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1. Einleitung 

1.1. Systematik des zentralen Nervensystems 

Das zentrale Nervensystem (ZNS) umfasst Gehirn und Rückenmark. Diese sind 

in die Hirnhäute, sogenannte Meningen, und in das Hirnwasser, auch Liquor, 

eingebettet. Das Gehirn kann weiterhin in unterschiedliche Anteile unterschieden 

werden, die auch für verschiedene Funktionen zuständig sind. So folgt auf das 

Rückenmark zunächst der Hirnstamm, bestehend aus dem verlängerten Mark 

(Medulla oblongata), der Brücke (Pons) und dem Mittelhirn (Mesencephalon). 

Dorsal des Hirnstammes liegt das Kleinhirn (Cerebellum), zuständig für Erlernen, 

Koordination und Feinabstimmung von Bewegungen. Nach kranial folgt dann das 

Zwischenhirn (Diencephalon), mit dem Thalamus, dem Hypothalamus, dem 

Subthalamus, dem Epithalamus und der Epiphyse. Nach außen gelangt man 

schließlich zum Großhirn (Telencephalon) [1]. Makroskopisch kann man das ZNS 

grob in die weiße und graue Substanz unterscheiden. In der grauen Substanz 

finden sich hauptsächlich die Perikarya der Neurone sowie das Neuropil (eine 

Ansammlung von Dendriten, Nervenfasern und Gliazellen) wieder, während sich 

bei der weißen Substanz die mit Myelin ummantelten Axone dieser Neurone 

befinden. In der Großhirnrinde befindet sich die weiße Substanz hauptsächlich 

im Inneren, dem deshalb sogenannten Marklager. Nach außen wird das 

Marklager von der grauen Substanz ummantelt, dem sogenannten Cortex. 

Allerdings gibt es auch in den zentraleren Anteilen des Gehirns Ansammlungen 

von grauer Substanz, die Kerngebiete oder Nuclei [2]. Neben den Neuronen 

finden sich im ZNS außerdem verschiedene Gliazellen. Ein Teil dieser Glia 

besteht aus Astroglia oder Astrozyten, die neben anderen wichtigen Aufgaben 

für die Stabilität des ZNS sowie der Ausbildung der Blut-Hirn-Schranke (BHS) 

zuständig sind. Weiter haben sie wichtige Eigenschaften in der Synapsenbildung 

sowie der Wiederaufnahme der Transmitter aus dem synaptischen Spalt [3, 4]. 

Sie spielen auch unter inflammatorischen Bedingungen eine Rolle, da sie unter 

anderem einen Einfluss auf die Leukozytenmigration sowie die Bildung pro- und 

antiinflammatorischer Zytokine haben [5]. Weitere Gliazellen sind die 
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Oligodendrozyten (ODZ), die für den Aufbau der Myelinscheide zuständig sind, 

worauf im Folgenden noch genauer eingegangen wird.  

Ungefähr zehn Prozent der zentralen Gliazellen bestehen aus Mikrogliazellen. 

Diese stammen von Vorläuferzellen aus dem Dottersack ab und sind bereits in 

der Fetalzeit in das ZNS eingewandert und bilden hier eine eigenständige 

Zellpopulation. In anderen Geweben wurden diese Vorläuferzellen in der 

weiteren Entwicklung durch Monozyten ersetzt, die aus dem Knochenmark 

stammen [6, 7]. Nichtsdestotrotz ähneln die Aufgaben der Mikroglia, denen der 

Makrophagen. So sind auch sie phagozytierende Abwehrzellen, die unter 

anderem neurotoxische Substanzen sezernieren, als Antigen präsentierende 

Zelle fungieren und untergegangenes Gewebe oder Antigen-Antikörper-

Komplexe phagozytieren können [1, 2]. Weiter scheinen Mikroglia in der 

Entwicklung und Plastizität der Synapsen beteiligt zu sein, ein Teil des 

Komplementsystems zu sein sowie eine wichtige Rolle in der ZNS-Homöostase 

und Gewebereparatur zu spielen [6].  

1.2. Myelin im zentralen Nervensystem 

Wie bereits angesprochen kommen im ZNS neben den sogenannten marklosen 

Fasern, myelinisierte Axone vor. Im Gegensatz zum peripheren Nervensystem 

sind für die Myelinisierung allerdings keine Schwann-Zellen, sondern die 

sogenannten Oligodendrozyten verantwortlich. Diese können mit ihrer 

Myelinhülle nicht nur ein Axon, sondern bis zu 60 Axone umschließen [8]. 

Zwischen diesen Segmenten kommt es zur Ausbildung von nicht-myelinisierten 

Einschnürungen, den sogenannten Ranvier’schen Schnürringen. An dieser Stelle 

des Axons sammeln sich die Natrium-Kanäle und bilden so die Grundlage für die 

saltatorische Erregungsleitung. Diese ist dafür verantwortlich, dass es zu einer 

schnelleren Erregungsausbreitung kommt, verglichen zu nicht-myelinisierten 

Fasern. Somit ist eine wesentliche Aufgabe des Myelins die Aufrechterhaltung 

der schnellen Erregungsleitung. Es wird aber auch vermutet, dass die 

Oligodendrozyten zusätzlich für die Aufrechterhaltung der axonalen Funktion und 

für die Versorgung der Axone zuständig sind [9]. Die Myelinscheide besteht aus 

der inneren und äußeren Plasmamembran der Oligodendrozyten, die sich 
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mehrmals um das Axon wickeln. Hierbei bilden sich die sogenannte ‚major dense 

line‘ und die ‚intraperiod line‘ [10]. Das Myelin selbst besteht zu 70% aus Lipiden 

und zu 30% aus Proteinen. Im kompakten Teil des Myelins im ZNS kommen 

verschiedene Proteine vor, wobei das Proteolipid Protein (PLP) und das 

Basische-Myelin Protein (MBP) den Großteil dieser Proteine ausmachen 

(Abbildung 1). MBP scheint für die Kompaktierung der ‚major dense line‘ 

verantwortlich zu sein [11, 12]. Auch für PLP wird vermutet, dass es in der 

Stabilisierung der Myelinschicht eine wichtige Rolle spielt. Im Gegensatz zur 

Myelinscheide des peripheren Nervensystems besitzen die zentralnervösen 

Nervenfasern keine Basalmembran [1, 2, 10, 13].  

Wie bereits kurz angesprochen stellt das PLP zusammen mit dem MBP mit 60-

80% einen Großteil der Proteine des zentralnervösen Myelins. Es hat ein 

Molekulargewicht von 30 kDa und besitzt 276 Aminosäuren [14]. Es wird 

angenommen, dass PLP eine Funktion bei der Stabilisierung der ‚intraperiod line‘ 

genannten Struktur besitzt und damit der Aufrechterhaltung der Myelinscheide im 

ZNS dient. Neben PLP existiert noch eine alternativ geschnittene Isoform, DM-

20. Es wird vermutet, dass diese Unterform neben strukturellen Aufgaben auch 

früh in der Entwicklung des ZNS eine Rolle spielt, vor allem in der 

Oligodendrozytenmigration und -differenzierung. Allerdings scheinen PLP und 

DM-20 bei der Myelinbildung keine essentielle Rolle zu spielen, so kommt es in 

PLP knockout Mäusen zunächst zu einer normalen Entwicklung und erst im 

Verlauf zur axonalen Degeneration im ZNS [15, 16]. 

Da Myelin wichtige Aufgaben im ZNS übernimmt, ist es kaum überraschend, dass 

es bei Beeinträchtigungen der Myelinschicht zu neurologischen Erkrankungen 

kommen kann. Eine der bekanntesten stellt die Multiple Sklerose dar, eine 

Erkrankung, die unter anderem durch eine Demyelinisierung charakterisiert ist.  
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Abbildung 1: Aufbau der Myelinscheide modifiziert nach Podbielska et al. 2009 [17], mit 

freundlicher Genehmigung durch Sage Publications. A) Darstellung eines durch einen 

Oligodendrozyten ummantelten Axons mit Abbildung eines Ranvier’schen Schnürrings. 

B) Schematische Darstellung einer Lamelle der Myelinschicht, bestehend aus Proteinen 

und Lipiden.  

 

1.3. Multiple Sklerose und ihre Subformen 

Multiple Sklerose (MS) ist eine neurologische Erkrankung, die weltweit über zwei 

Millionen [18] und in Deutschland zwischen 100.000 bis 140.000 Patienten betrifft 

[19]. Mit einem Erkrankungsbeginn zwischen dem zwanzigsten und dreißigsten 

Lebensjahr ist sie eine der häufigsten neurologischen Erkrankungen im jungen 

Erwachsenenalter [19, 20]. Die Multiple Sklerose als Krankheitsbild wurde bereits 

1868 von Charcot charakterisiert. Er beschrieb sie histologisch als Erkrankung 

mit Zeichen der fokalen Demyelinisierung und Inflammation (auch als aktive 

Läsion bezeichnet), bei der die Axone relativ erhalten bleiben. Allerdings ist 

heutzutage bekannt, dass es im Verlauf der Erkrankung durchaus zur 

Schädigung von Axonen kommt [21, 22]. Diese Beobachtung führte zu der 

Vermutung, dass es sich um eine immunvermittelte Schädigung des zentralen 

Nervensystems mit Ausbildung aktiver Läsionen handeln könnte [23, 24]. Bereits 

1996 wurden unterschiedliche Subformen der Multiplen Sklerose beschrieben. 

Hier wurden zunächst die schubförmige Form (im Englischen Remitting, 

Relapsing Multiple Sclerosis, RRMS), die sekundär progrediente Multiple 
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Sklerose (SPMS), die primär progressive Multiple Sklerose (PPMS) sowie die 

progressive relapsing Multiple Sklerose (PRMS) unterschieden. Im Jahr 2014 

wurde die Einteilung der Subformen ergänzt sodass auch das klinisch isolierte 

Syndrom und das radiologisch isolierte Syndrom Erwähnung finden, da diese 

möglicherweise die erste Erscheinung einer MS darstellen könnten. Weiterhin 

wurde zusätzlich die Aktivität und Progression der Erkrankung eingebracht. 

Diese führt dazu, dass der Typ der PRMS nicht mehr Teil der Subgruppen ist, 

sondern als aktive Form der PPMS eingeteilt wird [25]. Unter Aktivität wird ein 

erneuter Schub oder eine neu-aufgetretene Läsion oder Vergrößerung einer 

bekannten Läsion in der Kernspintomographie beschrieben. Unter Progression 

wird eine zunehmende neurologische Dysfunktion ohne Erholung verstanden 

[25].  

Am häufigsten sind Patienten von der RRMS mit ca. 85% betroffen. Diese Form 

der Multiplen Sklerose tritt um das dreißigste Lebensjahr auf und betrifft dreimal 

häufiger Frauen als Männer [19]. Hier kommt es immer wieder zu Schüben, von 

denen sich die Patienten im Anfangsstadium der Erkrankung wieder vollständig 

erholen können. Diese Schübe entsprechen der bereits angesprochenen 

Entwicklung aktiver Läsionen. Ein Schub ist definiert als ein über vierundzwanzig 

Stunden anhaltendes Symptom, das nicht durch Fieber oder Infektion ausgelöst 

wurde, und typisch für eine aktive Läsion ist [26]. Aus diesem Stadium der 

wiederkehrenden Schübe mit vollständiger Erholung gehen allerdings ungefähr 

80% der Patienten nach fünf bis fünfunddreißig Jahren in die sekundäre 

progressive Form über [27–29], die ähnlich der primär progredienten MS (PPMS), 

unter der 10-15% der Patienten leiden, ohne aufgesetzte Schübe einen chronisch 

progredienten Verlauf zeigt [23, 30, 31]. 

Die Symptome bei Schüben entsprechen der Lokalisation der aktiven Läsionen 

im ZNS. Somit kann es zu einer Vielzahl verschiedener Ausfälle kommen, die 

unter anderen das motorische, das sensible oder das autonome System 

betreffen. Typische Symptome stellen die einseitige Optikusneuritis, 

Hirnnervenausfälle, Sensibilitätsausfälle, Kleinhirnstörungen, muskuläre 

Schwäche, Blasenstörungen oder Sexualdysfunktionen dar [30, 32]. Daneben 
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kann es auch zu Symptomen des psychiatrischen Spektrums, wie Depression 

oder erhöhte Ängstlichkeit, kommen [33]. In der Diagnostik werden die revidierten 

McDonald-Kriterien angewandt, die eine räumliche und zeitliche Dissemination 

der Schübe fordern [34]. Der Nachweis gelingt einerseits in der klinisch-

neurologischen Untersuchung, aber auch mittels diagnostischer Hilfsmittel, unter 

anderen die Liquor Diagnostik und Kernspintomographie (MRT), 

elektrophysiologische Untersuchungen, Blutuntersuchungen und optische 

Kohärenztomographie (OCT), wobei hier ein Hauptaugenmerk auch auf den 

Ausschluss verschiedenster Differentialdiagnosen gelegt werden muss.  

Multiple Sklerose ist bis heute nicht heilbar, da es sich aber um eine 

immunvermittelte Schädigung handelt gibt es einige immunmodifizierende 

Therapiemöglichkeiten, die allerdings zum Großteil nur bei der schubförmigen 

MS zugelassen sind [23, 32]. Erst vor kurzer Zeit wurde mit Ocrelizumab nun eine 

Therapie für die PPMS zugelassen, wobei es sich um einen Antikörper gegen 

das auf B-Zellen vorhandene CD20 richtet [35]. 

1.4. Histopathologie aktiver Läsionen 

Die bereits angesprochenen Läsionen mit Demyelinisierung und Inflammation 

finden sich in allen Formen der Multiplen Sklerose, während sich PPMS und 

SPMS allerdings ähneln gibt es durchaus Unterschiede zur RRMS. Zunächst 

wird daher auf die Histopathologie der schubförmigen Multiplen Sklerose 

eingegangen, bevor die Unterschiede zur progressiven MS genauer betrachtet 

werden.  

Bei der schubförmigen Multiplen Sklerose finden sich typischerweise mehrere 

aktive fokale Läsionen, auch Plaques genannt. Betroffen ist dabei hauptsächlich 

die weiße, aber auch die graue Substanz [36–38]. Diese aktiven Läsionen sind 

durch eine Inflammation mit verschiedenen Entzündungszellen sowie eine 

ausgeprägte Demyelinisierung gekennzeichnet [39–42]. Diese werden begleitet 

von axonaler Schädigung sowie vermehrter Präsenz von Astrozyten. Im 

Folgenden soll nun ein kurzer Überblick über Demyelinisierung, 

Remyelinisierung, die Bildung der Glia-Narbe, axonaler Schaden sowie die 

beteiligten Entzündungszellen gegeben werden.  
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Wie bereits häufiger erwähnt finden sich im ZNS von Patienten mit Multipler 

Sklerose fokale aktive Läsionen, bestehend aus Inflammation und 

Demyelinisierung. Obwohl es Studien an Mäusen gibt, die den Mechanismus der 

Demyelinisierung durch das Immunsystem erforschen, so sind diese Ergebnisse 

wenn sie auf den Patienten übertragen werden nur bedingt zutreffend [41]. Um 

dem Mechanismus der Demyelinisierung auf den Grund zu gehen, gab es eine 

große Studie, die MS-Läsionen in der frühen Phase der Erkrankung untersuchte 

[40]. In dieser konnten vier verschiedene histologische Muster herausgearbeitet 

werden. Kurz zusammengefasst besteht das erste Muster aus einer Mikroglia 

vermittelten, das zweite aus einer Antikörper vermittelten Demyelinisierung. Der 

histologische Typ drei ist durch eine distale Oligodendropathie und Typ vier durch 

ausgeprägte ODZ-Degeneration gekennzeichnet. Allen Typen ist allerdings eine 

ausgeprägte T-Zell und Mikroglia, beziehungsweise (bzw.) Makrophagen 

Aktivierung gemein. Die einzelnen histologischen Typen konnten keiner 

klinischen Subgruppe eindeutig zugeordnet werden [40, 43, 44]. Der genaue 

Mechanismus allerdings, wie es zur Demyelinisierung kommt, bleibt bis jetzt 

unbekannt [37]. 

Neben der Demyelinisierung kommt es in den Läsionen mit der Zeit zu einer 

ausgeprägten Narbenbildung, die durch Astrozyten vermittelt wird [45]. Diese 

führt nicht nur zu einer Abschirmung der entzündlichen Vorgänge zum restlichen 

Parenchym, sondern scheint auch aktiv an der Hemmung der Remyelinisierung 

sowie der axonalen Regeneration teilzuhaben [37, 46]. Allerdings ist die genaue 

Rolle der Astrozyten in dieser Erkrankung keinesfalls geklärt, so gibt es ebenso 

Hinweise auf gegenteilige, positive Effekte durch Astrozyten, beispielsweise die 

Förderung von Remyelinisierung und Axonregeneration [46, 47].  

Im weiteren Verlauf kommt es nicht nur in inaktiven Läsionen, sondern auch in 

Läsionen mit anhaltender Demyelinisierung zu einer Remyelinisierung durch 

Oligodendrozyten-Progenitorzellen, die unter anderem dadurch zu einer 

Verbesserung des klinischen Phänotyps, also einer Erholung des Schubes, 

führen kann [48–51]. Neben den bereits genannten Kennzeichen aktiver 

Läsionen, kommt es zu einer ausgeprägten Entzündungsreaktion, die aus CD8 



 

8 
 

positiven T-Zellen, CD4 positiven T-Zellen, B-Zellen sowie aktivierten 

Makrophagen und Mikrogliazellen besteht [29, 41, 44, 52]. Zunächst sind in 

aktiven Läsionen, vor allem in der RRMS, allerdings nur wenige Lymphozyten 

vorzufinden, deren Anzahl erst im Verlauf steigt. Zu diesem Zeitpunkt sind 

hauptsächlich Mikroglia und Makrophagen mit dem zunehmendem 

Gewebeschaden assoziiert [28, 53]. Das Zytoplasma dieser 

Makrophagen/Mikroglia scheint mit Myelin-Abbauprodukten gefüllt zu sein [54]. 

Im weiteren Verlauf kommt es einerseits zu einer Störung der Bluthirnschranke 

und zu einer zunehmenden Einwanderung von Lymphozyten [28, 55]. Bei der 

Verteilung dieser Lymphozyten fällt auf, dass es eine höhere Anzahl CD8 

positiver T-Zellen im Vergleich zu CD4 positiven T-Zellen und B-Zellen gibt [28]. 

Im Verlauf der Erkrankung verändert sich die Pathologie und geht in die 

progressive Phase über, die SPMS. Diese scheint aufzutreten, sobald der 

irreversible Schaden die Kompensationsmechanismen des ZNS überschreitet 

(Abbildung 2).  

 

Abbildung 2: Übergang der RRMS in SPMS nach Stys et al. 2012 [56], mit freundlicher 

Genehmigung durch Springer Nature. Dargestellt ist der Übergang der schubförmigen MS 

(RRMS) in eine sekundär progrediente Phase (SPMS). Dabei kommt es bereits in der Phase 

der RRMS zu einer subklinischen progredienten Verschlechterung, die sobald die 

Kompensationsmechanismen des ZNS ausgereizt sind, in die SPMS übergeht.  

  

Diese ähnelt der PPMS mit dem Unterschied, dass es bei der primären Variante 

keine vorausgehenden Schübe gab. Stehen bei der RRMS noch fokale 
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demyelinisierende Herde in der weißen Substanz im Vordergrund, kommt es im 

Verlauf der progressiven MS zu einer Ausweitung schon bestehender Herde und 

einer eher diffusen Beteiligung der normal erscheinenden weißen und grauen 

Substanz, die auch zu einer großflächigen kortikalen Demyelinisierung führt [28, 

57]. 

Neben der Demyelinisierung, die das klinische Erscheinungsbild alleine nicht 

erklären kann [58], kommt es in allen Formen der MS zusätzlich zu einem 

zunehmenden Verlust der Axone [21, 22, 59].  

Vor allem bei der RRMS zeigt sich, dass Neurodegeneration anfangs 

hauptsächlich in aktiven Läsionen auftritt [59, 60]. Diese Neurodegeneration 

scheint hauptverantwortlich für den irreversiblen Fortgang der Erkrankung zu 

sein [61]. Die Mechanismen sind bis jetzt nicht eindeutig geklärt, obwohl es einige 

Hypothesen gibt [58]. Hierbei scheint es eine positive Korrelation zwischen 

Neurodegeneration und Entzündungsaktivität zu geben, wobei sie zumindest 

teilweise unabhängig von der Demyelinisierung auftritt [60, 62]. Dieser Umstand 

kann auch in der optischen Kohärenztomographie beobachtet werden, da sich 

hier vor allem die Abnahme der retinalen Nervenfaserschicht zeigt, die 

hauptsächlich aus nicht myelinisierten Axonen besteht, bevor sie im Sehnerv 

myelinisiert auftreten [63]. Die zunehmende Neurodegeneration resultiert 

schlussendlich in einer zunehmenden Hirnatrophie. 

1.5. Primär progressive Multiple Sklerose 

Nachdem bisher nur der progressive Verlauf der SPMS nach vorheriger RRMS 

angesprochen wurde, wird nun näher auf die PPMS eingegangen. Dies ist eine 

Form der MS, die ohne vorherige Schübe direkt mit dem progressiven Verlauf 

startet. Das Erkrankungsalter liegt im Mittelwert bei vierzig Jahren und die PPMS 

tritt damit bis zu zehn Jahre später auf als die RRMS [64], wobei sie in der 

zeitlichen Nähe des Auftretens der SPMS liegt [54]. Auch gibt es im Gegensatz 

zur RRMS keinen Geschlechterunterschied, so sind Männer und Frauen 

ungefähr gleich häufig betroffen [54, 55]. Aufgrund dieser Unterschiede existieren 

auch andere diagnostische Kriterien im Vergleich zur RRMS. So muss hier eine 

einjährige Progression der Erkrankung stattfinden und zusätzlich zwei der drei 
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folgenden Punkte zutreffen [34]: 1.) Eine oder mehr hyperintense Läsionen in 

einem T2 gewichteten MRT, die charakteristisch für MS sind und entweder 

periventrikulär, kortikal, juxtakortikal oder infratentoriell auftreten. 2.) Zwei oder 

mehr T2 hyperintense Läsionen im Rückenmark. 3.) Auftreten oligoklonaler 

Banden im Liquor.  

Klinisch charakterisiert ist die PPMS am häufigsten durch eine progressive 

spastische Paraparese der Beine, wobei sensitive Ausfälle nicht so häufig 

auftreten [54, 64]. Obwohl in allen Formen der MS fokal demyelinisierende 

Läsionen vorkommen, finden sich die oben beschriebenen klassischen aktiven 

Läsionen hauptsächlich bei der RRMS, während sich bei SPMS und PPMS eher 

inaktive oder chronisch aktive Läsionen mit langsamer Ausbreitung an den 

Rändern finden [39]. Allerdings findet sich bei der SPMS eine höhere Zelldichte, 

die eine erhöhte Entzündungsaktivität in sekundär progredienten Formen 

vermuten lässt [54, 65]. Zusätzlich findet sich bei den progressiven Formen eine 

kortikale Demyelinisierung sowie eine diffuse axonale Schädigung der normal 

erscheinenden weißen Substanz, die mit einer erhöhten Entzündungsaktivität, 

bestehend aus T-Lymphozyten und der Aktivierung von Mikrogliazellen, 

verglichen zur RRMS einhergeht [39]. Auch ist im Verlauf der progressiven MS 

eine Zunahme von Plasmazellen und B-Zellen zu sehen, die sich hauptsächlich 

perivaskulär und in den Meningen befinden. Dort können sie auch aus B-Zellen 

bestehende Aggregate bilden [52]. Das Ausmaß dieser Akkumulation in den 

Meningen korreliert mit dem Ausmaß an Demyelinisierung und 

Neurodegeneration in kortikalen Läsionen [66]. Im Unterschied zur RRMS findet 

sich allerdings bei der PPMS und SPMS keine ausgeprägte Störung der 

Bluthirnschranke [28]. 

1.6. Autoimmune oder neurodegenerative Erkrankung? 

Die gerade beschriebenen Unterschiede zwischen RRMS und PPMS haben seit 

einigen Jahren die Frage aufgebracht, ob es sich bei der PPMS eventuell nicht 

wie bisher vermutet, um eine durch Autoimmunprozesse vermittelte 

Neurodegeneration handelt, sondern andersherum um eine primäre 

Neurodegeneration handelt, deren Folge eine Aktivierung des Immunsystems mit 
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verstärkter Schädigung des Gewebes ist. So postulieren Stys und Kollegen [56], 

dass die Erkenntnisse der letzten Jahre über MS nicht nur durch die Theorie einer 

primären Autoimmunität, sondern genauso durch eine primäre 

Neurodegeneration erklärt werden können. (Abbildung 3). 

 

Abbildung 3: ‚Inside-out‘ Modell nach Stys et al. 2012 [56], mit freundlicher Genehmigung 

durch Springer Nature. Gezeigt sind hier die beiden Theorien der Pathogenese von MS. So 

geht das ‚Inside-out‘ Modell davon aus, dass es zunächst zu einer Gewebeschädigung 

kommt, die daraufhin zu einer Immunreaktion führt und die Schädigung verstärkt. Beim 

‚Outside-In‘ Modell wird davon ausgegangen, dass es sich um eine Autoimmunerkrankung 

handelt, die daraufhin zu Gewebeschädigung führt. 

 

So wird angeführt, dass in sehr frühen Phasen der Erkrankung, Störungen der 

Myelinschicht zunächst an den innersten Lamellen auftreten und nicht an den 

äußersten, wie man es bei einer primär durch Lymphozyten vermittelten 

Schädigung vermuten würde [67]. Auffallend ist ebenfalls, dass es entgegen der 

ursprünglichen Meinungen in frühen aktiven Läsionen nicht zu einer durch T-

Zellen aktivierten Makrophagen-vermittelten Zerstörung der Oligodendrozyten 

kommt, sondern dass es zunächst zu einem Untergang der ODZ kommt, bevor 

es zur Phagozytose durch Mikroglia und daraufhin zur Einwanderung aktivierter 

Lymphozyten kommt [53, 68]. Da es sich bei den Abbauprodukten und 

Bestandteilen des Myelins um Proteine und Lipide [17, 69, 70] mit immunogenem 

Potential handelt, führt das zu der Annahme, dass es erst durch die Präsenz 
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dieses immunogenen Materials zu einer Entzündungsreaktion kommt. Außerdem 

zeigt sich in kortikalen Läsionen axonaler Schaden und Demyelinisierung [28, 

57], während die Anzahl an Entzündungszellen zumindest in der 

fortgeschrittenen Erkrankung geringer ist als in Läsionen der weißen Substanz 

[57, 71]. Weiterhin zeigten pathologische Studien, dass es sowohl in der normal 

erscheinenden weißen Substanz als auch in der abnormal erscheinenden 

weißen Substanz zu einer Abnahme der Axone und des Myelins kommt, obwohl 

in diesen Patienten wenige Entzündungszellen der adaptiven Immunabwehr zu 

finden waren [39, 72]. Auch eine neuere Studie, die T- und B-Zell-Infiltrate in 

weiter fortgeschrittener PMS zeigte [52], widerspricht der These nicht. So kann 

es auch durch eine zunehmende, primäre Neurodegeneration zu einer 

Aktivierung von Entzündungszellen kommen. Ein weiterer wichtiger Punkt ist, 

dass es zwar viele therapeutische Möglichkeiten für die RRMS gibt, diese aber 

nach Beginn der progressiven Phase ihre Wirksamkeit zu verlieren scheinen [73, 

74]. So können diese die fortlaufende axonale Degeneration, Hirnatrophie und 

Demyelinisierung selten aufhalten. Erst in letzter Zeit zeigten sich in Studien 

einige therapeutische Ansätze, die zumindest einen abmildernden Effekt haben 

sollen. Hierzu zählen Ocrelizumab, ein CD20 Antikörper, Siponimod, ein 

Sphingosin-1-Phosphat Rezeptor Modulator und Ibudilast, das 

Phosphodiesterasen, den Makrophagen Migrationsinhibitor Faktor und den Toll-

like Rezeptor 4 hemmt [75, 76]. Diese Erkenntnisse führen zu der Vermutung, 

dass alle Formen der MS Teil desselben Krankheitsspektrums sind, dabei 

allerdings abhängig von der interindividuell unterschiedlichen immunologischen 

Reaktion auf den zugrundeliegenden primär neurodegenerativen Mechanismus 

sind [56].  

1.7. Generierung eines Mausmodells für progrediente Multiple Sklerose 

basierend auf Mutationen im Proteolipid Protein 1 Gen 

Ein mögliches Beispiel für Autoimmunreaktionen als Folge primärer neuraler 

Schäden könnte in genetischen Mutationen des Proteolipid Protein 1 Gens (PLP 

1) liegen. So gab es zwei Fallberichte, die Punktmutationen im Proteolipid Protein 

1 Gen nachwiesen und dabei einen klinischen Phänotyp, ähnlich der PPMS und 

RRMS aufzeigten. So wurde einerseits durch Warshawsky und Kollegen die 
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Punktmutation Leu30Arg heterozygot bei einer Frau festgestellt, deren Klinik die 

diagnostischen Kriterien einer PPMS erfüllte [77]. Zusätzlich hatte diese Patientin 

einen Sohn, der früh an der Pelizaeus-Merzbacher-Krankheit (PMD) starb und 

diese Punktmutation hemizygot besaß. Andererseits konnte durch Gorman und 

Kollegen in einem Jungen mit einer komplizierten hereditären spastischen 

Paraplegie (HSP) eine PLP Punktmutation Arg137Trp festgestellt werden. 

Allerdings zeigte dieser einen auf hochdosierte intravenöse Kortisongabe 

ansprechenden schubförmigen Verlauf, der die Kriterien einer MS erfüllte [78]. 

Weiter zeigte sich in einer Untersuchung der für PLP 1 codierenden Regionen in 

weiblichen MS-Patientinnen, in einer Patientin ebenfalls eine Mutation des PLP 

1 Gens [79]. 

Generell kann es bei Punktmutationen oder Genom-Duplikationen des PLP-Gens 

zu zwei klinisch unterschiedlichen Erkrankungen kommen, der Pelizaeus-

Merzbacher-Krankheit oder der hereditären spastischen Paraplegie [80]. 

Typische Symptome der PMD sind unter anderen ein hypotoner Muskeltonus, 

ein Nystagmus und eine motorische Entwicklungsverzögerung [81]. Da es sich 

bei PLP 1 um ein Gen auf dem X-Chromosom handelt, sind bei diesen 

Erkrankungen hauptsächlich Männer betroffen, während Frauen in den meisten 

Fällen nicht betroffen sind und wenn nur in einer sehr milden Ausprägung [80]. 

Allerdings konnte, wie bereits angesprochen, durch Warshawsky und Kollegen 

eine Patientin beschrieben werden, bei der eine PPMS diagnostiziert wurde und 

die dabei Trägerin einer heterozygoten Punktmutation des PLP 1 Gens war [77]. 

Da sich diese sowie der von Gorman beschriebene Patient, mit MS-ähnlichen 

Phänotypen darstellten, war es nun von großem Interesse die bekannten 

Mutationen dieser Patienten in ein Mausmodell einzubringen und diese genauer 

zu untersuchen.  

In Zusammenarbeit von Dr. Janos Groh und der Arbeitsgruppe um Prof. Alan 

Peterson (Montreal) konnten entsprechende Mausmodelle generiert werden [82]. 

Zunächst wurden die Punktmutationen durch Mutagenese in menschliche cDNA 

eingefügt, daraufhin wurde diese mit den Mutationen (hPLPW, hPLPG) in einen 

Vektor eingebracht (‚entry vector‘) und mit einem Enhancer versehen, der die 
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Expression spezifisch in Oligodendrozyten antreibt [83]. Diese wurden in einen 

Zielvektor transferiert, so dass die cDNA in der Nähe des X-chromosomalen 

Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase-Lokuses (HPRT-Lokus) 

integriert werden konnte. Die daraus entstandenen transgenen Linien wurden mit 

Plp 1 defizienten Mäusen (PlpKo) gekreuzt, um Mäuse zu generieren, die auf 

dem Allel mit der Punktmutation nur die mutierte cDNA enthielten. So konnte 

sichergestellt werden, dass alle männlichen Tiere X-chromosomal nur das 

mutierte Gen (hPLPW, hPLPG) trugen. Die weiblichen Tiere konnten einerseits 

auf beiden X-Chromosomen die Mutation tragen und damit homozygot für das 

jeweilige Gen sein (hPLPW/PlpKo, hPLPG/PlpKo), oder sie trugen die Mutation 

nur auf einem Allel sowie auf dem anderen Allel das Wildtyp-Gen und stellten so 

die heterozygote Form dar (hPLPW/PlpKo het). Da in den Fallberichten einerseits 

die hemizygote hPLPG, andererseits die heterozygote hPLPW Punktmutation für 

den jeweiligen MS-typischen Phänotyp verantwortlich waren, konzentriert sich 

diese Arbeit auf die Auswertung dieser beiden Modelle, also den heterozygoten 

hPLPW/PlpKo und den homo- oder hemizygoten hPLPG/PlpKo sowie als 

Vergleich die bereits bekannten PlpKo Mausmutanten.  

Nachdem zur Auswertung eben auch die bereits angesprochenen heterozygoten 

hPLPW/PlpKo Mausmutanten herangezogen werden, muss vorher auf die 

Verteilung des mutierten Gens mit ‚knockout‘-Hintergrund in den 

Oligodendrozyten eingegangen werden. Bei weiblichen Mäusen gibt es im 

Gegensatz zum Männchen zwei X-Chromosomen, davon wird allerdings nur 

eines benötigt. Daher wird eines dieser X-Chromosomen in der Zelle zufällig 

ausgeschaltet, auch zufällige X-Inaktivierung genannt. Daraus entsteht beim 

Weibchen ein genetisches Mosaik und in ein und demselben Nerven können 

sowohl wildtypische als auch mutierte Oligodendrozyten vorhanden sein. Hierbei 

ist es von Interesse, wie viele der Oligodendrozyten das mutierte Allel tragen und 

welche pathologischen Auswirkungen das auf die individuellen Zellen hat. In 

frühen Untersuchungen konnte theoretisch gezeigt werden, dass es im ZNS zu 

einer gleichmäßigen Verteilung des mütterlichen und väterlichen Allels zu je 50% 

kommt [84]. In Bezug auf genetisch veränderte Oligodendrozyten gab es weitere 

Untersuchungen, die das Plp-Gen betrafen. So kam es bei heterozygot Plp-
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defizienten Mäusen zu einem etwas abweichenden Verhältnis. In der 

Erstbeschreibung zeigte sich, dass 57% +/- 3% des Myelins PLP positiv waren. 

In einer anderen Studie besaßen 65 % der Oligodendrozyten das normale Plp 

Gen, während 35 % Plp1 defizient waren [15, 85].  

1.8. Ziel der Arbeit 

Ziel dieser Arbeit ist die klinische und histopathologische Charakterisierung der 

18 Monate alten Mausmutante, die heterozygot die Warshawsky-Mutation trägt 

(hPLPW/PlpKo het). Diese wird mit einer Wildtyp (Wt) Gruppe, Mäusen, die die 

Gorman-Mutation (hPLPG/PlpKo) tragen und PLP knock-out Mäusen (PLPko), 

verglichen. Als Marker für die klinische Ausprägung der Mutationen soll die Zeit 

auf dem Rotarod bewertet werden. Weitere Zielgrößen sollen in 

immunhistochemischen Untersuchungen der neuronale Schaden sowie das 

Vorhandensein von Entzündungszellen des adaptiven, beziehungsweise 

angeborenen Immunsystems sein. Zudem soll der neuronale Schaden sowie die 

Anzahl myelinisierter Axone mittels Elektronenmikroskopie untersucht werden. 

Des Weiteren wird die Retina mittels OCT beurteilt. 
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2. Material und Methoden 

2.1. Mausmodell 

Die meisten analysierten Mäuse waren 18 Monate alt, mit Ausnahme der Tiere 

für die elektronenmikroskopische Auswertung, die 12 Monate alt waren. Die 

analysierten Mausstämme, Wildtypen (Wt), heterozygote hPLPW/PlpKo, hemi- 

bzw. homozygote hPLPG/PlpKo und hemi- bzw. homozygote PlpKo wurden alle 

auf C57BL/6 Hintergrund gezüchtet [82]. Die Mäuse wurden in der Tierhaltung 

der Neurologischen Klinik und Poliklinik des Universitätsklinikums Würzburg in 

einzeln belüfteten Käfigen gehalten. Es erfolgte ein regelmäßiger Tag-Nacht-

Rhythmus mit 12 Stunden Licht (< 300 Lux) und 12 Stunden Dunkelheit. Alle 

durchgeführten Versuche wurden durch die Regierung von Unterfranken 

genehmigt. Die Genotypen wurden mittels Polymerasen-Kettenreaktion (PCR) 

bestimmt, wofür isolierte DNA aus der Schwanzspitze verwendet wurde. Die 

Genotypisierung erfolgte wie in der entsprechenden Publikation, zu der diese 

Daten beitrugen, beschrieben und wurde durch Bettina Meyer durchgeführt [82]. 

2.2. Gewebepräparation 

Zunächst wurden die Mäuse tierschutzgerecht mittels CO2 vermittelter Asphyxie 

getötet. Daraufhin wurde der Thorax geöffnet und eine phosphatgepufferte 

Salzlösung (PBS) mit Heparin versetzt und die Mäuse transkardial perfundiert, 

bis die Leber entfärbt und das Blut aus dem Kreislauf entfernt worden war. Im 

Anschluss wurden die für die histologische Aufarbeitung benötigten Gewebe, der 

Nervus opticus und der Augapfel, entfernt und entsprechend weiterverarbeitet. 

Dazu wurde der Sehnerv längs in O.C.T Medium (Sakura) gebettet und in 

Methylbutan eingefroren, das zuvor durch Stickstoff gekühlt worden war. Die 

Lagerung der dadurch gewonnenen Blöcke erfolgt bei -20°C. 

Die Blöcke wurden mittels Kryostat (Leica) in 10µm dicke Längsschnitte 

geschnitten und auf Objektträger gelegt. Diese wurden bis zur weiteren 

Verarbeitung wieder bei -20°C aufbewahrt. 

Die Präparation der Retina erfolgte unmittelbar nach Entnahme der Augen. 

Zunächst wurden vorsichtig Glaskörper, Kornea und Linse entfernt und die 
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Retina für dreißig Minuten in 4% Paraformaldehyd (PFA) in PBS fixiert. Im 

Anschluss konnte die Retina durch vier Einschnitte flach auf einen Objektträger 

gelegt, luftgetrocknet und eine Nissl-Färbung durchgeführt werden. Dafür wurden 

die Objektträger mittels 0,1% Cresyl-Violet für zehn Minuten gefärbt und im 

Anschluss gewaschen, dehydriert und zum Mikroskopieren mit VitroClud 

(Langenbrick) aufbereitet. 

2.3. Immunhistochemie 

Zur Darstellung der unten weiter ausgeführten Zellen wurden jeweils 10µm dicke 

Längsschnitte des Sehnervs verwendet, die bis zur Färbung und Auswertung bei 

-20°C gelagert wurden. Die Licht- und Fluoreszenz-Mikroskopie erfolgte an 

einem Axiophot 2 Mikroskop (Zeiss) mit aufgesetzter CCD-Kamera (Visitron 

Systems). Ausgewertet wurden jeweils mindestens 2 Längsschnitte pro Tier und 

immunhistochemischer Färbung. Der Untersucher war für jede Untersuchung 

einfach geblindet. Es wurden alle im Parenchym erkennbaren 

fluoreszenzpositiven Profile, die zusätzlich einen in der DAPI-Färbung 

erkennbaren Zellkern besaßen, ausgezählt. Fluoreszenzpositive Profile, die in 

den Meningen oder Teilen der Retina zu sehen waren, wurden für diese Arbeit 

nicht in der Auswertung berücksichtigt. Als Negativkontrolle diente ein Nervus 

opticus ohne Primär-Antikörper. Die Auswertung erfolgte durch Auszählen der 

angefärbten Profile, die daraufhin ins Verhältnis zur Größe des ausgezählten 

Bereichs des Sehnervs gesetzt wurde. Abhängig von der Immunhistochemischen 

Färbung erfolgte die Auszählung manuell oder mithilfe von ImageJ (NIH). Die 

Fläche wurde ebenfalls mit ImageJ (NIH) gemessen. 

2.3.1. Immunhistochemie nach CD4 positiven Zellen 

Zunächst wurden die Längsschnitte des Nervus opticus für zehn Minuten in 

Aceton bei -20°C fixiert, bevor sie für fünfzehn Minuten in drei Einzelschritten für 

jeweils fünf Minuten in 1x PBS gewaschen wurden. Daraufhin wurden die 

Nervenlängsschnitte für dreißig Minuten mit einer 5% bovinen Serumalbumin-

Lösung (BSA) geblockt, um unspezifische Bindungen zu vermeiden. Im 

Anschluss konnte der Ratte Anti-Maus CD4-Antikörper (Serotec, 1:1000), in 1% 

BSA gelöst, über Nacht bei -4°C binden. Am nächsten Tag wurden die 
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Längsschnitte erneut mit 1x PBS dreimal für jeweils fünf Minuten gewaschen, 

bevor der Ziege Anti-Ratte Cy3 Sekundärantikörper (Dianova, 1:300) in 1% BSA 

gelöst für eine Stunde auf die Längsschnitte gegeben wurde. Die weitere 

Aufbereitung erfolgte in Dunkelheit, um den Fluoreszenz-Effekt nicht 

abzuschwächen. Danach wurde erneut dreimal für jeweils fünf Minuten mit 1x 

PBS gewaschen und daraufhin ein DAPI-Antikörper (Sigma-Aldrich, 1:500.000) 

in 1% BSA für zehn Minuten zur Zellkernfärbung auf die Längsschnitte 

aufgetragen. Es schloss sich ein erneuter Waschschritt mit 1x PBS dreimal fünf 

Minuten an. Abschließend wurden die Präparate mit einem Deckgläschen und 

Aqua-Poly/Mount (Polysciences) oder DABCO versehen, wobei die Objektträger 

mit DABCO noch mit VitroGlud (Langenbrick) umrandet wurden. Bis zur 

vollständigen Auswertung wurden die Objektträger im Dunkeln bei -20°C 

gelagert. Die Auszählung erfolgte anschließend manuell unter Fluoreszenzlicht 

am Axiophot 2 Mikroskop (Zeiss) mit aufgesetzter CCD-Kamera (Visitrom 

Systems). Ausgewertet wurden sechs Wt, sechs heterozygote hPLPW/PlpKo, 

acht hPLPG/PlpKo und sechs PlpKo.  

2.3.2. Immunhistochemie nach CD8 positiven Zellen 

Analog zu der CD4-Färbung (siehe Kapitel 2.3.1) wurden die Längsschnitte des 

Nervus opticus zunächst auch mit Aceton für zehn Minuten bei -20°C fixiert, mit 

1x PBS dreimal für jeweils fünf Minuten gewaschen und mit 5% BSA dreißig 

Minuten geblockt. Für die eigentliche Färbung wurde ein Ratte Anti-Maus CD8-

Antikörper (Serotec, 1:500) in 1% BSA als Primärantikörper verwendet und die 

Längsschnitte bei 4°C über Nacht inkubiert. Wie oben bereits beschrieben, 

schloss sich daraufhin ein erneuter Waschschritt, die Bindung des Ziege Anti-

Ratte Cy3-Antikörper (Dianova, 1:300) in 1% BSA als Sekundärantiköper für 

sechzig Minuten sowie nach dem nächsten Waschgang die Bindung des DAPI-

Antikörpers (Sigma-Aldrich, 1:500.000) in 1% BSA an. Die weitere Aufarbeitung 

erfolgte wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben. Ausgewertet wurden fünf Wt, sechs 

heterozygote hPLPW/PlpKo, sieben hPLPG/PlpKo und fünf PlpKo.  
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2.3.3. Immunhistochemie nach F4/80 positiven Zellen  

Die Färbung auf F4/80 erfolgte wie bereits in Kapitel 2.3.1 und Kapitel 2.3.2 

beschrieben nach Fixierung mit Aceton, einem Waschgang mit 1x PBS und 

Blockung mit 5% BSA. Als Primärantikörper wurde ein Ratte Anti-Maus F4/80 

Antikörper (Serotec, 1:300) verwendet und die Nervenlängsschnitte über Nacht 

bei 4°C inkubiert. Die anschließende Verarbeitung erfolgt wie oben beschrieben. 

Die Auszählung erfolgte, nach Anfertigen von zwei repräsentativen Bildern pro 

ausgewertetem Nervenlängsschnitt mittels Axiophot 2 Mikroskop (Zeiss) mit 

aufgesetzter CCD-Kamera (Visitrom Systems), durch ImageJ (NIH). Ausgewertet 

wurden acht Wt, vier heterozygote hPLPW/PlpKo, sechs hPLPG/PlpKo und vier 

PlpKo.  

2.3.4. Immunhistochemie nach SMI-32 positiven Sphäroiden 

Um die Nervenlängsschnitte auf axonalen Schaden zu untersuchen, wurden 

diese mit einem SMI-32 Antikörper, der an nichtphosphoryliertes Neurofilament 

bindet, inkubiert. Dazu wurden die Nervenlängsschnitte aufgetaut und in 4 % 

Paraformaldehyd (PFA) Lösung für zehn Minuten postfixiert. Nach dreimaligem 

jeweils fünf-minütigem Waschen in 1x PBS, wurden die Objektträger für weitere 

zwanzig Minuten in eine mit Methanol gefüllten Küvette zusammen mit 0,3% 

Wasserstoffperoxid (H2O2) gegeben. Anschließend wurde erneut für fünfzehn 

Minuten dreimal gewaschen, woraufhin die Nervenlängsschnitte für sechzig 

Minuten mit 10% BSA und 1% normaler Ziegenserum-Lösung (NGS) bedeckt 

wurden. Schließlich wurden die Objektträger mit dem Maus Anti-Maus SMI-32-

Antikörper (Covance, 1:2000) in 1% BSA über Nacht bei 4°C inkubiert. Am 

Folgetag erfolgte erneut ein fünfzehn-minütiger Waschgang mit 1x PBS, danach 

erfolgte der Avidin-Biotin-Block (Vector Laboratories) für jeweils fünfzehn 

Minuten. Im Anschluss wurde ein biotinylierter Ziege Anti-Maus 

Sekundärantikörper (Vector, 1:100) in 1% BSA auf die Objektträger aufgetragen 

und nach einem weiteren Waschgang das ABC-Kit (Vector Laboratories) in 1% 

BSA für dreißig Minuten aufgetragen. Darauffolgend wurde eine in 10 ml 

destilliertem Wasser gelöste Diaminobenzidin-Tablette (DAB) mittels H2O2 

aktiviert und auf den Objektträger aufgetragen. Der Färbevorgang wurde 

beobachtet und bei gewünschter Farbintensität nach ungefähr einer Minute mit 
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destilliertem Wasser beendet. Die Objektträger wurden nun in destilliertem 

Wasser zweimal für je fünf Minuten gewaschen und danach mit Aquatex (Merck) 

eingedeckelt. Die Auswertung erfolgte lichtmikroskopisch, manuell am Axiophot 

2 Mikroskop (Zeiss) mit aufgesetzter CCD-Kamera (Visitrom Systems). Die 

Flächenberechnung erfolgte mittels ImageJ (NIH). Ausgewertet wurden zwölf Wt, 

sieben heterozygote hPLPW/PlpKo, neun hPLPG/PlpKo und acht PlpKo.  

2.4. Nissl-Färbung nach Retinaganglienzellen 

Nach Aufbereitung der Retina und der Nissl-Färbung wurden die Retinapräparate 

mit dem Axiophot 2 Mikroskop (Zeiss) ausgewertet. Dazu wurde die Retina in 

drei Segmente unterteilt, einem zentralem, nahe dem Eintritt des Sehnerves, 

einem äußerem und einem mittleren Segment. Nun wurden pro Retina und 

Segment je zwei Bilder gemacht, die mittels ImageJ (NIH) ausgewertet wurde. 

Hierzu wurden die retinalen Ganglienzellen (RGC) gezählt, die eindeutig in der 

Nissl-Färbung gefärbt und anhand ihres typischen Aussehens erkennbar waren. 

Die Anzahl an RGC wurde daraufhin ins Verhältnis zur ausgewerteten Fläche 

gesetzt und anschließend mit dem Faktor 0,633 multipliziert, um die 

Verkleinerung der Retina während des Färbe- und Dehydrierungsprozesses 

auszugleichen. Ausgewertet wurden sechs Wt, fünf heterozygote hPLPW/PlpKo, 

fünf hPLPG/PlpKo und sieben PlpKo Mäuse.  

2.5. Optische Kohärenztomographie (OCT) 

Mäuse, die mittels optischer Kohärenztomographie (Spectralis OCT; Heidelberg 

Engineering) untersucht wurden, mussten zunächst mittels Ketamin/Xylazin, 

intraperitoneal appliziert, anästhesiert werden. Daraufhin wurden die Pupillen 

mittels eines Tropfen 0,5% Tropicamid Augentropfen (Mydrum; Bausch & Lomb) 

geweitet und mit künstlichen Tränenflüssigkeit (Corneregel Fluid; Bausch & 

Lomb) gegen Austrocknung geschützt sowie mit einer aus Polymethylakrylat 

bestehenden harten Kontaktlinse (Krümmung: 1,7 mm, Durchmesser: 3,2 mm; 

Cantor + Nissl) versehen. Zur Darstellung der Retina der Maus war zusätzlich 

eine +25 Dioptrien Linse (Heidelberg Engineering) vonnöten, die vor die Kamera 

gesetzt wurde. Die Aufnahmen wurden mit der zugehörigen Software 

durchgeführt (Heidelberg Eye Explorer, HEYEX, Version 1.7.1; Heidelberg 
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Engineering). Nachdem die Aufnahmen beendet waren, wurde die Linse entfernt 

und gesäubert, die Augen zum Schutz vor Austrocknung erneut mit künstlicher 

Tränenflüssigkeit (Corneregel Fluid; Bausch & Lomb) bedeckt und die Mäuse 

warmgehalten. Die Aufnahmen der Retina wurden mit der zugehörigen Software 

ausgewertet (Heidelberg Eye Explorer, HEYEX, Version 1.7.1; Heidelberg 

Engineering), wobei die Schichten der Retina mit hochauflösenden peripapillären 

Aufnahmen untersucht wurden. Diese wurden manuell in 600x Vergrößerung und 

1:1 µm Ansicht ausgewertet. Die folgenden vier Schichten konnten unterschieden 

werden. Eine Schicht bestehend aus 1. Nervenfaserschicht, Ganglienzellschicht 

und innerer plexiformen Schicht; 2. Innere Körnerschicht; 3. Äußere plexiforme 

Schicht, äußere Körnerschicht, innere und äußere Photorezeptorenschicht; 4. 

Pigmentepithel und Choriokapillärer Komplex, wobei in dieser Arbeit 

hauptsächlich auf die erste Schicht eingegangen wird. Messungen durch große 

Blutgefäße wurden vermieden. Insgesamt wurden pro Maus und Genotyp jeweils 

fünf bis zehn Messungen pro Retina gemacht und aus diesen ein Mittelwert 

mittels MS Excel (Microsoft) gewonnen. Ausgewertet wurden acht Wt, drei 

heterozygote hPLPW/PlpKo, fünf hPLPG/PlpKo und vier PlpKo Mäuse. [86]  

2.6. Elektronenmikroskopische Auswertung 

Nachdem die Mäuse wie bereits beschrieben getötet und das Blut aus dem 

Kreislauf entfernt wurde, konnten die Mäuse mit einer 4% Paraformaldehyd 

(PFA) und 2% Glutaraldehyd (GA) in Cacodylatpuffer-Lösung transkardial 

perfundiert werden. Nach Entnahme der Sehnerven wurden diese in derselben 

Lösung über Nacht postfixiert. Daraufhin wurde das Gewebe in 2% 

Osmiumtetroxid, versetzt mit 0,1M Cacodylatpuffer osmifiziert und mittels 

aufsteigender Acetonreihe dehydriert. Dann erfolgte die Einbettung in Spurr-

Medium und die weitere Verarbeitung zu ultradünnen Querschnitten. Diese 

wurden mit Bleizitrat gefärbt und daraufhin mit einem Elektronenmikroskop (Zeiss 

Leo 906 E; Oberkochen) und aufgesetzter ProScan Slow Scan CCD Kamera 

(ProScan; Lagerlechfeld) sowie zugehöriger iTEM Bildgebungssoftware 

(Olympus Soft Imaging System; Hamburg) untersucht. Die Auswertung erfolgte 

an 12 Monaten alten Mäusen, wobei einerseits auf Myelinschaden geachtet 

wurde, der durch dünn- oder demyelinisierte Axone charakterisiert wurde. 
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Andererseits wurde neuronaler Schaden beurteilt, ausgedrückt durch Vakuolen 

und Sphäroide. Pro Tier wurden mindestens acht Bilder aufgenommen und 

analysiert. Der Schaden an Myelin und Neuron wurde als Anteil in Prozent 

angegeben. Ausgewertet wurden drei Wt, vier heterozygote hPLPW/PlpKo, drei 

hPLPG/PlpKo und vier PlpKo. 

2.7. Rotarod 

Die Mäuse wurden auf ein Rotarod System (TSE Systems), mit sich ständig 

beschleunigender Walze (5-50 rpm), gesetzt. Daraufhin wurde die Zeit 

gemessen, bis die Tiere nicht mehr in der Lage waren sich auf der Walze zu 

halten, maximal jedoch für 300 Sekunden. Ein Durchgang bestand aus fünf 

Läufen, mit mehrminütigen Pausen dazwischen. Pro Versuchstier gab es 

insgesamt drei Durchgänge, von denen zwei an einem Tag und der Nächste am 

Folgetag durchgeführt wurde. Zwischen den Durchgängen am ersten Tag gab es 

eine, mindestens drei Stunden dauernde, Pause. Aus den sich entsprechenden 

Läufen der einzelnen Durchgänge (1. Läufe untereinander, 2. Läufe 

untereinander, etc.) wurde der Mittelwert gebildet und mit den Werten der 

anderen Mausmutanten verglichen. Zusätzlich wurde ein kumulativer Mittelwert 

aus allen Läufen pro Tier gebildet und die daraus entstehenden Mittelwerte 

miteinander verglichen. Ausgewertet wurden drei Wt, vier heterozygote 

hPLPW/PlpKo, vier hPLPG/PlpKo und drei PlpKo. 

2.8. Statistische Methoden  

Alle statistischen Analysen sowie die Grapherstellung wurden mittels PASW 

Statistics 18 (SPSS.Inc, IBM) und Photoshop CS3 (Adobe) oder MS PowerPoint 

(Microsoft) durchgeführt. Eine Abschätzung der Stichprobengröße sowie eine a 

priori Power-Analyse wurden im Vorfeld wie in der zugehörigen Publikation 

beschrieben vorgenommen [82]. Da alle Parameter erfahrungsgemäß 

normalverteilt sind, wurden zunächst alle Stichproben mittels Levene-Tests auf 

Homogenität der Varianzen überprüft. Je nach Ausgang dieser Testung erfolgte 

die weitere Auswertung mittels One-Way-ANOVA und Tukey’s Post-Hoc-Test 

oder Games-Howell Post-Hoc-Test. Signifikante Unterschiede wurden in den 
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Abbildungen mittels * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001 gekennzeichnet. 

Die Daten wurden als Mittelwert (M) +/- Standardabweichung (SD) dargestellt.  
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3. Ergebnisse 

3.1. Histopathologische Untersuchungen 

Wie zu Beginn bereits erwähnt kommt es bei der Multiplen Sklerose 

typischerweise neben der Einwanderung bzw. Aktivierung von Immunzellen zur 

Demyelinisierung und dem Auftreten von neuronalem Schaden. Das Ausmaß 

des Schadens am Myelin wurde über das Elektronenmikroskop analysiert, die 

Schädigung der Neurone wurde mittels Darstellung des axonalen Schadens 

einerseits immunhistochemisch durch SMI-32 Antikörper, andererseits 

elektronenmikroskopisch sowie durch die Auszählung retinaler Ganglienzellen 

quantifiziert. 

In elektronenmikroskopischen Darstellungen des Querschnitts des Sehnervs von 

12 Monate alten Mäusen zeigte sich ein erhöhter Anteil dünn- oder 

demyelinisierter Axone in hPLPG/PlpKo und PlpKo Tieren verglichen zu den 

Wildtypen. Außerdem zeichnete sich ab, dass die heterozygoten hPLPW/PlpKo 

zwar durchaus signifikant geschädigtes Myelin aufwiesen, aber im Trend nicht so 

stark betroffen waren, verglichen zu den hPLPG/PlpKo und PlpKo (Abbildung 4). 

Ähnlich verhielt es sich mit dem Anteil an Vakuolen und Sphäroiden, ein Zeichen 

für axonalen Schaden [87, 88]. Auch hier war in den hPLPG/PlpKo und in den 

PlpKo Mäusen ein erhöhter Anteil axonalen Schadens verglichen zu den 

Wildtypen zu finden. Die heterozygoten hPLPW/PlpKo zeigten ebenfalls 

vermehrt Vakuolen und Sphäroide verglichen zu den Wildtypen, und zeigten 

gleichzeitig einen Trend zu einem geringeren axonalen Schaden im Vergleich zu 

den hPLPG/PlpKo und PlpKo Mäusen (Abbildung 5). 
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Abbildung 4: Darstellung und Quantifizierung von dünn- und demyelinisierten Axonen. A) 

Darstellung von Querschnitten des Nervus opticus im Elektronenmikroskop sowie dünn- 

(weißer Pfeilkopf) oder demyelinisierter Axone (weiße Pfeile). B) In der Auswertung zeigte 

sich ein signifikant erhöhter Anteil dünn- oder demyelinisierter Axone in allen 

Mausmutanten verglichen zum Wildtyp. Zusätzlich zeichnete sich aber auch ein Trend 

zwischen den heterozygoten hPLPW/PlpKo und den beiden anderen Mausmutanten ab.  

(Wt: M= 3,56 % +/- SD: 0,30 %; hPLPW/PlpKo het: M= 16,15 % +/- SD: 7,52 %; hPLPG/PlpKo: 

M= 22,05 % +/- SD: 2,49 %; PlpKo: M= 24,11 % +/- SD: 5,57 %). Die statistische Analyse 

erfolgte mittels One-Way-ANOVA in SPSS mit darauffolgenden Post-Hoc-Test nach Tukey. 

* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. (Wt: n = 3; hPLPW/PlpKo het: n = 4; hPLPG/PlpKo: 

n =3; PlpKo: n = 4). 
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Abbildung 5: Darstellung und Quantifizierung von Vakuolen und Sphäroiden. A) 

Darstellung von Querschnitten des Nervus opticus im Elektronenmikroskop sowie 

Vakuolen (weißer Pfeilkopf) und Sphäroiden (weißer Pfeil). B) In der Auswertung zeigte 

sich ein signifikant erhöhter Anteil von Vakuolen und Sphäroiden in den hPLPG/PlpKo, 

den PlpKo und auch den heterozygoten hPLPW/PlpKo Tieren. Letztere zeigten aber einen 

Trend zu einem geringeren axonalen Schaden im Vergleich zu den hPLPG/PlpKo und 

PlpKo Mäusen. (Wt: M= 0,71 % +/- SD: 0,30 %; hPLPW/PlpKo het: M= 1,72 % +/- SD: 0,62 %; 

hPLPG/PlpKo: M= 2,61 % +/- SD: 0,39 %; PlpKo: M= 2,19 % +/- SD: 0,63 %) Die statistische 

Analyse erfolgte mittels One-Way-ANOVA in SPSS mit darauffolgenden Post-Hoc-Test 

nach Tukey. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. (Wt: n = 3; hPLPW/PlpKo het: n = 4; 

hPLPG/PlpKo: n = 3; PlpKo: n = 4).  
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Um den axonalen Schaden in den Mausmutanten weiter charakterisieren zu 

können, wurde der Nervus opticus mit SMI-32 Antikörpern gefärbt. SMI-32 ist ein 

monoklonaler Antikörper gegen nicht-phosphoryliertes Neurofilament, das in 

Nervenzellen und ihren Dendriten vorkommt. In den zugehörigen Axonen ist das 

Neurofilament ebenfalls vorhanden, dieses ist bei intakter Myelinscheide aber 

phosphoryliert und wird deshalb in Axonen mit intakter Myelinscheide kaum 

angefärbt. Daher gelingt durch die Immunhistochemie mit SMI-32 der Nachweis 

einer Demyelinisierung oder axonaler Schädigung. Der axonale Schaden 

präsentierte sich in Form von SMI-32 positiver Sphäroide, die quantifiziert und in 

den verschiedenen Gruppen verglichen werden konnten [22]. Hier zeigte sich ein 

deutlicher und signifikanter Unterschied zwischen den Wt und den 

Mausmutanten. Interessanterweise ließ sich hier auch zwischen den 

heterozygoten hPLPW/PlpKo und den restlichen Mutanten, hPLPG/PlpKo sowie 

PlpKo ein signifikanter Unterschied nachweisen (Abbildung 6).  
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Abbildung 6: Darstellung und Quantifizierung SMI-32 positiver Sphäroide. A) Darstellung 

nicht-phosphorylierter Neurofilamente mittels SMI-32 und somit von axonalen Sphäroiden 

(Pfeile) in Wt und PlpKo. B) Es konnten signifikante Unterschiede aller drei Mausmutanten 

(hPLPW/PlpKo het, hPLPG/PlpKo, PlpKo) verglichen zu den Wildtypen (Wt) im Auftreten 

axonaler Sphäroide gezeigt werden. So zeigten alle Mausmautanten vermehrt axonale 

Sphäroide, die als Zeichen axonaler Degeneration gewertet wurden. Zwischen den 

Mausmutanten zeigten sich ebenfalls signifikante Unterschiede. Die heterozygoten 
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hPLPW/PlpKo wiesen geringere axonale Degeneration im Vergleich zu den beiden anderen 

Mutanten-Gruppen (hPLPG/PlpKo, PlpKo) auf. Diese zeigten untereinander keinen 

signifikanten Unterschied. (Wt: M: 6,74 Sphäroide/mm² +/- SD: 2,91 Sphäroide/mm²; 

hPLPW/PlpKo het: M: 20,54 Sphäroide/mm² +/- SD: 6,69 Sphäroide/mm²; hPLPG/PlpKo: M: 

48,36 Sphäroide/mm² +/- SD: 8,02 Sphäroide/mm²; PlpKo: M: 57,91 Sphäroide/mm² +/- SD: 

14,60 Sphäroide/mm²). Die statistische Analyse erfolgte mittels One-Way-ANOVA in SPSS 

mit darauffolgenden Post-Hoc-Test nach Games-Howell. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p 

< 0,001. (Wt: n = 12; hPLPW/PlpKo het: n = 7; hPLPG/PlpKo: n = 9; PlpKo: n = 8). 

 

Bei Multipler Sklerose kommt es neben dem axonalen Schaden im Sehnerv und 

der Ausdünnung der Nervenfaserschicht der Retina im Verlauf ebenso zu einem 

zunehmenden Verlust der retinalen Ganglienzellen (RGC) in allen Subtypen der 

Erkrankung [89]. Diese können auch im Mausmodell durch eine Nissl-Färbung 

der Retina quantifiziert werden. Die Auszählung erfolgte in einem inneren, 

Optikus-nahen Segment, einem mittleren und einem äußeren, Optikus-fernen 

Segment, woraus sich ein Mittelwert für die Anzahl an RGC in der Retina ergibt. 

Dabei zeigte sich ein signifikanter Verlust der retinalen Ganglienzellen in allen 

drei Gruppen der Mutanten (Abbildung 7), wobei die heterozygoten 

hPLPW/PlpKo tendenziell einen geringeren, aber nicht signifikanten Verlust 

aufzeigt, verglichen zu hPLPG/PlpKo und PlpKo.  
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Abbildung 7: Darstellung und Quantifizierung Nissl positiver RGC. A) Darstellung von 

Retinaganglienzellen (RGC) durch Nissl-Färbung in Wt und PlpKo. B) Hier zeigte sich eine 

signifikante Abnahme der Dichte retinaler Ganglienzellen (RGC) aller Mausmutanten-

Gruppen im Vergleich zu den Wildtypen (Wt). Ein signifikanter Unterschied zwischen den 

drei Mutanten-Gruppen zeigte sich nicht, wobei eine Tendenz zu einem geringeren Verlust 

retinaler Ganglienzellen (RGC) in den heterozygoten Tieren deutlich wurde. (Wt: M: 6522,19 

RGC/mm² +/- SD: 789,69 RGC/mm²; hPLPW/PlpKo het: M: 4773,85 RGC/mm² +/- SD: 252,89 

RGC/mm²; hPLPG/PlpKo: M: 3921,66 RGC/mm² +/- SD: 502,30 RGC/mm²; PlpKo: M: 4140,45 

RGC/mm² +/- SD: 415,13 RGC/mm²). Die statistische Analyse erfolgte mittels One-Way-

ANOVA in SPSS mit darauffolgenden Post-Hoc-Test nach Tukey. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; 

*** = p < 0,001. (Wt: n = 6; hPLPW/PlpKo het: n = 5; hPLPG/PlpKo: n = 5; PlpKo: n = 7). 
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Als klinisch relevanter nicht-invasiver Verlaufsparameter diente die 

hochauflösende optische Kohärenztomographie (OCT). Durch diese Technik ist 

es möglich die Dicke der einzelnen Retinaschichten, sowohl beim Menschen als 

auch bei der Maus, zu erfassen. Da in der Multiplen Sklerose eine Ausdünnung 

der Nervenfaserschicht, der retinalen Ganglienzellschicht sowie der inneren 

plexiformen Schicht beobachtet werden kann [90], sollten diese Schichten 

gemeinsam in den verschiedenen Gruppen untersucht werden.  

Hierbei zeigte sich ein signifikanter Unterschied einerseits zwischen Wt zu den 

heterozygoten hPLPW/PlpKo, andererseits zu hPLPG/PlpKo und PlpKo. Dabei 

fiel auf, dass zusätzlich ein signifikanter Unterschied zwischen den 

heterozygoten hPLPW/PlpKo zu hPLPG/PlpKo und PlpKo Mausmutanten 

bestand (Abbildung 8). 
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Abbildung 8: Auswertung der Schichten der Retina im OCT. Zwischen den vier Gruppen 

zeigten sich signifikante Unterschiede, so wiesen alle 18 Monate alten Mausmutanten eine 

signifikante Ausdünnung der NFL/GCL/IPL gegenüber den Wildtypen (Wt) auf. Es bestand 

aber auch eine signifikant geringere Ausdünnung der Schichten in den heterozygoten 

hPLPW/PlpKo im Vergleich zu den hPLPG/PlpKo und PlpKo Mausmutanten. Ein 

Unterschied zwischen den hPLPG/PlpKo und PlpKo konnte nicht gezeigt werden. (Wt: M: 

68,19 µm +/- SD: 1,73 µm; hPLPW/PlpKo het: M: 64,56 µm +/- SD: 0,62 µm; hPLPG/PlpKo: 

M: 59,29 µm +/- SD: 2,20 µm; PlpKo: M: 59,75 µm +/- SD: 1,75 µm). Die statistische Analyse 

erfolgte mittels One-Way-ANOVA in SPSS mit darauffolgenden Post-Hoc-Test nach Tukey. 

* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. (Wt: n = 8; hPLPW/PlpKo het: n = 3; hPLPG/PlpKo: 

n = 5; PlpKo: n = 4) 

 

3.2. Entzündliche Vorgänge in den Mausmutanten 

Neben der bisher gezeigten Schädigung von Myelin und Neuron, soll im 

Folgenden das Vorhandensein verschiedener Zellen des angeborenen und 

adaptiven Immunsystems dargestellt werden. Dazu wurden mittels 
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Immunhistochemie der Sehnerv in den verschiedenen Mausmutanten nach 

CD4+ T-Zellen, CD8+ T-Zellen und F4/80+ Mikroglia/Makrophagen gefärbt. 

Als Teil des angeborenen Immunsystems übernehmen Mikroglia vielfältige 

Aufgaben und gehen bei Schädigung des ZNS in einen aktivierten Zustand über. 

So konnte auch bei Multipler Sklerose eine erhöhte Anzahl aktivierter Mikroglia 

im Parenchym gefunden werden und es wird vermutet, dass sie dabei einen 

Anteil an der Pathogenese haben [60]. Als ein Marker für murine Makrophagen 

[91] und Mikroglia [92] ist F4/80 bekannt, ein Glykoprotein, das einerseits durch 

Zell-Zell-Kontakte Teil der Interaktion zwischen natürlichen Killer-Zellen und 

Makrophagen ist, andererseits an der Entwicklung regulatorischer T-Zellen 

beteiligt ist [93]. Die Auswertung der Anzahl der Makrophagen/Mikrogliazellen 

erfolgte im Sehnerv, wobei nur F4/80 positive Profile mit DAPI gefärbtem Zellkern 

ausgewertet wurden (Abbildung 9). 

Hier zeigte sich eine deutliche, signifikante Vermehrung der 

Makrophagen/Mikrogliazellen in allen drei Mausmutanten-Gruppen, den 

heterozygoten hPLPW/PlpKo, den hPLPG/PlpKo und den PlpKo, im Vergleich 

zum Wildtypen. 
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Abbildung 9: Darstellung und Quantifizierung F4/80 positiver Profile. A) Darstellung F4/80 

positiver Makrophagen/Mikrogliazellen in Wt und PlpKo. B) Hier zeigte sich eine signifikant 

erhöhte Anzahl dieser in allen drei Mausmutanten-Gruppen (hPLPW/PlpKo het, 

hPLPG/PlpKo, PlpKo) verglichen zu den Wildtypen (Wt). Ein Unterschied zwischen den 
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einzelnen Mutantengruppen gab es nicht. (Wt: M: 366,12 F4/80+ Profil/mm² +/- SD: 23,80 

F4/80+ Profil/mm²; hPLPW/PlpKo het: M: 708,58 F4/80+ Profil/mm²  +/- SD: 76,27 F4/80+ 

Profil/mm²; hPLPG/PlpKo (M: 745,03 F4/80+ Profil/mm² +/- SD: 107,55 F4/80+ Profil/mm²; 

PlpKo: M: 690,11 F4/80+ Profil/mm² +/- SD: 108,15 F4/80+ Profil/mm²). Die statistische 

Analyse erfolgte mittels One-Way-ANOVA in SPSS mit darauffolgenden Post-Hoc-Test 

nach Tukey. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. (Wt: n = 8; hPLPW/PlpKo het: n = 4; 

hPLPG/PlpKo: n = 6; PlpKo: n = 4) 

 

Neben den CD8+ T-Zellen scheinen auch CD4+ T-Zellen und ihre vielen 

Unterformen einen großen Einfluss auf die Pathogenese der verschiedenen 

Verlaufsformen der Multiplen Sklerose zu haben [94, 95]. Deshalb wurde sowohl 

die Anzahl von CD8+, als auch von CD4+ T-Zellen in den Mausmutanten 

ausgewertet (Abbildung 10 und Abbildung 11). Auch hier wurden Schnitte des 

Sehnervs analysiert, wobei nur CD4+/CD8+ Profile gewertet wurden, die 

einerseits im Parenchym lokalisiert und andererseits einen mit DAPI gefärbten 

Zellkern besaßen. 

Dabei sah man einen signifikanten Anstieg der CD8+ T-Zellen im Vergleich 

zwischen Wt und den heterozygoten hPLPW/PlpKo sowie hPLPG/PlpKo. Ein 

signifikanter Unterschied zwischen Wt und PlpKo konnte zwar nicht festgestellt 

werden, allerdings zeigte sich durchaus ein Trend zu einer erhöhten Anzahl 

CD8+ T-Zellen, sodass die fehlende Signifikanz auch durch die hohe 

Standardabweichung bedingt sein kann. Hier bräuchte es weitere 

Untersuchungen mit mehr Mäusen (Abbildung 10). 

In der Analyse CD4+ T-Zellen zeigte sich überraschenderweise eine signifikante 

Zunahme dieser in den heterozygoten hPLPW/PlpKo im Vergleich zu den Wt und 

hPLPG/PlpKo. Ein signifikanter Unterschied zwischen den heterozygoten 

hPLPW/PlpKo und den PlpKo Mäusen ließ sich zwar nicht feststellen, das könnte 

allerdings auch der hohen Standardabweichung der PlpKo geschuldet sein und 

würde weitere Untersuchungen benötigen. Ein Unterschied zwischen Wt und 

hPLPG/PlpKo und PlpKo konnte nicht nachgewiesen werden (Abbildung 11). 
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Abbildung 10: Darstellung und Quantifizierung CD8 positiver T-Zellen. A) Repräsentative 

Darstellung von CD8+ T-Zellen (weiße Pfeile), modifiziert nach Groh et al. 2016 [82], mit 

freundlicher Genehmigung durch Oxford University Press. Maßstab: 30µm. B) Bei der 

Suche nach CD8 positiven T-Zellen konnte eine signifikant vermehrte Anzahl dieser in zwei 

Gruppen der Mausmutanten (hPLPW/PlpKo het, hPLPG/PlpKo) verglichen zu den 

Wildtypen (Wt) gezeigt werden. Ein signifikanter Unterschied zwischen Wildtypen (Wt) und 

PlpKo konnte zwar nicht gezeigt werden, allerdings zeigte sich auch hier eine Tendenz zu 

erhöhten Werten CD8 positiver T-Zellen. (Wt: M: 8,22 CD8+ T-Zelle/mm² +/- SD: 5,55 CD8+ 

T-Zelle/mm²; hPLPW/PlpKo het: M: 47,27 CD8+ T-Zelle/mm² +/- SD: 17,08 CD8+ T-

Zelle/mm²; hPLPG/PlpKo: M: 33,08 CD8+ T-Zelle/mm² +/- SD: 14,27 CD8+ T-Zelle/mm²; 
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PlpKo: M: 29,75 CD8+ T-Zelle/mm² +/- SD: 16,03 CD8+ T-Zelle/mm²). Die statistische 

Analyse erfolgte mittels One-Way-ANOVA in SPSS mit darauffolgenden Post-Hoc-Test 

nach Tukey. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. (Wt: n = 6; hPLPW/PlpKo het: n = 6 

hPLPG/PlpKo: n = 8; PlpKo: n = 6).  

 

 

 

Abbildung 11: Darstellung und Quantifizierung CD4 positiver T-Zellen. A) Repräsentative 

Darstellung von CD8+ T-Zellen (weiße Pfeile), modifiziert nach Groh et al. 2016 [82], mit 

freundlicher Genehmigung durch Oxford University Press. Maßstab: 30µm. B) Die 

Auszählung CD4 positiver T-Zellen zeigte eine signifikant erhöhte Anzahl dieser in den 
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heterozygoten hPLPW/PlpKo Mausmutanten im Vergleich zu den Wildtypen, aber auch 

verglichen zu den hPLPG/PlpKo Mausmutanten. Ein signifikanter Unterschied zwischen 

hPLPW/PlpKo het und PlpKo konnte nicht nachgewiesen werden, wobei aber eine Tendenz 

zu sehen war. Ein Unterschied zwischen den Wildtypen (Wt) und den anderen 

Mausmutanten (hPLPG/PlpKo, PlpKo) konnte nicht gezeigt werden. (Wt: M: 2,88 CD4+ T-

Zelle/mm² +/- SD: 1,67 CD4+ T-Zelle/mm²; hPLPW/PlpKo het: M: 9,52 CD4+ T-Zelle/mm² +/- 

SD: 2,82 CD4+ T-Zelle/mm²; hPLPG/PlpKo: M: 4,40 CD4+ T-Zelle/mm² +/- SD: 2,33 CD4+ T-

Zelle/mm²; PlpKo: M: 6,31 CD4+ T-Zelle/mm² +/- SD: 4,77 CD4+ T-Zelle/mm²). Die 

statistische Analyse erfolgte mittels One-Way-ANOVA in SPSS mit darauffolgenden Post-

Hoc-Test nach Games-Howell. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. (Wt: n = 5; 

hPLPW/PlpKo het: n = 6; hPLPG/PlpKo: n = 7; PlpKo: n = 5).  

 

3.3. Klinischer Phänotyp 

Nachdem in den Tieren sowohl eine entzündliche Komponente als auch Schaden 

an Neuronen und Myelin nachgewiesen werden konnte, war nun die klinische 

Auswirkung dieser Veränderungen interessant. Dafür wurden die Tiere auf eine 

sich konstant beschleunigende Walze des Rotarod Apparats gesetzt und die Zeit 

gemessen, wie lange sie auf dieser balancieren konnten (Abbildung 12). Hier 

präsentierte sich in der kumulativen Analyse der Gruppen ein signifikanter 

Unterschied zwischen Wildtypen und den hPLPG/PlpKo sowie PlpKo. Ein 

signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp und den heterozygoten 

hPLPW/PlpKo Mutanten konnte nicht gezeigt werden, zwischen diesen und den 

beiden anderen Mutanten allerdings durchaus. Zwischen den hPLPG/PlpKo und 

den PlpKo gab es keinen signifikanten Unterschied. 
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Abbildung 12: Auswertung der Rotarod-Analyse. A) Graphische Darstellung der Rotarod 

Analyse in den einzelnen Läufen. B) In der Rotarod Analyse zeigt sich ein signifikanter 

Unterschied zwischen den Wildtypen und den hPLPG/PlpKo sowie PlpKo Mausmutanten. 

Die heterozygoten hPLPW/PlpKo Mutanten nehmen hier einen Mittelplatz zwischen den 

Wildtypen und den beiden anderen Gruppen ein. Ein signifikanter Unterschied zwischen 

hPLPW/Ko und Wt konnte nicht gezeigt werden, ein signifikanter Unterschied zu den 

anderen Mutanten (hPLPG/PlpKo, PlpKo) jedoch schon. (Wt: M: 258,97 s +/- SD: 43,53 s; 

hPLPW/PlpKo het: M: 179,22 s +/- SD: 41,98 s; hPLPG/PlpKo: M: 94,65 s +/- SD: 28,97 s; 

PlpKo: M: 84,07 s +/- SD: 41,98 s). Die statistische Analyse erfolgte mittels One-Way-

ANOVA in SPSS mit darauffolgenden Post-Hoc-Test nach Tukey. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; 

*** = p < 0,001. (Wt: n = 3; hPLPW/PlpKo het: n = 4; hPLPG/PlpKo: n = 4; PlpKo: n = 3) 
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4. Diskussion 

4.1. Klinische Ausprägung der Mutationen 

Das Ziel dieser Arbeit war es, 18 Monate alte Mausmutanten sowohl auf ihre 

klinische Präsentation sowie auf den Schaden an Myelin und Nervenzellen zu 

untersuchen, als auch eine Entzündungsreaktion nachzuweisen, die mit dem 

klinischen und histologischen Bild einer progressiven Multiplen Sklerose 

vereinbar ist.  

Zunächst wurde die Auswirkung der Mutationen auf klinische Aspekte untersucht. 

Hierzu diente eine Methode, die bereits in einigen neurowissenschaftlichen 

Arbeiten Anwendung fand. Es handelt sich um das Rotarod, eine Messmethode, 

die objektiv und in vivo die motorischen Fähigkeiten der Mäuse bewerten soll. 

Diese Methode eignet sich hier besonders, da es einerseits bereits 

Voruntersuchungen in PlpKo Mausmutanten gab [15, 16] sowie andererseits 

Untersuchungen in Mäusen mit experimenteller Autoimmun Enzephalomyelitis 

(EAE), einem Mausmodell für Multiple Sklerose [96]. Diese zeigten eine gute 

Korrelation zwischen dem Abschneiden der Mäuse auf dem Rotarod und ihrer 

allgemeinen klinischen Erscheinung. In den Untersuchungen der PlpKo Mäuse 

mittels Rotarod zeigte sich zunächst kein Unterschied zu den Kontrollen, 

allerdings konnte in zunehmendem Alter durchaus eine Verschlechterung der 

motorischen Fähigkeiten gezeigt werden [15, 16].  

Die Auswertung der 18 Monate alten Mäuse ergab eine deutliche 

Verschlechterung der motorischen Leistung in den hPLPG/PlpKo und PlpKo 

mutanten Gruppen, wobei für die heterozygoten Tiere lediglich ein Trend zu einer 

geringeren Leistung zu erkennen war. Somit konnten auch die Ergebnisse der 

bereits erwähnten Studie bestätigt werden, die ebenfalls eine geringere Leistung 

in 16 Monate alten PlpKo Mäusen zeigte [16]. Die Diskrepanz zwischen homo- 

und heterozygoten Tieren könnte unter anderem durch das Vorhandensein 

gesunder ODZ in den heterozygoten Tieren erklärt werden, worauf aber noch 

detaillierter eingegangen werden soll. 
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Diese Ergebnisse passen somit gut in das Bild einer progressiven Multiplen 

Sklerose, da es sowohl bei der progressiven Form der Multiplen Sklerose, als 

auch bei der von Warshawsky beschriebenen Patientin [77] zu einer 

progressiven spastischen Paraparese der Beine kam [54, 64]. Neben der PPMS 

zeigen auch andere neurodegenerative Erkrankung, deren Grundlage eine 

Mutation des PLP-Gens ist, eine kontinuierliche Verschlechterung der 

motorischen Fähigkeiten. So kommt es bei der Pelizaeus-Merzbacher-Krankheit 

von Geburt an zu einer verzögerten psychomotorischen Entwicklung sowie im 

Verlauf der Erkrankung zu einer Verschlechterung der motorischen Fähigkeiten 

und Ausbildung von Spastiken [80]. Auch bei der hereditären spastischen 

Paraplegie kommt es nach zunächst normaler motorischer Entwicklung zu einer 

zunehmenden motorischen Schwäche und Spastik [80].  

Insgesamt lässt sich somit für die Mutanten eine PMS typische Klinik 

nachweisen, wobei diese selbstverständlich nicht pathognomonisch für diese 

Erkrankung ist. 

4.2. Schaden an Neuron und Myelin 

Bei der Beschreibung der ersten histopathologischen Untersuchungen aktiver 

Läsionen in Multipler Sklerose durch Charcot, wurde das Augenmerk zunächst 

auf die Inflammation und Demyelinisierung gelegt, bei relativem Erhalt der Axone 

[21]. Allerdings erkannte auch Charcot bereits axonale Veränderungen und im 

Verlauf gelang man zu der Erkenntnis, dass es neben Inflammation und 

Demyelinisierung auch zu neurodegenerativen Prozessen in MS kommt [21]. So 

kann man sowohl in aktiven Läsionen als auch in der progressiven Form der MS 

einen Untergang von Axonen beobachten [22, 39]. Bei der PMS ist diese 

neurodegenerative Komponente nicht mehr nur in Läsionen der weißen Substanz 

zu finden, sondern auch in der grauen Substanz sowie diffus im Parenchym des 

ZNS [39]. So auch in der Retina und im Sehnerv, wobei gezeigt werden konnte, 

dass es in allen Formen der MS zu einem signifikanten Verlust retinaler 

Ganglienzellen sowie einem Untergang von Axonen des Sehnervs kommt [89]. 

Da es sich bei dem visuellen System sowohl beim Menschen als auch in der 

Maus um eine leicht zu untersuchende Struktur handelt, wurde in dieser Arbeit 
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hauptsächlich die Retina sowie der Sehnerv von Mäusen zur Analyse 

herangezogen. 

Zunächst wurden die Mäuse mittels hochauflösender Optischer 

Kohärenztomographie (SD-OCT) untersucht. Dieses Verfahren bietet in der 

Medizin die Möglichkeit die Retina (aber auch Arterien zum Beispiel in der 

Kardiologie im Rahmen der Katheterdiagnostik [97]) zu untersuchen und dabei 

die unterschiedlichen Schichten der Retina darzustellen. Vielfach findet die SD-

OCT-Untersuchung Anwendung in der Ophthalmologie, beispielsweise in der 

Diagnostik der diabetischen Retinopathie oder des Glaukoms. Ebenso kommt sie 

vermehrt in der Neurologie im Rahmen wissenschaftlicher Studien bei 

neurologischen Erkrankungen wie Multipler Sklerose, Optikusneuritis, Alzheimer 

Demenz, M. Parkinson, Migräne, M. Huntington und einigen anderen zur 

Anwendung [98]. Durch die ausführliche Erforschung der Möglichkeiten des OCT 

in klinischen Studien, ist es besonders interessant auch die Mausmutanten 

mittels OCT zu untersuchen. Außerdem gab es bereits Versuche an Mäusen im 

Rahmen einer anderen neurodegenerativen Erkrankung der Neuronalen Ceroid 

Lipofuszinose. Hier konnte auch im Mausmodell ein Zusammenhang zwischen 

dem histologisch nachweisbaren Untergang retinaler Ganglienzellen und der 

Ausdünnung dieser Schichten im OCT gezeigt werden [86], womit diese 

Untersuchung als nicht invasive in vivo stattfindende Technik ein gut 

zugänglicher Parameter zur Darstellung axonaler Schädigung und retinaler 

Zelldegeneration ist. Das bestätigte sich auch in dieser Arbeit, da sich in allen 

Mutanten eine Ausdünnung der Schicht zeigte, die aus Ganglienzellen, 

Nervenfasern und der inneren plexiformen Schicht besteht, wobei dies bei den 

heterozygoten Tieren nicht so ausgeprägt war.  

Die retinale Zelldegeneration wurde weiter analysiert, indem Retina-Präparate 

mittels Nissl-Färbung auf die Dichte retinaler Ganglienzellen untersucht wurden. 

Die aus den retinalen Ganglienzellen hervorgehenden Axone bleiben zunächst 

unmyelinisiert und ergeben die retinale Nervenfaserschicht. Nach Austritt aus der 

Retina werden diese Axone mit einer Myelinschicht, bestehend aus ODZ, 

umgeben und bilden den Sehnerv, entlang dem die visuellen Informationen 
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transportiert werden [99]. Hier zeigte sich eine reduzierte Dichte retinaler 

Ganglienzellen in allen Mausmutanten, wobei es zwischen den Mutanten keine 

signifikanten Unterschiede gab. Allerdings zeichnete sich in den heterozygoten 

Tieren doch ein Trend zu einem geringeren Verlust von RGC ab, verglichen zu 

den anderen Mausmutanten. Dieser Verlust an RGC könnte als Folge der 

Durchtrennung des zugehörigen Axons im Nervus opticus und anschließender 

retrograder Degeneration gewertet werden. So konnte in verschiedenen Studien 

ein Zusammenhang zwischen der Durchtrennung des Axons und dem Verlust 

von RGC hergestellt werden [100–102]. 

Zur genaueren Analyse des axonalen Schadens wurden die Sehnerven der 

Mäuse nach SMI-32 gefärbt und analysiert. SMI-32 ist ein Marker für nicht-

phosphoryliertes Neurofilament, das in Nervenzellen, ihren Axonen und ihren 

Dendriten vorkommt. Da dieses in gesunden Nervenzellen mit intakter 

Myelinscheide nicht durch Antikörper immunhistochemisch erfasst wird, dient 

SMI-32 als Marker für axonalen Schaden. Dieser wird durch SMI-32 angefärbte 

axonale Sphäroide dargestellt, die einerseits auf eine Irritation, andererseits auf 

die vollständige Durchtrennung des Axons hinweisen [22]. Diese Sphäroide sind 

auch im Elektronenmikroskop nachweisbar, wobei sie zusammen mit Vakuolen, 

Zeichen der kompletten Degeneration eines Axons [87], axonalen Schaden 

anzeigen [88]. Die EM-Auswertung (12 Monate alte Tiere) konnte eine vermehrte 

Neurodegeneration in den Mutanten aufzeigen, wobei auch hier die 

heterozygoten Tiere weniger stark betroffen zu sein scheinen. Für die Plp 

defizienten Tiere hingegen ist ein vermehrtes Auftreten von Sphäroiden bereits 

bekannt [16, 88]. Dieser Trend und diese bereits bekannte Tatsache konnte 

schlussendlich in der Analyse SMI-32 positiver Sphäroide (18 Monate alte Tiere) 

bestätigt werden. 

Diese Ergebnisse passen insgesamt gut in das Bild einer Multiplen Sklerose. So 

konnte im OCT von Patienten die unter verschiedenen Subtypen von Multipler 

Sklerose, RRMS, PPMS oder SPMS leiden, eine Ausdünnung der 

Nervenfaserschicht [63, 90, 103–108] und der Kombination aus 

Ganglienzellschicht sowie innerer plexiformen Schicht [90, 108–112] gefunden 
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werden. Einige Studien vermuten auch einen Zusammenhang zwischen der 

Ausdünnung und klinischen Verlaufsparametern wie dem EDSS (Expanded 

Disability Status Scale) und SDMT (Symbol Digit Modalities Test) [110, 111, 113] 

sowie eine positive Korrelation mit einer verringerten Sehleistung [105, 107, 111–

115].  

Außerdem zeigt sich bei MS-Patienten ebenfalls eine reduzierte Dichte an 

retinalen Ganglienzellen im Vergleich zur Normalbevölkerung [89]. In das Bild 

passt auch das vermehrte Auftreten von axonalen Sphäroiden, die sich in 

Biopsien von MS-Patienten finden, wobei sie dort unter anderem aus einer 

Ansammlung von Mitochondrien bestehen [116]. Auch hier sind sie Zeichen der 

Schädigung oder Ausdruck der ablaufenden Waller’schen Degeneration [117]. 

Da es sich bei MS um eine demyelinisierende Erkrankung handelt, wurden die 

Sehnerven auch ultrastrukturell analysiert. Um Schäden an Myelin zu 

charakterisieren wurde die Anzahl an dünn-, und demyelinisierten Axonen ins 

Verhältnis zur Gesamtanzahl an Axonen gesetzt. Dabei zeigen dünn-

myelinisierte Axone Remyelinisierung an, die auch in MS-Läsionen zu finden ist 

[116]. Dies kann auch als indirektes Maß für bereits davor abgelaufenen Schaden 

an ODZ gesehen werden. In den 12 Monate alten Tieren zeigt sich ein höherer 

Anteil dünn- oder demyelinisierter Fasern in den Mausmutanten, wobei es auch 

hier den Anschein hat, dass die heterozygoten Tiere nicht so stark betroffen sind. 

Da Groh et al. zeigen konnten, dass in jüngeren Tieren eine höhere Anzahl Axone 

myelinisiert ist, kann hier am ehesten von einer Demyelinisierung, passend zur 

PMS, ausgegangen werden [82]. Somit konnte gezeigt werden, dass es, passend 

zur Histopathologie der PMS, zu einer Schädigung der Neurone und des Myelins 

kommt. Die nächste Frage lautet, wie es zu Schäden an retinalen Ganglienzellen, 

Axonen und Myelin kommt. Bei Betrachtung dieses Mausmodells als mögliches 

Modell für PMS, kommt dabei als erstes das Immunsystem in den Sinn, 

andererseits könnte natürlich allein der genetische Schaden zu einer Störung der 

Integrität des Myelins und in der Folge zu einer Störung des Neurons kommen. 
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4.3. Immunzellen 

Um dieser Frage weiter auf den Grund zu gehen, wurden zunächst das 

Vorhandenseien von Zellen des adaptiven und natürlichen Immunsystems 

analysiert. 

4.3.1. Auswirkung des angeborenen Immunsystems 

Zum angeborenen Immunsystem des ZNS zählen hauptsächlich Mikrogliazellen, 

die ungefähr 10% der Zellmasse des ZNS ausmachen [118, 119]. Diese sind 

zumindest im Mausmodell bereits früh in der Embryonalphase in das ZNS 

eingewandert und stammen von frühen Vorläuferzellen aus dem Dottersack ab. 

Diese Vorläuferzellen werden außerhalb des ZNS zunächst durch Zellen ersetzt, 

die vom Dottersack in die Leber gewandert sind, hieraus entwickeln sich die 

Gewebemakrophagen. In einem weiteren Schritt werden in vielen Organen, zum 

Beispiel Haut und Darm, die Gewebemakrophagen durch Monozyten ersetzt, die 

von hämatopoetischen Stammzellen aus dem Knochenmark abstammen. Diese 

bilden sich zu Makrophagen aus. Neben den Mikrogliazellen im ZNS gibt es noch 

perivaskuläre und meningeale Makrophagen, die ebenfalls von den 

beschriebenen frühen Vorläuferzellen aus dem Dottersack abstammen. Eine 

Sonderrolle nimmt hier der Choroidplexus ein, der im adulten Zustand sowohl 

Makrophagen aus den frühen Vorläuferzellen als auch Makrophagen, die aus 

dem Knochenmark stammen, beherbergt [7].  

Mikroglia erfüllt sowohl im gesunden als auch im geschädigten ZNS 

verschiedenste Aufgaben. So sind sie einerseits im Gesunden für die 

Aufrechterhaltung der Homöostase der Zellen, Synapsen und des Myelins 

verantwortlich [118, 120]. Andererseits werden diese Mikrogliazellen bei 

Verletzungen des Gewebes aktiviert und können nun phagozytotisch aktiv 

werden sowie zytotoxische und proinflammatorische Zytokine sezernieren, um 

sowohl das adaptive als auch das natürliche Immunsystem zu aktivieren [118, 

120]. Außerdem konnte in in-vitro und Mausexperimenten gezeigt werden, dass 

Mikroglia auch Antigen-präsentierende Rollen übernehmen und damit zur 

Aktivierung von T-Zellen beitragen können [120, 121]. Zudem wird vermutet, 

dass Mikroglia über die Produktion von ROS und NO zu einer Schädigung von 
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Neuronen und Myelin beitragen können [66, 122, 123]. Auch durch die Produktion 

von Zytokinen, kann es beispielweise durch Aktivierung von Astrozyten zu 

Neurotoxizität kommen [124] 

Aufgrund ihrer vielschichtigen Aufgaben spielen Mikrogliazellen eine wichtige 

Rolle in verschiedenen Erkrankungen des ZNS, so findet man eine Aktivierung 

der Mikroglia, einerseits bei akuten Schädigungen des ZNS, wie bei einem 

Schlaganfall, aber auch bei neurodegenerativen Erkrankungen, wie Alzheimer 

Demenz, Morbus Parkinson, Amyotrophe Lateralsklerose, Morbus Huntington 

und vielen anderen [118, 119]. Hier scheinen sowohl die phagozytotischen 

Eigenschaften als auch die Sekretion proinflammatorischer Zytokine eine Rolle 

zu spielen [7]. 

Auch bei der PMS werden den Mikrogliazellen eine wichtige Rolle zugedacht, so 

sind sie beispielsweise vermehrt an den Grenzen chronischer Läsionen zu finden 

[125] oder sind vermehrt in der Nähe von axonalem Schaden lokalisiert [126, 

127]. Außerdem zeigt sich eine erhöhte Aktivität der Mikrogliazellen in Arealen 

mit Zeichen einer kortikalen Demyelinisierung sowie einer diffusen Schädigung 

der normal erscheinenden weißen Substanz [39]. Außerdem scheinen sie in MS 

phagozytotisch tätig zu sein, da Mikroglia gefüllt mit neuralen Proteinen und 

Myelinbestandteilen gezeigt werden konnten [128, 129].  

Deswegen war es hoch interessant, ob es auch in diesem Mausmodell zu einer 

Aktivierung von Mikrogliazellen kommen würde. Und tatsächlich konnte man in 

allen drei Mutanten-Gruppen eine signifikant erhöhte Anzahl an 

Mikroglia/Makrophagen finden. Dies stimmt mit der Aktivierung von Mikroglia in 

MS überein. Selbstverständlich ist in dieser Arbeit kein Nachweis erfolgt, dass 

das natürliche (oder auch das adaptive) Immunsystem eine Rolle in der 

Pathogenese spielt. So könnten Mikroglia auch eine rein phagozytotische 

Aufgabe erfüllen oder durch Sekretion neuroprotektiver Zytokine unter 

Umständen protektiv für das ZNS sein [120, 130]. Andererseits ist es durchaus 

möglich, dass auch Mikroglia aktiv an der Demyelinisierung und dem Auftreten 

neuralen Schadens beteiligt sind. So könnten sie einerseits die Aufrechterhaltung 

eines inflammatorischen Milieus durch Ausschütten proinflammatorischer 
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Zytokine und durch Antigen-Präsentation fördern oder andererseits selbst durch 

das Sezernieren zytotoxischer Moleküle an der Pathogenese beteiligt sein. So 

konnte auch in diesem Mausmodell durch Groh und Kollegen nachgewiesen 

werden, dass Mikroglia maßgeblich an der Pathogenese beteiligt sind und es 

nach Inhibition dieser zu einer deutlichen Verbesserung der histopathologischen 

Veränderungen kommt [131].  

In anderen Studien konnte der Einfluss von Sialoadhesin (Sn) auf die Wirkung 

von Mikroglia/Makrophagen gezeigt werden. Sialoadhesin ist ein 

Zelladhäsionsmolekül, das unter anderem im ZNS unter inflammatorischen 

Umständen hochreguliert wird [132]. Auch in diesem Mausmodell konnte durch 

Groh und Kollegen bei PlpKo und homozygoten hPLPW/PlpKo und 

hPLPG/PlpKo Mutanten neben einer erhöhten Anzahl an Makrophagen/Mikroglia 

eine verstärkte Expression von Sialoadhesin (Sn) festgestellt werden [82].  

Für dieses Molekül konnten verschiedene Funktionen nachgewiesen werden, in 

der Interaktion mit regulatorischen T-Zellen, Antigenpräsentation, Phagozytose 

und Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen. So konnte für Sn eine entscheidende 

Rolle in der Interaktion von Mikroglia/Makrophagen und CD8+ T-Zellen gezeigt 

werden [133, 134]. Dabei war in Mutanten, denen Sn fehlte, eine geringere 

Aktivierung von Mikroglia/Makrophagen und zytotoxischen CD8+ T-Zellen zu 

sehen. Außerdem konnte eine deutliche Reduzierung des Schadens im ZNS 

aufgezeigt werden. 

Diese Auswirkung kann auf verschiedenen Grundlagen basieren, so konnte für 

Sn scheinbar eine direkte Rolle bei der Antigenpräsentation und Aktivierung 

zytotoxischer T-Zellen in-vitro gezeigt werden [135]. Dieser Verdacht kann auch 

in einem Mausmodell für neuronale Ceroid Lipofuszinose (NCL) gestärkt werden, 

da hier eine hohe Expression von CD11c auf den meisten Sn+ 

Mikroglia/Makrophagen beobachtet werden konnte sowie die Tatsache, dass 

Sn+ Mikroglia/Makrophagen in direkten Kontakt zu CD8+ T-Zellen stehen [134]. 

Von Interesse dabei ist, dass CD11c+ Mikroglia/Makrophagen (in einem EAE-

Modell und einem Cuprizone-Modell) ähnliche antigenpräsentierende 
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Eigenschaften wie bei dendritischen Zellen nachgewiesen werden konnten [136, 

137].  

Eine weitere, möglicherweise zur pathogenen Rolle von Sn beitragende, 

Tatsache ist die Interaktion mit regulatorischen T-Zellen. So konnte zum einem 

in einem EAE-Modell eine Herabregulierung CD4+ CD25+ regulatorischer T-

Zellen gezeigt werden [138]. Zum anderen konnte im Mausmodell für NCL bei Sn 

defizienten Mäusen ein Anstieg CD8 positiver T-Zellen beobachtet werden, die 

einen regulatorischen Phänotyp aufwiesen. So konnte ein möglicher hemmender 

Effekt von Sn auf regulatorische CD8+ T-Zellen (CD8+ CD122+) und damit 

verstärkt zytotoxische CD8+ T-Zellen aktiviert werden [134]. Auch konnte durch 

Hemmung von Sn eine reduzierte Phagozytoseleistung von Makrophagen 

gezeigt werden [139, 140]. 

4.3.2. Auswirkungen des adaptiven Immunsystems 

Während das natürliche Immunsystem für die schnelle Reaktion auf pathogene 

Reize verantwortlich ist, spielt das adaptive Immunsystem eine wichtige Rolle bei 

der hochspezifischen Immunabwehr. Unter anderen besteht diese einerseits aus 

CD4+, andererseits aus CD8+ T-Zellen. CD8+ T-Zellen, auch zytotoxische T-

Zellen genannt, erkennen Antigene, die ihnen über den Major 

Histokompatibilitäts Komplex (MHC) Klasse 1 Moleküle präsentiert werden. 

CD4+ T-Zellen, beziehungsweise T-Helferzellen, bekommen die Antigene über 

MHC Klasse 2 Moleküle präsentiert. Ein weiterer Unterschied besteht in der 

Reaktion auf die Antigenpräsentation. So kommt es bei der Th1-Zelle, einer 

Untergruppe der CD4+ T-Zellen, bei Aktivierung unter anderem zu einer 

Förderung phagozytotischer Maßnahmen. Im Gegensatz dazu, kommt es bei 

aktivierten CD8+ T-Zellen nach Bindung des MHC-1 Moleküls zur Initiierung einer 

direkten Zelllyse [141]. Diese kann einerseits durch das Ausschütten von Granula 

geschehen, die Perforine, Granzyme oder Granulysine enthalten oder 

andererseits durch Aktivierung der Apoptose über Fas-FasL Interaktion [142, 

143]. Astrozyten, Mikroglia und Oligodendrozyten können unter 

inflammatorischen Bedingungen, wie bei Multipler Sklerose, MHC-1 Moleküle 

exprimieren und so ein Ziel für zytotoxische T-Zellen bieten [143–145]. 
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Wie bereits ausführlich erwähnt, kommt es entweder von Beginn an oder im 

Verlauf der Multiplen Sklerose zu einer progressiven Form der Erkrankung. 

Hierbei zeigen sich verschiedene Formen der Schädigung. Während sich die 

Entzündungsreaktion in der RRMS vor allem in aktiven Läsionen der weißen und 

grauen Substanz abspielt, kommt es bei der PMS eher zu sich langsam 

ausweitenden Läsionen sowie zur Schädigung der normal erscheinenden weißen 

Substanz und Läsionen der grauen Substanz. Diese Arten der Schädigung sind 

mit der Ansammlung von T-Zellen und Mikroglia im Parenchym assoziiert [39, 52, 

146], wobei die T-Zellen zu einem Großteil aus CD8+ T-Zellen bestehen [52].  

In diesem Mausmodell konnte ebenfalls eine erhöhte Anzahl CD8+ T-Zellen in 

heterozygoten hPLPW/PlpKo und hPLPG/PlpKo Mäusen gefunden werden, 

außerdem war in den PlpKo Tieren ein Trend zu einer erhöhten Anzahl zu 

erkennen. Diese CD8+ T-Zellen traten verteilt im Parenchym des Sehnervs auf 

und passten hier zu dem Verlauf einer PMS. Generell konnte somit eine 

vermehrte Aktivität von CD8+ T-Zellen gezeigt werden, dies beweist aber nicht, 

dass diese auch einen Einfluss auf die Entwicklung des Phänotyps haben. Dieser 

Nachweis gelang allerdings Groh und Kollegen [82]. So konnte durch 

Verkreuzung der Mausmutanten mit Rag-1 defizienten Mäusen, also Tieren ohne 

reife T- und B-Lymphozyten [147], eine deutliche Verbesserung des klinischen 

und histopathologischen Phänotyps gelingen. Dies allein zeigt allerdings nicht an, 

welche Lymphozyten für die Pathogenese entscheidend sind. Dafür bräuchte es 

weitere Untersuchungen mit Knochemarktransplantationen von Mäusen, denen 

entweder CD4+, CD8+ T-Zellen oder B-Zellen fehlen.  

Ein vielversprechender Kandidat wären hier jedoch die zytotoxischen T-Zellen. 

So konnte in in-vitro und ex-vivo Experimenten gezeigt werden, dass CD8+ T-

Zellen in der Lage sind, sowohl MHC-1 Molekül-tragende Oligodendrozyten [148] 

und Axone [149] direkt zu schädigen, als auch axonale Schäden bei Angriff auf 

umgebenden Oligodendrozyten zu provozieren [150, 151]. Außerdem konnte der 

schädigende Effekt CD8 positiver T-Zellen auch in anderen Mausmodellen 

gezeigt werden, die eine primär genetische Grunderkrankung repräsentieren. So 

konnte sowohl in Tieren, die PLP überexprimieren und so ein Mausmodell für 
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PMD darstellen [152], als auch in Ppt1 defizienten Tieren, ein Mausmodell für die 

infantile Neuronale Ceroid Lipofuszinose (CLN1) [153], eine pathogenetisch 

relevante Aktivierung CD8+ T-Zellen nachgewiesen werden. Während PLP 

überexprimierende Mutanten allerdings hauptsächlich Störungen des Myelins 

zeigten, handelt es sich bei der neuronalen Ceroid Lipofuszinose um eine 

neurodegenerative lysosomale Speichererkrankung. Gemein ist beiden Modellen 

allerdings die Auswirkung des Immunsystems, die in beiden Fällen zu einem 

schlechteren Phänotyp führen. Außerdem zeigte sich hier vor allem der Einfluss 

CD8 positiver T-Zellen. Interessanterweise konnte in beiden Modellen eine 

Akkumulation von MHC-1 Molekülen auf den geschädigten Zellen, 

Oligodendrozyten (PLP überexprimierendes Modell) und Axonen (Ppt1 defiziente 

Mäuse), gezeigt werden sowie eine enge Nachbarschaft der zytotoxischen T-

Zellen zu diesen.  

Dieser Einfluss zytotoxischer T-Zellen wäre auch in diesem Modell denkbar, 

wobei zunächst interessant wäre, ob und wenn auf welchen Zellen MHC-1 

Moleküle akkumulieren. So zeigt sich in den Mäusen sowohl axonaler Schaden, 

Untergang von Ganglienzellen sowie reduzierte Myelinisierung, also Anzeichen 

sowohl einer Schädigung der Neurone als auch der Oligodendrozyten, wobei in 

dieser Arbeit ein Angriff auf das Myelin, bzw. die ODZ wahrscheinlicher zu sein 

scheint. Dies zeigt sich vor allem im Vergleich der heterozygoten zu den 

homozygoten Tieren, da sich hier ein geringerer Anteil dünn- oder 

demyelinisierter Axone darstellt. Hierauf soll allerdings später noch genauer 

eingegangen werden.  

Die Untersuchung auf CD4+ T-Zellen zeigte in den hPLPG/PlpKo und PlpKo 

keine erhöhte Anzahl im Vergleich zu den Wildtypen, wobei auch dies zu den 

beschriebenen Veränderungen bei PMS zutreffen könnte, da es sich bei der 

erhöhten Anzahl von T-Zellen hauptsächlich um CD8+ T-Zellen handelt. 

Allerdings zeigte sich im Gegensatz dazu bei den hPLPW/PlpKo eine höhere 

Anzahl CD4+ T-Zellen. Dies überrascht auf den ersten Blick, vor allem da es bei 

diesen Mutanten zu geringeren axonalen Schäden und Demyelinisierungen 

kommt. Hier wäre sicherlich eine weitere Charakterisierung interessant. So 
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könnte es sich bei ihnen auch um regulatorische CD4+ CD25+ FoxP3+ T-Zellen 

handeln, die die Entzündungsreaktion hemmen, indem sie wie in der EAE 

gezeigt, die Aktivität von T-Effektorzellen hemmen [154] oder bei der 

Remyelinisierung helfen [155]. Im Vergleich zu den CD8+ T-Zellen sind die CD4+ 

T-Zellen allerdings absolut gesehen in deutlich geringerer Anzahl vorhanden. 

4.4. Schaden an Myelin und Neuron unter inflammatorischen Bedingungen 

Wie kommt es nun zur Neurodegeneration unter inflammatorischen 

Bedingungen? Denkbar sind unterschiedliche Mechanismen. Einerseits könnte 

es durch die Demyelinisierung oder Schädigung des Myelins zu einer 

Schädigung des Neurons kommen, da es Überlegungen gibt, dass das Myelin 

nicht nur für die saltatorische Erregungsleitung gebraucht wird, sondern ebenso 

für die Versorgung der langen Axone verantwortlich ist [9, 88, 156]. Andererseits 

kann es auch zu einer direkten Schädigung des Neurons kommen, entweder 

durch das adaptive Immunsystem oder das angeborene. So konnte für 

zytotoxische T-Zellen eine neurotoxische Wirkung gezeigt werden, worauf bereits 

genauer eingegangen wurde [143, 148, 157]. Eine Aktivierung von 

Mikroglia/Makrophagen könnte ebenfalls zu einer direkten Schädigung der 

Neurone führen. Hierbei könnten die Produktion von zytotoxischen Substanzen, 

wie Reaktiven Sauerstoffspezien (ROS) und Stickstoffmonoxid (NO) und ihre 

Wirkung auf Mitochondrien eine wichtige Rolle spielen [66, 118]. So sind 

Moleküle wie NADPH, die für die Produktion von ROS und NO verantwortlich 

sind, in Mikroglia/Makrophagen vermehrt, die sich in MS-Läsionen befinden 

[158]. Da Mitochondrien anfällig für oxidativen Stress sind und gleichzeitig eine 

wichtige Rolle in der Energieversorgung von Axonen spielen, könnte es durch 

eine Störung der Mitochondrienfunktion durch oxidativen Stress zu einer 

Schädigung von Neuronen kommen [66, 159]. Bei einer Störung dieser kommt 

es zu einer verminderten Energieversorgung und so möglicherweise zu einer 

Beeinträchtigung der Ionenkanal-Funktionen. Durch diese Beeinträchtigung 

könnte es zu einer Akkumulation von Ca²+ Ionen kommen und dadurch zur 

Einleitung der Apoptose [66, 88, 123, 160, 161]. 
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Auf den möglichen Schädigungsmechanismus in den Mausmutanten dieser 

Arbeit wird später ausführlich eingegangen. 

Wie es beim Menschen zum Verlust von Myelin und axonaler Schädigung bei MS 

kommt ist bislang nicht abschließend geklärt, es scheint aber mehrere 

Möglichkeiten zu geben. So zeigten sich vier unterschiedliche histologische 

Typen, die entweder eine T-Zell und Mikroglia assoziierte, eine 

Antikörpervermittelte oder primäre Schädigung der Oligodendrozyten aufweist 

[40, 43]. Zusätzlich wurde in einer Studie gezeigt, dass sich in frühen Stadien der 

Läsionen vermehrt oxidierte DNA in ODZ nachweisen lassen, als Hinweis auf 

eine durch ROS/NOS vermittelte Schädigung [162]. Zusätzlich korrelierte das 

Ausmaß der DNA-Oxidation mit der Anzahl an Entzündungszellen, wie T-Zellen 

oder Mikroglia/Makrophagen [162]. So ist auch hier eine Schädigung durch 

Mikroglia/Makrophagen denkbar. 

Schlussendlich wäre auch eine Kombination aus diesen Möglichkeiten denkbar. 

So führen zwar die erst genannten Mechanismen zur Schädigung des Neurons, 

würden allerdings verstärkt durch die Tatsache, dass die schützende, 

beziehungsweise versorgende Myelinhülle geschädigt wird. 

4.5. Möglicher Schädigungsmechanismus 

Insgesamt konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass es in 18 Monate alten 

Mäusen durch eine Mutation in einem Myelinprotein zu einem PMS-typischen 

Entzündungs-Phänotypen kommen kann. Damit ist allerdings noch kein 

Nachweis erfolgt, dass die Entzündungsreaktion an der Pathogenese beteiligt ist. 

Dieser Nachweis gelang allerdings Groh und Kollegen, durch Kreuzung der 

Mausmutanten mit RAG-1 defizienten Mäusen [82, 131]. Somit stellen sich für 

dieses Mausmodell noch einige Fragen. Welche Struktur wird primär durch die 

Entzündungsreaktion geschädigt? Wie kommt es zu diesen Schäden und welche 

Rolle spielen die einzelnen Entzündungszellen. Die erste der Fragen, welche 

Struktur als erstes betroffen ist, kann im Vergleich zwischen heterozygoten 

hPLPW/PlpKo sowie hPLPG/PlpKo und PlpKo auf den Grund gegangen werden. 

Um diesen Vergleich durchführen zu können, ist allerdings die Erkenntnis von 

Groh und Kollegen notwendig, dass es sich bei den homozygoten Mutationen 
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hPLPW/PlpKo und hPLPG/PlpKo jeweils um Nullmutationen handelt und sie 

somit denselben Effekt haben [82]. Der Vergleich zwischen den homozygoten 

und heterozygoten Mosaik-Tieren legt nun die Vermutung nahe, dass zunächst 

die ODZ betroffen sind, da es trotz gleicher Anzahl der Entzündungszellen nicht 

zu demselben Ausmaß an Schaden kommt. Dieser Unterschied kann sich daraus 

erklären, dass zunächst nur die ODZ geschädigt werden, die das mutierte Gen 

tragen und nicht die gesunden ODZ, beziehungsweise das gesunde Neuron. Erst 

im Folgenden kommt es zu einer Schädigung des Axons und Neurons. Wie es 

zu einer gezielten Schädigung der mutierten ODZ kommt ist unklar. Allerdings 

konnte im peripheren Nervensystem in einem Connexin 32 heterozygot 

defizienten (Cx32+/-) X-chromosomalen Mausmodell tatsächlich gezeigt werden, 

dass es zu einer gezielten Schädigung mutierter Myelin-bildender Zellen 

kommen kann. So sammeln sich Makrophagen gezielt um die Schwann`schen 

Zellen, denen Cx32 fehlte. Interessanterweise konnte hier auch ein direkt 

schädigender Einfluss dieser Makrophagen auf das Myelin nachgewiesen 

werden. Diskutiert werden könnte hier eine Anziehung der Makrophagen durch 

von mutierten Schwann´schen Zellen gebildete Moleküle [163]. Für das adaptive 

Immunsystem wurde bereits die Möglichkeit einer Aktivierung über MHC-I 

Moleküle angesprochen. Diese könnten sich auf den betroffenen ODZ befinden 

und so eine gezielte Schädigung herbeiführen. 

Der Mechanismus, wie es zur Schädigung der Neurone und Axone kommt ist 

zwar nicht geklärt, allerdings zeigt sich in dieser Arbeit, dass die Anzahl 

betroffener ODZ wohl einen Einfluss darauf hat. Auch hier ist der Vergleich 

zwischen heterozygoten und homozygoten Mäusen notwendig. Unter der 

Prämisse, dass es im Rahmen der zufälligen X-Inaktivierung zu einer ähnlichen 

Verteilung des hPLPW in den ODZ kommt, die bereits in PlpKo Mäusen 

beobachtet werden konnte, kann man je nach Studie von ungefähr 57-65% nicht 

mutiertes Plp tragender ODZ und 35-43% hPLPW/PlpKo tragender ODZ 

ausgehen [85]. So kommt es, im Rahmen der zufälligen X-Inaktivierung, zu ODZ, 

die das mutierte Gen tragen. Da ein ODZ mehrere Axone myelinisiert, liegt die 

Vermutung nahe, dass die meisten Axone nur zu einem Teil durch mutierte ODZ 

myelinisiert werden. Dadurch stellt sich allerdings die Frage, warum es nicht zu 
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einer ähnlichen Schädigung der Neurone kommt, wenn im Endeffekt sowohl bei 

hetero- als auch bei homozygoten Tieren die meisten Axone mutierte ODZ 

tragen. Dies lässt sich beispielweise so erklären, dass es nicht durch einzeln 

betroffene ODZ zu einer Schädigung kommt, sondern erst sobald eine gewisse 

Anzahl an ODZ geschädigt sind und somit ein Grenzwert überschritten wird. 

Damit ist allerdings auch noch nicht klar, ob es durch die Schädigung des ODZ 

oder die Demyelinisierung der Axone zur Neurodegeneration kommt. Allerdings 

konnte in dem bereits angesprochenen PLP-überexprimierenden Modell gezeigt 

werden, dass es zu einer stärkeren Demyelinisierung kommt, während der 

neuronale Schaden deutlich geringer ausgeprägt ist. Daraus könnte man eher 

schließen, dass es nicht durch die Demyelinisierung, sondern durch den 

geschädigten ODZ zu neuronalem Schaden kommt. Gegen die Hypothese, dass 

es durch Demyelinisierung zur Neurodegeneration kommt, spricht ebenfalls, 

dass die beobachteten Sphäroide hauptsächlich in myelinisierten Axonen zu 

beobachten sind. [152, 164].  

Unter Berücksichtigung der Ergebnisse dieser Arbeit und den aufgezeigten 

Schädigungsmechanismen, könnte es wie folgt zu der gezeigten diffusen 

Neurodegeneration und Demyelinisierung sowie einer PMS typischen Klinik in 

Anwesenheit von Entzündungszellen kommen. (Abbildung 13)  

Durch die Mutation könnte es zu einer gestörten Integrität der Myelinscheide und 

Stressreaktionen in den Oligodendrozyten kommen. Beispielweise durch eine 

dadurch bedingte Chemokinexpression könnte es zu einer Aktivierung von 

Mikroglia/Makrophagen führen, die in einen proinflammatorischen Zustand 

übergehen und daraufhin Sn exprimieren. Dadurch könnten einerseits direkt 

schädigende Zytokine ausgeschüttet werden, andererseits zytotoxische CD8+ T-

Zellen, zum Beispiel durch proinflammatorische Zytokine oder 

Antigenpräsentation, aktiviert werden. Dies kann über zwei Wege geschehen, 

einerseits über die Sn-vermittelte Hemmung der regulatorischen CD8+ CD122+ 

T-Zellen und andererseits über direkte Aktivierung der T-Zellen. Diese so 

aktivierten CD8+ T-Zellen könnten nun die Oligodendrozyten schädigen, was 

wiederum zu vermehrter Aktivierung der Mikroglia/Makrophagen führen würde. 
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Eine gezielte Schädigung der ODZ könnte durch Hochregulierung von MHC-I 

erfolgen. Somit ergäbe sich ein Teufelskreis, der zu einer fortdauernden 

Aktivierung CD8+ T-Zellen und Mikroglia/Makrophagen führt. Der neuronale 

Schaden könnte einerseits Folge der Schädigung ihrer Myelinscheide, 

andererseits Folge des proinflammatorischen Milieus um die ODZ sein. Hierbei 

ist die Betrachtung der heterozygoten Mausmutanten von großem Interesse. Bei 

diesen kommt es zu einer ähnlichen Aktivierung der Entzündungszellen, aber 

nicht zur selben Ausbildung an Schaden von Myelin und Neuron. Dies verwundert 

insofern, da ein ODZ mehrere Neurone umfasst und somit die Myelinscheide der 

meisten Neurone durch die zufällige X-Inaktivierung auch einen Teil erkrankter 

ODZ trägt. Geht man nun davon aus, dass es aber durch eine direkte Einwirkung 

des Immunsystems am Neuron zu Schäden kommt, müsste durch die gleiche 

Anzahl an Entzündungszellen auch ein ähnlicher Schaden in allen Mutanten 

entstehen. Dies ist hier aber nicht der Fall. So kann man eher vermuten, dass 

sich die Schädigung durch das Immunsystem zu einem Großteil zunächst gegen 

die ODZ richtet und es erst bei der Überschreitung einer kritischen Schwelle 

geschädigter ODZ zu einem wahrnehmbaren neuronalen Schaden kommt. Wie 

es zu neuronalem Schaden durch den Angriff auf die Myelinscheide kommt, ist 

unklar. Es ist allerdings denkbar, dass der neuronale Schaden eher durch die 

Immunattacke gegen das Myelin und darauffolgenden Veränderungen und 

weniger durch die Abwesenheit von Myelin entsteht. Somit kommt es bei 

zunehmendem Schaden der ODZ zu einem Untergang der Neurone. 
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Abbildung 13: Möglicher Schädigungsmechanismus in diesem Mausmodell. Durch die 

Mutation in ODZs kommt es durch ungeklärte Signale, zum Beispiel Chemokinexpression, 

zu einer Aktivierung von Mikroglia/Makrophagen (Sn+ M, grüner Pfeil). Dadurch werden 

zytotoxische T-Zellen (CD8 Tzyt) aktiviert (grüner Pfeil) und regulatorische T-Zellen (z.B. 

CD8 Treg, [134]), die zytotoxische T-Zellen hemmen würden (roter Pfeil), Sn-vermittelt 

herabreguliert (roter Pfeil) sowie diejenigen Oligodendrozyten (ODZ), die eine Mutation 

tragen, durch Sekretion zytotoxischer Substanzen, wie ROS und NO direkt geschädigt 

(schwarzer Pfeil). Durch die Aktivierung der CD8 positiven T-Zellen via 

Antigenpräsentation oder Sezernieren proinflammatorischer Zytokine kommt es 

möglicherweise durch Perforine, Granzyme oder den Fas-Liganden zur Schädigung des 

ODZ (schwarze Pfeile), möglicherweise gezielt durch Hochregulierung von MHC-I (grüner 

Pfeil). Eine Schädigung der Neurone könnte einerseits durch die Schädigung der ODZ oder 

direkt über Immunzellen vermittelt werden (blaue Pfeile). Durch die Schädigung kommt es 

zu einer weiteren Aktivierung der Immunzellen und so zur Aufrechterhaltung eines 

Teufelskreises. 
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5. Zusammenfassung 

Multiple Sklerose ist eine der häufigsten neurologischen Erkrankungen, die zu 

motorischen, sensiblen und vegetativen Einschränkungen führt. Häufig beginnt 

die Erkrankung mit einem schubförmigen Verlauf, dem eine progrediente 

Verschlechterung folgt. Trotzdem leiden ca. 15% der Patienten bereits von 

Beginn an, an einer primär progressiven Variante der MS, die bereits mit der 

progredienten Phase beginnt. Bis jetzt ist die Pathophysiologie nicht vollständig 

verstanden. Lange Zeit dachte man, dass MS primär eine reine Autoimmun-

Erkrankung darstellt, aber in den letzten Jahren ergab sich die Frage, ob es vor 

allem in den progressiven Formen, eine zytodegenerative Komponente gibt, auf 

die eine sekundäre Inflammation folgt. Eine mögliche Ursache stellen hier 

Mutationen des PLP 1 Gens dar, die normalerweise mit leukodystrophischen 

Erkrankungen assoziiert sind. Es gab zwei Fallberichte, in denen von Patienten 

berichtet wurde, die unterschiedliche Mutationen in diesem Gen hatten und den 

klinischen Phänotyp einer MS zeigten. Diese Arbeit sollte nun die Auswirkungen 

der Mutationen, beziehungsweise einer Nullmutation des PLP 1 Gens in 18- und 

zum Teil 12-Monate alten Mausmutanten untersuchen. Hier konnten Myelin-

Veränderungen und axonaler Schaden in immunhistochemischen 

Untersuchungen sowie mittels Elektronenmikroskopie und optischer 

Kohärenztomographie gezeigt werden. Weiter konnte eine Neuroinflammation 

und damit einhergehend eine zunehmende Anzahl CD8+ T-Zellen sowie einer 

erhöhten Anzahl an Mikroglia/Makrophagen gefunden werden. Dies ging mit 

vergleichsweise reduzierten Leistungen der Mutanten bei der motorischen 

Rotarod-Analyse einher. Interessanterweise wurde weniger neuraler Schaden in 

den heterozygoten Varianten gefunden, obwohl das Ausmaß der Entzündung 

gleichblieb. Dies könnte für eine zielgerichtete immunvermittelte Schädigung der 

Oligodendrozyten sprechen, die zu neuronalem Schaden führt. So konnte 

gezeigt werden, dass es durch Punktmutationen in einem Myelinprotein-

codierendem Gen zu einer sekundären Entzündung kommen kann, die mit dem 

klinischen Phänotyp einer progressiven MS einhergeht. Weiter sind diese 

Mausmodelle ein Beispiel für eine genetische Erkrankung des ZNS, in denen die 
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Klinik maßgeblich durch die begleitende Inflammation und nicht allein durch den 

genetischen Schaden verursacht wird. 

Multiple sclerosis (MS) is one of the most common neurological diseases, leading 

to motor, sensory and vegetative impairment. Frequently, the disease begins as 

a relapsing remitting form, which is followed by a progressive stage. Nevertheless 

about 15% of the patients suffer under a primary progressive multiple sclerosis, 

which starts with the progressive stage. Until now the pathophysiology is not 

completely understood. For a long time, multiple sclerosis was thought to be an 

autoimmune disease, but in the last years the question arose if the underlying 

cause, especially in the progressive forms (PMS), could be a cytodegenerative 

component, followed by secondary inflammation. A possible candidate here 

could be point mutations in the PLP 1 gene, which are usually associated with 

leukodystrophic disorders. There were two case reports about patients carrying 

distinct point mutations in this gene, leading to the clinical phenotype of multiple 

sclerosis. This thesis examines 18- and in part 12-month-old mice, carrying these 

point mutations or having a Plp 1 null mutation. Here myelin alterations and 

axonal damage in immunohistochemical stainings could be shown, as well as in 

the optical coherence tomography and electron microscopy. Furthermore, the 

occurrence of neuroinflammation comprising recruitment of 

microglia/macrophages and CD8 positive T-cells could be demonstrated. Also, 

typical clinical symptoms in the Rotarod test were found. Interestingly, there was 

less neural damage found in heterozygous females than in homozygous mutant 

mice, while the extent of inflammation was the same. This could indicate a 

targeted immune-mediated injury of oligodendrocytes leading to neuronal 

damage. In summary, this thesis shows that a point mutation of a gene coding 

for a myelin protein of oligodendrocytes can lead to secondary neuroinflammation 

and a neurological phenotype comparable to PMS. In addition, the generated 

mouse models are an example for genetic diseases of the CNS, in which the 

clinical outcome could be driven by inflammation and not only by the primary gene 

mutation. 
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8. Anhang 

8.1. Technische Geräte 

CCD-Kamera Visitron Systems (Puchheim, 

Deutschland) 

Deckgläschen Applied Biosystems (Darmstadt, 

Deutschland) 

Gefrierschrank  Liebherr (Biberach, Deutschland) 

Heizplatte Medax  (Neumünster, Deutschland) 

Kontaktlinse Cantor&Nissel  (Brackley, Großbritannien) 

Kryostat CM 3050S Leica (Wetzlar, Deutschland) 

Linse (+25 Dioptrien) Heidelberg Engineering (Heidelberg, 

Deutschland) 

Mikroskope 

Axiophot 2 Zeiss (Oberkochen, Deutschland) 

FluoView FV 1000 Olympus (Hamburg, Deutschland) 

Leo 906 E Zeiss (Oberkochen, Bayern) 

Objektträger Superfrost Langenbrick (Teningen, Deutschland) 

PapPen (SCI München, Deutschland) 

Perfusionspumpe Reglo Ismatec (Glattbrugg, Schweiz) 

Pipetten Abimed (Berlin, Deutschland) 

Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Gilson (Bad Camberg, Deutschland) 

Pipettenspitzen Sarstedt (Nürnbrecht, Deutschland) 
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ProScan Slow Scan CCD camera Pro Scan (Lagerlechfeld, Deutschland) 

Reagiergefäße Sarstedt (Nürnbrecht, Deutschland) 

RotaRod  TSE systems (Bad Homburg, 

Deutschland) 

Schneidegerät Ultracut Leica (Wetzlar, Deutschland) 

Spectralis OCT Heidelberg Engineering (Heidelberg, 

Deutschland) 

Vibratom VT1000S Leica (Wetzlar, Deutschland) 

Vortex L46 Labinco BV (Breda, Niederlande) 

Zentrifuge Biofuge Pico Heraeus (Hanau, Deutschland) 

 

8.2. Software 

Adobe Photoshop CS3 Adobe (San Jose, USA) 

FluoView Olympus (Hamburg, Deutschland) 

HEYEX (Heidelbeerg Eye Heidelberg Engineering (Heidelberg, 

Explorer, v.1.7.1) Deutschland) 

iTEM Olympus (Hamburg, Deutschland) 

ImageJ NIH (Bethesda, USA) 

Office 365 Microsoft (Redmond, USA) 

PASW Statistics 18 SPSS IBM (Ehningen, Deutschland) 

 

8.3. Reagenzien 

Aceton Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) 
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Aqua-Poly/Mount Polysciences (Eppelheim, Deutschland) 

Aquatex Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Avidin-Biotin-Blocking Kit Vector Laboratories (Burlingame, USA) 

BSA (Bovines Serumalbumin) Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Corneregel Fluid Bausch & Lomb 

DAB (Diaminobenzidin) Kem-En-Tec Diagnostics (Taastrup, 

Dänemark) 

DAPI  Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

DER 736 Serva (Heidelberg, Deutschland) 

DMAE (Dimethylaminoethanol) Serva (Heidelberg, Deutschland) 

GA (Glutaraldehyd) Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

H2O2 (Wasserstoffperoxid) Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Heparin Ratiopharm (Ulm, Deutschland) 

KCl (Kaliumchlorid) Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Ketamin Pfizer (Berlin, Deutschland) 

KH2PO4 (Kaliumdihydrogenphosphat) Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Methanol Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Methylbutan Carl-Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Na2HPO4 (Dinatrium-  Merck (Darmstadt, Deutschland) 

hydrogenphosphat) 

NaCl (Natriumchlorid) Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

NGS (Normales Ziegenserum) Dako (Hamburg, Deutschland) 
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NSA (Non-Enyl-  Serva (Heidelberg, Deutschland) 

Bernsteinsäureanhydrid) 

O.C.T Medium Sakura (Alphen aan den Rijn, 

Niederlande) 

Osmiumtetroxid Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

PFA (Paraformaldehyd) Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Stickstoff 

Tropicamid Augentropfen 0,5 % Bausch & Lomb 

(Mydrum) 

Vinyl/ERL Serva (Heidelberg, Deutschland) 

Vitroclud Langenbrick (Emmendingen, 

Deutschland) 

Xylavet CP-Pharma (Burgdorf, Deutschland) 

 

8.4. Puffer und Lösungen 

Anästhetika 1,2 % Ketamin 

 0,08 % Xylavet 

 0,9 % NaCl 

Cresyl Violet Lösung 0,1 % Cresyl Violet  

 1 % Essigsäure 

DABCO 25 % PBS 

 75 % Glycerol 

 25 mg/ml 1,4-Diazabicyclo[2.2.2.]octan 
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 Aufbewahrt bei 4°C 

1x PBS 137 mM NaCl 

 2,7 mM KCl 

 1,5 mM KH2PO4 

 8,1 mM Na2HPO4 

 pH 7,4 

Spurr‘s Medium 10 g Vinyl/ERL 

 6 g DER 736 

 26 g NSA 26g 

 0,4 g DMAE 

Es wurde destilliertes Wasser zur Lösung verwendet und die daraus 

entstandenen Lösungen bei Raumtemperatur aufbewahrt, falls nicht anders 

beschrieben.  

 

8.5. Antikörper  

Primärantikörper Wirt Firma Klon Verdünnung Post-
Fixierung 

CD4 Ratte Serotec YTS191.1 1:1000 Aceton 
CD8 Ratte Serotec KT15 1:500 Aceton 
F4/80 Ratte Serotec MCA497 1:300 Aceton 
SMI-32 Maus Covance SMI-32 1:2000 4 % PFA 

 

Sekundärantikörper Firma Wirt Verdünnung Konjugation 
Anti-Ratte IgG Dianova Ziege 1:300 Cy3 
Anti-Maus IgG Vector Ziege 1:100 Biotin 
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9. Abkürzungsverzeichnis  

% Prozent 

°C Grad Celsius 

µm Mikrometer 

Arg137Trp Die Aminosäure 137 wird durch 

Mutation von Arginin zu Tryptophan 

BHS Blut-Hirn-Schranke 

BSA Bovines Serum Albumin 

Bzw. Beziehungsweise 

CCD Charge-Coupled Device 

(Ladungsgekoppeltes Bauteil) 

CD Cluster of differentiation  

cDNA complementary Desoxyribonucleid acid 

(Komplementäre 

Desoxyribonukleinsäure) 

CO2 Kohlenstoffdioxid 

Cy Cyanin 

DAB Diaminobenzidin 

DABCO 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octane 

DAPI 4‘,6-Diamidino-2-Phenylindol 

DNA Desoxyribonucleid acid 

(Desoxyribonukleinsäure) 

EDSS  Expanded Disability Status Scale  

GA Glutaraldehyd 
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H2O2 Wasserstoffperoxid 

Het Heterozygot 

hPLPG humanes Proteolipid Protein mit 

Mutation nach Gorman 

hPLPG/PlpKo  humanes Proteolipid Protein mit 

Mutation nach Gorman mit Knock-out 

Hintergrund 

hPLPW  humanes Proteolipid Protein mit 

Mutation nach Warshawsky 

hPLPW/PlpKo humanes Proteolipid Protein mit 

Mutation nach Gorman mit Knock-out 

Hintergrund 

HPRT Hypoxanthin-Guanin-

Phosphoribosyltransferase 

IgG Immunglobulin G 

kDa Kilo Dalton 

Leu30Arg Die Aminosäure 30 wird durch Mutation 

von Leucin zu Arginin 

M Mittelwert 

MBP Myelin Basis Protein 

MRT Magnetresonanztomographie 

MS Multiple Sklerose 

NCL Neuronale Ceroid Lipofuszinose 

NGS Normal Goat Serum (Normales 

Ziegenserum) 
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OCT Optic Coherence Tomography 

(Optische Kohärenztomographie) 

ODZ Oligodendrozyt 

PBS Phosphat buffered saline (Phosphat 

gepufferte Salzlösung) 

PCR Polymerase Chain Reaction 

(Polymerase Kettenreaktion) 

PFA Paraformaldehyd 

PLP Proteolipid Protein (human) 

Plp Proteolipid Protein (murin) 

PlpKo Proteolipid Protein Defizienz 

PMD Pelizaeus-Merzbacher disease 

(Pelizaeus-Merzbacher-Krankheit) 

PMS Progressive Multiple Sklerose 

PPMS Primär progressive Multiple Sklerose 

RGC Retinal Ganglion Cells (Retinale 

Ganglienzellen) 

Rpm Rounds per minute (Runden pro 

Minute) 

RRMS Relapsing Remitting Multiple Sclerosis 

(Schubförmige Multiple Sklerose) 

SD Standard Deviation 

(Standardabweichung) 

SDMT Symbol Digit Modalities Test 
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SD-OCT Spectral Domain Optical Coherence 

Tomography (Optische 

Kohärenztomographie) 

HSP Hereditäre Spastische Paraplegie 

SPMS Sekundäre progressive Multiple 

Sklerose 

Wt Wildtyp 

ZNS Zentrales Nervensystem  
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