouse model of Metachro-
matic Leukodystrophy, a. a. O., pp. 9009-9021.

120 v, Gieselmann, S. Franken, D. Klein, J. E. Mansson, R. Sandhoff, R. Lillmann Rauch, D. Hartmann, V. P. M.
Saravanan, P. P. DeDeyn, R. D’'Hooge, A. M. Van der Linden, N. Schaeren-Wiemers: Metachromatic leu-
kodystrophy: consequences of sulfatide accumulation, Acta Paediatrica Supplement 443 (2003), pp. 74-79.

121 E, Muse, H. Jurevics, A. Toews, G. K. Matsushima, P. Morell: Parameters related to lipid metabolism as
markers of myelination in mouse brain, a. a. O., pp. 77-86.

122 G, Isaac, Z. Pernber, V. Gieselmann, E. Hansson, J. Bergquist, J. E. Mansson: Sulfatide with short fatty acid
dominates in astrocytes and neurons, a. a. O., pp. 1782-1790.

123 E. Muse, H. Jurevics, A. Toews, G. K. Matsushima, P. Morell: Parameters related to lipid metabolism as
markers of myelination in mouse brain, a. a. O., pp. 77-86.

124 A. L. Moyano, G. Li, A. Lopez-Rosas, J. E. Mansson, R. B. van Breemen, M. |. Givogri: Distribution of C16:0,
C18:0, C24:1 sulfatides in central nervous system lipid rafts by quantitative ultra-high-pressure liquid chromatog-
raphy tandem mass spectrometry, a. a. O., pp. 31-39.

125 H, Ramakrishnan, K. H. Hedayati, R. Lillmann-Rauch, C. Wessig, S. N. Fewou, H. Maier, H. H. Goebel, V.

Gieselmann, M. Eckhardt: Increasing sulfatide synthesis in myelin-forming cells of arylsulfatase A-deficient mice

causes demyelination and neurological symptoms reminiscent of human metachromatic leukodystrophy, a. a. O.,
pp.9482-9490.

126 H, Kajigaya, K. F. Tanaka, A. Hayashi, A. Suzuki, T. Ishibashi, K. lkenaka, H. Baba: Increased number of
oligodendrocyte lineage cells in the optiv nerves of cerebroside sulfotransferase knockout mice, Proceedings of
the Japan Academy, Ser. B, Physical and Biological Sciences 87 (2011), pp. 415-424.

127 v, Hirahara, R. Bansal, K. Honke, K. lkenaka, Y. Wada: Sulfatide is a negative regulator of oligodendrocyte
differentiation: development in sulfatid-null mice, GLIA 45 (2004), pp. 269-277.

178



De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

128 H, Ramakrishnan, K. H. Hedayati, R. Lullmann-Rauch, C. Wessig, S. N. Fewou, H. Maier, H. H. Goebel, V.
Gieselmann, M. Eckhardt: Increasing sulfatide synthesis in myelin-forming cells of arylsulfatase A-deficient mice
causes demyelination and neurological symptoms reminiscent of human metachromatic leukodystrophy, a. a. O.,
pp. 9482-9490.

129 G. Isaac, Z. Pernber, V. Gieselmann, E. Hansson, J. Bergquist, J. E. Mansson: Sulfatide with short fatty acid
dominates in astrocytes and neurons, a.a.O., pp. 1782-1790.

130 H, Neumann, M. R. Kotter, R. J. M. Franklin: Debris clearance by microglia: an essential link between degen-
eration and regeneration, Brain 132 (2009), pp. 288-295.

131 5, B. Jeon, H. J. Yoon, S. H. Park, |. H. Kim, E. J. Park: Sulfatide, a major lipid component of myelin sheath,
activates inflammatory responses as an endogenous stimulator in brain-resident immune cells, The Journal of
Immunology 181 (2008), pp. 8077-8087.

132 5. van Neerven, A. Nemes, P. Imholz, T. Regen, B. Denecke, S. Johann, C. Beyer, U. K. Hanisch, J. Mey:
Inflammatory cytokine release of astrocytes in vitro is reduced by all-trans retinoic acid, Journal of Neuroim-
munology 229 (2010), 1-2, pp. 169-179.

133 T, Skripuletz, D. Hackstette, K. Bauer, V. Gudi, R. Pul, E. Voss, K. Berger, M. Kipp, W. Baumgartner, M.
Stangel: Astrocytes regulate myelin clearance through recruitment of microglia during cuprizone-induced demye-
lination, a. a. O., pp. 147-167.

134 Ebenda.

135 B, Hess, P. Saftig, D. Hartmann, R. Coenen, R. Llllmann-Rauch, H. H. Goebel, M. Evers, K. von Figura, R.
D'Hooge, G. Nagels, P. De Deyn, C. Peters, V. Gieselmann: Phenotype of arylsulfatase A-deficient mice: Rela-
tionship to human metachromatic leukodystrophy, a. a. O., pp. 14821-14826.

136 vV, Gudi, S. Gingele, T. Skripuletz, M. Stangel: Glial response during cuprizone-induced de- and remyelination
in the CNS: lessons learned, a. a. O. (Keine Seitenangabe vorhanden, da nur elektronische Veroffentlichung.
Vollstandiger Artikel unter: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3952085/pdf/fncel-08-00073.pdf, Stand
07.07.2016)

137 D, Wittke, D. Hartmann, V. Gieselmann, R. Lillmann-Rauch: Lysosomal sulfatide storage in the brain of
arylsulfatase A-deficient mice: cellular alterations and topographic distribution, a. a. O., pp. 261-271.

138 T, Skripuletz, D. Hackstette, K. Bauer, V. Gudi, R. Pul, E. Voss, K. Berger, M. Kipp, W. Baumgartner, M.
Stangel: Astrocytes regulate myelin clearance through recruitment of microglia during cuprizone-induced demye-
lination, a. a. O., pp. 147-167.

139 H, A. Arnett, J. Mason, M. Marino, K. Suzuki, G. K. Matsushima, J. P. Y. Ting: TNFa promotes proliferation of
oligodendrocyte progenitors and remyelination, Nature Neuroscience 4 (2001), pp. 1116-1122.

140 H, Wang, C. Li, H. Wang, F. Mei, Z. Liu, H. Y. Shen, L. Xiao: Cuprizone-induced demyelination in mice: age-
related vulnerability and exploratory behavior deficit, Neursocience Bulletin 29 (2013), 2, pp. 251-259.

141 5, B. Jeon, H. J. Yoon, S. H. Park, I. H. Kim, E. J. Park: Sulfatide, a major lipid component of myelin sheath,
activates inflammatory responses as an endogenous stimulator in brain-resident immune cells, a. a. O., pp. 8077-
8087.

142 v, Gieselmann, S. Franken, D. Klein, J. E. Mansson, R. Sandhoff, R. Lillmann Rauch, D. Hartmann, V. P. M.
Saravanan, P. P. DeDeyn, R. D'Hooge, A. M. Van der Linden, N. Schaeren-Wiemers: Metachromatic leu-
kodystrophy: consequences of sulfatide accumulation, a. a. O., pp. 74-79.

143 H, Ramakrishnan, K. H. Hedayati, R. Lillmann-Rauch, C. Wessig, S. N. Fewou, H. Maier, H. H. Goebel, V.
Gieselmann, M. Eckhardt: Increasing sulfatide synthesis in myelin-forming cells of arylsulfatase A-deficient mice
causes demyelination and neurological symptoms reminiscent of human metachromatic leukodystrophy, a. a. O.,
pp. 9482-9490.

179


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3952085/pdf/fncel-08-00073.pdf

De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

144 L. F. Eng, R. S. Ghirnikar, Y. L. Lee: Glial fibrillary acidic protein: GFAP — Thirty-one years (1969-2000),
Neurochemical Research 25 (2000), pp. 1439-1451.

145 W, Kamphuis, C. Mamber, M. Moeton, L. Kooijman, J. A. Sluijs, A. H. P. Jansen, M. Verveer, L. R. de Groot,
V. D. Smith, S. Rangarajan, J. J. Rodriguez, M.Orre, E. M. Hol: GFAP isoforms in adult mouse brain with a focus
on neurogenic astrocytes and reactive astrogliosis in mouse models of Alzheimer disease, PLOS one 7 (2012), 8,
e42823.

146 H, Ramakrishnan, K. H. Hedayati, R. Lillmann-Rauch, C. Wessig, S. N. Fewou, H. Maier, H. H. Goebel, V.
Gieselmann, M. Eckhardt: Increasing sulfatide synthesis in myelin-forming cells of arylsulfatase A-deficient mice
causes demyelination and neurological symptoms reminiscent of human metachromatic leukodystrophy, a. a. O.,
pp. 9482-9490.

147 A, J. Steelman, J. P. Thompson, J. Li: Demyelination and remyelination in anatomically distinct regions of the
corpus Callosum following curpizone intoxication, a. a. O., pp. 32-42.

148 M. R. Kotter, W. W. Li, C. Zhao, R. J. M. Franklin: Myelin impairs CNS remyelination by inhibiting oligodendro-
cyte precursor cell differentiation, a. a. O., pp. 328-332.

149y, Hirahara, R. Bansal, K. Honke, K. lkenaka, Y. Wada: Sulfatide is a negative regulator of oligodendrocyte
differentiation: Development in sulfatide-null mice, a. a. O., pp. 269-277.

150 5, B. Jeon, H. J. Yoon, S. H. Park, |. H. Kim, E. J. Park: Sulfatide, a major lipid component of myelin sheath,
activates inflammatory responses as an endogenous stimulator in brain-resident immune cells, a. a. O., pp. 8077-
8087.

151 v, Gieselmann, S. Franken, D. Klein, J. E. Mansson, R. Sandhoff, R. Lillmann Rauch, D. Hartmann, V. P. M.
Saravanan, P. P. DeDeyn, R. D'Hooge, A. M. Van der Linden, N. Schaeren-Wiemers: Metachromatic leu-
kodystrophy: consequences of sulfatide accumulation, a. a. O., pp. 74-79.

152 3, M. Austyn, S. Gordon: F4/80, a monoclonal antibody directed specifically against the mouse macrophage,
European Journal of Immunology 11 (1981), pp. 805-815.

153 V. Gudi, S. Gingele, T. Skripuletz, M. Stangel: Glial response during cuprizone-induced de- and remyelination
in the CNS: lessons learned, a. a. O. (Keine Seitenangabe vorhanden, da nur elektronische Verdffentlichung.
Vollstandiger Artikel unter: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3952085/pdf/fncel-08-00073.pdf, Stand
07.07.2016)

154 H. Ramakrishnan, K. H. Hedayati, R. Lillmann-Rauch, C. Wessig, S. N. Fewou, H. Maier, H. H. Goebel, V.
Gieselmann, M. Eckhardt: Increasing sulfatide synthesis in myelin-forming cells of arylsulfatase A-deficient mice
causes demyelination and neurological symptoms reminiscent of human metachromatic leukodystrophy, a. a. O.,
pp. 9482-9490.

155 0. Gerrits, M. Brekelmans-Bartels, L. Mast, E. J. “s-Gravenmade, R. W. Horobin, G. Holstege: Staining myelin
and myelin-like degradation products in the spinal cords of chronic experimental allergic encephalomyelitis (Cr-
EAE) rats using Sudan Black B staining of glycol methacrylate-embedded material, Journal of Neuroscience
Methods 45 (1992), pp. 99-105.

156 C. Eskes, L. Juillerat-Jaenneret, G. Leuba, P. Honegger, F. Monnet-Tschudi: Involvement of microglia-neuron
interactions in the tumor nevrosis factor-a release, microglial activiation, and neurodegeneration induced by
trimethyltin, Journal of Neuroscience Reseach 71 (2003), pp. 583-590.

157 H. Kettenmann, U. K. Hanisch, M. Noda, A. Verkhratsky: Physiology of microglia, Physiological Reviews 91
(2011), pp. 461-553.

158 5. J. Hopkins, N. J. Rothwell: Cytokines and the nervous system I: expression and recognition, Trends in
Neurosciences 18 (1995), 83-88.

180


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3952085/pdf/fncel-08-00073.pdf

De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

159 H, Ramakrishnan, K. H. Hedayati, R. Lillmann-Rauch, C. Wessig, S. N. Fewou, H. Maier, H. H. Goebel, V.
Gieselmann, M. Eckhardt: Increasing sulfatide synthesis in myelin-forming cells of arylsulfatase A-deficient mice
causes demyelination and neurological symptoms reminiscent of human metachromatic leukodystrophy, a. a. O.,
pp. 9482-9490.

160 A, Stein, S. Strootbans, V. Gieselmann, R. d'Hooge, U. Matzner: Anti-inflammatory therapy with Simvastatin
improves neuroinflammation and CNS function in a mouse model of metachromatic leukodystrophy, Molecular
Therapy 23 (2015), 7, pp. 1160-1168.

161 M. Maurer, E. von Stebut: Macrophage inflammatory protein-1, The International Journal of Biochemistry &
Cell Biology 36 (2004), pp. 1882-1886.

162 A, Koj: Initiation of acute phase response and synthesis of cytokines, Biochimica et Biophysica Acta 1317
(1996), pp. 84-94.

163 C. Eskes, L. Juillerat-Jaenneret, G. Leuba, P. Honegger, F. Monnet-Tschudi: Involvement of microglia-neuron
interactions in the tumor nevrosis factor-a release, microglial activiation, and neurodegeneration induced by
trimethyltin, a. a. O., pp. 583-590.

164 A, Stein, S. Strootbans, V. Gieselmann, R. d'Hooge, U. Matzner: Anti-inflammatory therapy with Simvastatin
improves neuroinflammation and CNS function in a mouse model of Metachromatic Leukodystrophy, a. a. O., pp.
1160-1168.

165 H, Ramakrishnan, K. H. Hedayati, R. Lullmann-Rauch, C. Wessig, S. N. Fewou, H. Maier, H. H. Goebel, V.
Gieselmann, M. Eckhardt: Increasing sulfatide synthesis in myelin-forming cells of arylsulfatase A-deficient mice
causes demyelination and neurological symptoms reminiscent of human metachromatic leukodystrophy, a. a. O.,
pp. 9482-9490.

166 A, Stein, S. Strootbans, V. Gieselmann, R. d"Hooge, U. Matzner: Anti-inflammatory therapy with Simvastatin
improves neuroinflammation and CNS function in a mouse model of Metachromatic Leukodystrophy, a. a. O., pp.
1160-1168

167 H. Kettenmann, U. K. Hanisch, M. Noda, A. Verkhratsky: Physiology of microglia, a. a. O., pp. 461-553.

168 K. M. Dziegielewska, J. E. Mgller, A. M. Potter, J. Ek, M. A. Lane, N. R. Saunders: Acute-phase cytokines IL-
18 and TNF-a in brain development, Cell Tissue Research 299 (2009), pp. 335-345.

169 B, E. Deverman, P. H. Patterson: Cytokines and CNS development, Neuron 64 (2009), 1, pp. 61-78.

170 G. Isaac, Z. Pernber, V. Gieselmann, E. Hansson, J. Bergquist, J. E. Mansson: Sulfatide with short fatty acid

dominates in astrocytes and neurons, a. a. O., pp. 1782-1790.

171 4, Kettenmann, U. K. Hanisch, M. Noda, A. Verkhratsky: Physiology of microglia, a. a. O., pp. 461-553.

172 4, Ramakrishnan, K. H. Hedayati, R. Lillmann-Rauch, C. Wessig, S. N. Fewou, H. Maier, H. H. Goebel, V.
Gieselmann, M. Eckhardt: Increasing sulfatide synthesis in myelin-forming cells of arylsulfatase A-deficient mice

causes demyelination and neurological symptoms reminiscent of human metachromatic leukodystrophy, a. a. O.,
pp. 9482-9490.

173 A, Stein, S. Strootbans, V. Gieselmann, R. d'Hooge, U. Matzner: Anti-inflammatory therapy with Simvastatin
improves neuroinflammation and CNS function in a mouse model of Metachromatic Leukodystrophy, a. a. O., pp.
1160-1168.

174 W. J. Streit, R. E. Mrak, W. S. T. Griffin: Microglia and neuroinflammation: a pathological perspective, Journal
of Neuroinflammation 1 (2004), 14.

175 F, O. Martinez, S. Gordon: The M1 and M2 paradigm of macrophage activation: time for reassessment,
F1000Prime Reports 6 (2014), 13. (Keine Seitenangabe vorhanden da nur elektronische Version. Vollstéandiger
Artikel unter http://f1000.com/prime/reports/b/6/13.)

181



De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

176 C. Mills, K. Kincaid, J. M. Alt, M. J. Heilmann, A. M. Hill: M-1/M-2 Macrophages and the Th1/Th2 paradigm,
The Journal of Immunology 164 (2000), 12, pp. 6166-6173.

177 3. D. Cherry, J. O. Olschowka, M. Kerry O’Banion: Neuroinflammation and M2 microglia: the good, the bad
and the inflamed, Journal of Neuroinflammation 11 (2014), 98.

178 W. Schrempf, T. Ziemssen: Glatiramer acetate: Mechanisms of action in multiple sclerosis, Autoimmunity
Reviews 6 (2007), pp. 469-475.

179 A, Stein, S. Strootbans, V. Gieselmann, R. d'Hooge, U. Matzner: Anti-inflammatory therapy with Simvastatin
improves neuroinflammation and CNS function in a mouse model of Metachromatic Leukodystrophy, a. a. O., pp.
1160-1168.

180 T, R. Mosmann, S. Sad: the expanding universe of T-cell subsets: Th1, Th2 and more, Immunology Today 17
(1996), 3, pp. 138-146.

181 M. Sawada, A. Suzumura, Y. Itoh, T. Marunouchi: Production of interleukin-5 by mouse astrocytes and micro-
glia in culture, Neuroscience Letters 155 (1993), 2, pp. 175-178.

182 B, Engelhardt: Molecular mechanisms involved in T cell migration across the blood-brain barrier, The Journal
of Neural Transmission 113 (2006), pp. 477-485.

183 M. Sawada, A. Suzumura, Y. Itoh, T. Marunouchi: Production of interleukin-5 by mouse astrocytes and micro-
gliain culture, a. a. O., 2, pp. 175-178.

184 5. M Liva, J. de Vellis: IL-5 induces proliferation and activation of microglia via an unknown receptor, Neuro-
chemical Research 26 (2001), 6, pp. 629-637.

185 E, O. Martinez, S. Gordon: The M1 and M2 paradigm of macrophage activation: time for reassessment, a. a.
O. (Keine Seitenangabe vorhanden da nur elektronische Version, vollstandiger Artikel unter
http://f1000.com/prime/reports/b/6/13.)

186 Ebenda.

187 A, Yoshiki, K. Moriwaki: Mouse phenome research: Implications of genetic background, ILAR Journal 47
(2006), 2, pp. 94-102.

188 D. W. Threaddill, A. A. Dlugosz, L. A. Hansen, T. Tennenbaum, U. Lichti, D. Yee, C. LaMantia, T. Mourton, K.
Herrup, R. C. Harris, J. A. Barnard, S. H. Yuskpa, R. J. Coffey, T. Magnuson: Targeted disruption of mouse EGF
receptor: Effect of genetic backgrouns on mutant phenotype, Science 269 (1995), pp. 230-234.

189 H. Ramakrishnan, K. K. Hedayati, R. Llllmann-Rauch, C. Wessig, S. N. Fewou H. Maier, H. H. Goebel, V.
Gieselmann, M. Eckhardt: Increasing sulfatide synthesis in myelin-forming cells of Arylsulfatase A-deficient mice

causes demyelination and neurological symptoms reminiscent of human Metachromatic Leukodystrophy, a. a. O.,
pp. 9482-9490.

190 G. Robertson, D. Garrick, M. Wilson, D. I. K. Martin, E. Whitelaw: Age-dependent silencing of globin
transgenes in the mouse, Nucleic Acid Research 24 (1996), 2, pp. 1465-1471.

191 N. D. Allen, M. L. Norris, M. A. Surani: Epigenetic control of transgene expression and imprinting by genotype-
specific modifiers, Cell 61 (1990), pp. 853-861.

192 p, A, Koetsier, L. Mangel, B. Schmitz, W. Doerfler: Stability of transgene methylation patterns in mice: position
effects, strain specifity and cellular mosaicism, Transgenic Research 5 (1996), pp. 235-244.

193 M. Melander, I. Kamnert, |. Happstadius, E. Lilieroth, T. Bryngelsson: Stability of transgene integration and
expression in subsequent generations of doubled haploid oilseed rape transformed with chitinase and B-1,3-
glucanase genes in a double-gene construct, Plant Cell Reports 25 (2006), pp. 942-952.

194 E. Muse, H. Jurevics, A. Toews, G. K. Matsushima, P. Morell: Parameters related to lipid metabolism as

markers of myelination in mouse brain, a. a. O., pp. 77-86.

182



De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

195 R, R. Sturrock: Myelination of the mouse corpus callosum, Neuropathology and Applied Neurobiology 6
(1980), 6, pp. 415-420.

1% D, R. Foran, A. C. Peterson: Myelin acquisition in the central nervous system of the mouse revealed by an
MBP-Lac Z transgene, The Journal of Neuroscience 12 (1992), 12, pp. 4890-4897.

197 R. R. Sturrock: Myelination of the mouse corpus callosum, Neuropathology and Applied Neurobiology 6
(1980), 6, pp. 415-420.

198 | . Messori, A. Casini, C. Gabbiani, L. Sorace, M. Muniz-Miranda, P. Zatta: Unravelling the chemical nature of
copper cuprizone, Dalton Transactions 21 (2007), pp. 2112-2114.

199 E, Benetti, M. Ventura, B. Salmini, S. Ceola, D. Carbonera, S. Mammi, A. Zitolo, P. D’Angelo, E. Urso, M.
Maffia, B. Salvato, E. Spisni: Cuprizone neurotixicity, copper deficiency and neurodegeneration, NeuroToxicology
31 (2010), pp. 509-517.

200 G, Venturini: Enzymic acitivities and sodium, potassium and copper concentrations in mouse brain and liver
after cuprizone treatment in vivo, Journal of Neurochemistry 21 (1973), 5, pp. 1147-1151.

201 5, E. Pfeiffer, A. E. Warrington, R. Bansal: The oligodendrocyte and its many cellular processes, Trends in Cell
Biology 3 (1993), pp. 191-197.

202 G, K. Matsushima, P. Morell: The Neurotoxicant, Cuprizone, as a model to study demyelination and remye-

lination in the central nervous system, a. a. O., pp. 107-116.

203 E, Muse, H. Jurevics, A. Toews, G. K. Matsushima, P. Morell: Parameters related to lipid metabolism as
markers of myelination in mouse brain, a. a. O., pp. 77-86.

204 Ependa.

205 A, Yaghootfam, V. Gieselmann, M. Eckhardt: Delay of myelin formation in arylsulphatase A-deficient mice, a.
a. 0., pp. 711-720.

206 M, F. Sidworthy, S. Genoud, U. Suter, N. Mantei, R. J. M. Franklin: Quantifying the early stages of remye-
lination following CPZ-induced demyelination, Brain Pathology 13 (2003), pp. 329-339.

207Y, L. Baburina, O. V. Krestinina, T. S. Azarashvili: 2",3"-cyclic nucleotide 3"-phosphodiesterase (CNPase) as a
target in neurodegenerative diseases, a. a. O., pp. 1-15.

208 B, Emery: Regulation of oligodendrocyte differentiation and myelination, Science 330 (2010), pp. 779-782.

209 W, Baron, M, Bijlard, A. Nomden, J. C. de Jonge, C. E. Teunissen, D. Hoekstra: Sulfatide-mediated control of
extracellular matrix-dependent oligodendrocyte maturation, GLIA 62 (2014), pp. 927-942.

210 R. Chrast, G. Saher, K. A. Nave, M. H. G. Verheijen: Lipid metabolism in myelinating cells: lessons from
human inherited disorders and mouse models, Journal of Lipid Research 52 (2011), 3, pp. 419-434.

211 G. Isaac, Z. Pernber, V. Gieselmann, E. Hansson, J. Bergquist, J. E. Mansson: Sulfatide with short fatty acid
dominates in astrocytes and neurons, a. a. O., pp. 1782-1790.

212 M. Kuspert, A. Hammer, M. R. B&sl, M. Wegner: Olig2 regulates Sox10 expression in oligodendrocyte precur-
sors through an evolutionary conserves distal enhancer, Nucleic Acids Research 39 (2011), 4, pp. 1280-1293.

213 C. C. Stolt, S. Rehberg, M. Ader, P. Lommes, D. Riethmacher, M. Schachner, U. Bartsch, M. Wegner: Termi-
nal differentiation of myelin-forming oligodendrocytes depends on the transcription factor Sox10, GENES &
DEVELOPMENT 16 (2002), pp. 165-170.

214 7. Liu, X. Hu, J. Cai, B. Liu, X. Peng, M. Wegner, M. Qiu: Induction of oligodendrocyte differentiation by Olig2
and Sox10: Evidence for reciprocal interactions and dosage-dependent mechanisms, Developmental Biology 302
(2007), 2, pp. 683-693.

215 H, Takebayashi, Y. Nabeshima, S. Yoshida, O. Chisaka, K. Ikenaka, Y. Nabeshima: The basic helix-loop-helix
factor olig2 is essential for the development of motoneuron and oligodendrocyte lineage, Current Biology 12
(2002), 13, pp. 1157-1163.

183



De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

216 5, p. J. Fancy, C. Zhao, R. J. M. Franklin: Increased expression of Nkx2.2 and Olig2 identifies reactive oli-
godendrocyte progenitor cells responding to demyelination in the adult CNS, Molecular and Cellular Neuroscience
27 (2004), pp. 247-254.

217 R, J. M. Franklin, C. ffrench-Constant: Remyelination in the CNS: from biology to therapy, a. a. O., pp. 839-
855.

218 |, J. Pike: Lipid rafts: bringing order to chaos, Journal of Lipid Research 44 (2003), pp. 655-667.

218 H. Collognato, S. Ramachandrappa, |. M. Olsen, C. ffrench-Constant: Integrins direct Src family kinases to
regulate distinct phases of oligodendrocyte development, The Journal of Cell Biology 167 (2004), 2, pp. 365-375.
220 w. Baron, M, Bijlard, A. Nomden, J. C. de Jonge, C. E. Teunissen, D. Hoekstra: Sulfatide-mediated control of
extracellular matrix-dependent oligodendrocyte maturation, a. a. O., pp. 927-942.

221y, Hirahara, R. Bansal, K. Honke, K. lkenaka, Y. Wada: Sulfatide is a negative regulator of oligodendrocyte
differentiation: Development in Sulfatide-null mice, a. a. O., pp. 269-277.

222 W. Baron, M, Bijlard, A. Nomden, J. C. de Jonge, C. E. Teunissen, D. Hoekstra: Sulfatide-mediated control of
extracellular matrix-dependent oligodendrocyte maturation, a. a. O., pp. 927-942.

223 . Gieselmann, S. Franken, D. Klein, J. E. Mansson, R. Sandhoff, R. Lillmann Rauch, D. Hartmann, V. P. M.
Saravanan, P. P. DeDeyn, R. D’'Hooge, A. M. Van der Linden, N. Schaeren-Wiemers: Metachromatic leu-
kodystrophy: consequences of sulfatide accumulation, a. a. O., pp. 74-79.

224 A, L. Moyano, G. Li, A. Lopez-Rosas, J. E. Mannson, R. B. van Breemen, M. |. Givogri: Distribution of C16:0,
C18:0, C24:1, and C24:0 sulfatides in central nervous system lipid rafts by quantitative ultra-high-pressure liquid
chromatography tandem mass spectrometry, a. a. O., pp. 31-39.

225 K. C. Pituch, A. L. Moyano, A. Lopez-Rosas, F. M. Marottoli, G. Li, C. Hu, R. van Breemen, J. E. Mannson, M.
L. Givogri: Dysfunction of the PDGFRa represses the production of oligodendrocytes from Arylsulfatase A defi-
cient multipotential neural precursor cells, a. a. O., pp. 7040-7053.

226 | , J. Pike: Lipid rafts: bringing order to chaos, Journal of Lipid Research 44 (2003), pp. 655-667.

227 p, Soriano: The PDGFa receptor is required for neural crest cell development and for normal patterning of the
somites, Development 124 (1997), pp. 2691-2700.

228 3, C. Murtie, Y. X. Zhou, T. Q. Le, A. C. Vana, R. C. Armstrong: PDGF and FGF2 pathways regulate distinct
oligodendrocyte lineage responses in experimental demyelination with spontaneous remyelination, Neurobiology
of Disease 19 (2005), pp. 171-182.

229 ¥, Hirahara, R. Bansal, K. Honke, K. lkenaka, Y. Wada: Sulfatide is a negative regulator of oligodendrocyte
differentiation: Development in Sulfatide-null mice, a. a. O., pp. 269-277.

230 A, L. Moyano, G. Li, A. Lopez-Rosas, J. E. Mannson, R. B. van Breemen, M. |. Givogri: Distribution of C16:0,
C18:0, C24:1, and C24:0 sulfatides in central nervous system lipid rafts by quantitative ultra-high-pressure liquid
chromatography tandem mass spectrometry, a. a. O., pp. 31-39.

231 K. C. Pituch, A. L. Moyano, A. Lopez-Rosas, F. M. Marottoli, G. Li, C. Hu, R. van Breemen, J. E. Mannson, M.
L. Givogri: Dysfunction of the PDGFRa represses the production of oligodendrocytes from Arylsulfatase A defi-
cient multipotential neural precursor cells, a. a. O., pp. 7040-7053.

232 B, S. Mallon, H. E. Shick, G. J. Kidd, W. B. Macklin: Proteolipid promotor activity distinguishes two populations
of NG2-positive cells throughout neonatal cortical development, The Journal of Neuroscience 22 (2002), 3, pp.
876-885.

233 Ebenda.

234V, Gudi, S. Gingele, T. Skripuletz, M. Stangel: Glial response during cuprizone-induced de- and remyelination
in the CNS: lessons learned, a. a. O. (Keine Seitenangabe vorhanden, da nur elektronische Verdffentlichung.

184



De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

Vollstandiger Artikel unter: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3952085/pdf/fncel-08-00073.pdf, Stand
07.07.2016)

235 M. Kipp, T. Clarner, J. Dang, S. Copray, C. Beyer: The cuprizone animal model: new insights into an old story,
Acta Neuropathologica 118 (2009), pp. 723-736.

236 Ebenda.

237 J. R. Doucette, R. Jiao, A. J. Nazarali: Age-related and cuprizone-induced changes in myelin and transcription
factor gene expression and in oligodendrocyte cell densities in the rostral corpus callosum of mice, Cellular and
Molecular Neurobiology 30 (2010), pp. 607-629.

238 5, Shen, J. Sandoval, V. A. Swiss, J. Li, J. Dupree, R. J. Franklin, P. Casaccia-Bonnefil: Age-dependent
epigenetic control of differentiation inhibitors is critical for remyelination efficiency, Nature Neuroscience 11
(2008), pp. 1024-1034.

239 ], C. Biancotti, S. Kumar, J. de Vellis: Activation of inflammatory response by combination of growth factors in
Cuprizone-induced demyelinated brain leads to myelin repair, Neurochemical Research 33 (2008), pp. 2615-
2628.

240 N. L. Sicotte, S. M. Liva, R. Klutch, P. Pieffers, S. Bouvier, S. Odesa, T. C. Jackson Wu, R. R. Voskuhl: Treat-
ment of Multiple Sclerosis with the pregnancy hormone estriol, Annals of Neurology 52 (2002), pp. 1-8.

241 p, Acs, M. Kipp, A. Norkute, S. Johann, T. Clarner, A. Braun, Z. Berente, S. Komoly, C. Beyer: 17B-Estradiol
and Progesterone prevent Cuprizone provoked demyelination of corpus callosum in male mice, GLIA 57 (2009),
pp. 807-814.

242 A, Anwar, A. A. Zahid, K. J. Scheidegger, M. Brink, P. Delafontaine: Tumor Necrosis Factor-a regulates
Insuline-like growth factor-1 and Insulin-like growth factor binding protein-3 expression in vascular smooth mus-
cle, Circulation 105 (2002), pp. 1220-1225.

243 E, M. Shebl, L. A. Pinto, A. Garcia-Pifieres, R. Lempicki, M. Williams, C. Harro, A. Hildesheim: Comparison of
mRNA and protein measured of cytokines following vaccination with HPV-16 L1 virus like particles, Cancer
Epidemiology, Biomarkers & Prevention 19 (2010), 4, pp. 978-981.

244\, Palanisamy, A. Jakymiw, E. A. Van Tubergen, N. J. D’Silva, K. L. Kirkwood: Control of cytokine mRNA
Ecpression by RNA-binding proteins and microRNAs, Journal of Dental Research 91 (2012), 7, pp. 651-658.

245 G, Lopez-Castejon, N. M. Luheshi, V. Compan, S. High, R. C. Whitehead, S. Flitsch, A. Kirov, I. Prudovsky, E.
Swanton, D. Brough: Deubiquitinases regulate the activity of Caspase-1 and Interleukin-1f secretion via assem-
bly of the inflammasome, The Journal of Biological Chemistry 288 (2013), pp. 2721-2733.

246 A, Stein, S. Strootbans, V. Gieselmann, R. d'Hooge, U. Matzner: Anti-inflammatory therapy with Simvastatin
improves neuroinflammation and CNS function in a mouse model of Metachromatic Leukodystrophy, a. a. O., pp.
1160-1168.

247 L.C. Taylor, W. Gilmore, G. K. Matushima: SJL mice exposed to Cuprizone intoxication reveal strain and
gender pattern differences in demyelination, Brain Pathology 19 (2009), pp. 467-479.

248 T, Darville, C. W. Andrews, Jr., K. K. Lafoon, W. Shymasani, L. R. Kishen, R. G. Rank: Mouse strain-
dependent variation in the course and outcome of chlamydial genital tract infection is associates with differences
in host response, Infection and Immunity 65 (1997), 8, pp. 3065-3073.

249 G. Giovannoni, H. P. Hartung: The immunopathogenesis of multiple sclerosis and Guillan-Barre syndrome,
Current Opinion in Neurology 9 (1996), 3, pp. 165-177.

250 B, Barrette, K. A. Nave, J. M. Edgar: Molecular triggers of neuroinflammation in mouse models of demyelinat-
ing diseases, Biological Chemistry 394 (2013), 12, pp. 1571-1581.

185


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3952085/pdf/fncel-08-00073.pdf

De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

251 A, Stein, S. Strootbans, V. Gieselmann, R. d'Hooge, U. Matzner: Anti-inflammatory therapy with Simvastatin
improves neuroinflammation and CNS function in a mouse model of Metachromatic Leukodystrophy, a. a. O., pp.
1160-1168.

252 D, M. de Oliveira, E. M. de Oliveira, M. de F. Ferrari, P. Semedo, M. |. Hiyane, M. A. Cenedeze, A. Pacheco-
Silva, N. O. Camara, J. P. Peron: Simvastatin ameliorates experimental autoimmune encephalomyelitis by inhibit-
ing Th1/Th17 respone and cellular infiltration, Inflammopharmacology 23 (2015), 6, pp. 343-354.

253 C. Cunningham: Microglia and neurodegeneration: The role of systemic inflammation, GLIA 61 (2013), pp. 71-
90.

25 D. G. Walker, J. E. Dalsing-Hernandez, N. A. Campbell, L. F. Leu: Decreased expression of CD200 and
CD200 receptor in Alzheimer’s disease: A potential mechanism leading to chronic inflammation, Experimental
Neurology 215 (2009), 1, pp. 5-19.

255 A, Stein, S. Strootbans, V. Gieselmann, R. d"Hooge, U. Matzner: Anti-inflammatory therapy with Simvastatin
improves neuroinflammation and CNS function in a mouse model of Metachromatic Leukodystrophy, a. a. O., pp.
1160-1168.

256 J. C. Biancotti, S. Kumar, J. de Vellis: Activation of inflammatory response by combination of growth factors in
Cuprizone-induced demyelinated brain leads to myelin repair, Neurochemical Research 33 (2008), pp. 2615-
2628.

257 C. Eder: Mechanisms of Interleukin-1pB release, Immunobiology 214 (2009), pp. 543-553.

258 M. Jayachandran, V. M. Miller, J. A. Heit, W. G. Owen: Methodology for isolation, identification and characteri-
zation of microvesicles in peripheral blood, Journal of Immunological Methods 375 (2012), 1-2, pp. 207-214.

259 K, Z. Matalka, M. E. Tutunji, M. Abu-Baker, Y. Abu-Baker: Measurement of protein cytokines in tissue extracts
by enzyme-linked immunoabsorbent assays: Application to lipopolysaccharise-induced differential milieu of
cytokines, Neuroendrocrinology Letters 3 (2005), pp. 231-236.

260 5, Mi, R. H. Miller, X. Lee, M. L. Scott, S. Shulag-Morskaya, Z. Shao, J. Chang, G. Thill, M. Levesque, M.
Zhang, C. Hession, D. Sah, B. Trapp, Z. He, V. Jung, J. M. McCoy, R. B. Pepinsky: LINGO-1 negatively regulates
myelination by oligodendrocytes, Nature Neuroscience 8 (2005), pp. 745-751.

261 nhttp://clinicaltrials.gov: Study to assess the efficacy, safety, tolerability, and pharmacokinetics of BIIBO33 in
participants with relapsing forms of multiple sclerosis when used concurrently with Avonex (SYNERGY),
Studiennummer NCT01864148, Stand: 13.04.2016.

186


http://clinicaltrials.gov/

De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

VIl. Eidesstattliche Erklarung

Hiermit versichere ich, die vorliegende Dissertation selbststandig und ohne unerlaubte Hilfe
angefertigt zu haben.

Bei der Verfassung der Dissertation wurden keine anderen als die im Text aufgeflhrten
Hilfsmittel verwendet.

Ein Promotionsverfahren wurde zu keinem friiheren Zeitpunkt an einer anderen Hochschule
oder bei einem anderen Fachbereich beantragt.

Klaudia Brysch

Kéln, 19.06.2017

187



De- und Remyelinisierung im Mausmodell der Metachromatischen Leukodystrophie

VIIl.  Danksagung

,Im Anfang war das Wort [...].“

Johannes Kapitel 1, Vers 1

Und auch am Ende jahrelanger Laborarbeit steht wieder das Wort. Die richtigen Worte zu
finden, kann einem keiner helfen, aber eine Reihe von Menschen hat mich auf dem Weg
dorthin begleitet:

Ich danke Herrn PD Dr. Matthias Eckhardt und Herrn Prof. Dr. Gieselmann, die mir die Mog-
lichkeit zur Promotion am IBMB geben haben. Danke Lihua, flr deine Expertise und die
Geduld, mit der du mich eingearbeitet hast. Dank meinem Arbeitskreis AG Eckhardt (Asisa,
Raupe, lzzi, Lena, Ivonne, Silvia) fir Inspiration und Motivation. Ich habe die Arbeitsat-
mosphére im Institut immer sehr geschatzt.

Ein besonderen Dank mdchte ich den Mitarbeitern aussprechen, die gerne vergessen wer-
den: Ali, Norbert und Karola. Die immer Zeit haben, einem zu helfen, auch wenn die eigene
Arbeit sich bis zur Decke stapelt.

Auch auRRerhalb des Instituts gibt es Menschen, die am Gelingen meiner Arbeit nicht unbetei-
ligt waren. Fir ihre Unterstutzung wéhrend der praktischen Phase danke ich vor allem Frau
Dr. Sonja Hartwig und Herrn Dr. Stefan Leer vom Deutschen Diabetes-Zentrum DDZ in
Dusseldorf sowie dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Steinhauser, der mich wahrend der friihen
Phase meiner praktischen Arbeit durch das Bereitstellen von Mausen zur Tierzucht, sowie
bei der Etablierung grundlegender Methoden unterstitzt hat.

Zuletzt sei der Dank meiner Familie und meinen Freunden gewidmet:
Ihr habt mich immer unterstitzt und nie an mir gezweifelt.

Danke.

188



