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ZUSAMMENFASSUNG 

ZUSAMMENFASSUNG 

Für das Verständnis der Pathomechanismen in der Multiplen Sklerose (MS) ist die 

Darstellung funktioneller Zusammenhänge maßgeblich, mit bisher angewendeten 

Methoden jedoch nur bedingt möglich. In dieser Arbeit wurde die 

Zweiphotonenmikroskopie (TPLSM) auch in Kombination mit 

Fluoreszenzlebensdauermessung (FLIM) sowohl intravital im Tiermodell als auch in 

vitro an Patientenzellen genutzt, um die Reaktionen des Gewebes auf die 

Immunzellinvasion zu untersuchen. Hierbei wurde deutlich, dass das Gewebe des 

zentralen Nervensystems (ZNS) selbst entscheidende Änderungen in Form von 

Ausbildung eines retikulären Fasernetzwerkes vollzieht, die es erst ermöglichen, dass 

massenweise periphere Immunzellen einwandern. Die Immunzellen führen direkt und 

indirekt zur neuronalen Dysfunktion, welche mittels Messung der intrazellulären 

neuronalen Calciumkonzentration intravital analysiert wurde. Darüber hinaus konnte 

erstmals gezeigt werden, dass die Aktivität der NADPH-Oxidase (NOX) als 

Entstehungsort reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) in direkter Korrelation mit der 

neuronalen Dysfunktion steht. Die Zellen, die für die Produktion der ROS im zentralen 

Nervensystem verantwortlich sind, waren neben peripheren eingewanderten 

Makrophagen und ortsständigen Mikroglia auch zu einem großen Teil Astrozyten. Die 

systemische Komponente der MS spiegelte sich in der Überaktivierung der NOX in 

peripheren CD11b+-Zellen mit signifikanten Unterschieden zwischen den 

Erkrankungsstadien bei MS-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden und 

Patienten wider. Eine Behandlung mit dem Antioxidans Epigallokatechingallat, einem 

Extrakt aus grünem Tee, senkte die NOX-Aktivierung auf gesunde Werte. Insgesamt 

zeigt diese Arbeit neue Zugänge auf, funktionelle Zusammenhänge 

neuroimmunologischer Erkrankungen im lebendigen Gewebe in Echtzeit zu erforschen. 
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ABSTRACT 

To fully understand the underlying pathological mechanisms of multiple sclerosis (MS), 

it is crucial to register and comprehend its functional dynamics. Yet until now, due to the 

lack of adequate detection methods, many interrelations in cell and metabolism 

dynamics remain elusive. In this work we introduced two-photon fluorescence 

microscopy (TPLSM) and its combination with NAD(P)H-fluorescence lifetime imaging 

(FLIM) both in an animal model for MS as well as human blood cells to investigate 

tissue and cell response to immune cell invasion. Thereby it became apparent how the 

central nervous system tissue itself undergoes changes in its extracellular matrix by 

developing a reticular meshwork that allows peripheral immune cells to infiltrate 

inflammatory lesions. These immune cells lead to neuronal dysfunction, which was 

analyzed through measuring intracellular neuronal calcium concentrations in vivo.  

Furthermore we showed for the first time how the activity of NADPH oxidase (NOX), the 

main source of reactive oxygen species (ROS), is directly correlated with neuronal 

dysfunction. The cellular source and the dynamics of ROS production were 

undetermined up to now, since freely diffusing ROS molecules cannot be localized and 

their production requires the assembly and not the mere expression of NOX subunits. 

Using intravital TPLSM and NAD(P)H-FLIM we identified infiltrating peripheral 

monocytes, activated resident microglia and astrocytes as the main cellular sources of 

ROS in EAE brainstem lesions. The systemic dimension of MS was mirrored in the 

over-activation of NOX enzymes in peripheral CD11b+ cells with significant differences 

between MS patients compared to healthy subjects. Administration of the anti-oxidant 

epigallocatechin-3-gallate, a green tea extract, counteracted this effect. Overall, this 

work establishes new intravital approaches to explore functional contexts in 

neuroinflammation and neurodegeneration in real time. 
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EINLEITUNG 

MULTIPLE SKLEROSE, CIS UND EAE 
Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entzündliche neurodegenerative Erkrankung 

des zentralen Nervensystems (ZNS). Sie ist gekennzeichnet durch Immunzellinfiltrate 

vornehmlich in der weißen Substanz, so genannte Entzündungsherde, die klinisch mit 

funktionell-anatomisch korrespondierenden Symptomen einhergehen (1). Bei etwa  

85 % aller Patienten nimmt die Erkrankung zunächst einen schubweisen Verlauf 

(relapsing-remitting multiple sclerosis, RRMS), bei dem in unregelmäßigen Abständen 

Symptome einsetzen, die sich in der Regel nach wenigen Wochen vollständig oder 

teilweise zurückbilden. Bei einem Teil der RRMS-Patienten kann der Verlauf in eine 

sekundär progrediente MS übergehen (secondary progressive multiple sclerosis, 

SPMS). Bei den übrigen Patienten setzt bereits primär ein chronisch progredienter 

Verlauf ein (primary progressive multiple sclerosis, PPMS). Bei 30 – 70 % der Patienten 

treten vor Erfüllen der Diagnosekriterien der MS neuroinflammatorische Symptome auf. 

Diese  werden als klinisch isoliertes Syndrom bezeichnet (clinically isolated syndrome, 

CIS) (2). Die Multiple Sklerose ist mit einem Erkrankungsgipfel um das dreißigste 

Lebensjahr die häufigste nicht-traumatische Ursache körperlicher Behinderung im 

jungen Erwachsenenalter. Die Prävalenz beträgt in Europa je nach Region zwischen 20 

und 190 Erkrankte pro 100.000 Einwohner (3, 4). Die Ätiologie und die entscheidenden 

Mechanismen der Pathogenese sind trotz umfangreicher Forschung weiterhin 

ungeklärt. Es wird angenommen, dass Erkrankungsschübe vornehmlich durch 

Neuroinflammation gekennzeichnet werden, während progrediente Verläufe und 

bleibende Schäden in erster Linie Ausdruck eines neurodegenerativen Geschehens 

sind. Obwohl regelmäßig neue Therapien entwickelt werden, sind weiterhin 

insbesondere progrediente MS-Verläufe mit konsekutiver körperlicher Behinderung für 

die Patienten maßgeblich beeinträchtigend in der Lebensqualität (5).   

NEUROINFLAMMATION UND EXTRAZELLULÄRE MATRIX 
Während ursprünglich angenommen wurde, dass extrazelluläre Matrix (ECM) im 

zentralen Nervensystem lediglich als Gerüst dient, weiß man mittlerweile, dass sie an 

zahlreichen Prozessen in der Zellinteraktion, -migration und –differenzierung beteiligt 

ist. Demnach ist es nicht verwunderlich, dass die ECM in neuroinflammatorischen 

Prozessen nicht nur die Kulisse darstellt, sondern auf vielfältige Arten das 
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Krankheitsgeschehen mitbestimmt. In der MS wurden multiple Veränderungen in der 

Zusammensetzung der ECM nachgewiesen, die vor allem die Immunzellmigration zu 

beeinflussen und Neuroregeneration hemmen (6-8).   

OXIDATIVER STRESS FÜHRT ZU NEURODEGENERATION 
Als ein grundsätzlicher Pathomechanismus, der zu Neurodegeneration im Sinne von 

neuroaxonalen Schäden bei der Multiplen Sklerose führt, wurden unlängst reaktive 

Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) identifiziert (9-11). Unter diesem 

Begriff werden Moleküle zusammengefasst, die aufgrund ihrer chemischen 

Eigenschaften in der Lage sind, oxidative Veränderungen in Zellen auszulösen. Unter 

physiologischen Bedingungen sind Zellen in der Lage, sich gegen diese oxidativen 

Einflüsse zu schützen. Liegt jedoch ein Ungleichgewicht zwischen der ROS-Produktion 

und den Eliminationsmechanismen der Zelle vor, entsteht oxidativer Stress. Auch in der 

Pathogenese der MS scheint oxidativer Stress eine entscheidende Rolle zu spielen. So 

finden sich beispielsweise  in Entzündungsherden, im Liquor sowie im Plasma von MS-

Patienten oxidierte DNA, Lipide und Proteine (12, 13). Insbesondere Demyelinisierung 

und Axonschäden werden nach dem bisherigen Kenntnisstand maßgeblich von ROS 

hervorgerufen (14).  Die wichtigste Quelle von ROS im Entzündungskontext ist das 

membranständige Enzym Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH)-Oxidase 

(NOX) (15). In MS-Entzündungsherden konnte eine signifikante Hochregulation von 

NOX-Untereinheiten nachgewiesen werden (9). Der Annahme folgend, dass oxidativer 

Stress an der Pathogenese der MS beteiligt ist, befinden sich aktuell Antioxidantien in 

der therapeutischen Erprobung. Zum Beispiel konnte Epigallocatechingallat (EGCG), 

ein polyphenolisches Metabolit des Grüntees, bereits im Tiermodell der MS, der 

experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), den Krankheitsverlauf positiv 

beeinflussen (16, 17). Der klinische Nutzen von EGCG wird in randomisierten 

Doppelblindstudien zurzeit erprobt. 

ZWEIPHOTONENMIKROSKOPIE 
Zweiphotonenmikroskopie ist aktuell das geeignetste Instrument, um intravital 

hochaufgelöst zu mikroskopieren (18). Im Gegensatz zur herkömmlichen 

Fluoreszenzmikroskopie wird jeweils ein Molekül eines Fluorophors von zwei 

gleichzeitig auftreffenden Photonen angeregt. Diese haben im Vergleich zur 

herkömmlichen Fluoreszenzmikroskopie die doppelte Wellenlänge und somit die halbe 
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Frequenz und die halbe Energie. Für die Intravitalmikroskopie hat dieses Phänomen 

zwei entscheidende Vorteile: Zum einen herrscht nur im Fokuspunkt des Mikroskops 

eine ausreichende Photonendichte, um das Zusammentreffen zweier Photonen zu 

ermöglichen. Aus diesem Grund entsteht bei der Zweiphotonenmikroskopie nur in 

einem kleinen Areal Phototoxizität, sodass Zell- und Gewebeschäden vermieden 

werden können. Da außerdem Moleküle nur in einem begrenzten Volumen angeregt 

werden können, ist die räumliche Auflösung somit wesentlich erhöht im Vergleich zu 

Ein-Photonen-Anregung. Zum anderen ist durch die Verwendung von länger-welligem 

Licht die Streuung reduziert, was sich in höheren Eindringtiefen äußert. Auf diese Weise 

können Organe intravital über längere Zeit mit einer Eindringtiefe von bis zu 500 µm 

mikroskopiert werden.  

FLUORESZENZLEBENSDAUER-MIKROSKOPIE 
Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopie (fluorescence lifetime imaging, FLIM) ist eine 

Kombination aus Fluoreszenzmikroskopie und 

zeitaufgelöster Fluoreszenzmessung. Während 

Fluoreszenzmikroskopie über die Lokalisation 

von Zellbestandteilen Aufschluss gibt und auf 

diese Weise über Markerproteine Zelltypen im 

Gewebe aufschlüsseln lässt, können anhand 

der zeitaufgelösten Fluoreszenzmessung die 

Dynamik und Struktur von Makromolekülen 

bestimmt werden (19).  

Prinzipiell besteht die Datenerhebung aus drei 

Bestandteilen: Zunächst wird mit einem 

gepulsten Laser ein Fluorophor über wenige 

Femtosekunden angeregt. Die daraufhin folgende Fluoreszenz wird Photon für Photon 

mithilfe eines Detektors aufgezeichnet (time-correlated single photon counting, 

TCSPC). Im Computer wird aus dieser Aufzeichnung eine Fluoreszenz-Abklingkurve für 

jeden Pixel des mikroskopierten Gebiets abgespeichert. Die Parameter der 

exponentiellen Approximation dieser Kurven können dann wiederum in Falschfarben 

kodiert als zweidimensionales Bild dargestellt werden (Abbildung 1).  

Abbildung 1. Schematischer Aufbau FLIM. 
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Die Fluoreszenzlebensdauer (τ) eines Makromoleküls, also die Zeit, in der das Molekül 

Photonen emittiert, ist abhängig von seinem direkten Milieu (19) oder ist beeinflusst 

durch Mechanismen intra- und intermolekularen Energietransfers, wie z.B. des Förster-

Resonanzenergietransfers (FRET). Die Fluoreszenzlebensdauer von 

Nicotinamidadenindinukleotid (NADH) und Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 

(NADPH, im Folgenden zusammenfassend NAD(P)H), beides ubiquitäre Koenzyme, ist 

abhängig von dem jeweiligen Enzym, an das sie gebunden sind. Auf diese Weise kann 

spezifisch durch die Bindung von NAD(P)H identifiziert werden, wann die NADPH-

Oxidase aktiviert ist (20). Während freies NAD(P)H eine Fluoreszenzlebensdauer von 

ca. 400 ps aufweist, verlängert sich diese durch die Bindung an Enzyme des 

physiologischen Zellstoffwechsels  auf etwa 1100 bis 2700 ps (19, 21-24). Bindet 

NADPH jedoch an NOX, hat es eine Fluoreszenzlebensdauer von 3670 ± 140 ps (20).  

FÖRSTER-RESONANZENERGIETRANSFER  
Theodor Förster beschrieb 1946 erstmals den Energietransfer zwischen zwei 

Fluorophoren, einem „Donor“ und einem „Akzeptor“ (25). Durch diesen Förster-

Resonanzenergietransfer kann einerseits die Fluoreszenz, andererseits aber auch die 

Fluoreszenzlebensdauer des „Akzeptors“ verändert werden. Seit der Entwicklung 

zahlreicher Biosensoren in Tieren (26) können so mithilfe von FRET und FRET-FLIM 

unterschiedliche Aspekte zellulärer Funktionen in vitro und in vivo untersucht werden 

(27).  

SECOND HARMONIC GENERATION 
Für die Mikroskopie der extrazellulären Matrix kann das physikalische Phänomen 

Second harmonic generation (SHG) verwendet werden. Hierbei entsteht durch die 

besondere Zusammensetzung einer mikroskopierten Struktur Strahlung in der 

doppelten Frequenz und der halben Wellenlänge des anregenden Lichts. Die 

Voraussetzungen hierfür erfüllt beispielsweise Kollagen durch seinen nicht-

zentrosymmetrischen Aufbau (28).  

ZIELSETZUNG 
In dieser Arbeit sollten die zellulären und molekularen Mechanismen ermittelt werden, 

die bei der Interaktion von Immunzellen und dem zentralem Nervensystem während der 

Multiplen Sklerose eine Rolle spielen. Hierfür wurden verschiedene Techniken der 

funktionellen Mikroskopie etabliert und im Mausmodell angewendet. Zunächst sollte die 
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Umformung der extrazellulären Matrix und ihr Einfluss auf die Invasion der Immunzellen 

untersucht werden. Anschließend sollten die direkten und indirekten zellulären Einflüsse 

auf die Dynamik neuronalen Schadens eruiert und beeinflusst werden. Schließlich sollte 

aufgezeigt werden, inwieweit eine Translation der entwickelten Methoden zur 

Untersuchung von molekularen Mechanismen bei Multipler Sklerose realisierbar ist, um 

mögliche Biomarker zu prüfen und neue Therapieansätze zu entwickeln.  

METHODIK 

ZWEIPHOTONENMIKROSKOPIE UND FLIM 
Alle Experimente wurden mit einem speziell angefertigten Multiphotonenmikroskop für 

Fluoreszenzlebensdauermessung (FLIM) durchgeführt. Der Ti:Sa Laserstrahl 

(Wellenlängen 700 – 1080 nm, 140 fs, 80 MHz, Cameleon Ultra II, Coherent, Dieburg, 

Deutschland) wird von zwei Galvanometerspiegel gescannt und durch ein Wasser-

Immersionsobjektiv für tiefe Gewebeschichten (Olympus, Hamburg, Deutschland) 

fokussiert. Die entstehende Fluoreszenz wird entweder von einem TCSPC-Detektor (p-

TCSPC FLIM-X16, LaVision Biotec GmbH, Bielefeld, Deutschland) durch einen 

Interferenzfilter bei 460 ± 30 nm oder einem Photomultiplier (Hamamatsu, Japan) bei 

460 ± 30 nm, 525 ± 25 nm und 593 ± 20 nm detektiert und analysiert. NAD(P)H wurde 

mit 760 nm angeregt. Es wurde eine durchschnittliche Laserleistung von maximal 8 mW 

genutzt.  

MÄUSE 
Die Versuchstierhaltung und -behandlung entsprach dem deutschen Tierschutzgesetz. 

Alle Tierversuche wurden vom Landesamt für Gesundheit und Soziales bewilligt 

(G0198/11 und G0081/10) und wurden entsprechend aktueller Leitlinien und 

Bestimmungen durchgeführt.   

A. STÄMME 
Alle Experimente wurden an Mäusen auf einem C57BL/6 Hintergrund durchgeführt. Für  

die Intravitalmikroskopie wurden Wildtyp-C57BL/6- oder verschiedene fluoreszierende 

Stämme verwendet wie CX3CR1+/- EGFP, CerTN L15 oder CerTN L15 x LysM tdRFP. 

Der CerTN L15-Stamm exprimiert einen Troponin-C-basierten Calcium-Biosensor über 

Thy 1 (im ZNS vornehmlich in Neuronen exprimiert). Troponin-C ist an Cerulean und 

Citrulin gebunden, die ein FRET-Paar bilden. Auf diese Weise können intrazelluläre 
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Calciumkonzentrationen zwischen 100 nM bis 10 µM gemessen werden (29). In diesen 

Mäusen sind neuronale Calciumkonzentrationen von über 1 µM über den Zeitraum 

einer Stunde ein verlässlicher Indikator früher neuronaler Dysfunktion (30). CerTN L15-

Mäuse wurden auch mit LysM tdRFP- Mäusen gekreuzt, sodass zusätzlich tdRFP 

(tandem dimer red fluorescent protein) (31) in LysM+ Zellen exprimiert wurde (32). Der 

CX3CR1+/- EGFP-Stamm exprimiert EGFP (enhanced green fluorescent protein) in 

vornehmlich in Monozyten und Mikroglia.  C57BL/6-Mäusen wurde Sulforhodamin 101 

injiziert, um Astrozyten spezifisch zu markieren (33, 34).  

B. INTRAVITALMIKROSKOPIE 
Der Hirnstamm der Mäuse wurde zu zwei Zeitpunkten in 1,5% Isofluran-Narkose 

intravital mikroskopiert: zum Erkrankungsbeginn (onset, ein bis zwei Tage nach 

Einsetzen der ersten klinischen Symptome) und im Erkrankungsgipfel (peak, drei bis 

sieben Tage nach Einsetzen der ersten klinischen Symptome). Die Bildaufnahme 

erfolgte Atemzug-getriggert, um Atmungsartefakte zu vermeiden. So konnten 

Fluoreszenzaufnahmen mit unterschiedlichen Wellenlängen am identischen Areal 

erfasst werden (35).  

ISOLATION DER PERIPHEREN MONOZYTEN  
Gesunde Probanden, unbehandelte CIS-Patienten sowie mit Glatirameracetat 

behandelte RRMS-Patienten, die in einer randomisierten Doppelblindstudie entweder 

600 mg EGCG oder ein Placebo als tägliches Nahrungsergänzungsmittel erhielten, 

wurden nach ausführlicher Aufklärung und Einverständniserklärung der Probanden 

eingeschlossen. Venöses Blut wurde in CPT-Vacutainern (BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland) entnommen. Periphere Monozyten wurden aus dem venösen Blut der 

Patienten sowie aus den Milzen von EAE-Mäusen isoliert. Über Magnetic Cell 

Separation (MACS, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) wurde gemäß 

Herstellerprotokoll eine CD11b+-Anreicherung durchgeführt. Die entsprechenden 

CD11b+-Monozyten wurden in Medium suspendiert und in eigens angefertigte 

Mikroskopierkammern injiziert. Die Qualität der MACS-Anreicherung wurde mittels 

Durchflusszytometrie überprüft. Die Messungen wurden unter standardisierten 

Bedingungen durchgeführt. 
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DATENANALYSE 
Die Datenanalyse erfolgte mit Hilfe von GraphPad Prism 4 (Graphpad Software, USA) 

und Origin Pro (Origin Lab, USA). FLIM-Daten wurden mittels einer laboreigenen 

Software ausgewertet. 

ERGEBNISSE 

IN ENTZÜNDUNGSHERDEN LÄSST SICH SHG DETEKTIEREN 
Mittels intravitaler Zweiphotonenmikroskopie in einer Wellenlänge zwischen 1050 nm 

und 1110 nm konnten wir im Hirnstamm von Mäusen mit EAE in bis zu 100 µm Tiefe 

netzförmig strukturiertes SHG-Signal aufzeichnen. Diese Struktur war deutlich 

abzugrenzen sowohl von den umliegenden Zellen und Gefäßen als auch vom SHG der 

Meningen, welches eine andere Anordnung und Form aufwies (Abbildung 2). Ein 

vergleichbares Netzwerk konnte weder in gesunden Tieren noch in umfangreichen 

Zellkulturexperimenten mit verschiedenen Zellzusammensetzungen und Stimulanzien 

nachgewiesen werden.  

Abbildung 2. Hirnstamm einer Maus mit 

EAE im Erkrankungsgipfel. (A) C57BL/6 

nach Injektion von Suforhodamin, welches 

Astrozyten anfärbt. Zusammengefügtes Bild, 

Fluoreszenz angeregt bei 850 nm 

(Sulforhodamin = rot) und 1110 nm (SHG = 

grün). (B) CerTN L15. Zusammengefügtes 

Bild, Fluoreszenz angeregt bei 850 nm (YFP 

in Axonen = rot) und 1110 nm (SHG = grün). 

 

NEURONALE DYSFUNKTION KANN MIT FRET-FLIM QUANTIFIZIERT WERDEN 
Zunächst wurde der direkte Effekt von Immunzellkontakten auf die neuronale Funktion 

untersucht. Der neuronale FRET-Calcium Sensor der CerTN L15 Mäuse ermöglicht 

eine intravitale FRET-FLIM Analyse, so dass während der neuroinflammatorischen 

Prozesse kalibrationsfrei neuronale Dysfunktion quantifiziert werden kann. Der 

Calciumspiegel in den Somata und Nervenfortsätzen mit Immunzellkontakt war direkt 

an den Kontaktstellen signifikant höher (FRET-Signal bis zu 58%, 1.66 µM Calcium) als 

in Somata und Fortsätzen, die nicht in unmittelbarer Nähe zu Immunzellen lagen 

(FRET-Signal ca. 8%, 110 nM Calcium). 
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EINE ÜBERAKTIVIERUNG VON NOX IN EAE KORRELIERT MIT DEM 

KRANKHEITSVERLAUF UND MIT NEURONALEN SCHÄDEN IM CNS   
Neuronale Schäden entstehen jedoch in der MS auch ohne direkten Zellkontakt durch 

frei diffundierende Stoffe wie ROS. Im Hirnstamm von Mäusen mit EAE im 

Erkrankungsgipfel (peak) konnten wir intravital durch Anfärbung von ROS mit Amplex 

Red® extrazelluläre ROS-Konzentrationen von etwa 200 µM nachweisen (Abbildung 3). 

Bei gesunden Kontrollen lagen ROS unter der Nachweisgrenze.  

Abbildung 3. ROS-Konzentration im 

Hirnstamm einer gesunden Maus im 

Vergleich zu einer Maus mit EAE im 

Erkrankungsgipfel. Amplex Red® 

wurde als ROS Indikator genutzt. 

λexc = 910 nm, λem = 525 ± 25 nm 

(Citrin in Neuronen/Thy1, grün), λem 

= 593 ± 20 nm (Amplex Red®, rot), 

Maßstabsleiste = 50 µm.  

Anschließend untersuchten wir, wo und zu welchem Zeitpunkt NOX als Hauptquelle von 

ROS aktiviert ist. Die NOX-Aktivierung wurde mithilfe von intravitaler NAD(P)H-FLIM im 

Hirnstamm von Mäusen mit EAE (n = 4 bei EAE-onset und n = 7 im EAE peak) sowie 

gesunder Kontrollen (n = 3) gemessen. Die Fluoreszenzlebensdauer von enzym-

gebundenem NAD(P)H wurde für jeden Pixel des mikroskopierten Gebiets (300x300 

µm, 517x517 Pixel, Tiefe zwischen 30 und 150 µm bei z-step von 2 µm) ermittelt. Die 

spezifische NAD(P)H-Fluoreszenzlebensdauer, die eine NOX-Aktivierung indiziert 

(„NOX only“ zwischen 3.3 – 3.9 ns), wurde lediglich in Entzündungsherden 

(mikroskopisch ermittelt über die massive Infiltration von  LysM+ tdRFP-Zellen) 

gesehen, jedoch nicht in Gebieten ohne Zellinfiltration desselben Hirnstammes 

(Abbildung 4 A und B). Die Fläche der NOX-spezifischen Fluoreszenzlebensdauer in 

EAE-Entzündungsherden wurde quantifiziert, um eventuelle Veränderungen der NOX-

Aktivierung im Krankheitsverlauf zu ermitteln. Gesunde Kontrollen wiesen eine NOX-

Aktivierung in 2.19 ± 0.94 % (n = 3) des NAD(P)H-abhängigen Gewebes (definiert als 

die Fläche aller Zellen mit NAD(P)H-abhängigen Stoffwechsel im Sichtfeld) auf. Zu 

Beginn der klinischen Symptomatik lag die NOX-Aktivierung bereits bei  4.98 ± 1.53 % 

des NAD(P)H-abhängigen Gewebes und stieg signifikant auf 14.88 ± 5.81 % des 

NAD(P)H-abhängigen Gewebes im Erkrankungsgipfel. Zusätzlich korrelierten wir diese 

Messungen mit der simultanen Quantifizierung von neuronaler Dysfunktion in CerTN 
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L15 x LysM tdRFP-Mäusen durch FRET-FLIM. Eine erhöhte NOX-Aktivierung war mit 

einer kritischen Erhöhung des intrazellulären Calciumspiegels über 1 µM („Ca2+ > 1 

µM“) in Neuronen räumlich korreliert (Abbildung 4 C). Bei EAE-onset war der 

Calciumspiegel in 1.32 ± 0.78 % der neuronalen Gewebefläche auf über 1 µM erhöht (n 

= 3), im peak betrug dieser Anteil 12.80 ± 2.41 % der neuronalen Gewebefläche (n = 4), 

während  der Calciumspiegel in den gesunden Kontrollen in keiner Messung kritische 

Werte erreichte. 

DER ZELLULÄRE URSPRUNG VON OXIDATIVEM STRESS IN EAE 
Diese Ergebnisse warfen die Frage auf, welche Zellen in der erhöhten NOX-Aktivierung 

im Hirnstamm bei EAE-Mäusen eine Rolle spielen. Wir betrachteten daher die 

Kolokalisierung der aktivierten NOX mit spezifischen Zellmarkern, indem wir Masken für 

Neurone (Thy1 in der CerTN L15-Maus), Makrophagen und Mikroglia (LysM+ tdRFP 

und CX3CR1
+) und Astrozyten (Sulforhodamin) aus Fluoreszenzintensitätsbildern 

anfertigten und diese über die entsprechenden Fluoreszenzlebenszeitbilder derselben 

Aufnahme legten. Während Neurone zu Krankheitsbeginn und -gipfel sowohl selbst 

eine geringe Fläche mit NOX-Aktivierung aufweisen (jeweils 0.8 ± 0.5 % und 1.8 ± 0.4 

% der NAD(P)H-abhängigen Enzyme in den Neuronen) als auch einen geringen Beitrag 

zur gesamten Fläche mit NOX-Aktivierung leisten (jeweils 2.3 % und 3.8 % des 

NAD(P)H-abhängigen Gewebes), war die Fläche mit NOX-Aktivierung in Makrophagen 

im Krankheitsgipfel gegenüber der Aktivierung zu Krankheitsbeginn signifikant erhöht 

(26.4 ± 6.6 % gegenüber 7.9 ± 2.3 %). Die NOX-Aktivierung innerhalb der LysM+-Zellen 

machte einen Anteil von 22.7 ± 6.4 % zu Krankheitsbeginn und 28.2 ± 4.7 % im 

Krankheitsgipfel der gesamten NOX-Aktivierung aus. Zusätzlich konnte NOX-

Aktivierung in CX3CR1+-Zellen nachgewiesen werden, diese war an der Gesamtfläche 

mit 13.1 ± 2.3 % zu Krankheitsbeginn und 17.4 ± 2.4 % im Krankheitsgipfel beteiligt. Ein 

maßgeblicher Anteil der gesamten NOX-Aktivierung sowohl zu Krankheitsbeginn als 

auch im Krankheitsgipfel entstammte Sulforhodamin-markierten Astrozyten (jeweils 

26.4 ± 4.4 % und 34.2 ± 5.6 %). 
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Abbildung 4. NOX-Aktivierung ist abhängig vom Krankheitsstadium und korreliert mit neuronaler Dysfunktion.  

(A) LysM+ tdRFP Zellen (rot) infiltrieren das ZNS (Neurone in grün). Maßstabsleiste = 30 µm.  

(B) Fluoreszenzlebensdauer des in A dargestellten Areals. Enzymgebundenes NAD(P)H mit 

Fluoreszenzlebensdauern zwischen 1 und 3 ns ist in grün und blau dargestellt, an NOX gebundenes NAD(P)H (“NOX 

only” gate) erscheint rot. (C) Neuronale Calciumspiegel des in A dargestellten Areals. Kritische Erhöhung des 

intrazellulären Calciumspiegels („Ca2+ > 1 µM“ gate) dargestellt in gelb.  

NOX IST IN PERIPHEREN MONOZYTEN IN MS ÜBERAKTIVIERT, KANN JEDOCH 

DURCH EGCG GEHEMMT WERDEN 
Um zu ermitteln, ob der in Makrophagen beobachtete Anstieg der NOX-Aktivierung 

nach der Infiltration des ZNS stattfindet oder bereits in peripheren Zellen vorhanden ist, 

wurden CD11b+-Monozyten aus peripherem Blut von MS-Patienten, CIS-Patienten  und 

gesunden Probanden isoliert. Bei gesunden Menschen war NOX in CD11b+-Monozyten 

nur geringfügig aktiviert (8.68 %, n = 6). Es gab darin keinen signifikanten Unterschied 

zu CIS-Patienten (NOX-Aktivierung von 7.70 %, n = 5). Bei den untersuchten MS-

Patienten war die NOX-Aktivierung höher: In einem Einzelfall einer MS mit 

Kontraindikationen gegen Schubtherapie konnten wir Blut einer unbehandelten 
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Patientin im MS-Schub akquirieren. Die NOX-Aktivierung lag bei 36.75 %. MS-

Patienten, die mit dem Standardmedikament Glatirameracetat und einem Placebo 

behandelt wurden, zeigten eine NOX-Aktivierung von 16.20 % (n = 6). Nahmen die mit 

Glatirameracetat behandelten MS-Patienten statt Placebo über drei Monate 

hochkonzentrierte EGCG-Kapseln ein, reduzierte sich die NOX-Aktivierung auf 6.46 % 

(n = 6; Abbildung 5). 

 

Abbildung 5. NOX-Aktivierung in humanen peripheren CD11b+-Zellen. (A) Quantifizierung der NOX-

Aktivierungsfläche in humanen CD11b+-angereicherten Monozyten in gesunden Kontrollen (n = 6), RRMS-Patienten, 

die entweder mit Glatirameracetat (GA) und Placebo (n = 6) oder mit Glatirameracetat (GA) und EGCG (n = 6) 

behandelt wurden, sowie CIS-Patienten (n = 6). (B) Repräsentative Fluoreszenzlebensdauerbilder humaner CD11b+- 

Monozyten. Maßstabsleiste = 50 µm. Statistische Auswertung mit ANOVA-Test (* - p < 0.05, ** - p < 0.01, *** - p < 

0.001).  
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DISKUSSION 

Während die neuroinflammatorischen Aspekte der MS seit Jahrzehnten umfänglich 

erforscht werden und die existierenden Therapien vor allem auf Antiinflammation und 

Immunmodulation zielen, rückt die schon zu Beginn der Erkrankung auftretende 

Neurodegeneration erst in den letzten Jahren in den Fokus wissenschaftlicher 

Bemühungen (36). Viele der neueren Therapien sind darauf ausgelegt, Immunzellen an 

der Einwanderung in das Gehirn zu hindern - mit teilweise fatalen Nebenwirkungen wie 

der Progressiven Multifokalen Leukenzephalopathie (37). Überdies ist die 

neuroprotektive Wirkung der aktuell verwendeten Therapeutika umstritten und nur 

schwer zu quantifizieren.  

Um gezielt neue Therapien zu entwickeln ist es daher unumgänglich, die genauen 

Mechanismen zu verstehen, wie sich Immunzellen im zentralen Nervensystem 

verhalten und wie sich das Gewebe im Rahmen der Entzündungsreaktion verändert. 

Wir detektierten in den Entzündungsherden netzartig strukturiertes SHG-Signal, 

welches im biologischen Kontext vor allem nicht-zentrosymmetrische Strukturen wie 

Kollagen kennzeichnet. Diese Strukturen dienten CD4+-T-Zellen als Migrationswege 

(38). Ein ähnliches SHG-Netzwerk wurde bereits in ZNS-Infektionen mit Toxoplasma 

gondii dargestellt. In gesundem ZNS Gewebe hingegen kann es nicht nachgewiesen 

werden. Histologisch konnte an den entsprechenden Stellen jedoch kein erhöhtes 

Kollagen nachgewiesen werden, sodass der Ursprung des SHG-Signals in 

Entzündungen weiterhin ungeklärt bleibt (39). Eine Modulation dieser Migrationswege 

könnte ein wirksamer Angriffspunkt für neue Therapien sein.  

Des Weiteren kann die direkte Interaktion von Immunzellen mit Nervenzellen zu 

neuronaler Dysfunktion führen (30, 40) und stellt einen unmittelbaren neuen 

therapeutischen Angriffspunkt dar. Mittels Fluoreszenlebensdauermessungen in FRET-

Modellen, so genannter FRET-FLIM, konnten wir neuronale Dysfunktion erstmals 

dreidimensional intravital über die Zeit quantifizieren. Hierbei ist im Gegensatz zu 

klassischer ratiometrischer FRET-Auswertung keine Kalibrierung notwendig (41). Die 

ratiometrische Methode ist in intravitalen Experimenten nicht überzeugend anwendbar, 

da sie direkt die Zellparameter beeinflusst und verfälscht.  

In den durchgeführten Untersuchungen zeigte sich, dass zu einem gewissen Anteil der 

neuronale Schaden nicht durch direkte Zellkontakte vermittelt wird. Die Produktion von 
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löslichen Faktoren wie reaktive Sauerstoffspezies durch die Immunzellen kann hierbei 

eine wichtige Rolle spielen. Mit FRET-FLIM konnten wir eine erhöhte NADPH-Oxidase 

(NOX)-Aktivierung mit neuronaler Dysfunktion korrelieren. Mithilfe der NAD(P)H-

Fluoreszenzlebensdauermikroskopie konnte in dieser Arbeit erstmals die NOX als 

Entstehungsort von freien Radikalen in Echtzeit funktionell beobachtet werden. 

Weiterhin wird die Methode als Monitor antioxidativer und somit neuroprotektiver Effekte 

auf molekularer Ebene vorgestellt. Das Grüntee-Phenol EGCG hatte einen starken 

antioxidativen Effekt auf periphere CD11b+-Zellen sowohl bei EAE-Mäusen und MS-

Patienten (42), aber auch das Standardtherapeutikum Glatirameracetat scheint 

entsprechend früherer Berichte (43) antioxidativ zu wirken. In dieser Studie wurde der 

direkte molekulare Effekt einer EGCG-Therapie auf die NOX-Aktivierung gemessen. Die 

klinische Wirkung von oralem EGCG in MS wird aktuell in randomisiert-kontrollierten 

Doppelblindstudien untersucht (NCT00525668, NCT00799890 und NCT01417312). Da 

es sich jedoch vermuten lässt, dass es sich hierbei um eine neuroprotektive Therapie 

handelt, müssten womöglich langfristigere Endpunkte gesetzt werden als bei bisherigen 

MS-Studien, um Schubresiduen und eine  Langzeitbehinderung verlässlich 

quantifizieren zu können. 

Oxidativer Stress scheint bereits in frühen Krankheitsphasen Nervenschäden 

auszulösen (10), und Medikamente, die sich gegen oxidativen Stress richten, haben 

bereits neuroprotektive Effekte gezeigt (44, 45). Durch eine verbesserte neuroprotektive 

Therapie wird erhofft, die Progression der Erkrankung aufzuhalten und den Grad der 

Behinderung betroffener Patienten verringern zu können (46).  

In unseren Untersuchungen sahen wir erstaunliche Parallelen in der NOX-Aktivierung 

und ihrer therapeutischen Beeinflussbarkeit zwischen humanen und murinen Proben. 

Die EAE steht oft in der Kritik, nicht ausreichend die Krankheitsmechanismen und  

-verläufe zu spiegeln, um übertragbar auf den Menschen zu sein (47). So muss die von 

uns gemessene erhöhte NOX-Aktivität im ZNS der EAE-Mäuse nicht zwangsläufig auf 

die gleiche Weise in der menschlichen MS eine Rolle spielen. Beim Menschen sind 

sieben NOX-Isotypen bekannt, NOX1 bis 5 und DUOX 1 und 2 (15). Bisher wurden 

verschiedene NOX-Isotypen histologisch in Mikroglia, in Astrozyten und Neuronen 

nachgewiesen. Es ist bekannt, dass die NOX-Isotypen im ZNS unterschiedliche 

Aktivitäts- und Aktivierbarkeitsmuster aufweisen (48). Während NAD(P)H-FLIM 

Aussagen über die Aktivität der NOX erlaubt, kann man jedoch nicht zwischen den 
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verschiedenen NOX-Isotypen unterscheiden. Die genaue Bedeutung der einzelnen 

NOX-Isotypen in der MS ist weiterhin ungeklärt.  

Den NOX-Enzymen ist jedoch gemein, dass sie stets membrangebunden sind. Dieser 

Fakt vereinfacht die Identifikation ihres zellulären Ursprungs. Wir erwarteten 

entsprechend dem Bericht von Nikic et al. (10), vornehmlich in Makrophagen 

beziehungsweise aktivierten Mikroglia im ZNS von EAE-Mäusen aktivierte NOX zu 

finden. Auch ältere Arbeiten zeigten, dass diese Zellen in Kokulturen mit Neuronen 

ROS sezernierten und so zum Untergang der Nervenzellen führen (49). In unserer 

Arbeit ließ sich jedoch nur knapp über ein Drittel der gesamten NOX-Aktivierung auf 

Makrophagen und Mikroglia zurückführen. Überraschend war hingegen der hohe Anteil, 

den die NOX-Aktivierung innerhalb von Astrozyten an der gesamten NOX-Aktivierung 

ausmachte. Diese Diskrepanz könnte durch die Visualisierung von NOX mithilfe 

unterschiedlicher Methoden erklärt werden. Während der bisher geführte histologische 

Nachweis lediglich die Exprimierung von NOX in unterschiedlichen Zelltypen mithilfe 

von Färbung einzelner Untereinheiten aufzeigt (50), wird mit NAD(P)H-FLIM der 

Moment identifiziert, in dem NADPH an NOX gebunden ist, das Enzym also funktionell 

aktiv ist und ROS produziert. Daher ist es möglich, dass analog den Vorberichten NOX 

in Mikroglia und Makrophagen in MS-Entzündungsherden zwar stark exprimiert wird, 

aber nicht in allen Zellen NOX aktiviert ist, weil die Voraussetzungen für einen 

metabolischen Shift zugunsten der Produktion von ROS nicht erfüllt werden. 

Gleichzeitig könnten andere Zellen, etwa Astrozyten, eine geringere Exprimierung, aber 

eine relativ höhere Aktivierung der NOX aufzeigen (51). Einen erwartungsgemäß sehr 

geringen Anteil an der gesamten NOX-Aktivierung tragen CD4+YFP-Zellen mit 3 % 

während des gesamten Krankheitsverlaufs bei und sind somit wahrscheinlich nicht 

direkt an der oxidativen Schädigung der Neurone beteiligt.  

Die von uns gemessene erhöhte NOX-Aktivierung in peripheren Monozyten unterstützt 

die Betrachtung der MS als komplexen systemischen Prozess: Es konnten signifikante 

Unterschiede zwischen den Erkrankungsstadien sowohl in der EAE als auch bei MS-

Patienten gefunden werden (42). Die Aktivierung der NADPH-Oxidase in peripheren 

Makrophagen ist jedoch ein vielschichtiger Prozess. Bis zum Beginn des 21. 

Jahrhunderts ging man davon aus, dass NOX primär der Pathogenabwehr über den 

oxidativen Burst dient. Mittlerweile werden immer mehr intra- und interzelluläre 

Signalwege und physiologische Abläufe entdeckt, an denen die NOX über ROS-
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Produktion beteiligt ist (52). Um die Rolle der NOX-Aktivierung in peripheren 

Immunzellen weiter herauszuarbeiten, sollen in Zukunft mehr und größere 

Vergleichsgruppen herangezogen werden: Die schubförmig remittierende MS wird 

verglichen mit den progressiven Formen SPMS und PPMS, sowie mit der erst kürzlich 

als Krankheitsentität abgegrenzten Neuromyelitis optica, bei der ebenfalls schubförmig 

entzündliche Läsionen des ZNS auftreten. Kontrollen einer systemischen Entzündung 

bieten die rheumatoide Arthritis und Infektionen. Einen Sonderfall stellt die septische 

Granulomatose dar – diese Erbkrankheit geht mit einem Funktionsverlust der NADPH-

Oxidase einher. Bisher wurde kein Fall von MS bei septischer Granulomatose publiziert. 

Neben den neuen Einblicken in die molekularen und zellulären Mechanismen bei der 

EAE und der MS sowohl im ZNS als auch in der Peripherie offenbart diese Arbeit das 

außerordentliche Potenzial der funktionellen Mikroskopie mit NAD(P)H-FLIM und SHG 

als intravital einsetzbare, markerfreie Methoden zur Beobachtung von Biomarkern oder 

zur Kontrolle individuellen Therapieansprechens einer personalisierten Medizin.  
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