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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Die Rolle von Gliazellen im zentralen Nervensystem

Im zentralen Nervensystem (ZNS) sind die Nervenzellen die Trager der spezifischen
Funktion der Informationsverarbeitung. Hierbei sind die Neurone auf die Intaktheit der sie
umgebenden Gliazellen, Astrozyten, Oligodendrozyten und Mikroglia angewiesen. Unter
physiologischen Bedingungen erfullen diese verschiedenen Gliazellen eine Reihe von
zentralen Funktionen: die Konstant-Haltung des inneren Milieus und die Beteiligung an der
Blut-Hirn-Schranke (BBB) mit dem selektiven Austausch von Nahr- und Schadstoffen
(Astrozyten; Janzer und Raff, 1987; Tsacopoulos und Magistretti, 1996), die elektrische
Isolierung der Axone des ZNS durch Markscheiden (Oligodendrozyten; Jacobson, 1991) und
als Teil des intrinsischen Abwehrsystems des ZNS die Immuniberwachung (Mikroglia;
Kreutzberg, 1996; Raivich et al., 1999a).

Zahlreiche Studien der letzten Jahre deuten auf eine funktionelle Mitbeteiligung der
Neuroglia bei verschiedensten Formen von Hirnerkrankung hin: bei direktem oder indirektem
Trauma, bei der Entstehung von hirneigenen Tumoren, bei den infektidsen und
autoimmunen Entziindungen sowie bei ischamischen und degenerativen Erkrankungen des
ZNS (Streit et al., 1988; Eddleston und Mucke, 1993; Norenberg, 1994; Perry et al., 1995).
Interessanterweise flihren sehr unterschiedliche Schadigungsmechanismen zu einer recht
stereotypen zellularen Reaktion der beteiligten Gliazellen (Kreutzberg, 1996; Raivich et al.,
1999), mit Produktion von proinflammatorischen Zytokinen, Veranderungen des
GefalRendothels und Rekrutierung von Immunzellen zur Seite der Lasion (Raivich et al.,
1998).

Diese nichtneuronalen Veranderungen deuten auf eine wichtige Rolle der Gliazellen und des
Immunsystems flir den Schutz vor Pathogenen des Nervensystems hin (Raivich et al, 1999).
Auf der anderen Seite sind die gleichen glialen Reaktionen auch wichtig fur die

eingeschrankte Regenerationskapazitat des ZNS (Liuzzi und Lasek, 1987; Schwab und



1. Einleitung 2

Caroni, 1988, Miller und Stoll, 1998). Insgesamt weist diese einheitliche Reaktion der
Gliazellen auf ein stark konserviertes Programm hin, dem eine wichtige Rolle bei Schutz und
Regeneration des verletzten Nervensystems zukommt (Kreutzberg, 1996). Das bessere
Verstandnis der damit einhergehenden eingeschrankten Regenerationsfahigkeit wird zu
einer rationalen Basis fUr die gezielte therapeutische Intervention bei Schadigungen des

Nervensystems flhren.

1.2 Reaktion der Mikroglia

Die Mikrogliazellen, welche ca. 10-20% der gesamten Neuroglia ausmachen, sind funktionell
mit dem peripheren Makrophagen-Monozyten-System verwandt. Sie wurden Anfang des
letzten Jahrhunderts erstmals von Pio del Rio-Hortega beschrieben, der 1919 eine auf
Silbercarbonat basierende Farbemethode fir Gewebeschnitte entwickelt hatte, mit welcher
sich die mikroglialen Zellen von den Ubrigen im Gehirn vorkommenden Zellen unterscheiden
lieRen (del Rio-Hortega,1919; del Rio-Hortega, 1932). Er erkannte ihre Mitbeteiligung bei
Verletzungen des ZNS, und beschrieb ihre Abstammung von peripheren Monozyten, die
wahrend der Embryonalentwicklung Zugang zum Gehirnparenchym erhalten. Obwohl es in
der Folgezeit einige Diskussion Uber die Abstammung der Mikroglia gab, wird heute
allgemein angenommen, dass sie von peripheren Monozyten abstammen, die wahrend der
Embryonalentwicklung durch die offene BBB in das Parenchym einwandern und dort
sesshaft werden (Eglitis und Mezey, 1994; Hickey et al., 1992; Ling und Wong, 1993; Kurz
und Christ, 1998).

In ihrer neuen Umgebung nimmt die Mikroglia eine verastelte (ramifizierte) Form an und
verteilt sich nicht-Uberlappend im Parenchym (Kreutzberg et al., 1996). Die Verteilung erfolgt
heterogen, mit einem héheren Anteil in der grauen Substanz als in der weilen Substanz
(Lawson et al., 1992). Im normalen Gehirn zeigt die Mikroglia in der grauen Substanz eine

stellare Morphologie, mit welcher die Zellen ein Volumen von 30-40 pm Durchmesser
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abdecken, wohingegen in der weilen Substanz eine Orientierung entlang des Verlaufes der
Nervenfasern erfolgt (Compston et al., 1997). Entsprechend der Funktion des peripheren
Makrophagen-Monozyten-System in anderen Geweben scheint die Mikroglia im ZNS an der
Immuniberwachung beteiligt zu sein. Hierflir werden von ihr konstitutiv Rezeptoren fiir den
Fc-Teil von y-Immunglobulinen (IgG) und der Komplement-Rezeptor 3 (CR3) exprimiert
(Graeber et al., 1988; Fishmann und Savitt, 1989; Liu et al.,, 1995; Peress et al., 1993;
Werner et al., 1998).

Die ruhende Mikroglia kann jedoch im Rahmen von Schadigungen des Gehirnparenchyms
schnell in einen aktivierten Zustand transformiert werden (Nissl, 1894; Merzbacher, 1909; del
Rio-Hortega, 1932; Kreutzberg, 1996; Raivich et al., 1999; Kreutzberg 2000). Dies fihrt
morphologisch zu einem Anschwellen des Zellkdrpers, einer Verdickung der proximalen
Fortsatze und einer Abnahme der distalen Ramifizierung (Abbildung 1C, Seite 8). Wenn es
im Rahmen des Traumas zu einer Schadigung der BBB kommt, dann |asst sich ein Krauseln
der mikroglialen Membranoberflache beobachten, welches auf ein exploratives Verhalten
bezuglich ihrer Zellumgebung hindeutet. Auf molekularer Ebene verlauft die Aktivierung tber
verschiedene Stadien, welche mit einer veranderten Regulation von Oberflachen- und
Zytoskelettproteinen einhergehen (Tabelle 1; Seite 5).

Die frihe Aktivierung der Mikroglia (Phase 1; Abbildung 1C) innerhalb der ersten 24 Stunden
nach Trauma geht mit einer Zunahme der Immunreaktivitat fir verschiedene
Immunmolekihle einher. So wird die Expression von IgG, Thrombospondin (TSP), dem
InterCellular Adhesion Molecule 1 (ICAM1) und seinem Rezeptor, dem Integrin aMB2 (auch
bekannt als MAC-1 oder Complement Receptor type 3/CR3), erhdht (Graeber et al., 1988b;
Moller et al, 1996; Raivich et al., 1998a; Werner et al., 1998). Die vermehrte Expression
mikroglialer Adhasionsmolekile ermdglicht es, den Kontakt zu verschiedenen Immunzellen
des Blutes, wie z.B. Granulozyten, Leukozyten, Makrophagen und Lymphozyten,

herzustellen (Hynes et al., 1992).
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Die zweite Phase der Aktivierung der Mikroglia ist durch die Zielfindung und Adhasion an
verletzte Neurone gekennzeichnet. Hiermit gehen eine Zunahme des im Zytoskelett
vorkommenden Proteins Vimentins und eine weitere Abnahme der Ramifizierung einher
(Graeber et al.,, 1988c, Raivich et al, 1993), welche offensichtlich zu einer
Mobilitdtssteigerung der Mikroglia nach Verletzung flhrt (Angelov et al., 1995). Dies
ermoglicht nun den direkten Kontakt mit den verletzten Neuronen, wo sie die
prasynaptischen Axonendigungen entfernen, ein Phanomen, das als ,synaptic stripping®
bezeichnet wird (Blinzinger und Kreutzberg, 1968). Des weiteren kommt es zu einer
Zunahme der Expression der Rezeptoren fir den Makrophagen-Kolonie-stimulierenden
Faktor (MCSF) und den Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor
(GMCSF), was zu einer Zunahme der Proliferation beitragt (Raivich et al., 1991, 1998b). Die
mitotische Aktivitdt der Mikroglia ist 2-3 Tage nach Axotomie maximal und fihrt zu einer 4-
bis 6-fachen Zunahme ihrer Zellzahl (Raivich et al., 1994) sowie einer damit einhergehenden
Zunahme der Oberflachenproteine MHC1 und B7.2, die bei der Antigenprasentation eine
wichtige Rolle spielen (Streit et al., 1989; Raivich et al., 1993, Bohatschek et al., 1998). Der
direkte Zellkontakt zwischen axotomierten Neuronen und Mikroglia tragt mitunter zur
Aufnahme von verschiedenen, durch die teilweise undichte neuronale Membran
freigesetzten Molekilen bei, die den infiltrierenden Lymphozyten prasentiert werden kénnen.
Im weiteren Verlauf kann die Mikroglia in ihren urspriglichen ramifizierten Ruhezustand
zurtckkehren (Phase 0°), sofern keine weitere Schadigung der Neurone mit konsekutivem
Zelldebris entstanden ist. Falls es jedoch im geschadigten Parenchym zu neuronalem Zelltod
kommt, erfolgt eine weitere Transformation der mikroglialen Zellen in Phagozyten (Phase 3a;
Abb. 1C), die das entstehende neuronale Debris und assozierte Myelin abrdumen (Moller et
al.,, 1996; Streit et al., 1988a). Dies fuhrt haufig zur Ausbildung von so genannten
mikroglialen Kndtchen, bestehend aus 3-20 Phagozyten, die sich im Bereich der
verbleibenden zellularen Strukturen groRRer Motoneurone bilden (Streit et al.,, 1988b). In

diesem Stadium kommt es zu einem massiven Anstieg der Aktivierungsmarker der Phase 1
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und 2, wobei auch zahlreiche Adhasionsmolekiile wie z.B. a5B1, a6B1, aMp2, TSP und
ICAM1 vermehrt exprimiert werden (Kloss et al., 1999; Werner et al., 1998). Zusatzlich steigt
die Expression der Immunmolekile B7.2, MHC1 und des Fcy-Rezeptor auf den Phagozyten
(Bohatschek et al.,, 1998; De Simone et al.,, 1995; McGeer et al., 1993). Auf den
Mikrogliazellen der weilRen Substanz kann aullerdem eine starke Expression von MHC2
beobachtet werden (McGeer et al., 1992). Uber diese Molekiile erfolgt die Interaktion mit den
ins ZNS einwandernden Lymphozyten im Bereich der mikroglialen Knétchen (Raivich et al.,
1998a), wodurch eine Immunantwort im geschadigten Parenchym stattfinden kann (Tab.1).

Im Rahmen der Phagozytose von neuronalem Debris kommt es gleichzeitig zu einer
Mitreaktion der umliegenden nicht-phagozytotischen Mikroglia (Phase 3b). Diese scheint
durch die Induktion von proinflamatorischen Zytokinen wie Interleukin-1 (IL1) oder
Tumornekrosefaktor-a (TNFa) wahrend der Phagozytose bedingt zu sein (Raivich et al.,
1999b). Es findet sich eine Zunahme der Immunreaktivitat fir MHC1, B7.2, a431 und aMB2

auf den in der naheren Umgebung von Knoétchen befindlichen Zellen (Bohatschek et

al.,1998; Kloss et al., 1999; Raivich et al., 1998a).

Tabelle 1: Phasen-spezifische Expression mikroglialer Aktivierungsmarker
Stadium Marker (Maus)
Phase 0 Normales Gehirn FcyR, 1gG, aMB2
Phase 1 Alarm IgG1, aMp21, ICAM11
Phase 2 Zielfindung/ Adhasion MCSFR?, a5B1, a6f1, MHC11, B7.27
Phase 3a Phagozytose MHC11, a5B11, a6B11, aMB2t, I1gGt, B7.21,
ICAM11

Phase 3b Umgebungsaktivierung MHC11, B7.21, ICAM11, aMB21, a431

Phase 0-3 Immunantwort MHC21, iNOS?

Modifiziert nach Raivich et al., 1999
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Im Falle von MHC1 erstreckt sich diese Umgebungsaktivierung auf einen Durchmesser von
60-100 ym um ein zentrales Gliaknotchen.

Diese graduelle Aktivierung der Mikroglia (Phase 1-3b) findet sich auch bei floriden viralen,
bakteriellen, parasitaren oder autoimmun bedingten Entziindungen des ZNS. Im Vergleich zu
den nicht immunogen bedingten Verletzungen des Gehirnparenchyms findet sich hier ein
besonders starker Anstieg von MHC2 und der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase
(iNOS) auf der aktivierten Mikroglia. Diese Induktion scheint auf eine vermehrte Infiltration
von Lymphozyten zuriickzugehen, die insbesondere eine gesteigerte Ausschittung von
Interferon-gamma (IFNy) bedingen (Schluter et al., 1998) sowie zur Bildung von
zytotoxischen Peroxynitrit, einem Produkt aus Stickstoffmonoxid (NO) und Hydroxyradikalen,
fuhren.

Zusammenfassend lassen sich die Veranderungen der mikroglialen Morphologie nach

Verletzungen des ZNS wie folgt beschreiben:

e Innerhalb der ersten 24 Stunden nach Trauma (Phase 1) kommt es zu einer
Abnahme der distalen Verastelung.

o Die weitergehende mikrogliale Aktivierung ist durch die Zielfindung und Adhasion an
verletzte Neurone gekennzeichnet (Phase 2), der Entfernung von prasynaptischen
Axonendigungen (,synaptic stripping“) und einer weiteren Abnahme der
Ramifizierung. Dabei kommt es zum Anschwellen des Zellkérpers und einer
Verdickung der proximalen Zellfortsatze.

o Mit dem Auftreten von neuronalem Zelldebris erfolgt die Transformation der Mikroglia
in vollstdndig deramifizierte Phagozyten (Phase 3a) und die Aktivierung der

benachbarten, nicht-phagozytotischen mikroglialen Zellen (Phase 3b).
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Die verschiedenen Phasen gehen mit einer Vielzahl an unterschiedlich regulierten
proinflammatorischen Zytokinen und molekularen Signalen einher (siehe unten), die je nach
Grad und Muster der Schadigung in unterschiedlichem MalRe auftreten. Bisher ist jedoch
unklar, welche Signale fir die morphologische Transformation der Mikrogliazellen in

Phagozyten zustandig sind.

1.3 Der axotomierte motorische Fazialiskern der Maus

Das von Kreutzberg und Mitarbeitern entwickelte Modell der Axotomie des Nervus facialis
eignet sich insbesondere zur Untersuchung der zentralen Reaktionsmechanismen nach
Verletzung des Nervensystems (Kreutzberg, 1966; Kreutzberg and Raivich, 1997; Streit,
2002). In diesem Modell flhrt die periphere Durchtrennung des siebten Hirnnervs,
unmittelbar nach Austritt aus dem Foramen stylomastoideum, zu einer wohl definierten,
stereotypen Reaktion der im betroffenen motorischen Kerngebiet befindlichen Gliazellen,
ohne die Intaktheit der BBB zu beeinflussen. Anders als bei vielen anderen
neuropathologischen Erkrankungsmodellen kommt es hier nicht zu einer Einwanderung von
Granulozyten oder Makrophagen, die mit endogenen aktivierten Mikrogliazellen verwechselt
werden konnten (Streit et al., 1988; Bohatschek et al., 2001; Fluegel et al., 2001). Da es sich
beim N. facialis um einen peripheren regenerationsfahigen Nerv handelt, kann man die
Geschwindigkeit der axonalen Regeneration messen und in Beziehung zur glialen
Aktivierung setzen. Daneben kommt es in diesem Modell zu einer spaten Form des
neuronalen Zelltodes im betroffenen Kerngebiet (Raivich et al., 1998a; 2002), der
moglicherweise auch durch die Aktivierung der Gliazellen und die daran beteiligten

molekularen Signale beeinflusst wird.
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ABBILDUNG 1. Axotomie des Nervus facialis und nukledre Reaktionsmechanismen. A. Ubersicht des
Lasionsmodells: B. Der N. facialis wird kurz nach seinem Austritt aus dem Foramen stylomastoideum komplett
durchtrennt. C. Schema der zellularer Veranderungen im Ncl. facialis nach Axotomie: PhO. Im normalen
Hirnstamm ist die Oberfliche der Neurone mit Synapsen besetzt. Es finden sich Mikroglia (M) mit zahlreichen
schlanken Fortsatzen und distaler Ramifikation (Phase 0: normales Gehirn) sowie im Parenchym verteilte
protoplasmatische Astrozyten (A). Ph1/Ph2. Nach der Axotomie kommt es zu retrograden Veranderungen im
zugehdrigen Kerngebiet. In der Frihphase proliferiert die aktivierte Mikroglia, die Fortsatze verplumpen (Ph1,
Phase 1: Alarm) und im Rahmen der Adhasion an die neuronalen Zellkérper (Phase 2: Adhasion) werden
zahlreiche prasynaptische Endigungen entfernt (Ph2, ,synaptic stripping“). Ohne zusatzlichen Zellschaden erfolgt
eine teilweise Ricktransformation der Mikrogliazellen in den Ruhezustand. Ph3a/b. Der Untergang von verletzten
Motoneuronen filhrt zur Ausbildung von mikroglialen Knétchen mit Transformation in phagozytische Zellen
(Phase 3a: Phagozytose) und der Rekrutierung von Lymphozyten (L) aus dem peripheren Blut. Zusétzlich kommt
es zu einer Aktivierung der umgebenden, nicht-phagozytischen Mikroglia (Phase 3b: Umgebungsaktivierung).
Ph4. Ruckkehr der Mikroglia in ihren urspriinglichen ramifizierten Ruhezustand. Modifiziert nach Raivich, 1999.
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131 Reaktion der Neurone nach Fazialisaxotomie

Die Durchtrennung des N. facialis flhrt zur Wallerschen Degeneration des distalen Teils des
Axons mit Abbau des Axons und assozierten Myelins durch die umgebenden Schwannschen
Zellen innerhalb der ersten Tage nach Trauma (Stoll et al.,, 1989; Carroll et al., 1997).
Gleichzeitig fuhrt die Axotomie zu einer retrograden Reaktion im axotomierten Fazialiskern
mit Anschwellen der neuronalen Zellkérper, exzentrischer Verlagerung des Nukleolus und
Zerfall der Nissl-Substanz (Nissl, 1894; Kreutzberg, 1995). Mit diesen morphologischen
Veranderungen gehen eine veranderte Proteinsynthese sowie Nahrstoffaufnahme der
Neurone einher (Grafstein und McQuarrie, 1978;Tetzlaff et al., 1988; Graeber et al., 1989;
Kreutzberg et al., 1990; Kreutzberg, 1995).

Auf molekularer Ebene steigt in der Frihphase nach neuronaler Schadigung das Enzym
Ornithindecarboxylase an (Gilad und Gilad, 1983; Tetzlaff und Kreutzberg, 1985). Die damit
einhergehende Zunahme der Polyaminproduktion, als Ausdruck einer unspezifischen
zellularen Stressreaktion, tragt mitunter zur veradnderten Genregulation bei (Paschen,
1992;Seiler, 2000). ,Immediate early genes® und nukledre Transkriptionsfaktoren wie c-jun,
junB, junD und TIS11 werden ebenfalls hochreguliert und sind vermutlich an der veranderten
Genregulation mitbeteiligt (Jenkins und Hunt, 1991; Herdegen et al., 1991; Haas et al., 1993;
Schwaiger et al., 1999). Des weiteren kommt es zu einer vermehrten Synthese von
strukturerhaltenden Proteinen, wie z.B. GAP-43, einem bereits in der Embryonalphase
aufgetretenen Wachstumsprotein (Skene, 1989; Saika et al., 1993; Palacios et al., 1994),
sowie einer Abnahme der fiir den neuronalen Informationsfluss benétigten postsynaptischen
Proteine (Kreutzberg et al., 1984; Nakayama et al., 1995).

Daruber hinaus steigt in den axotomierten Neuronen die Konzentration von Zytokinen,
Wachstumsfaktoren und ihren Rezeptoren wie IL6 (Kiefer et al., 1993; Klein et al., 1997;
Murphy et al., 1999a), PDGF (Hermanson et al., 1995), Transferrin-Rezeptor (Graeber et al.,
1989) und p75NTF Rezeptor (Gschwendtner et al., 2003). Daneben kommt es auch zu einer

vermehrten Synthese von neuroaktiven Peptiden wie ,calcitonin gen-related peptide®
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(CGRP), Galanin, ,vasoactive intestinal peptide* (VIP) (Raivich et al., 1995) und
Stickstoffmonoxid-synthetisierende NADPH-Diaphorase (Kreutzberg, 1963; Yu, 1994). Diese
Signalmolekule ermdglichen es den verletzten Neuronen mit ihrer zelluldren Umgebung zu
interagieren. Zudem verandern die Neurone ihre Zelladhasionseigenschaften, indem z.B.
CD44 und das extrazellulare Matrixprotein TSP vermehrt exprimiert werden (Moller et al.,
1996; Jones et al., 1997). Die so veranderten Adhasionseigenschaften der Neurone flihren
zu einer Beeinflussung der Anhaftung benachbarter Zellen. Nach Fazialisaxotomie kommt es
wahrend der zweiten bis vierten Woche nach Verletzung zum Zelltod von etwa einem Drittel
der betroffenen Neurone, wahrend die erfolgreich regenerierten Zellen ihre Zielmuskeln
reinnervieren (Sinatra und Ford, 1979; Guntinas-Lichius et al., 1996; Ferri et al., 1998). Die
komplexen zellularen Mechanismen, welche letztendlich die Regenerationsfahigkeit von
verletzten Neuronen bestimmen, sind allerdings nicht ausreichend bekannt (Yu, 1989;

Fawcett et al., 1998; Baumgartner und Shine, 1998; Angelov et al., 1998).

1.3.2 Degeneration und Regeneration im verletzten peripheren Nerv

Im peripheren Nervensystem (PNS) flihrt die Durchtrennung eines Axons in der Regel zum
Wiederauswachsen der verletzten Nervenbindel (Abb. 2, Seite 12). Im distalen Teil des
Axons fuhrt die Unterbrechung des Axons zur Wallerschen Degeneration (WLD), welche
sowohl fiur die entzindlichen als auch regenerativen Verdnderungen im distalen
Nervenstumpf eine wichtige Rolle spielt (Griffin et al., 1996).

Die Degeneration der Axone und des assozierten Myelins geht mit einer Rekrutierung von
zirkulierenden Leukozyten, neutrophilen Granulozyten und Makrophagen aus dem Blut zur
Seite der Lasionsstelle einher (Powell et al., 1980; Frisen et al., 1993). Die Invasion dieser
immunkompetenten Zellen erfolgt U(ber chemotaktische Peptide und verschiedene
Adhasionsmolekile (Ubersicht in Springer, 1994). So konnte mit Hilfe von genetisch
defizienten ICAM-1 Mausen eine deutliche Reduktion in der Invasion von Makrophagen und

Granulozyten in das geschadigte PNS beobachtet werden (Vougioukas et al., 1998).
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Insbesondere die hamatopoetischen Makrophagen scheinen eine besonders wichtige Rolle
im Rahmen der WLD zu spielen (Dailey et al.,, 1998). So entfernen sie das anfallende
Zelldebris und produzieren eine Vielzahl von Zytokinen wie z.B. IL1, IL6; TGFB, TNFa und
den von Thrombozyten gebildeten Wachstumsfaktor (PDGF), die sowohl Schwannsche
Zellen als auch die umliegenden Fibroblasten zur Proliferation stimulieren (Lindholm et al.,
1987; Raivich und Kreutzberg, 1993; Kiefer et al., 1995; Wagner und Meyers, 1996). In der
WLD-Mausmutante mit verlangsamter WLD kann man eine Abnahme in der Geschwindigkeit
der Axonregeneration im peripheren Nerv beobachten (Martini und Schacher, 1988; Brown
et al.,, 1994), was die funktionelle Bedeutung der Entfernung des Zelldebris durch
Schwannsche Zellen (Stoll et al., 1989; Carroll et al., 1997) und hamatopoetische
Makrophagen bei der Regeneration im PNS unterstreicht (Beuche und Friede, 1984; Briick
et al., 1996; Dailey et al., 1998).

Proximal zur Lasion erfolgt eine vermehrte Synthese von zahlreichen Zellbestandteilen, wie
z.B. Organellen, Signalmolekile, Vesikel, Membrane und Zytoskelettkomponenten, mit deren
Hilfe der distale Teil ersetzt werden soll (Grafstein und McQuarrie, 1978; Barron, 1983;
Kreutzberg, 1995). Innerhalb von drei Tagen flhren die im Zellkérper neu synthetisierten
Molekille Uber den verstarkten axonalen Transport zu einem Anschwellen der betroffenen
axonalen Endigungen (Skene, 1986; Bisby et al., 1995). Hier kommt es durch die
gleichzeitige Akkumulation von Adhasionsmolekiilen, Rezeptoren, Tyrosinkinasen, NO-
Synthasen und zahlreichen Neuropeptiden zur Ausbildung eines Wachstumskegels
(Kreutzberg et al., 1963; Maness et al., 1990; Raivich et al., 1992; Martini, 1994; Raivich et
al., 1995). Dieser ist in der Lage, die extrazellularen Signale zu lesen und die Richtung des
auswachsenden Axons zu bestimmen (Kater und Rehder 1995; Aubert et al., 1995), wobei
die Richtung des Auswachsen Uber sehr feine Fortsatze (Filopodien) an der Axonspitze
gesteuert wird (Ubersichten in Cajal, 1928; Bisby, 1995; Kreutzberg und Raivich, 1999). Der
Kontakt der Filopodien mit einem glinstigen Substrat seiner Umgebung flhrt zur Adhasion

zwischen extrazellularen Substratbestandteilen, ihren neuronalen Rezeptoren und Strukturen
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des Zytoskeletts. Auf diese Weise kommt es zum Auswachsen des Wachstumskegels in die

gleiche Richtung, wobei die weniger erfolgreichen Filopodien kollabieren.

ABBILDUNG 2. Degeneration und Regeneration im verletzten peripheren Nerv nach Durchtrennung einer
motorischen Nervenfaser. Durchtrennung des Axons fuhrt zur Wallerschen Degeneration des distalen Teils des
Nerv (a). Im proximalen Stumpf, wo im geschadigten Markscheidensegment das Axon und assoziierte Myelin
zerfallen, bilden sich innerhalb von 3 Tagen nach dem Trauma Wachstumskegel aus (b), wahrend im distalen Teil
unmyelinisierte Schwannsche Zellen und rekrutierte Makrophagen die Axon- und Myelinabbauprodukte entfernen.
Im distalen Teil formieren sich proliferierende Schwannsche Zellen zu Blingnerschen Béandern, die den
auswachsenden Axonsprossen als Leitschiene auf ihrem Weg zum peripheren Gewebe dienen (c). Die
Reinnervation des Zielorgans und die Remyelinisierung fuhren zur Wiederaufnahme der physiologischen
Funktion des Nerv (d). Wird das axonale Auswachsen durch Hindernisse, wie z.B. eine Narbe, verhindert, kommt
es im proximalen Stumpf durch Schwannzell- und Fibroblastenwucherung zur Ausbildung eines sogenannten
Amputationsneuroms (e). Das distale Blingnersche Band kann Uber Jahre erhalten bleiben (e). 1. Zellkérper; 2.
Axon, Wachstumskegel; 3. Schwannsche Zelle; 4. Basalmembran der Schwannschen Zelle; 5. Schwannzell-
Proliferation; 6. Markscheide; 7. Myelindebris; 8. Makrophagen; 9. Blingnersche Bander aus proliferierenden
Schwannschen Zellen; 10. Muskelfaser; 11. Bindegewebsnarbe; 12. Amputationsneurom. Modifiziert nach
Mumenthaler, 1993.
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1.3.3 Aktiverung der Mikroglia nach Fazialisaxotomie

Wenige Stunden nach der operativen Durchtrennung des Nervs kommt es nicht nur zu
neuronalen Veranderungen, sondern auch zu einer Rekrutierung von Lymphozyten und einer
deutlichen, frihen Aktivierung von Astrozyten und Mikroglia im entsprechenden Nucleus
facialis (Phase 1) mit den in Abschnitt 2 fir die Mikroglia beschriebenen molekularen
Veranderungen. Bereits 48 Stunden nach Axotomie beginnt die Mikroglia zu proliferieren
(Kreutzberg 1966; Graeber et al., 1988), adhariert an die geschadigten neuronalen
Zellkorper (Phase 2) und reduziert auf diese Weise den synaptischen Input der Motoneurone
durch Besetzung perineuronaler Positionen (,synaptic stripping®, Blinzinger und Kreuzberg,
1968). Die mit der mikroglialen Adhasion assozierte Entfernung des synaptischen Inputs
fuhrt zu einer elektrischen Isolierung der betroffenen Neurone (Lux und Schubert, 1975).

Der Untergang von ca. 30% der Neuronen, mit einem Hohepunkt 2 Wochen nach
Nervenverletzung, bewirkt die Ausbildung von Gliaknétchen um das Debris der betroffenen
Neurone (Phase 3a), gefolgt von der Phagozytose der neuronalen Bruchstlicke (Moéller et al.,
1996), der Aktivierung der benachbarten, nicht-phagozytotischen Mikroglia und Rekrutierung
von Lymphozyten aus dem peripheren Blut (Raivich et al., 1998a). Interessanterweise kann
der grolRere Teil der verletzten Neurone in der Maus (70%) und in der Ratte (100%)
Uberleben und erfolgreich regenerieren (Werner et al., 2000). Bei diesen Neuronen werden
in einer spaten Reaktion die aktivierten Mikrogliazellen von Astrozyten verdrangt, die nun die
Oberflache der Neurone mit mehreren feinen Zellauslaufern umschlingen (Graeber und
Kreutzberg, 1988). Eine schematische Zusammenfassung dieser nichtneuronalen

Veranderungen im Ncl. facialis ist in Abbildung 1 dargestellt.

1.34 Astrozytare Reaktion
Die Astrozyten stellen zahlenmalig die haufigste Zellart im ZNS dar (Eddleston und Mucke,

1993), welche aus dem Neuralrohr hervorgehen und ein wichtiges Versorgungswerk im ZNS
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bilden (Abb. 3C, Seite 15). Aufgrund einer Vielzahl von Rezeptoren filir Neurotransmitter,
Neuropeptide und Neurotrophine (Murphy und Pearce, 1987; McKeon et al., 1997) sind
Astrozyten in der Lage, auf Veranderungen in ihrer zellularen Umgebung zu reagieren. Zum
anderen regulieren Astrozyten die sie umgebenden Zellen aktiv, indem sie zur Ausbildung
von sogenannten tight junctions (engl. = enge Verbindung) zwischen den benachbarten
Endothelzellen beitragen (Tao-Cheng et al., 1987), einen ramifizierten Phanotyp der
Mikroglia induzieren (Kloss et al., 1997) und insbesondere nach Trauma des ZNS zahlreiche
trophische Faktoren (NGF, CNTF, IGF-1, TGFa) fur die benachbarten Neurone und
Oligodendrozyten ausschiitten (Eddleston und Mucke., 1993; Ridet et al., 1997). Im
gesunden Gehirn kommen Astrozyten in zwei Hauptformen vor: fibrillar und
protoplasmatisch. Letztere finden sich fast ausschliellich in der grauen Substanz rund um
Nervenzellkorper, Dendriten und Synapsen, sind schwach positiv fir das sauere
Gliafaserprotein (englisch ,glial fibrillary acidic protein"= GFAP) und haben viele kurze
Zellfortsatze mit breitflachigen, flappigen Membranverzweigungen. Die Membrankontur der
protoplasmatischen Astrozyten lasst sich immunhistochemisch nicht vollstdndig darstellen.
Mit den Markern S100b und der endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) kénnen
lediglich die proximalen Verzweigungen dargestellt werden (Cammer und Tansey, 1988;
Gabott und Bacon, 1996; Didier et al. 2000). Die fibrillaren Astrozyten finden sich vor allem in
der weillen Substanz und kénnen leicht an ihrer starken Immunreaktivitit gegen GFAP
identifiziert werden (Bignami et al., 1972)(Abb. 3D).

Im Rahmen der posttraumatischen Reaktion im Ncl. Facialis nach Axotomie kommt es zu
einer schnellen Reaktion der perineuronalen, protoplasmatischen Astrozyten innerhalb von
24 Stunden nach der Verletzung, mit einer drastischen Steigerung der GFAP-Bildung
(Tetzlaff et al.,, 1988) und Reorganisation des Zytoskeletts, was zum klassischen
Erscheinungsbild sternformiger Astrozyten innerhalb von 3 Tagen fihrt (Graeber und
Kreutzberg, 1986) (Abb. 3A). Die morphologischen Veranderungen der Astrozyten in dieser

Fruhphase werden durch Zytokine gesteuert. So konnte gezeigt werden, dass es in IL-6
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ABBILDUNG 3. Astrozten im verletzten und normalen Nervensytem. (A, B). Immunhistochemische
Darstellung (GFAP) des Effektes von IL-6 auf die morphologische Veranderung von Astrozyten im Rickenmark
von Wildtyptieren (A) und transgenen IL-6 defizienten Mausen (B), drei Tage nach Durchtrennung des rechten
Nervus isciadicus. A. In den normalen Tieren kommt es nach Trauma zu einer Zunahme der Anzahl von
Astrozyten in der grauen Substanz des Rickenmarks auf der operierten Seite. Die Astrozyten zeigen eine
deutliche fibrillare Morphologie. B. In den IL-6 defizienten Mausen zeigen die Astrozyten eine deutliche
breitflachige und flappige Morphologie in der grauen Substanz, im Sinne von protoplasmatischen Astrozyten. C.
Schematische Darstellung eines Astrozyten mit seinem Versorgungswerk im normalen ZNS. D.
Lichtmikroskopische Darstellung von fibrillaren Astrozyten in der weilen Substanz des Corpus Callosum im
normalen ZNS der Maus mit GFAP. Die offenen Pfeile weisen auf die ebenfalls GFAP-positiven Gefalte hin. A,B
und D nach Raivich et al., 1999; C nach Kandel et al., 2000. A,B: 50x; D:465x.

defizienten Tieren nicht zur Ausbildung von fibrillaren Astrozyten nach Trauma kommt (Klein
et al., 1997) (Abb. 3B). Zwei bis vier Wochen nach der Fazialisaxotomie verdrangen reaktive
Astrozyten die Mikrogliazellen von der Oberflaiche der verletzten Neurone im
Fazialiskerngebiet und hillen diese mit zahlreichen zytoplasmatischen Lamellen ein
(Graeber et al., 1988a). Diese zytoplasmatischen Fortsatze der Astrozyten filhren zu einer

Isolierung der geschadigten Zellen vom neuronalen Netzwerk und fungieren als gliale Narbe.
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Bei erfolgreicher Regeneration des Neurons ziehen die Astrozyten ihre Fortsatze teilweise
wieder zurick, um einen erneuten Kontakt der Axonendigungen mit dem Neuron zu

ermaoglichen.

1.35 Rekrutierung von Lymphozyten

Verletzungen des ZNS im Sinne einer Infektion, Autoimmunerkrankung oder Trauma fiihren
zu einem verstarkten Ubertritt von immunkompetenten hamatopoetischen Zellen aus dem
zirkulierenden Blut ins geschadigte Nervengewebe (Ubersichten in Neumann und Wekerle,
1998; Raivich et al., 1999a). Bei den meisten dieser rekrutierten Zellen handelt es sich um
perivaskuldre Gehirnmakrophagen (Hickey et al., 1988) sowie aktivierte T-Lmphozyten
(Hickey et al., 1991).

Die periphere Axotomie des N. facialis fiihrt bereits einen Tag nach Trauma zu einer
vermehrten Einwanderung von aktivierten T-Lmphozyten in das betroffene Gebiet, wobei die
BBB intakt bleibt (Raivich et al., 1998a). Im weiteren Verlauf flihrt das Auftreten der
Abbauprodukte der degenerierenden Neurone ungefahr 2-3 Wochen nach Trauma zu einer
100-fachen Zunahme der Invasion von aktivierten CD-3 positiven T-Lymphozyten und deren
Adhasion an die sogenannten Gliakndtchen aus phagozytischer Mikroglia (Abb. 4A, Seite
17), welches die Grundlage fur die mikrogliale Antigen-Prasentation darstellt. Bei der
Rekrutierung der Lymphozyten in das verletzte Nervengewebe spielen die Zytokine IL 6, IL 1
und TNFa eine wichtige Rolle (Raivich et al., 1998a). Des weiteren erleichtern verschiedene
Zelladhasionsmolekile wie ICAM-1, VCAM-1 und Selektine, die von den Endothelzellen der
im betroffenen Gebiet befindlichen Gefalte vermehrt exprimiert werden, die Adhasion und
Einwanderung der zirkulierenden Lymphozyten in das verletzte Nervengewebe (Irani und
Griffin, 1996; Pryce et al.,, 1997). Die Bedeutung der Rekrutierung von Lymphozyten in
degenerierendes neuronales Gewebe wird durch das vermehrte Auftreten bei

neurodegenerativen Erkrankungen, wie der Alzheimerschen Demenz (McGeer et al., 1993)
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und der amyotrophen Lateralsklerose (Troost et al., 1989; Engelhardt et al., 1993),
unterstrichen.

Die direkte Verletzung des ZNS fuhrt ebenfalls zu einer massiven Invasion von
verschiedenen immunkompetenten hamatopoetischen Zellen. Obwohl auch hier die
vermehrte Einwanderung von aktivierten T-Lmphozyten beobachtet werden kann, so ist doch
der Influx von Makrophagen und insbesondere neutrophilen Granulozyten (Abb. 4) in das
verletzte Gewebe bei weitem starker ausgepragt (Holmin et al.,, 1998). Ein ahnlich
gemischtes Zellinfiltrat l1asst sich auch bei der fokalen cerebralen Ischamie (Clark et al.,
1995) oder bakteriellen Entziindungen des Gehirns beobachten, was auf eine gemeinsame
Regulierung der auftretenden Zytokine und Adhasionsmoleklle bei der Rekrutierung von

hamatopoetischen Zellen in verschiedenen ZNS-Pathologien hindeutet.

ABBILDUNG 4. Leukozyten-Rekrutierung im verletzten Nervensystem. A. Infiltration von Lymphozyten in den
Ncl. facialis am Tag 14 nach Axotomie in einer normalen B6C3 Maus. Kolokalisation von CD3-positiven T-Zellen
(CD-3; griin) und phagozytotischen mikroglialen Knétchen (Thrombospondin; rot). Der Untergang von verletzten
Motoneuronen flihrt zur Ausbildung von Gliakndétchen mit Transformation in phagozytische Zellen und Adhasion
von T-Lymphozyten aus dem peripheren Blut. B. Leukozyten-Rekrutierung im direkten Hirntrauma in einer B6C3
Maus, 4 Tage nach parasagitaler Hemisektion des Cortex. Immunfluoreszenz-Dreifachmarkierung fir Mikroglia
(IBA1; rot), T-Lymphozyten (CD-3; griin) und neutrophile Granulozyten in entziindeten Geféflen (endogene
Peroxidase; blau). Deutliche Invasion der IBA1-positiven Mikroglia im Bereich der Lasion, wohingegen die
Lymphozyten zahlreicher im umliegenden Gewebe auftreten, Raivich et al., 1999. A:1100x, B: 60x.
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1.4 Pro-inflammatorische Zytokine im verletzten ZNS — Rolle fir

gliale und immunologische Aktivierung

Das verletzte ZNS ist eine reiche Quelle fur viele proinflammatorische Zytokine, die je nach
Grad und Muster der Schadigung in unterschiedlichem Malie auftreten (Tabelle 2, Seite 19).
Bereits im normalen adulten Gehirn sind wirkungsvolle Mengen von MCSF und TGF{31
anwesend (Kiefer et al., 1993; Raivich et al., 1998b; Streit et al., 1998). Indirektes Trauma
(Phase 1), wie z.B. im Fazialismodell, fuhrt zur Induktion von IL6 und TGFB1 (Kiefer et al.,
1993; Klein et al.,, 1997; Streit et al., 1998). Direkte Gehirnverletzung, Ischamie und
Alzheimerdemenz (Phase 2), die in der Regel mit dem Auftreten von neuronalem Zelltod
einhergehen, flihren zusatzlich zur Produktion von IL1B und TNFa. Entziindliche Lasionen
des ZNS im Rahmen einer viralen oder bakteriellen Meningitis und Enzephalitis (Phase 3)
fuhren zur weiteren Synthese von IFNy (Frei et al., 1988; Merril et al., 1992). Somit ergibt
sich das Gesamtbild einer schrittweisen Verstarkung der Expression proinflammatorischer
Zytokine in Abhangigkeit von der Schwere der Gehirnpathologie (Tabelle 2). Im
Fazialismodell kommt es zu einer biphasischen Regulation einer Reihe dieser Zytokine. So
ist die frihe Aktivierung der Mikroglia mit einer erhéhten Expression von IL6, TGFB1 und
dem Rezeptor fir MCSF assoziiert (Kiefer et al., 1993; Raivich et al., 1998a). In der
anschlieBenden Phase der Adhasion und Zielfindung (Phase 2) kommt es zu einer
Hochregulation von IL1B und TNFa (Raivich et al., 1998a). Diese beiden
stadiumsspezifischen Gruppen von Zytokinen spielen eine wichtige Rolle im Rahmen der
zellularen und molekularen Veranderungen im Kerngebiet des Ncl. facialis nach Axotomie
(Galiano et al., 2001; Raivich et al., 2002).

Insbesondere in den letzten Jahren gelang es, mit Hilfe von genetisch defizienten Tieren,
sowohl mit natirlichen Mutanten, wie auch mit ,Knockout"-Mausen, erste Signalmolekile fir
zellulare Veranderungen im verletzten ZNS in vivo zu identifizieren (Raivich et al., 1999a).

So fuhrt das Fehlen von MCSF zu einer massiven Abnahme in der posttraumatischen
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Proliferation der Mikroglia (Raivich et al., 1994), das von IL6 zu einer Hemmung der
astrozytaren Reaktion (Klein et al., 1997), und das von beiden TNF-Rezeptoren (TNFR1, 2)
zum Verschwinden des posttraumatischen neuronalen Zelltods im Fazialismodell (Raivich et
al., 2002). Die Untersuchung von gendefizienten Tieren erlaubt somit die Identifizierung von

stadiumspezifischen Signalen, die zu Veranderungen der mikroglialen Morphologie fuhren.

Tabelle 2. Expression von Zytokinen nach Verletzung im ZNS

Stufe Zytokin
Phase0 Normales Gehirn MCSF, TGFB1
Phasel Indirektes Trauma MCSF1, TGFB11, IL61
Phase2 Direktes Trauma, Zelltod MCSF1, TGFB11, IL61, IL1B,TNF a
Phase3 Infektion MCSF1, TGFB11, IL61, IL1B,TNF a, IFNy

Modifiziert nach Raivich et al., 1999

1.5 Mikroglia in Zellkultur

Uber die molekularen Mechanismen der Transformation der Mikroglia in Makrophagen
wahrend der De- und Regeneration im verletzten ZNS ist bisher wenig bekannt. In reinen
Mikrogliazellkulturen kann eine Abnahme der Ramifizierung durch eine Vielzahl von
unterschiedlichen Stimuli, wie z.B. Lipopolysaccharide (LPS), IFNy, Laminin, Aminosauren,
oder inaktiven Mikrospheren erreicht werden (Chamak and Mallat, 1991; Suzumura et al,
1991; Giulian et al, 1995; Tanaka et al, 1998; Mielke et al, 1999; Beyer et al, 2000).
Fibronectin und Astrozyten-konditioniertes Medium (ACM) haben hingegen einen die
Ramifikation von Mikroglia induzierenden Effekt. Die Wirkung von ACM kann durch

neutralisierende Antikérper gegen TGFB, MCSF und GMCSF (Schilling et al., 2001), und im
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Falle von Fibronectin mit gewissen Blockern von Integrinrezeptoren inhibiert werden (Tanaka
and Maeda, 1996).

Ein Problem in den mikroglialen Monokulturen besteht darin, dass diese haufig bereits in den
Kontrollkulturen deramifizierten, aktivierten Makrophagen ahneln. So unterscheiden sich
Makrophagen in ihrer enzymatischen Aktivitdt (Suzumura et al.,, 1991), den
elektrophysiologischen Eigenschaften (Schmidtmayer et al., 1994; Eder et al., 2000) und
dem Aufbau des Zytoskelettes (Perry und Gordon, 1988; Chamak und Mallat, 1991; lischner
und Brandt, 1996) von der ramifizierten Mikroglia im normalen Gehirn. Eine Alternative bietet
hier das Kokultursystem mit stark ramifizierten Mikrogliazellen auf einem konfluenten
Astrozytenrasen (Sievers et al., 1994; Tanaka und Maeda et al., 1996; Wilms et al., 1997).
So konnten verschiedene Molekiile, welche in der Monokultur zu einer mikroglialen
Transformation fihren, diesen Effekt nicht in der Mikroglia-Astrozyten-Kokultur
reproduzieren. Die Zugabe von MCSF, GMCSF und IL3 flhrt im Kokultursystem zwar zu
einer Zunahme der Proliferation der Mikroglia, und der Zusatz der entsprechenden
Antikorper flhrt zur Inhibition ihrer Mitogenitat, jedoch lasst sich mit beiden Strategien die
mikrogliale Morphologie nicht beeinflussen (Kloss et al, 1997). Die meisten
proinflammatorischen Zytokine wie IL2, IL4, IL10, TNFa, IFNy und TGFB1 inhibieren zwar die
Proliferation, vermdgen jedoch ebenfalls nicht die Morphologie der Mikroglia zu verandern
(Kloss et al, 1997; Jones et al, 1998). Fir LPS gilt dasselbe, was ebenso zu einer
Aktivierung der Mikroglia fuhrt, ohne jedoch eine Transformation von Mikroglia in
Makrophagen in Kokulturen auszuldésen (Kloss et al, 2001). Insgesamt lassen sich mit dem
Modell der Astrozyten-Mikroglia-Kokultur Bedingungen schaffen, die zu einer Etablierung
einer stabilen ramifizierten Form der Mikroglia fuhren, welche vergleichbar mit der Form in
vivo ist. Somit eignet sich dieses Kokultursystem insbesondere zum Aufspiren der

molekularen Signale, die zu einer Transformation von Mikroglia zu Phagozyten fuhren.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die zentrale Bedeutung von Gliazellen bei Verletzungen des Nervensystems ist heute
unbestritten. Im Rahmen der Schadigung kommt es zu umfangreichen morphologischen,
molekularen und metabolischen Veranderungen der beteiligten Mikroglia, die soweit als
maoglich zu einer Wiederherstellung der Funktion beitragen sollen. Allerdings herrscht hier
noch weitgehend Unklarheit Uber die molekularen Signale, die flr die Veranderungen der
mikroglialen Morphologie im verletzten Nervensystem verantwortlich sind.

In der vorliegenden Arbeit wird zunachst die Rolle von Zytokinen (MCSF, IL6) bei der
Aktivierung der Mikroglia, insbesondere im Hinblick auf die Morphologie und der daran
beteiligten Adhasionsmolekiile untersucht. Zusatzlich wurde in den MCSF-defizienten Tieren
das neuronale Uberleben, die axonale Regeneration und die Rekrutierung von T-Zellen in
Folge von neuronalem Trauma und Zelltod beurteilt. Hierfir wurde an genetisch defizienten
Mé&usen fur MCSF und IL6 die Axotomie des N. facialis durchgefuhrt, um den
stadienspezifischen Einfluss dieser Zytokine auf die mikrogliale Morphologie und die hiermit
einhergehende Expression der verschiedenen Signalmolekdle in vivo zu identifizieren.

Da vorlaufige Studien sehr wohl einen Effekt der MCSF- oder IL6-Defizienz auf frihe
Aktivierungsstadien, aber nicht auf mikrogliale Phagozyten zeigten, wurde die spezifische
Wirkung von Zelldebris auf die Transformation von Mikroglia in der Kokultur getestet. Im
abschlielRenden Teil der Arbeit wurde die Wirkung verschiedener intrazellularer Signale wie
zyklischer Nukleotide, Ca?* und Inhibitoren von G-Proteinen and Phosphatasen auf ihre
Fahigkeit untersucht, diese normalerweise in Gegenwart des Zelldebris stattfindende
Transformation von Mikroglia in Makrophagen zu reproduzieren. Da Phagozyten auch selber
eine Reihe von Zytokinen und Proteasen produzieren, die modglicherweise mit der
ramifizierenden Wirkung von Astrozyten interferieren, untersuchten wir gleichzeitig die
Effekte von Proteasen, Disintegrinen und Integrininhibitoren auf die Morphologie der

Mikroglia in der Kokultur.
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Ziel dieser Arbeit ist letztendlich, zu einem besseren Verstandnis der morphologischen
Veranderungen der Mikroglia im verletzten Nervensystem beizutragen, um somit die
Grundlage fir die Wahrung der strukturellen und funktionellen Integritat des Gehirns, die
erfolgreiche Regeneration seiner Funktion und die gezielte therapeutische Intervention bei

Schadigungen zu schaffen.
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2. Methoden und Materialien
2.1 Mikrogliale Antwort im verletzten Nervensystem
211 Tiermodell: Der axotomierte motorische Fazialiskern der Maus

Die meisten experimentellen Tiermodelle flr Verletzungen des zentralen Nervensystems
(z.B. Ischamie, Infektion oder direktes Schadelhirntrauma) gehen mit einer friihen Stérung
der Bluthirnschranke und der damit verbundenen frlhen Einwanderung von
Blutmakrophagen einher (Dickson et al., 1993; Mc Geer et al.,1993). Das Antigenprofil der
Makrophagen stimmt weitgehend mit dem der residenten aktivierten Mikroglia Uberein, so
dass keine eindeutige Differenzierung zwischen beiden Zelltypen vorgenommen werden
kann (Perry und Gordon, 1988; Graber und Streit, 1990; Kreutzberg, 1996). Dieses Problem
wird durch das Tiermodell der Fazialisaxotomie umgangen. Auf Grund der grof3en
Entfernung der Lasionsstelle vom Ncl. facialis kommt es weder zu einer Einwanderung von
Makrophagen oder Granulozyten ins ZNS, noch zu einer erhéhten Durchlassigkeit der BBB
fur Serumproteine (Kreutzberg, 1996; Werner et al., 1998). Des weiteren lasst sich der rein
motorische Fazialiskern der Maus eindeutig vom umgebenden Hirnstamm abgrenzen,
enthalt ausreichend viel Gewebe fur quantitativ immunhistochemische Untersuchungen und
bietet in jedem Gehirnschnitt mit dem kontralateralen Ncl. facialis eine unmittelbare
endogene Negativkontrolle. Im weiteren Verlauf kommt es nach der Durchtrennung des N.
facialis in der Maus zu einem verzogerten Untergang von Nervenzellen sowie zur
spezifischen Einwanderung von Lymphozyten, die an Kndétchen von phagozytierender
Mikroglia adharieren (Modller et al., 1996; Raivich et al., 1998a).

Vor Durchfiihrung der Tierversuche erging eine Genehmigung der Regierung von
Oberbayern (AZ 211-2531-10/93 und AZ 211-2531-37/97). Die Operation wurde unter
Andasthesie mit einer intraperitonealen Injektion von 0.4 ml/g Kérpergewicht Triobromethanol
(Avertin; Sigma, Deisenhofen, Deutschland) an drei bis sechs Monate alten Mausen

durchgeflhrt. Zunachst wurde ein Teil des Felles im Bereich des rechten Ohres ausrasiert,
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die darunter liegende Haut nach Desinfektion mit 70-% Alkohol eingeschnitten und das
subkutane Bindegewebe stumpf gespreizt. AnschlieBend wurde der rechte N. facialis in
seinem anatomischen Verlauf dargestellt und unmittelbar nach dem Austritt aus dem
Foramen stylomastoideum durchtrennt oder wie im Falle der Regenerationsstudien
unmittelbar nach Abgang des Ramus auricularis posterior mit einer feinen Pinzette fur
insgesamt 30 Sekunden wiederholt gequetscht, ohne die Kontinuitat der Nervenhiille zu
unterbrechen. Nach erfolgreicher Operation wurde die Haut geklammert und das Erwachen
der Mause abgewartet. Postoperativ betrugen die Uberlebenszeiten der Mause 1, 4, 7, 14

und 60 Tage.
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ABBILDUNG 5. Axotomie des N. facialis kurz nach seinem Austritt aus dem Foramen stylomastoideum (Pfeil,
schwarz). Fur die komplette Durchtrennung des Nervs wird auch der Nebenast Ramus auricularis posterior
(Pfeilspitze, rot) durchtrennt. Greene, 1963; erganzt nach Raivich, 1997.
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2.1.2 Versuchstiere

Zur Untersuchung der mikroglialen Aktivierung im verletzten Nervensystem wurden drei bis
sechs Monate alte osteopetrotische Mause von der Firma Jackson Laboratory (Bar Harbor,
USA) verwendet. Die Osteopetrose (op) ist eine spontan auftretende autosomal rezessive
Mutation des MCSF-Gens auf Chromosom 3, die zu einer Abwesenheit von biologisch
aktiven MCSF in den homozygoten Mausen (op/op) flhrt. Dies ist bedingt durch eine
einzelne Baseninsertion (Thymidin) in einem friihen Abschnitt des Gens, was zur Ausbildung
eines frihzeitigen Stopcodons flhrt (Yoshida et al., 1990). Ein wesentliches
morphologisches Merkmal der homozygoten Mause (op/op) ist der fehlende Durchbruch der
Schneidezdhne (Marks and Lane, 1976). Die heterozygoten Mause (+/op) sind phanotypisch
normal und wurden als Zuchtkolonie mit einem gemischten B6C3-Hintergrund gehalten.
Homozygote, Interleukin-6-defiziente Mause (IL6-/-) mit einem C57BI/6-Hintergrund (Kopf et
al., 1994) wurden von der Firma BRL (Basel, Schweiz) bezogen und mit C57BI/6-Wildtyp-
Tieren (Charles River, Hannover) gekreuzt, um eine Kolonie von heterozygoten IL6+/-
M&usen herzustellen.

Die in dieser Studie verwendeten homozygoten IL6-/- Mause sowie die IL6+/+ Wildtyp-
Kontrollen wurden der F1-Generation von den zuvor gezichteten heterozygoten IL6+/-
Mausen entnommen. Zur Genotypisierung der Interleukin-6-defizienten Mause (IL6-/-) und
der entsprechenden F1-Wildtyp-Kontrollen wurde eine Polymerase-Kettenreaktion
durchgefihrt (Galiano et al., 2001). Zur Etablierung reiner Kulturen von Astrozyten aus der
Ratte und Mikroglia aus der Maus wurden Wistar-Ratten sowie FVB-Mause aus dem

Tierhaus des MPI fir Neurobiologie verwendet.

2.1.3 Lichtmikroskopische Histologie
2131 Gewebeentnahme fir lichtmikroskopische Immunhistochemie
Fir die lichtmikroskopische Immunhistochemie wurden die Versuchstiere nach

Uberlebenszeiten von 1, 4, 7, 14 und 60 Tagen nach Fazialisaxotomie in Diethylether
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getotet. Unmittelbar nach Eintritt des Todes wurde der Herzbeutel erdffnet, die linke
Herzkammer kaniliert und das rechte Herzohr fir den Austritt der Perfusionslosung
aufgeschnitten. Die Tiere wurden zunachst mit 200 ml isotoner Phosphat-gepufferter
Kochsalzlésung (PBS) transkardial mit einer peristaltischen Pumpe perfundiert (40ml/min).
Daraufhin wurden die Tiere zur weiteren Fixierung mit 200 ml 4-% Paraformaldehyd (in PBS)
perfundiert, das Gewebe herausprapariert (Hirnstamm, Milz, Abdominalorgane) und in 1 %
Paraformaldehyd bei 4°C auf einem Rotator flr zwei Stunden nachfixiert. Zur Fixierung des
N. facialis wurden die Versuchstiere im Anschluss an die Spulung mit 200 ml 4%
Paraformaldeyhd fur weitere 60 min mit 1 % Paraformaldehyd perfundiert, der periphere
Nerv auf einer Lange von 15 bis 20 mm vorsichtig freiprapariert und mit dem Eindeckmedium
OCT Uberdeckt. Zum Gefrierschutz wurden Hirnstamm, Milz und Abdominalorgane bei 4°C
uber Nacht in 30% Saccharose auf dem Drehrad eingelegt und schliellich auf Trockeneis
eingefroren und im Gefrierschrank bei -80°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.
Weiterhin wurden in einem Kryostaten (Reichert-dung, Med. 2700, Frigocut) bei einer
Kammertemperatur von -20°C und einer Objekttemperatur von -10°C der gefrorene
Hirnstamm auf der Héhe des Ncl. facialis in 20 um dicke Schnitte verarbeitet. Der N. facialis
wurde in Langsrichtung mit einer Schnittdicke von 10 um geschnitten. Die Schnittpraparate
wurden auf einem warmen, mit 0.5%-Gelatine beschichteten Objekttrager aufgenommen,

sofort auf Trockeneis eingefroren und bei -80°C bis zum weiteren Gebrauch gelagert.

2.1.3.2 Immunhistochemie mit Diaminobenzidin (DAB)

Die Gewebsschnitte mit einer Dicke von 20 um wurden mit bidestilliertem Wasser rehydriert
und auf dem Objekttrager ausgebreitet. Alle Praparate wurden fir 5 Minuten an der Luft
getrocknet und dann fur 5 Minuten mit 4-% Paraformaldehyd (Merck, Darmstadt,
Deutschland) auf dem Objekttrager mittels kovalenter Bindungen fixiert. Je nach

verwendetem Antikdrper wurden die Schnitte fir jeweils 2 Minuten in 50-%, 100-%, 50-%
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Aceton/H,0 entfettet und jeweils flir zwei Minuten in PB, in PB/0.1-%-Rinder-Serum-Albumin
(PB/BSA) und nochmals in PB gewaschen. Zur Absattigung von unspezifischen
Bindungsstellen im Gewebe wurden die Praparate fir 30 Minuten mit 5% Ziegenserum/PB
(Vector, Wiesbaden, Deutschland) inkubiert und mit dem in PB/BSA optimal verdiinnten
primaren Antikdrper (Kapitel 2.3, Seite 47) Uber Nacht bei 4°C inkubiert und im Anschluss
daran einmal in PB/BSA, zweimal in PB und wieder in PB/BSA gewaschen. Um
unspezifische Bindungsstellen der Antikérper gegen Maus-Immunglobuline zu blockieren,
wurden die entsprechenden sekundaren Antikdrper (Kapitel 2.3, Seite 48) zunachst
unverdinnt mit der doppelten Menge Maus-Normalserum fir 30 Minuten bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend wurden die prainkubierten sekundaren Antikérper in PB/BSA mit Ziegenserum
1:100 verdinnt und fir eine Stunde auf den Schnitten bei RT inkubiert, dann zweimal in
PB/BSA und zweimal in PB gewaschen, um anschlieRend das gesuchte Antigen mit dem
Avidin-Biotin-Peroxidasesystem sichtbar zu machen. Hierbei wird an den biotinilierten
sekundaren Antikorper Uber eine Avidin-Biotin-Avidin Briicke eine biotinilierte Peroxidase
gebunden, welche das zugefligtes 3.3 -Diaminobenzidin (DAB) unter Reduktion von H,0O,
oxidiert. Das oxidierte DAB polymerisiert und bildet einen unléslichen braunlichen
Niederschlag (Graham und Karnovsky, 1965; Sternberger, 1986). Fir die ABC-DAB-
Reaktion wurden die Schnitte fur eine Stunde mit ABC-Reagenz (Vector, Losung A 1:125
und Lésung B 1:125 in PB, 30 Minuten vor Gebrauch angesetzt) bei RT inkubiert, wieder in
PB und PBS gewaschen, und schliel3lich wurde die enzymatische Reaktion durch Zusatz
von Diaminobenzidin (0.5 mg/ml; filtriert) mit H,O, (1:3000) gestartet und nach 5 Minuten in
Aqua dest. abgestoppt. Zur Intensivierung der Farbung von CD3 wurden dem
Reaktionsgemisch 0,25 g/l CoCl, und 0,2 g/l NiSO, zugesetzt. Dabei kommt es zu einem
Einbau dieser Cobalt und Nickel-lonen in die Chromophoren des polymerisierten DAB mit
blau-schwarzer Ténung der Niederschlagsfarbe des entsprechenden Produkts (Hsu und

Soban, 1982). AnschlieRend wurden die Schnitte in einer Alkoholreihe (jeweils 1 Minute in
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Ethanol 70%, 70%, 90%, 95%, 100%, 100%; Isopropanol 100%, 100%; Xylol 100%, 100%)
dehydriert und in DEPEX (BDH, Poole, England) eingebettet. Zur weiteren Darstellung
wurden die gefarbten Schnitte an einem Zeiss Axiophot Mikroskop mit einem Leica
SilverFast 4.1 Scanner (Leica, Stuttgart, Deutschland) digital aufgenommen und in dem

Bildanalyse-Programm OPTIMAS 6.2 (Bothell, WA) weiter verarbeitet.

2.1.3.3 Quantifizierung lichtmikroskopischer Immunhistochemie

Zur Quantifizierung der Gesamtimmunreaktivitdt wurden die DAB-Farbungen in einem Zeiss
Axiophot Mikroskop (2.5x-Objektiv) bei konstanter Beleuchtungsspannung mit einer Sony
89B CCD Kamera (Model CX-77CC) aufgenommen. Diese Kamera liefert eine Auflésung
von 640 x 400 Bildpunkten, wobei jeder Bildpunkt (Pixel) einen optischen Lichtwerte (OLW)
von 0-255 erhielt. Das digitalisierte Bild wurde in das Bildverarbeitungsprogramm OPTIMAS
6.2 importiert und der Ncl. facialis flr jeden Schnitt als Auswertungsgebiet (region of interest,
ROI) markiert, in dem flir die Gesamtheit der Pixel des ROI der Mittelwert (MEAN) und die
Standardabweichung (SD) der OLW ermittelt wurde. Als MaR} fiur die Starke der Farbung
wurde die Farbeintensitat (Fi) mit dem MEAN-SD-Algorithmus berechnet. Dieser Algorithmus
bildet eine Differenz aus Absorption (MEAN) und Standardabweichung (SD) der OLW im
ROl und zudem von leerem Objekttragerglas. Dieser Algorithmus liefert besonders
zuverlassige Ergebnisse fir die Quantifizierung von Immunhistochemien (Mdller et al., 1996).
Eine OLW von 0 bedeutet minimale Lichtintensitat mit maximaler Farbung und eine OLW von
255 maximale Lichtintensitdt mit minimaler Farbung des Schnittpraparates. Ein
gleichmaRiger Anstieg der Starke der Farbung macht sich in einem gleichmafigen Abfall der
mittleren OLW bemerkbar. Wenn nur wenige Pixel einen deutlichen Farbeanstieg zeigen, so
sinkt zwar der Mittelwert aufgrund der geringen Anzahl der beteiligten Pixel nur minimal ab,
aber der starke Farbeanstieg bewirkt einen deutlichen Anstieg der Standardabweichung der
OLW. Da sich also Mittelwert und Standardabweichung bei ansteigender Farbung

gegenlaufig verhalten, dient der Mittelwert (MEAN) der OLW minus Standardabweichung
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(SD) als Mal fur die Farbung. Die Differenz von MEAN-SD wird von dem maximalen OLW-
Wert (255) subtrahiert und als Farbintensitat (Fi) bezeichnet. Folgende Formel beschreibt

diesen Zusammenhang:

Farbintensitat (Fi) = 255 — (Mittelwert (MEAN) — Standardabweichung (SD))

2134 Messung der Regenerationsrate im Nervus facialis

Die lichtmikroskopische Analyse der peripheren Regenerationsrate im N. facialis erfolgte an
den osteopetrotischen Mausen 96 Stunden nach Fazialisaxotomie. Nachdem die fixierten
Nerven herausprapariert (siehe Kap. 2.1.4.1) und mit einem Durchmesser von 10 pum
geschnitten worden waren, wurde jeder flinfte Schnitt mit einem entsprechenden Abstand
von 50 um gegen die Neuropeptide Galanin und CGRP gefarbt, welche axonal in den
Wachstumskegeln transportiert werden. Die Distanz zwischen dem am weitesten distal von
der Lasionsseite gelegenen Wachstumskegel und der morphologisch bestimmten
Lasionsstelle wurde im Lichtmikroskop (Zeiss Axiophot) bestimmt. Schlieldlich wurde flr
jedes Tier der Mittelwert der axonalen Regenerationsgeschwindigkeit aus 4 bis 5

Nervenschnitten festgestellt.

2.1.35 Anfarbung von Granulozyten und Makrophagen im N. facialis

Zur Beurteilung der Rekrutierung von zirkulierenden Leukozyten bei Verletzungen des
peripheren Nervensystems wurden neutrophile Granulozyten und Makrophagen im Bereich
der Lasionsstelle nach Fazialisaxotomie untersucht. Zum Nachweis der infiltrierenden
Granulozyten diente der Nachweis der Aktivitdt der endogenen Peroxidase (EP) in den
Granulozyten. Die mit 4% Paraformaldehyd fixierten Schnitte wurden hierfir mit
biotiniliertem Tyramin (3% in PB) und 0,01% H,0, fur 10 Minuten inkubiert. Das durch die

Peroxidase oxidierte Tyramin bindet kovalent an das Schnittgewebe und wird durch das
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daran konjugierte Biotin im anschlieRenden ABC/DAB-Verfahren detektiert und gefarbt
(Adams et al., 1992). Der Nachweis von Makrophagen erfolgte mit dem gegen das aMp2-
Antigen gerichteten Antikorper. Die Anzahl beider Zelltypen wurde fur jeweils funf
Schnittpraparate des jeweiligen Nervs sowohl an der Lasionsstelle als auch zwei und vier

mm distal hiervon bestimmt.

2.14 Fluoreszenzimmunhistochemie

Die Untersuchung der zelluldren Lokalisation von zellspezifischen Antigenen auf Neurone,
Astrozyten, Oligidendroglia, Mikroglia, Endothelien oder Leukozyten durch fluoreszierende
Antikorper bietet gegenuber der konventionellen DAB-Immunhistochemie eine Reihe
wichtiger Vorteile. Die simultane Markierung mehrerer Antigene durch verschiedene
Fluoreszenzfarbstoffe ermoglicht die zweifelsfreie Zuordnung von verschiedenen Zellen,
selbst wenn sich |hre Morphologie entsprechend des Aktivierungszustandes
lichtmikroskopisch ahnelt. Als zelltypspezifische Marker dienten in dieser Arbeit GFAP zur
Markierung der Astrozyten, ionisiertes Ca-bindendes Adapterprotein 1 (IBA 1) und
intrinsisches Maus-Immunglobulin (IgG) als Mikrogliamarker, und Galanin oder CGRP als
Marker flir axotomierte Motoneurone (Raivich et al., 1995; Klein et al., 1997). Des weiteren
ermoglichen Doppelmarkierungen eine besonders hohe Aufnahmeempfindlichkeit im
konfokalen Lasermikroskop. Darlber hinaus lasst sich die Menge eines Antigens selektiv mit

Hilfe der bestimmten Zelltypmasken semiquantitativ abschatzen.

2141 Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen

Fiar immunhistochemische Doppelmarkierungen wurden die fixierten, 20 um-dicken Schnitte
zunéchst wie unter 2.1.3.2 beschrieben behandelt, jedoch erfolgte die Prainkubation mit 5%
Esel-Normalserum in PB. Die Schnitte wurden simultan mit primaren monoklonalen und

polyklonalen Antikdrpern, die aus unterschiedlichen Tieren stammten, liber Nacht bei 4°C



2. Methoden und Materialen 31

inkubiert (siehe Tabelle 6, Seite 49) und dann in PB/BSA, PB, PB und PB/BSA gewaschen.
AnschlieBend erfolgte erneut eine simultane Inkubation mit einem entsprechenden
Fluoreszein-5-Isothiocyanat (FITC)-konjugierten Antiserum gegen Ratten- oder Hamster-IgG
(1:100 in PB/BSA) aus der Ziege und einem biotin-konjugierten Antiserum gegen Kaninchen-
oder Ratten-IgG (1:00 in PB/BSA) aus dem Esel fir eine Stunde bei RT (siehe Tabelle 7,
Seite 50) und waschen de Schnitte in PB/BSA, PB, PB und PB. SchlieRlich wurden die
Schnitte mit einem tertidaren FITC-konjugierten Antiserum gegen Ziegen-lgG (1:100 in
PB/BSA) aus dem Esel in Kombination mit Cy3-Avidin (1:1000 in PB/BSA, Dianova) fur 2
Stunden bei RT inkubiert. Nach dem Waschen in PB/BSA, PB, PB und PB wurden die
Schnitte mit Vectashield eingedeckelt und bei 4°C in der Dunkelheit bis zum weiteren

Gebrauch aufbewahrt.

2.1.4.2 Doppelmarkierungen mit intrinsischem IgG

Im Hirnparenchym der Maus finden sich an den Mikrogliazellen bereits unter physiologischen
Bedingungen Uber Fc-Rezeptoren gebundene Immunglobuline (Fishman und Savitt, 1989;
Werner et al., 1998), die hier als spezifische Marker fir ruhende und aktivierte
Mikrogliazellen dienten. Hierzu wurden die Schnitte nach der oben beschriebenen
Vorbehandlung und Préainkubation in 5%-% ES mit einem Peroxidase-konjugiertem
Antikérper gegen Maus-IgG aus dem Pferd (1:400 in PB/BSA) fir 1 Stunde bei RT inkubiert,
dann sorgfaltig in PB/BSA, PB, PB und PB/BSA gewaschen und fir weitere 10 Minuten mit
biotiniliertem Tyramin (1:3000 in PB) und H»0, (1:10000 in PB) bei RT inkubiert. Bei dieser
enzymatischen Reaktion oxidiert die Peroxidase das biotinilierte Tyramin unter Reduktion
von H,0, und bewirkt dessen kovalente Bindung an den Gewebeschnitt (Bobrow et al., 1989;
Bobrow et al., 1991). Mit Hilfe des konjugierten Biotins kann das zuvor gebundene Tyramin

nun nachgewiesen werden (Adams, 1992). Nach dem Waschen in PB, PB/BSA und PB/BSA
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wurden die Schnitte erneut mit 5-% Eselserum zur Absattigung unspezifischer
Bindungsstellen fir 30 Minuten bei Raumtemperatur (RT) prainkubiert und mit dem
entsprechenden primaren Antikdrper iiber Nacht bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurden die
Schnitte mit einem sekundaren FITC-konjugierten Antikorper gegen Ratten-IgG (1:100 in
PB/BSA) aus der Ziege (siehe Tabelle 7, Seite 50) fur eine Stunde bei RT inkubiert und
dann in PB/BSA, PB, PB und PB gewaschen. Schliel3lich wurden die Schnitte mit einem
tertiaren FITC-konjugierten Antiserum gegen Ziegen-IgG (1:100 in PB/BSA) aus dem Esel in
Kombination mit Cy3-Avidin (1:1000 in PB/BSA) fur 2 Stunden bei RT inkubiert. Nach dem
Waschen in PB/BSA, PB, PB und PB wurden die Schnitte mit Vectashield eingedeckelt und

bei 4°C in der Dunkelheit bis zum weiteren Gebrauch aufbewahrt.

2143 Digitalisierung der Fluoreszenz im konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop

Die weitere Darstellung und Verarbeitung der Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen
erfolgte mit einem konfokalen Laser-Mikroskop (TCS 4D, Leica). Zur Identifikation der sich
grinlich darstellenden FITC-Fluoreszenz wurde eine Anregungswellenldngen von 488 nm
verwendet. Die Cy3-Fluoreszenz stellte sich bei einer Anregungswellenlange von 568 nm rot
dar. Die verschiedenen Emissionsspektren der FITC- und Cy3-Fluoreszenz wurden durch
entsprechende Filter aufgetrennt und ihre Intensitat von getrennten Fotodetektoren simultan
gemessen (Lichtwerte 0-255). Die resultierenden Mikrographien hatten eine Gréf3e von 1024
x 1024 Pixel pro Bild. Fur quantitative Untersuchungen wurde ein 10x-Objektiv bei konstanter
Laserspannung benutzt, wobei hier eine Flache von 1 mm x 1 mm erfasst wurde. Fir hoher
auflosende Darstellungen wurde ein 20x-, 40x- oder 100x-Objektiv gewahlt. Es wurden
gleichmaRig 11 aufeinanderfolgende Bilder Uber eine Gesamtdicke von 30 ym aufgenommen
und mit dem Max-Intens-Algorithmus zu einem Bild kondensiert. Dieser Algorithmus wahlt
aus jedem der 11 korrespondierenden Pixel, mit den jeweils gleichen x-y Koordinaten
(insgesamt 1024x1024 Pixel per Bite), den hellsten (mit dem hoéchsten OLVV) aller 11

Schnittebenen aus und setzt sie zu einem neuen kondensierten Bild wieder zusammen. Ein
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solches, nach dem Camera-lucida-Prinzip entstandenes Bild wurde dann im Tagged Image
File Format (TIFF) auf einer magnetooptischen Diskette gespeichert.

Aufgrund der zusatzlich auftretenden unspezifischen Autofluoreszenz wurde jeweils an
derselben Bildstelle eine zusatzliche Aufnahme bei einer Anregungswellenlange von 647 nm
(Cy5) aufgenommen. Diese Bilddaten wurden in gleicher Weise wie die der FITC- und Cy3-
Farbungen kondensiert und im TIFF-Format gespeichert. Die so gewonnen Cy5-Bilder
zeigen die autofluoreszenten Strukturen, welche dann aus den FITC- und Cy3-Aufnahmen

extrahiert wurden.

2.1.44  Zelltypspezifische Quantifizierung der Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen
Zur Beurteilung der Immunreaktivitdt der Aktivierungsmarker im Ncl. facialis nach
Fazialisaxotomie in IL6- und MCSF-defizienten Mausen wurden Fluoeszenz-
Doppelmarkierungen mit nachfolgender digitaler Bildanalyse unter Verwendung des RISC-
Algorithmus (Raivich et al., 1998b) durchgeflihrt. Bei diesem Algorithmus werden zuerst die
gesuchten zellularen Profile in der Mikrographie mit der zellularen Maske (IgG, IBA1 im Cy3-
Bild) definiert, um diese dann auf die Mikrographie der Zellart mit der zu quantifizierenden
Farbung zu Ubertragen (FITC-Bild). Dann wurde das Verhaltnis des Mittelwertes der Pixel
innerhalb der Maske zum Mittelwert aller Pixel im Bild bestimmt. Der Logarithmus dieses
Verhaltnisses liefert den relativen Farbekoeffizienten. Die Durchflihrung der Auswertung der
Praparate nach dem RISC-Algorithmus erfolgte in OPTIMAS und EXCEL. Im folgenden
werden die Rechenschritte im Einzelnen beschrieben.

Far die Quantifizierung der jeweils spezifischen Immunreaktivitat (FITC-Bild) auf den
Immunglobulin-positiven Mikrogliazellen (Cy3-Bild) wurden die um die Autofluoreszenz
korrigierten FITC- und Cy3-Bilder als TIFF in OPTIMAS importiert und mit der ,Local
Smoothing and Averaging"-Funktion bei einer 100 x 100 Pixel groRen Boxgrolie geglattet
und jeweils die Flache des Ncl. facialis individuell markiert. Nun wurde im korrigierten Cy3-

Bild der Mittelwert (MEAN) und die Standardabweichung (SD) der optischen Lichtwerte
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(OLV) der Pixel, die den Ncl. facialis reprasentieren, berechnet. Die zu markierenden
zellularen Cy3-Profile wurden anhand eines Schwellenwertes von MEAN + SD bestimmt.
Diese Profil-Maske wurde auf das korrigierte und ebenfalls geglattete FITC-Bild Ubertragen
und hier der Mittelwert der OLV aller Pixel im Ncl. facialis (MEAN-Ncl. facialis) und der
Mittelwert von den Pixeln innerhalb der Maske (MEAN-zelluldre Maske) berechnet. Daraus

ergab sich der relative Farbekoeffizienten (RISC), der sich wie folgt berechnet:

RISC = log (MEAN-zelluldre Maske : MEAN-Nucleus facialis)

AnschlieRend wurde die Differenz der relativen Farbekoeffizienten zwischen der jeweils
operierten Seite (RISC-Operiert) und der kontralateralen, gesunden Seite als endogene
Kontrolle (RISC-Kontrolle) bestimmt. Diese ist ein Mall fir die Veranderung der
Immunreaktivitdt des jeweilig getesteten spezifischen Aktivierungsmarkers nach

Fazialisaxotomie.

DIFF-RISC = (RISC-Operiert) — (RISC-Kontrolle)

Die statistische Auswertung der zelluldaren Immunreaktivitdt der spezifischen
Aktivierungsmarker erfolgte an vier definierten Zeitpunkten nach Fazialisaxotomie (Tage
1, 3, 4, 14). Die relativen Farbekoeffizienten (RISC) der operierten und der kontralateralen
Ncl. faciales wurden bei 5 Schnitten von jeweils 3 bis 8 Tieren pro Gruppe nach dem RISC
Algorithmus bestimmt, wobei die jeweiligen Berechnungsschritte der Koeffizienten
teilautomatisiert durch Programmierung in OPTIMAS und EXCEL erfolgten. Dann wurden die
Mittelwerte der Farbeintensitaten getrennt fiir die operierten und die kontralateralen Seiten
errechnet, graphisch aufgetragen und mit einem gepaarten t-Test bei einem

Signifikanzniveau von 5% auf statistisch signifikante Unterschiede getestet.
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2.1.45 Autofluoreszenzextraktion im konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop

Die Anregung der Fluoreszenz im konfokalen Laser-Mikroskop fiihrt in fixiertem Gewebe und
hier besonders in phagozytischen Mikrogliazellen und Lipofuszinkérpern der Neurone
(Raivich et al., 1998a) auch zur Emission von unspezifischer Fluoreszenz oder
Autofluoreszenz. Diese hat ein sehr breitbandiges Spektrum, so das sie sich zu der
spezifischen FITC- und Cy3-Fluoreszenz hinzuaddiert. Die Korrektur der Autofluoreszenz
erfolgte entsprechend der Anwendung der linearen Extraktion (Raivich et al., 1998a). Hierbei
wurde zur Detektion der autofluoreszenten Strukturen das Praparat mit einer Wellenlange
von 647 nm (Cy5) angeregt, einem Bereich, in welchem die hier verwendeten Farbstoffe
FITC und Cy3 nicht mehr emittieren und in dem autofluoreszierende Strukturen gut angeregt
werden. Diese Strukturen wurden mit den korrespondierenden Stellen im FITC- und Cy3-Bild
in Bezug gesetzt, woraus sich lineare Extraktionskoeffizienten berechneten. Zur Korrektur
der Autofluoreszenz wurden unter Bericksichtigung der jeweiligen Extraktionskoeffizienten
die optischen Lichtwerte (OLV) der jeweils korrespondierenden Pixel im FITC- und Cy3-Bild
abgezogen. Die einzelnen Rechenschritte sollen im folgenden dargestellt werden.

Zunachst wurden die TIFF-Bilder mit der FITC-, Cy3- und der Autofluoreszenz (AF) in
Optimas importiert und der Mittelwert (MEANag) und die Standardabweichung (SDaf) aller
Pixel eines AF-Bildes (OMgag) bestimmt. Nun wurden hochautofluoreszente Strukturen
(HAFS) im OPTIMAS-Programm durch einen OLV-Schwellenwert aus MEANar + (SDar X 2)
markiert. Der Mittelwert der OLV innerhalb dieser markierten Strukturen wurde als MEANAg.
nars berechnet. Die markierten Profile der fluoreszenten Strukturen wurden als Maske in das
FITC- und Cy3-Bild (OMgrc, OMcys) Ubertragen, wobei ihre Position dort den
hochautofluoreszenten Strukturen im AF-Bild entsprach. Innerhalb dieser Profile wurde nun
der OLV-Mittelwert getrennt fur das FITC-Bild (MEANgrc.Hars) und das Cy3-Bild (MEANcys.
nars) berechnet. AnschlieRend wurde der Mittelwert aller OLV fir FITC (MEANgc) und Cy3
(MEANC,3) berechnet. Die linearen Extraktionskoeffizienten fiir FITC (LEKgc) und Cy3 (LEK

cy3) berechneten sich dann wie folgt:
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LEKFirc = (MEANEirc.Hars - MEANErc) / (MEANAF.Hars - MEAN 4f)

LEK ¢,3 = (MEANGysmars - MEANGys) / (MEANarars - MEAN 4f)

Die korrigierten FITC- und Cy3-Bilder (KORgirc und KORcy3) wurden dann berechnet, indem

auf alle Pixel der originalen FITC- und Cy3-Dateien folgende Formel angewandt wurde:

KORFirc = OMEirc- LEKFTc X OM AF

KORcy3 = OM Ccy3— LEK cy3 X OMA/:

Die korrigierten Bilder KORgir¢ und KOR ¢35 wurden als TIFF-Dateien zur weiteren Analyse
gespeichert. Die Autofluoreszenzextraktion im konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop wurde
durch Programmierung in OPTIMAS und EXCEL halbautomatisch durchgefiihrt (Kloss et al.,

1999).

2.15 Immunelektronenmikroskopie

2151 Gewebsentnahme und -behandlung fir Immunelektronenmikroskopie

Zur weiteren Untersuchung der ultrastrukturellen Veranderungen der terminalen
Neuritenendigungen an den axotomierten Motoneuronen wurden die Mause 7 Tage nach
Durchtrennung des N. facialis wie unter 2.1.1 beschrieben in Diethylether getoétet.
Anschlieend wurden die Tiere (n=4 pro Gruppe) mit 150 ml PBS/ 10mM MgCl, (Mg-PBS),
danach mit 200 ml 2-% Paraformaldehyd und 3.0-% Glutaraldehyd (in Mg-PBS) transkardial
perfundiert, der Hirnstamm entnommen, fir 2 Stunden in 1-% Paraformaldehyd (in Mg-PBS)
bei 4°C nachfixiert, in Agarose eingebettet und mit einem Vibratom in 80 um dicke Schnitte
geschnitten und sofort weiterbehandelt.

Fir die elektronenmikroskopische Untersuchung der mikroglialen Nodule wurden die Mause
14 Tage nach Durchtrennung des N. facialis in Diethylether getttet und diesmal mit 40 ml

PBS/ 10mM MgCl, (Mg-PBS), danach mit 200 ml 4-% Paraformaldehyd und 3.0-%
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Glutaraldehyd (in  Mg-PBS) transkardial perfundiert und entsprechend der oben

beschriebenen Schritte weiterverarbeitet.

25.1.2 Immunhistochemie fir die Elektronenmikroskopie

Die immunhistochemischen Farbungen erfolgten ahnlich wie in der Lichtmikroskopie (siehe
2.1.4.2), jedoch mit einigen Unterschieden. Die Vorbehandlung mit Azeton entfiel. Die
Schnitte wurden dann fur 4 Stunden bei Raumtemperatur in 5-% Ziegenserum (in PB)
vorinkubiert, um unspezifische Bindungsstellen im Schnitt abzusattigen, und anschlieRend
mit einem primaren, monoklonalen Antikérper gegen ICAM1 aus der Ratte (Verdinnung
1:1.000 in PB/BSA) (iber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Schnitte wurden nicht an einen
Objekttrager fixiert, sondern schwammen frei in den Lésungen. Die Lagerung erfolgte auf
einem Schitteltisch bei minimaler Umdrehungszahl. Der primare Antikérper wurde dann in
PB/BSA, PB, PB und PB/BSA ausgewaschen und das sekundare, biotinilierte Ziegenserum
gegen Ratten-IgG (Vector) fiir 8 Stunden bei 4°C zugesetzt. Nach erneutem Waschen der
Schnitte in PB/BSA, PB/BSA, PB und PB wurden die Schnitte Uber Nacht mit ABC-Reagenz
bei 4°C inkubiert. Bei Verwendung des Peroxidasesystems mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB),
H20,, CoCl, und NiS0, als Substrate wurde zunachst mit DAB fur 20 Minuten bei
Raumtemperatur ohne H,0, prainkubiert, anschlieend wurde die Peroxidasereaktion in DAB
mit 0,25 g/l CoC1,, 0,2 g/l NiS04 und H»0, (1:3000 verdiinnt) gestartet und schlie3lich nach
15 Minuten in Aqua dest. wieder gestoppt. Fiir weitere 7 Tage wurde das Gewebe bei 4°C in
2-% Paraformaldehyd und 3.0% Glutaraldehyd (in Mg-PBS) nachfixiert, dann in
Dalton-Lésung 1 (1.1 g KoCr204, 0.9 g NaCl und 1 g O04 in 100 ml Aqua dest., mit 1IN KOH
auf pH 7 eingestellt) osmiert, in einer Alkoholreihe dehydriert und in Araldit (Fluka)
eingebettet. Semidiinnschnitte (80 um) wurden zur lichtmikroskopischen Orientierung mit
Toluidin-Blau-Lésung fir 4 Minuten gegengefarbt. Des weiteren wurden der axotomierte
sowie der kontralaterale Ncl. facialis aus dem umliegenden Gewebe herausgeschnitten, in

Agarose eingebettet und mit einem Vibratom in ultradinne 100 nm dicke Praparate
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geschnitten und mit Uranylazetat und Bleizitrat nachkontrastiert. SchlieRlich wurde das
Gewebe mit einem Elektronenmikroskop (Zeiss EM 10 und EM 109) untersucht und

fotografiert.

2.1.6 Quantifizierung der Leukozyten im Nucleus facialis

Die immunhistochemische Farbung von infiltrierenden Lymphozyten in den Ncl. facialis nach
Axotomie erfolgte mit einem Antikorper gegen CD3 mit der ABC/DAB-Technik (siehe Kapitel
2.1.4.2). Fir den Tag 1 wurden pro Versuchstier sieben Schnitte mit einem Abstand von 20
um (Abstand zwischen den Schnitten jeweils 120 ym) und far den Tag 14 zwei Schnitte
(Abstand zwischen den beiden Schnitten jeweils 340 um) verwendet. Die Verwendung einer
héheren Zahl an Gewebsschnitten fir den Tag 1 lag an der viel niedrigeren Zahl von T-
Zellen zu diesem Zeitpunkt nach Axotomie (5.4 +/- 0.6 von CD3 Zellen pro Gewebeschnitt

am Tag 1, 19.0 +/- 1.5 am Tag 14).

2.1.7 Messung von neuronalem Uberleben im Nucleus facialis

Zur Quantifizierung der Zahl der Uberlebenden Motorneurone wurde 60 Tage nach
Fazialisaxotomie der ipsi- und kontralaterale Ncl. facialis entnommen (Kapitel 2.1.4.1) und es
wurden jeweils 45 Gewebsschnitte mit einer Dicke von 20 um in caudo-rostraler
Schnittfihrung angefertigt. Hierbei wurde das Kerngebiet auf seiner gesamten antero-
posterioren Lange von ungefahr 640-700 um erfasst sowie zusatzlich 100 um an den sich
anschlieRenden kaudalen und rostralen Schnittenden. Zur histologischen Farbung wurden
die Praparate uUber Nacht an der Luft getrocknet, anschliefend Uber Nacht mit 4-%
Paraformaldehyd (Merck, Darmstadt, Deutschland) auf dem gelatinierten Objekttrager mittels
kovalenter Bindungen fixiert und dann fur 24 Stunden in 70-% Alkohol entfettet. Die Schnitte

wurden dann fir 10 Minuten mit Toluidinblau (Nissl) gefarbt, durch die Alkoholreihe und Xylol
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entfettet und nach Bedarf auch mehrmals beim entsprechenden Alkoholschritt in 95%
Alkohol/0.1% Eisessig differenziert. Die fertig gefarbten Schnitte wurden in Eukitt eingebettet.
Die Zahl der neuronalen Profile (n) wurde in jedem angefertigten Schnitt mit einer
angenommenen Schnittdicke von 25um (D) bestimmt und mit der Korrektur nach
Abercrombie (Abercrombie, 1946) die Gesamtzahl der Neurone (N) entsprechend des

mittleren Zelldurchmessers (d) nach folgender Formel korrigiert:

N=nxD/(D +d)

Der mittlere neuronale Zelldurchmesser wurde zuvor aus jeweils drei Schnittpraparaten des
Ncl. facialis mit einem Abstand von jeweils 100um und einer Gesamtzahl von 140 bis 220
Neurone auf der operierten Seite und 280 bis 340 Neurone auf der nicht-operierten Seite
bestimmt. Hierzu wurden die mit einer Sony 3 CCD Videokamera (AVT-Horn, Aachen,
Germany) im 24-bit-RGB-Format digitalisierten Bilder in das Bildverarbeitungsprogramm
OPTIMAS 6.2 importiert und die neuronalen Zellprofile unter Verwendung von Mean - 1.5 x
SD-Schwellenwertes detektiert. Der mittlere Zelldurchmesser wurde dann unter

Einbeziehung der mittleren Flache (Area) mit folgender Formel berechnet:

d=V(4xArea/m)

2.2 Mikroglia in Zellkultur

Eine Verminderung der mikroglialen Ramifizierung ist eine Erscheinung, die in vielen
krankhaften Prozessen des Gehirns in Erscheinung tritt und zu einer Transformation in kleine
abgerundete Phagozyten in Anwesenheit von neuronalem Debris fihrt. Die Methode der
Wahl besteht hier in der Kultur von stark ramifizierten Mikrogliazellen auf einem konfluenten

Astrozytenrasen. Hierdurch lasst sich eine hohe Anzahl von ramifizierten Mikrogliazellen
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kultivieren, ohne den hierbei nicht stimulierten Kontrollkulturen unphysiologische Substanzen
(DMSO) oder bekannte Makrophagen-Mitogene (MCSF, GMCSF) beifligen zu mdissen.
Diese Methode wurde erstmals von Sievers beschrieben (Sievers et al., 1994; Schmidtmayer
et al., 1994; Tanaka und Maeda, 1996). In den so angelegten Zellkulturen wurden die
molekularen Mechanismen untersucht, die an der Regulation der Deramifizierung aktivierter
Mikrogliazellen beteiligt sind.

In der folgenden Arbeit wurden Maus-Mikroglia auf Ratten-Astrozyten kultiviert. Im Falle der
Verwendung der urspriinglichen Mikroglia aus der Ratte (3%) in Kokultur mit Astrozyten aus
der Ratte, werden diese von den proliferierenden Astrozyten tberwuchert und auf den Boden
der Kulturflasche gedrlckt, wodurch lhre Gestalt dem eines Spiegeleis ahnelt (Kloss et
al.,1997, 2001). Bei der Verwendung von Mikroglia aus der Maus auf einem konfluenten
Astrozytenrasen hingegen kommt es zum Verbleiben der Mikroglia auf der Oberflache des
Rasens. Die Zellen kdnnen sich ramifizieren und mit Antikérper (z.B. 5C6) gegen spezielle
Mausantigene (aMB2 Integrin) selektiv markiert werden. Hierdurch lassen sich
Differenzierung und Deramifikation einer einzelnen Zellgruppe, die zu einem bestimmten

Zeitpunkt ausgesat wurden, sehr gut erfassen.

221 Anlage der Zellkultur

2211 Primére Astrozytenkultur aus der Ratte

Fir die Kultivierung der Astrozyten wurde die Methode von McCarthy und de Vellis
(McCarthy und de Vellis, 1980) mit leichten Veranderungen verwendet. Neugeborene
Wistar-Ratten wurden gekdpft und das Gehirn entnommen. Die Meningen wurden mit einem
Wattetupfer entfernt. Die Kortizes wurden abprapariert und in Kulturmedium (DMEM, 15-%
FCS, 100 IU/ml Penizillin, 100 ug/ml Streptomyzin) aufgenommen. Die Praparation der Tiere
und Handhabung der Zellen erfolgte unter sterilen Bedingungen. Hierbei wurden nur
sterilisierte oder autoklavierte Instrumente eingesetzt und alle Medien wurden steril filtriert.

Als Kulturmedium wurde DMEM mit 15-% FCS verwendet, dem 100 IU/ml Penizillin und 100
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Mg/ml Streptomyzin zur Infektionsprophylaxe der Zellkulturen zugesetzt wurde. AnschlieRend
wurden die Gehirne durch mehrfaches Aufziehen in einer Pasteurpipette homogenisiert.
Diese Zellsuspension wurde in einer 75 cm® unbeschichteten NUNC (Naperville, IL)
Kulturflasche mit Kulturmedium (DMEM, 15-% FCS, 100 IU/ml Penizillin und 100 pg/ml
Streptomyzin) bei 37 °C in einem Gasgemisch aus Raumluft und 5-% CO, fiir 14 Tage in
einem Inkubator kultiviert. Alle 2 Tage erfolgte ein Medienwechsel.

Nach 14 Tagen hatten die Astrozyten einen konfluenten Zellrasen gebildet. Die noch
vereinzelt auf dem Zellrasen vorhandenen Mikrogliazellen, Oligodendrozyten und Neurone
wurden durch mehrfaches Waschen in DMEM und kraftiges Schitteln entfernt. Die so
gereinigten Astrozyten wurden mit Trypsin (0,25-prozentig in PBS) abgel6st, in einer
Neubauer-Kammer gezahlt und auf eine Vier-Kammer-Platte (NUNC) mit einer
EinzelkammergroRe von 2,2 x 1,1 cm in einer Dichte von 85,000 Astrozyten/Kammer
ausgesat. Die Zellen wurden in Kulturmedium bei 5-% CO0, gehalten und alle 2 Tage erfolgte
ein Mediumwechsel. Nach 4 Tagen waren die Astrozyten zu einem konfluenten Zellrasen
zusammengewachsen und standen fur Kokulturen mit Mikrogliazellen bereit. Die Reinheit
der Astrozytenkulturen wurde immunzytochemisch bestimmt, indem moglicherweise
kontaminierende Oligodendrozyten und Mikroglia aus der Ratte sichtbar gemacht wurden.
Zum Nachweis von Ratten-Mikroglia wurde der 0X42-Antikdrper (Serotec, Wiesbaden) aus
der Maus in einer Verdinnung von 1: 1000 benutzt. Zur Darstellung der Oligodendrozyten
wurde ein Antikdrper gegen Galaktozerebroside (GalC, 1:100) (Sigma, Deisenhofen) aus
dem Kaninchen verwendet. Es fanden sich in den Astrozytenkulturen aus der Ratte

regelmafig weniger als 3% Mikroglia und weniger als 1,5% Oligodendrozyten.

2212 Priméare Mikrogliakultur aus der Maus
Fir die Kultivierung der Mikroglia wurde die Methode von Giulian und Baker (Giulian und
Baker, 1986) in leicht modifizierter Form verwendet. Neugeborene FVB-Mause wurden

dekaptiert, das gesamte Gehirn entnommen, in Kulturmedium (DMEM, 15-% FCS, 100 |U/ml
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Penizillin, 100 ug/ml Streptomyzin) gebracht und durch mehrfaches Aufziehen mit einer
Pasteurpipette homogenisiert. Die Zellsuspension wurde in einer 25 cm® unbeschichteten
NUNC Kulturflasche in Kulturmedium (DMEM, 15-% FCS, 100 IU/ml Penizillin, 100 ug/ml
Streptomyzin) bei 37°C in einem Gasgemisch aus Raumluft und 5-% CO0, fiir 14 Tage
inkubiert. Ein Mediumwechsel fand an den Tagen 7 und 12 statt.

AnschlieRend konnte die Mikroglia nach zweistiindigem Schitteln auf dem Rotator bei 200
rom als Uberstand abgeerntet werden. Die Zahl der Mikroglia wurde in einer
Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Schlie3lich wurden die Mikrogliazellen auf den konfluenten

Astrozytenrasen ausgesat und flir weitere 10 bis14 Tage kultiviert.

2213 Ramifizierte Mikroglia in Kokultur

Ein konfluenter Astrozytenrasen wurde, wie unter 2.2.1.1 beschrieben angelegt, und hierauf
wurde ramifizierte Mikroglia nach einer leicht modifizierten Methode von Sievers kultiviert
(Sievers et al., 1994). Hierfir wurden Mikrogliazellen in einer Dichte von 10.000 Zellen pro
Zellkammer ausgesat. Die Kokulturen wurden 10 Tage lang in Kulturmedium (DMEM, 15%
FCS, 100 IU/ml Penizillin, 100 ug/ml Streptomyzin) bei 37 °C in einem Gasgemisch aus
Raumluft und 5-%-CO0, inkubiert und fir 14 Tage kultiviert. Das Kulturmedium wurde alle 2

Tage gewechselt.

2214 Praparation der Zellmembranen

Fir die Zellmembranpraparation von Gehirn, Niere, Leber, Milz und Skelettmuskel aus der
Maus wurden die entsprechenden Organe von insgesamt zehn erwachsenen FVB Mausen
mit Hilfe eines Mdrsers im Reagenzglas mit dem 10-fachen Volumen eines hypotonischen
Phosphatpuffers (10mM Na,HPO,, pH 7.4) homogenisiert. AnschlieRend konnte das
Zelldebris nach zweimaligem Abzentrifugieren fur jeweils 10 Minuten bei 600 x g verworfen
werden, und der Uberstand erneut fiir zwei Stunden bei 50,000 x g zentrifugiert und dann in

4 ml PBS resuspendiert werden. Schliellich wurde die Proteinkonzentration der jeweiligen
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Membranpraparation mittels BioRad-Proteinassay (Burlingame, CA) auf 2.5 mg/ ml
eingestellt. Zur Identifizierung der Zellen, welche die praparierten Zellmembrane
phagozytieren, wurden die jeweiligen Organpraparationen noch fir weitere zwei Stunden mit
Rhodamine B Isothiocyanate (100 pg/ml) bei 4°C inkubiert und dann fiir mindestens 4x im
Wechsel eine Stunde bei 50,000 x g zentrifugiert und dann in PBS resuspendiert, bis der
Uberstand keine rotliche Ténung mehr zeigte. Dieser Verarbeitungsprozess fiihrt zur
Ausbildung von kovalenten Bindungen zwischen dem Fluoreszenzfarbstoff und den
Zellmembranen. Schlie3lich wurden die mit Fluoreszenzfarbstoff konjugierten Zellmembrane
mit den unkonjugierten Membranpraparationen in ein 1:1 Mischungsverhaltnis gebracht und

Uber einen 5-um Miliporefilter filtriert.

2.2.1.5 Stimulation der Kokulturen mit Zellmembranen

An den Tagen 10 bis 12 wurden die Kokulturen mit filtrierten Zellmembranen (siehe Kapitel
2.2.3) aus dem Gehirn in einer Konzentration von 0.7-300 pg /ml fur eine Dauer zwischen 1
bis 72 Stunden inkubiert. Dies erfolgte zur Bestimmung der Dosis-Wirkungsbeziehung
hinsichtlich der deramifizierenden Wirkung der Gehirnmembrane auf die Mikroglia. Zur
Kontrolle erhielten parallele Kulturen nur Kulturmedium.

In den Versuchen zur Reramifikation der Mikroglia wurde diese zunachst mit 20 ug/mi
Gehirnmembrane fir 48 Stunden inkubiert, dann erfolgte ein zweimaliger Mediumwechsel
(DMEM/FCS) fur jeweils 5 Minuten und eine nochmalige Inkubatiosdauer der Kokulturen
zwischen 1 bis 96 Stunden in diesem Medium.

In einem weiteren Versuch wurde die deramifizierende Wirkung von nicht-biologischen
Stimuli untersucht. Hierfiir wurden die Kulturen mit Fluorobeads (FluoroB), bei welchen es
sich um 1 um groRe Latexkiigelchen handelt, bis hin zu einer maximalen Dosis von 10° x 10°

pro Zellkulturkammer inkubiert. Einen Teil der mit FluoroB inkubierten Kokulturen wurde
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zeitgleich Gehirnmembrane in aufsteigender Dosis zugesetzt, um eine mdgliche

gegenseitige Hemmung zu untersuchen.

2.2.1.6 Stimulation der Kokulturen mit pharmakologisch wirksamen Substanzen

An den Tagen 10 bis 12 wurden die Kokulturen fiir 48 Stunden mit Calcium-lonophore
Calcimycine (A-23187/Sigma), Dibutyryl-cAMP (Sigma), Dibutyryl-cGMP (Sigma), Okadaic
Acid (Sigma), Pertussis toxin (Sigma), Prostaglandin D2 (Sigma), Forskolin (Sigma),
Fibronectin (Sigma), Thrombin (Sigma), Keratansufat (Sigma), Kistrin (Sigma), Echistatin
(Sigma), Flavoridin (Sigma), UTP (Sigma) oder den zyklischen Peptiden CRGDSPASSC/FR-
1,cyclic RG-DdFV, GRGDSP, GRADSP oder GRGDTP (alle von Calbiochem) mit einem
Volumen von 0.5 ml pro Zellkammer inkubiert. Diese Molekile wurden auf ihre Fahigkeit
untersucht, als mogliche Vermittler in der Umwandlung von Mikroglia in Makrophagen zu

fungieren.

2.2.2 Immunzytochemie

2221 Immunzytochemie mit Diaminobenzidin (DAB)

Zur immunhistochemischen Darstellung der spezifischen Antigene auf der Zelloberflache der
Mikroglia wurde das Kulturmedium durch -20°C kaltes 50%-Methanol (in H,0 bidest.) ersetzt
und die Kulturen wurden fiir 30 Minuten bei 4°C fixiert und in Phosphat-Puffer (PB)
gewaschen. Wahrenddessen wurden die Kammeraufbauten von den Objekttragern der
verwendeten Vier-Kammer-Platten entfernt. Dann wurden die Zellen 5 Minuten durch
Fixation in 4% Paraformaldehyd (in PB gel6st) kovalent an den Objekttrager gebunden und
fur weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur in 5% Ziegenserum inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen abzusattigen. Anschlie®end wurde das Serum abgenommen und den
Kulturen zur Detektion der aMR2-Integrine der primare Antikérper 5C6 (Serotec, Wiesbaden,
Deutschland) aus der Ratte verdunnt in PB/BSA (PB mit 1 g/L BSA) zugesetzt. Die Kulturen

wurden Uber Nacht bei 4°C inkubiert, dann in PB/BSA, PB und PB gewaschen und
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schlieBlich in PB/BSA gesammelt. Zur weiteren Markierung wurde ein biotinilierter,
sekundarer Antikérper aus Ziege gegen Ratten-IgG zugegeben (1:100 in PB/BSA; Vector,
Wiesbaden , Deutschland). Nach 1 Stunde Inkubation bei Raumtemperatur wurden dann die
Antikérper grindlich in PB/BSA, PB/BSA, PB und PB ausgewaschen um schlieRlich das
gesuchte Antigen mit dem Avidin-Biotin-Peroxidasesystem sichtbar zu machen. Dazu
wurden die Kulturen mit ABC (1:125 verdlinnt) fir eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Das ABC wurde dann in PB, PB und PB ausgewaschen und die Kulturen wurden in
PBS gesammelt. Jetzt wurde die Reaktion durch Zusatz von geldsten 3,3'-Diaminobenzidin
(DAB) als Substrat unter Reduktion von H,0, (0.01 % fur 5 Minuten) gestartet, nach 5
Minuten durch Aqua dest. abgestoppt und die Schnitte in Aqua dest. gewaschen. Hierbei
wurde ein unléslicher rot-braunlicher Niederschlag sichtbar. Alle Kulturen wurden
abschliefend in einer Alkoholreihe (Ethanol 70%, 70%, 90%, 95%, 100%, 100%;
Isopropanol 100%, 100%; Xylol 100%, 100%) entfettet und mit KAISERS Glyceringelatine
eingebettet. Die Praparate wurden dann mit einem Zeiss Axiophot Mikroskop mit einem 20 x
Objektiv und einem Leica Silverscan 3.1 Scanner aufgenommen. Die Auflosung betragt
2,570 x 2,570 Bildpunkte und liefert pro Bildpunkt (Pixel) einen Farbwert im 8-Bit
RGB-Format. Das digitalisierte Bild wurde mit Hilfe eines Computers und einer Image
Technology OFG Karte (VP-1 100-768) in das Bildverarbeitungsprogramm OPTIMAS

eingelesen.

22.2.2 Immunzytochemische Fluoreszenz-Doppelmarkierungen

Zur zellularen Darstellung der Fluorobeats oder der mit Rhodamin markierten
Gehirnmembrane kamen Fluoreszenz-Doppelmarkierungen zum Einsatz. Hierfir wurden
Antikérper gegen das aMB2-Integrin als Marker fir die Mikroglia und Antikérper gegen das
saure Gliafaserprotein (GFAP) als Astrozytenmarker verwendet. Flir immunhistochemische

Doppelmarkierungen wurden die Zellkulturkammern zunachst wie unter 2.2.2.1 beschrieben
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behandelt, jedoch erfolgte die Prainkubation mit 5% Esel-Normalserum in PB. Die Schnitte
wurden simultan mit den primdren monoklonalen Antikdrpern iiber Nacht bei 4°C inkubiert
(siehe Tabelle 6) und dann in PB/BSA, PB, PB und PB/BSA gewaschen. Anschlielend
erfolgte eine Inkubation mit dem entsprechenden Fluoreszein-5-Isothiocyanat (FITC)-
konjugierten Antiserum gegen Ratten- oder Hasen-IgG (1:100 in PB/BSA) aus der Ziege flr
eine Stunde bei RT (siehe Tabelle 7). Nach erneutem Waschen in PB/BSA, PB, PB und PB
wurden die Schnitte mit einem tertiaren FITC-konjugierten Antiserum gegen Ziegen-IgG
(1:100 in PB/BSA) aus dem Esel fur 2 Stunden bei RT inkubiert und nochmals in PB/BSA,
PB, PB und PB gewaschen. SchlielRlich wurden die Schnitte mit Vectashield eingedeckelt
und bei 4°C in der Dunkelheit bis zum weiteren Gebrauch aufbewahrt. Die resultierenden
digitalen Mikrographien mit einer Grofle von 1024 x 1024 Pixel pro Bild wurden mit einem
konfokalen Laser-Mikroskop (TCS 4D, Leica) unter Verwendung eines 40x, 63x oder 100x
Objektives gemacht. Die Identifikation der sich grinlich darstellenden FITC-Fluoreszenz
erfolgte bei einer Anregungswellenlangen von 488 nm. Die Rhodamin-Fluoreszenz stellte
sich bei einer Anregungswellenldnge von 568 nm rot dar. Die Emissionsspektren der FITC-
und Rhodamin-Fluoreszenz wurden durch entsprechende Filter aufgetrennt und ihre

Intensitat von getrennten Fotodetektoren simultan gemessen (Lichtwerte 0-255).

223 Quantifizierung der Deramifikation der Mikroglia

Die Mikroglia konnte anhand der aMB2-Immunzytochemie identifiziert werden. Als
ramifizierte Mikroglia wurden Zellen mit wenigstens zwei Fortsatzen gewertet, die wenigstens
einen halben Zellkérper lang sein mussten, wobei mindestens ein Fortsatz langer war
verglichen mit dem Durchmesser des Zellkdrpers (Tanaka und Maeda, 1996; Kloss et al.,
1997). Als nicht-ramifizierte Zellen wurden die Zellen gewertet, welche diese Kriterien nicht
erfillten. Fur jede Kammer eines Objekttragers wurde die Zahl der nicht-ramifizierten Zellen
in wenigstens vier zufallig gewahlten Gesichtsfeldern mit insgesamt wenigstens 120 5C6-

positven Zellen und einer Objektivvergroflerung von 20x ausgewertet. Das Verhaltnis der
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Zahl aller ramifizierten Mikrogliazellen zu den nicht-ramifizierten Mikrogliazellen wurde mit
Mittelwert und Standardabweichung von jeweils drei identisch behandelten

Zellkulturkammern bestimmt und graphisch aufgetragen.
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2.3 Material

231 Antikorper, Seren, Immunreagentien

Tabelle 5. Primare monoklonale Antikdrper

Antigen Wirt  Spezifitat/ Klon Verd. Azeton Hersteller, Herkunft

a5 Integrin  Maus Ratte BMA5 1:2.000 -  Chemicon, Temecula, CA, USA
a5 Integrin  Maus Ratte 5H10-27 1:2.000 - Pharmingen, San Diego, CA, USA
06 Integrin  Maus Ratte MAG6 1:1.000 + Chemicon, Temecula, CA, USA
06 Integrin  Maus Ratte GoH3 1:3.000 + Serotec, Kidlington, England

alL Integrin Ratte Maus/M 1714 1:300 - Pharmingen; San Diego, CA, USA
oM Integrin  Ratte Maus/5C6 1:6000 +  Serotec; Kidlington, England
aMB2 Integrin Ratte Maus/OX42 1:1000 - Serotec; Kidlington, England

oX Integrin  Hamster Maus/N418 1:100 + Endogen; Woburn, CA, USA

B7-2 Ratte Maus/GL-1 1:3000 + Pharmingen; San Diego, CA, USA
CD3 Ratte Maus/28001D 1:2000 + Pharmingen; San Diego, CA, USA
GFAP Ratte Maus/zym13-0300 1:100 +  Zymed, Bad Homburg, BRD
ICAM-1 Ratte Maus/KAT-1 1:6000 + Serotec; Kidlington, England
MHC-1 Ratte Maus/ER-HR52 1:100 + Dianova; Hamburg, BRD

Tabelle 6. Priméare polyklonale Antikérper

Antigen Wirt  Spezifitat/ Klon Verd. Azeton Hersteller, Herkunft
CGRP Kaninchen Ratte 1:400 + Peninsula; Belmont CA, USA
Galanin Kaninchen Ratte 1:400 + Peninsula; Belmont CA, USA
GalC Kaninchen 1:100 Sigma, Deisenhofen, BRD

GFAP Kaninchen Rind 1:5000 + Dako; Hamburg, BRD

IBA1 Kaninchen Maus 1:400 + Dr. Imai, Tokyo, Japan

Laminin Kaninchen Maus 1:1000 + Dianova; Hamburg, BRD

MCSFR Kaninchen Maus 1:6000 + UBI, Lake Placid, NY, USA

TSP Kaninchen Maus 1:6000 + Alexis, Grunewald, BRD
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Tabelle 7. Sekundére Antikorper

Spezifitat Wirt Konjugat Verd. Hersteller,- Herkunft

lg, Hamster Ziege Biotin 1:100 Dianova; Hamburg, BRD
Ig, Hamster Ziege FITC 1:100 Dianova; Hamburg, BRD
Ig, Kaninchen Ziege Biotin 1:100 Vector; Wiesbaden, BRD
Ig, Kaninchen Esel Biotin 1:100 Dianova; Hamburg, BRD
IgG, Maus Pferd Peroxidase 1:400 Vector; Wiesbaden, BRD
Ig, Ratte Ziege Biotin 1:100 Vector; Wiesbaden, BRD
Ig, Ratte Ziege FITC 1:100 Sigma; Deisenhofen, BRD
Ig, Ziege Esel FITC 1:100 Dianova; Hamburg, BRD
Normalseren

Wirt Hersteller,- Herkunft
Esel Vector; Wiesbaden, BRD
Ziege Vector; Wiesbaden, BRD
Maus Sigma; Deisenhofen, BRD
Pferd Vector; Wiesbaden, BRD
Weitere Reagentien

Produkt Firma Herkunft

DePeX (Gurr®) BDH Lab.S. Pool, England

DMEM Life Tech. Eggenstein, BRD

DTT Merck Darmstadt, BRD
KAISERS Glyzeringelatine Merck Darmstadt, BRD

OCT Sakura Zoechterwoude,NL
Tyramin, biotiniliert Dupont

VectaShield Vector Wiesbaden, BRD
Vectorstain® ABC Kit Vector Wiesbaden, BRD
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2.3.2 Losungen, Puffer

Barnett-Fixativ:
0,5% Gluteraldehyd, 50 mM Na-Cacodylat, 250 mM D-Glucose Monohydrat, Mit H3P0, auf
pH 7,4 titriert

Diaminobenzidin/H,0, (DAB/ H,0,):
0,5 g/l Diaminobenzidin, 0,01% H,0,

Elektronen-Mikroskopie-Phosphat- gepufferte Salz Losung (EM-PBS):
10 mM Na;HPOQO,, 10 MM MgCl,, 8,4 g/l NaCl, Mit H;P0,4 auf pH 7,4 titriert

EM-Perfusionsfixativ (EM-FA):
40 g/l Paraformaldehyd, warm in in NaOH gelést, mit H;P0, auf pH 7,4 titriert, 10 mM
Na,HPO,, 10 mM MgCl,, 8,4 g/l NaCl, gefiltert

Gefrierschutz-Saccharose Lésung:
30% Saccharose, 10 mM Na,HPQO,4, mit H;P04 auf pH 7,4 titriert

Gelatine Losung:

0,5 g/l Gelatine in bi-distilliertem Wasser

Kulturmedium:
Dulbeccos Modifiziertes Eagle Medium (DMEM) mit 15% fotales Kalberserum (FCS), 100
IU/ml Penizillin, 100 pg/ml Streptomyzin

PB / BSA:
1 g/l Rinderserum-Albumin in PB
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Perfusionsfixativ (FA):

40 g/l Paraformaldehyd, warm in NaOH gelost, mit H;P04 auf pH 7,4 titriert, 10 mM Na,HPOy,,
8,4 g/l NaCl gefiltert

Phosphat-Puffer (PB):
100 mM Na,HPO,, mit H;P0, auf einen pH von 7,4 titriert

Phoshat-gepufferte Kochsalzlésung (PBS):
10 mM Nay;HPQ,, 8,4 g/l NaCl, Mit H3P0, auf pH 7,4 titriert

Post-Fixierung:
1 Teil Perfusionsfixativ, 3 Teile PBS (1 % FA Final-Konzentration)
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2.3.3 Kulturmedien und —zusatze

Produkt Firma Herkunft

ATP (Adenosintriphosphorsaure) Sigma Deisenhofen, BRD
Calcium lonophore Calcimycine (A-23187) Sigma Deisenhofen, BRD
cyclic RG-DdFV (Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val) Calbiochem Bad Soden, BRD
Dibutyryl-cAMP (N°:2'-O-Dibutyryl- Sigma Deisenhofen, BRD
adenosin-3":5"-zyklisches Monophosphat)

Dibutyryl-cGMP Sigma Deisenhofen, BRD
Dulbeccos Modifiziertes Eagle Medium GIBCO Tulsa, OK, USA
Echistatin Sigma Deisenhofen, BRD
Fibronectin Sigma Deisenhofen, BRD
Flavoridin Sigma Deisenhofen, BRD
Fluorosphere Latex Beads Molecular Probes Eugene, OR, USA
Forskolin Sigma Deisenhofen, BRD
FR-1 (H-Cys-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro-Ala-Ser-Ser-Cys-OH) Calbiochem Bad Soden, BRD
GRADSP (H-Gly-Arg-Ala-Asp-Ser-Pro-OH) Calbiochem Bad Soden, BRD
CRGDSPASSC (=cyclo-1) Calbiochem Bad Soden, BRD
GRGDTP (H-Gly-Arg-Gly-Asp-Thr-Pro-OH) Calbiochem Bad Soden, BRD
GRGDSP (H-Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro-OH) Calbiochem Bad Soden, BRD
Kalberserum, fotales GIBCO Tulsa, OK, USA
Keratansufat Sigma Deisenhofen, BRD
Kistrin Sigma Deisenhofen, BRD
Kulturflaschen NUNC Naperville, IL, USA
Okadaic Acid Sigma Deisenhofen, BRD
Penizillin Sigma Deisenhofen, BRD
Pertussistoxin Sigma Deisenhofen, BRD
Petrischalen NUNC Naperville, IL, USA
Prostaglandin D2 Sigma Deisenhofen, BRD
Rhodamine B Isothiocyanate Sigma Deisenhofen, BRD
Streptomyzin Sigma Deisenhofen, BRD
Thrombin Sigma Deisenhofen, BRD
UTP (Uridintriphospat) Sigma Deisenhofen, BRD

Vier-Kammer-Kulturobjekttrager, Permanox NUNC

Naperville, IL, USA
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234 Chemikalien

Produkt Firma Herkunft
ABC-Kit Vector Wiesbaden,BRD
Araldit FLUKA Basel, Schweiz
Azeton Merck Darmstadt, BRD
Azur 11 Merck Darmstadt, BRD
Bleizitrat Leica Bensheim, BRD

D-19 Entwickler

Diaminobenzidin (3-3'-Diaminobenzidin)

Diethylether

Ethanol

Paraformaldehyd

Gelatine

Glutaraldehyd

Isopropanol

Perhydrol (H20,)
Kobaltchlorid (CoCly)
Kochsalz (NaCl)
Methylenblau
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogenphosphat
Nickelsulfat (NiS0,)

NTB2 Filmemulsion
Tribromethanol
Rinderalbumin
Saccharose

Tetanal fixative
Uranyl-Azetat

Xylol

Eastman Kodak
Sigma,

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Eastman Kodak
Sigma

Sigma

Merck

Eastman Kodak
Leica

Merck

Rochester,NY, USA

Deisenhofen

Darmstadt, BRD
Darmstadt, BRD
Darmstadt, BRD
Darmstadt, BRD
Darmstadt, BRD
Darmstadt, BRD
Darmstadt, BRD
Darmstadt, BRD
Darmstadt, BRD
Darmstadt, BRD
Darmstadt, BRD
Darmstadt, BRD
Darmstadt, BRD

Rochester,NY, USA
Deisenhofen, BRD
Deisenhofen, BRD

Darmstadt, BRD

Rochester,NY, USA

Bensheim, BRD
Darmstadt, BRD
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3. Ergebnisse

3.1 MCSF im verletzten Nervensystem

Das Glykoprotein MCSF, ein Homodimer mit einem Molekulargewicht von 45-90 kDA, ist ein
potentes Mitogen fir monozytare Vorlauferzellen (Roth et al., 1992), amdboide Makrophagen
des Gehirns (Giulian et al., 1988; Sawada et al., 1990) sowie fir ramifizierte Mikroglia (Kloss
et al., 1997). Wahrend der posttraumatischen Zellproliferation der Mikroglia im Rahmen von
verschiedenen pathologischen Veranderungen des Gehirns kommt es zu einer selektiven
und starken Induktion des MCSF-Rezeptors (MCSFR) auf diesen Zellen (Raivich et al.,
1998b; Du Yan et al., 1997; Hulkover et al., 1993).

MCSF-defiziente osteopetrotische Mause gewahren wichtige Einblicke flir die Rolle dieses
Zytokins im verletzten ZNS. Hier kommt es durch eine natirliche ,frame shift"-Mutation im
Anfangsteil des kodierenden Bereiches im MCSF-Gen auf dem Chromosom 5g33.1 (Yoshida
et al., 1990) zu einem vollstandigen Fehlen dieses Wachstumsfaktors (Wiktor-Jedrzejczak et
al.,1990). Nach Fazialisaxotomie flhrt diese Defizienz bei den homozygoten op/op-Tieren zu
einer 70 bis 80% Reduktion der mikroglialen Proliferation, verglichen mit den phanotypisch
normalen Kontrollen (Raivich et al., 1994). Bisher war jedoch unklar, wie die Regulation
dieses proinflammatorischen Zytokines an den morphologischen Veranderungen der

Mikroglia nach Verletzungen des ZNS beteiligt ist.

3.1.1 Morphologische Veranderungen der Mikroglia bei MCSF-defizienten Tieren

Das Fehlen von MCSF in den homozygoten, osteopetrotischen Mausen (op/op) fuhrte zu
einer Reihe von Veranderungen der Mikroglia im normalen Gehirn und in der frihen
mikroglialen Antwort nach Verletzung. In den phenotypisch normalen Mausen kam es nach
Axotomie des N. facialis zu einer schnellen Zunahme der Zahl von Mikroglia im axotomierten
Kerngebiet. Im Vergleich zu der unoperierten Seite gab es eine starke, ungefahr dreifache

Zunahme der mikroglialen Zellzahl am Tag 3 (Abb. 7), bei Nachweis der Immunoreaktivitat
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ABBILDUNG (7). Imnmunfluoreszenz-Doppelmarkierung gegen das aMRB2-Integrin (aMRB2; griin) und den
Rezeptor fiir MCSF (MCSFR; rot). Mikrogliale Antwort im motorischen Fazialiskern der Maus 3 Tage nach
Axotomie (3ax) in normalen (nl) und in MCSF-defizienten Mausen (op/op), im Vergleich zum unoperierten,
kontralateralen Fazialiskern (co). Die Kolokalisation beider Marker stellt sich in gelber Farbe dar (R+G; rechte
Spalte). In normalen Mausen fiihrt die Fazialisaxotomie (nl-3ax) zur deutlichen Proliferation der aMR2-positiven-
Mikroglia und zu einer starken Zunahme der MCSFR und aMR2-Immunreaktivitdt, verglichen mit der
kontralateralen Seite (nl-co). Die op/op Tiere zeigen eine verminderte aMR2-Immunreaktivitat der Mikroglia im
gesamten Gehirn, und ebenfalls im kontralateralen Nucleus facialis (op-co). In den MCSF-defizienten Mausen
zeigt sich nach Axotomie eine verminderte Zunahme der Immunoreaktivitat fir den MCSFR und der Zahl an
Mikroglia (op-3ax). MaRstabsbalken = 200 pm.
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Galanin

ABBILDUNG (8). Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung gegen das aMRB2-Integrin (aMB2; griin) und CGRP
oder Galanin (rot). Mikrogliale Bindung an die axotomierten Neurone (CGRP/Galanin; rot) im motorischen
Fazialiskern der Maus 4 Tage nach Axotomie in normalen (nl) und in MCSF-defizienten Mausen (op/op). In
normalen Mausen kommt es zur ausgedehnten breitbasigen Bindung der zahlreich aktivierten aMR2-positiven-
Mikroglia an die axotomierten Neurone. Die op/op Tiere zeigen nur vereinzelte Kontakte zu den Neuronen und
keine Ausdehnung auf deren Oberflache. MaRstabsbalken = 10 pm.

fur das aMpB2-Integrin, einem konstitutiv exprimierten Zellmarker fur Mikroglia (Perry et al.,
1985; Raivich et al., 1994). Im Vergleich zu den normalen Tieren war die Zahl der aMp2-
positiven Mikroglia in den op/op Mausen geringer und wies grofiere zellulare Auslaufer im
unverletzten Gehirn auf, mit einer deutlich geringeren Zunahme der mikroglialen Zellzahl
nach Axotomie (Abb. 7). Beide Beobachtungen sind in Einklang mit einer vorhergehenden

Studie, die bei MCSF-defizienten Tieren eine 40% Verringerung der mikroglialen Zellezahl im
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ABBILDUNG (9). Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung fiir die kostimulatorischen Faktoren ICAM-1, B7.2,
aXB2-Integrin (ICAM-1, B7.2, aXB2; griin) und IgG-positiver Mikroglia (IgG; rot). Mikrogliale Antwort im
motorischen Fazialiskern der Maus 14 Tage nach Axotomie (14ax) in normalen (nl) und in MCSF-defizienten
Mausen (op/op), im Vergleich zum unoperierten, kontralateralen Fazialiskern (co). Die Kolokalisation der
jeweiligen Marker mit IgG-positiver Mikroglia stellt sich in gelb-oranger Farbe dar. Die op/op Tiere zeigen keine
veranderte Expression dieser spaten mikroglialen Aktivierungsmarker. Im kontralateralen Ncl. facialis findet sich
nur eine sehr niedrige Expression der kostimulatorischen Faktoren. Zusatzlich findet sich ICAM-1
Immunreaktivitat auf dem Gefalkendothel (V). MaRstabsbalken = 10 ym.
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ABBILDUNG (8). Ultrastrukturelle Lokalisation der ICAM-1-Immunoreaktivitdt auf mikroglialen Nodulen im
regenerierenden Ncl. facialis bei MCSF-defizienten (A,B) und normalen Mausen (C). Die Elektronenmikrographie
zeigt 14 Tage nach Axotomie eine starke membrandse ICAM-1-Immunoreaktivitdt auf mikroglialen Zellen (M),
adharierenden Lymphozyten (L) und der luminalen Oberflaiche der GefalRendothelzellen (V). B: Ausgepragte
Kontakte zwischen einem Lymphozyten und einem mikroglialen Prozess, welcher zahlreiche phagosomale
Nukleolen enthalt (Pfeile). C: In der normalen Maus zeigen die von Mikroglia umgebenden Nodulen ebenfalls eine
grofe Menge an neuronalem Debris (ND). Die Lymphozyten zeichnen sich durch einen eingefalteten Zellkern und
ein elektronendurchlassiges Zytoplasma aus. Maf3stabsbalken = 1.0 ym.
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normalen Fazialiskern und eine 70-80% Abnahme der Proliferation der Mikroglia nach
Verletzung zeigen konnte (Raivich et al., 1994).

Besonders auffallig waren die Unterschiede im Adhasionsverhalten zwischen den MCSF-
normalen und MCSF-defizienten Mikroglia nach Fazialisaxotomie. Normale aktivierte
mikrogliale Zellen adharierten an verletzte Motoneurone und brachten ihren Zellkdrper an die
Oberflache dieser CGRP- oder Galanin-positiven Neurone (Abb. 8). Das Maximum dieser
Mikroglia-neuronalen Adhasion lag zwischen Tag 4 und Tag 7 nach Axotomie. Auch bei den
MCSF-defizienten Tiere, konnte man Mikroglia-neuronale Kontakte beobachten (Abb. 8).
Allerdings brachte die Mikroglia ihren Zellkorper nicht in direkte Apposition zu der Oberflache
der verletzten Neurone. Statt dessen beschrankte die MCSF-defiziente Mikroglia ihre
neuronalen Kontakte auf eine kleine Anzahl von fokalen Adhasionsstellen.

Im Rahmen des neuronalen Zelltodes, mit einem Maximum am Tag 14, kommt es zu einer
Umwandlung der benachbarten Mikroglia in phagozytotische Zellen, die neurales Debris
entfernen und so genannte mikrogliale Knoétchen ausbilden (Abb. 9, 10). Zu diesem und
spateren Zeitpunkten sah man hier keinen auffallenden Unterschied in der Zahl oder Form
der phagozytotischen mikroglialen Knétchen zwischen den MCSF-defizienten, op/op Tieren

und den phanotypisch normalen Mausen.

3.1.2 Quantitative Veranderungen der mikroglialen Adh&dsionsmolekiille und
anderer Aktivierungsmarker
Mikrogliale Aktivierung im axotomierten Fazialiskern erfolgt durch eine Reihe von Schritten
(siehe Abbildung 2, Seite 8) aus der ruhenden Mikroglia (Stadium 0), mit der initialen
Aktivierung (Stadium 1, Alarm), Zielfindung und Adhasion (Stadium 2), Phagozytose in
Anwesenheit von neuralem Debris (3a) und Aktivierung der umgebenden, nicht-
phagozytischen Mikroglia (3b). Wie in vorhergehenden Studien gezeigt werden konnte,
werden diese verschiedenen Aktivierungzustande durch verschiedene spezifische Antigene

auf der Mikroglia definiert, die mit Hilfe der Immunreaktivitat gegen aMB2, Maus IgG oder
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IBA1 und einer doppelten Immunnfluoreszenz flir die passende Aktivierungsmarker
quantitativ bestimmt werden kénnen (Werner et al., 1998; Kloss et al., 1999).

Bei der ruhenden nicht-aktivierten Mikroglia kam es in den MCSF-defizienten op/op-Tieren,
verglichen mit den phanotypisch normalen Kontrollen, bei IBA1 zu einer deutlichen, 50%
Abnahme der quantitativen Immunreaktivitdt im unverletzten, kontralateralen Fazialskern
(Abbildung 11), wie auch in benachbarten Teilen des Gehirns. Alle anderen hier
gemessenen mikroglialen Marker zeigten keine signifikanten Veranderungen im unverletzten
Fazialiskern zwischen den MCSF-defizienten und normalen Tieren (Abbildungen 11,12).

Die frihe mikrogliale Aktivierung nach Fazialisaxotomie ist durch die Induktion von aMB2,
TSP und IBA1 innerhalb der ersten 24 Stunden nach Verletzung gekennzeichnet. Wie in
Abbildungen 11A-C und 12 gezeigt, weist die quantitative Immunfluoreszenz fir diese drei
Marker deutlich niedrigere Werte im axotomierten Kerngebiet der op/op Mause auf.

Nach der initialen Aktivierung kommt es zu der Adhasion der Mikroglia an die verletzten
Neuronen 3-4 Tage nach Axotomie. Dieser Vorgang wird durch die Expression der
mikroglialen Adhasionsmolekile a5B1-Integrin, a6B1-Integrin und des MCSF-Rezeptors
begleitet (Raivich et al., 1998a; Kloss et al., 1999). Die meisten dieser mikroglialen Marker
waren im axotomierten Kerngebiet der op/op Mause verringert.

Wie in Abbildung 11 gezeigt wird, gab es eine statistisch signifikante Verminderung in der
Zunahme der Zahl der MCSF-Rezeptoren am Tag 3 (Abb. 11F) und des a5B1-Integrins am
Tag 4 (Abb. 11H). Das mikrogliale a6p1-Integrin war ebenfalls reduziert, wobei die Abnahme
nicht statistisch signifikant war (Abb. 111). Die Abnahme der Immunreaktivitat fir TSP (Tag 3)
und Maus IgG (Tag 4) war in den MCSF-defizienten Tieren signifikant (Abb. 11D,11G).

Der Untergang von verletzten Motoneuronen, mit einem Maximum am Tag 14 nach
Verletzung (Moller et al.,, 1996), flihrt zu einer weiteren Umwandlung der benachbarten
Mikroglia in phagozytotische Zellen, die mikrogliale Kndtchen bilden (Abb. 9, 10). Dies ist von
einer Umgebungsaktivierung der umliegenden nicht-phagozytotischen Mikroglia begleitet, die

grole Mengen von TSP, B7.2, ICAM1 und des aMp2-Integrins exprimieren (Raivich et al.,
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Abbildung (11). Quantitative Einflisse von MCSF-Defizienz auf mikrogliale Aktivierungsmarker am Tag 1
(A-C), Tag 3 (D-F), Tag 4 (G-I) und Tag 14 (J-L). Verglichen wurden normale (nl) und MCSF-defiziente Mause
(op/op) nach Fazialisaxotomie. Es zeigt sich am Tag 1 ein statistisch signifikanter Anstieg der Immunoreaktivitat
far TSP, aMR2 und IBA1 (%;P < 0.05, ungepaarter t-test; n = 3-8 Tiere pro Gruppe). Am Tag 3 und 4 ein
statistisch signifikanter Anstieg der Immunoreaktivitat fur die mikroglialen Marker (TSP, MCSFR, IgG, a531). Ein
nicht signifikanter Anstieg zeigte sich fur aM32 und a631 am Tag 3 und 4, sowie fir die Marker aMR2, TSP, B7.2
am Tag 14. Der Farbefaktor wurde mit dem DIFF-RISC-Algorithmus bestimmt. Dargestellt sind jeweils der
axotomierte Ncl. facialis (schwarzer Balken) und die contralaterale Seite (weilRer Balken).
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ABBILDUNG (12). Adhésionsmolekule in der frihen Phase der mikroglialen Aktivierung.
Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung auf Mikroglia fur TSP (griin) mit aMR2 (rot) am Tag 1 sowie fir a5R1und
a6lR1 (grin) mit mikroglialer Maus-IgG (rot) am Tag 4. Die mikrogliale Antwort im motorischen Fazialiskern der
Maus an den Tagen 1 und 4 Tage nach Axotomie (ax) fiihrt in den normalen (nl) Tieren zu einer deutlichen
Zunahme der Immunoreaktivitat fiir die Adhasionsmolekile TSP, a5R1 und a6R1 auf der aktivierten Mikroglia. In
MCSF-defizienten M&usen (op/op) sind die Zunahme und morphologischen Veranderung dieser Marker deutlich
schwacher ausgepragt. Alle drei Adhasionsmolekiile (TSP, a5R1, a6R1a) finden sich auch in der Regel auf den
Gehirngefaflten (V). Mal3stabsbalken = 10 ym.
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1999). Mit ungefahr 50 Zellen in den op/op-Tieren und 200 Zellen in den Kontrolltieren pro
Gewebeschnitt am Tag 14, sind diese aktivierten Zellen bei weitem zahlreicher als die
mikroglialen Kndtchen (2-3 pro Gewebeschnitt) und bilden somit einen Grofteil der
gesamten mikroglialen Immunreaktivitat. Im Gegensatz zur friihen und mittleren Aktivierung
(Phase 1,2) war die quantitative Zunahme in der Immunreaktivitat der mikroglialen Marker fr
TSP, B7.2, und aMB2 im axotomierten Ncl. facialis am Tag 14 in den MCSF-defizienten
Tieren nicht signifikant verschieden von der in den phanotypisch normalen Kontrollen (Abb.

11J-L).

3.1.3 Zellulére Lokalisation des MCSF-Rezeptors

Um die moglichen Ziele von MCSF im verletzten zentralen Nervensystem zu prifen, wurde
eine Doppelimmunofluoreszenzfarbung des MCSF-Rezeptors (MCSFR) im axotomierten
Fazialiskern 14 Tage nach Durchtrennung des Nerv mit unterschiedlichen, Zelltyp-
spezifischen Markern durchgeflhrt. Mikrogliale Zellen wurden mit aMB2, Astrozyten mit
GFAP und T-Zellen mit CD3 markiert. In der Abbildung 13 A,B zeigt sich, dass nur auf der
aMB2-positiven Mikroglia eine Immunreaktivitat fir den MCSFR nachgewiesen werden
konnte. Die meisten mikroglialen Knétchen waren stark MCSFR-positiv, aber es gab auch
eine Unterklasse von aMp2-positive Knétchen, die keine Immunreaktivitat fir den MCSFR
zeigten (Abb. 13A). Neurone und GFAP-positive Astrozyten waren durchgehend MCSFR-
negativ (Abb. 13B, C). Dieses Fehlen der MCSFR Immunoreaktivitat traf auch auf die CD3-
positiven T-Zellen zu, die an den MCSFR-positiven mikroglialen Knétchen hafteten (Abb.

13D).
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ABBILDUNG (13). Zellulédre Lokalisation der MCSF-Rezeptor-lmmunreaktivitdt (MCSFR; rot) im Nucleus facialis
14 Tage nach Axotomie. Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung fir Mikroglia (aMR2), Astrozyten (GFAP), und T-
Zellen (CD3) in griiner Farbe. Die Kolokalisation der Mikroglia (A,B) mit der MCSF-Immunreaktivitat stellt sich in
gelber Farbe dar (R+G; rechte Spalte). Astrozyten (C) und T-Zellen (D) weisen keine Immunoreaktivitat fir den
MCSF-Rezeptor auf. Die Mehrheit der mikroglialen Nodule ist stark MCSFR-positiv (A; Pfeile), wobei einige keine
MCSFR-Immunreaktivitat aufweisen (A; Pfeilkopf). CD3-positive Lymphozyten adherieren an MCSFR-positive
Nodule (D). Maf3stabsbalken = 250 uym (A). MaRstabsbalken = 5 ym (B-D).
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3.14 Rekrutierung von Lymphozyten nach Fazialisaxotomie

Die Fazialisaxotomie fuhrt zu zwei unterschiedlichen Phasen der Infiltration von T-
Lymphozyten in das verletzte Kerngebiete. In der ersten Phase kommt es 1-4 Tage nach
Verletzung zu einer maligen Erhéhung der Lymphozytenzahl; um in einer zweiten Phase zu
einer viel starkeren Zunahme mit einem Maximum am Tag 14 zu fuhren (Raivich et al.,
1998b).

Wie in Abbildung 14 gezeigt wird, fuhrte der MCSF Mangel in den op/op Mausen zu eine
geringeren Zunahme der Zahl an CD3-positiven T-Zellen am Tag 1, mit einer 60%
Verringerung der Differenz zwischen axotomierter und kontralateraler Seite (P<0.01 im
zweiseitig-ungepaarten T-Test). Die Infiltration der CD3-positiven Zellen auf der

unoperierten, kontralateralen Seite wurde durch den MCSF Mangel nicht beeinflusst.
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Abbildung (14). Leukozyten-Rekrutierung im Nucleus facialis an den Tagen 1 und 14 nach Axotomie bei
MCSF-defizienten Tieren (op) und Kontrollen (nl). Links: Gesamtzahl der CD3-positiven T-Zellen pro
Schnittpraparat des Ncl. facialis. Dargestellt sind jeweils der axotomierte Ncl. facialis (schwarzer Balken) und die
kontralaterale Seite (weiler Balken). Rechts: Differenz (=diff) zwischen axotomierten Nucleus facialis (schwarzer
Balken) und der kontralateralen Seite (weil3er Balken). In den MCSF-defizienten Mausen (op/op), zeigt sich am
Tag 1 eine 60% Reduktion der Invasion der CD3-positiven T-Zellen verglichen mit normalen Mausen (nl). Am Tag
14 besteht kein statistisch signifikanter Unterschied in der Rekrutierung von Leukozyten zwischen MCSF-
defizienten Tieren und Kontrollen (P < 0.01, ungepaarter t-test; n (Tag 1) = 9 Tiere pro Gruppe, n (Tag 14) = 9
Tiere pro Gruppe).
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Am Tag 14 kam es zu einer weiteren Zunahme der Zahl an infiltrierenden CD3-positiven
Zellen in den axotomierten Fazialiskern (ungefahr 3.5x gréfier als am Tag 1). Hier kam es
allerdings zu keiner statistisch signifikanten Verringerung der T-Lymphozyten in den op/op

Tieren, verglichen mit den phanotypisch normalen Kontrollen (Abb. 14).

3.1.5 Neuronale und astrozytare Antwort nach Fazialisaxotomie
3.15.1 Entfernung préasynaptischer Endigungen durch Astrozyten
Die Axotomie des N. facialis verursacht eine Reihe biochemische Anderungen in den sich
regenerierenden Neuronen und in den benachbarten Astrozyten. In den betroffenen

Neuronen kam es zu einer Zunahme der Neuropeptide CGRP und Galanin (Abb. 15).
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Abbildung (15). Quantifizierung von biochemischen Markern im Ncl. facialis an den Tagen 3 und 60 nach
Axotomie bei MCSF-defizienten Tieren (op) und Kontrollen (nl) fir neuronale Aktivierung (A, B),
astrozytare Aktivierung (D) und neuronales Uberleben (C). Fazialisaxotomie filhrt zu einer Zunahme der
Immunreaktivitat fir CGRP und Galanin in den axotomierten Neuronen, sowie zu einer vermehrten GFAP-
Immunreaktivitat in den aktivierten Astrozyten (Tag 3; n=3 Tiere pro Gruppe). In den MCSF-defizienten Mausen
(op/op), zeigt sich am Tag 60 eine 45% Reduktion der Neurone (=FMN; 5 Tiere pro Gruppe), wobei dies im
Vergleich zu den Kontrollen nicht statistisch signifikant ist. Dargestellt sind jeweils der axotomierte Ncl. facialis
(schwarzer Balken) und die kontralaterale Seite (weifl3er Balken).
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ABBILDUNG (16). Ultrastrukturelle Veranderungen an der neuronalen Oberflache 7 Tage nach Axotomie
im regenerierenden Ncl. facialis bei normalen (A,B) und MCSF-defizienten Mausen (C,D). A,C: Auf der
unoperierten Seite des Ncl. facialis zeigen sich in der Elektronenmikrographie diinne Astrozytenlamellen (Pfeile),
welche haufig zwischen Neuritenendigungen (t) zu finden sind, jedoch nicht zwischen Neuronen (N) und
Endigungen von Neuriten. B,D: Im regenerierenden Ncl. facialis kommt es zu einem Loslésen der
Neuritenendigungen von der neuronalen Zelloberflache und einer Insertion von Astrozytenendigungen (a) und —
Lamellen (Pfeile). Diese Veranderungen finden sich gleichermallen in normalen und op/op-Tieren.
Mafstabsbalken = 250 nm (A-C),. 100 nm (D).

Die benachbarten Astrozyten zeigen eine erhéhte Immunreaktivitat fur das Zytoskelettprotein
GFAP (Abb. 15), einem Marker fur reaktive Astrozyten der grauen Substanz. Keine dieser

Markierungen wurde durch den MCSF Mangel in den op/op Mausen beeinflusst.
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In der Frihphase der mikroglialen Aktivierung kommt es 1-4 Tage nach der Axotomie zur
Adhasion der Mikroglia an die geschadigten neuronalen Zellkérper und zur Reduktion des
synaptischen Input der Motoneurone durch Besetzung perineuronaler Positionen (,synaptic
stripping®, Blinzinger und Kreuzberg, 1968; Werner et al., 1998). Im weiteren Verlauf werden
die aktivierten Mikrogliazellen von Astrozyten verdrangt, die nun die Oberflache der Neurone
mit mehreren feinen Lamellen bedecken (Graeber und Kreutzberg, 1988).

In den op/lop Mausen, wie auch in normalen Mausen, zeigte sich 7 Tage nach
Durchtrennung des N. facialis jeweils das Bild des ,synaptic stripping“, welches durch
mikrogliale Zellauslaufer oder astrozytare Lamellen bedingt ist (Abb. 16). Das Loslosen der
Neuritenendigungen von der neuronalen Zelloberflache ist in normalen und MCSF-
defizienten op/op Mausen gleich (Abb. 16B und D). In Abbildung 16A und 16C erkennt man
den regularen Kontakt zwischen Neuronen und Neuritenendigungen auf der unverletzten

kontralateralen Seite des Ncl. facialis in beiden Gruppen.

3.15.2 Neuronales Uberleben nach Fazialisaxotomie

Die Fazialisaxotomie flhrt zu einem verzogerten Form des neuronalen Zelltodes, mit einem
Maximum am Tag 14 (Raivich et al., 1998b), obgleich einige sterbende Neuronen auch noch
9 Wochen nach Verletzung beobachtet werden kénnen (Mdller et al., 1996). Die nach
Abercrombie korrigierte Zahl von Motoneuronen auf der unoperierten Seite in den normalen
Tieren war 2.078 +/- 55 (n = 5; Mittelwert +/- SEM), welche mit bereits publizierten Daten
bezlglich der Zahl der Neurone im Fazialiskern Gbereinstimmt (Sendtner et al., 1997). In den
op/op Mausen zeigte sich eine 16% hdhere Zahl von Motoneuronen auf der unoperierten
Seite, wobei dies nicht statistisch signifikant war (P = 0.06, ungepaarter T-Test). Im
axotomierten Kerngebiet kam es zu einem Verlust von 48.1% der Motoneurone in den op/op-
Tieren und von 43.3% in den normalen Mausen 60 Tage nach Verletzung. Dieser

Unterschied war wiederum nicht statistisch signifikant (P = 0.54). Auch wenn die Zahl der
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Motoneurone nicht nach Abercrombie korregiert wurde, ergab sich hier kein signifikanter

Unterschied.

3.1.6 Axonale Regeneration im axotomierten N. facialis

Die axonale Regeneration im verletzten N. facialis wurde 96 Stunden nach Verletzung in
longitudinalen 10 um dicken Nervschnitten bestimmt. Wie aus der Abbildung 17A ersichtlich
wird, zeigten die MCSF-defizienten op/op Tiere keinen Unterschied bezlglich des
Wachstumabstandes von Galanin- und CGRP-positiven Axonen, verglichen mit normalen
Mausen. Die Zahl der aMB2-positiven Makrophagen im Bereich der Lasion, sowie 2 und 4
Millimeter distal der Verletzung wurden nicht durch den MCSF Mangel beeinflusst (Abb.
17C). Es gab auch keinen Unterschied bezlglich der Zahl der einwandernden Granulozyten,

die durch ihre endogene Peroxydaseaktivitat ermittelt wurden (Abb. 17B).
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Abbildung (17). Axonale Regeneration (A) und Rekrutierung von Granulozyten (B) und Makrophagen (C)
nach Quetschung des Nervus facialis. A: Die Wachstumsstrecke von Galanin- und CGRP-positiven,
regenerierenden Axonen zeigt am Tag 4 nach Durchtrennung des N. facialis zwischen den MCSF-defizienten
Mausen (schwarzer Balken) und normalen Mausen (weiler Balken) keinen Unterschied. B/C: Infiltrierende
Makrophagen wurden durch aM-Immunoreaktivitat und Granulozyten durch ihre endogene Peroxidase markiert
und 2 bzw. 4 mm von der Lasiosstelle gezahlt. Der Vergleich beider Gruppen zeigt keinen signifikanten
Unterschied. Angegeben ist jeweils die Anzahl der Leukozyten pro Gesichtsfeld. Fir jede Seite wurden pro Nerv
funf Gesichtsfelder bei einer 40-fachen VergréRerung (0.37 mm2)ausgezahit.
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3.2 Interleukin-6 (IL6) im verletzten Nervensystem

Das Zytokin IL6, ein 26 kDA schweres Glykoprotein, ist ein friher Marker bei verschiedenen
Verletzungsformen des Gehirnparenchyms. Es tritt sowohl nach peripherer Axotomie im Ncl.
Facialis, als auch nach direkten Hirntrauma, Ischamie, Infektion oder neurodegenerativen
ZNS-Erkrankungen wie Alzheimer Demenz oder Morbus Parkinson (Hopkins et al., 1995;
Raivich et al., 1996) auf. In IL6-defizienten Tieren kommt es nach Trauma zu einer deutlich
verminderten Induktion von GFAP-positiven Astrozyten, sowie zu einer verspateten
neuronalen Expression von Galanin (Klein et al., 1997). Beide Zellarten exprimieren
Rezeptoren fiir IL6. Interessanterweise beeintrachtigt diese genetische Ausschaltung von IL6
auch die posttraumatische mikrogliale Proliferation, obwohl diese Zellen keine Rezeptoren
fur dieses Zytokin tragen (Klein et al., 1997). In der hier durchgefuhrten Arbeit wurden die
dabei stattfindenden Veranderungen der mikroglialen Morphologie in den IL6-defizienten
(IL6-/-) Tieren und IL6+/+ Kontrollen nach Fazialisaxotomie untersucht und mit dem

Expressionsmuster der mikroglialen Adhasionsmolekiile verglichen.

3.21 Morphologische Veranderungen bei IL6-defizienten Tieren nach Axotomie
Das Fehlen von IL6 in den homozygoten, IL67/" Mausen fihrte zu eine Reihe
morphologischer Verdnderungen nach Fazialisaxotomie. In den IL6+/+ Tieren konnte man
eine ausgedehnten Bindung der zahlreich aktivierten a5B1+/a6B1+ Mikroglia an die
axotomierten Neurone beobachten (Abb. 18). Dabei kam es zu einem Anschwellen des
Zellkdrpers und einer Deramifizierung der peripheren Zellauslaufer.

Die Mikroglia von IL6-defizienten Mausen vermochte in dieser Friihphase (1-4 Tage) zwar
auch Kontakte zu den Neuronen auszubilden und mit ihrem Zellkérper an die Oberflache des
Motoneurons zu adhéarieren. Gleichzeitig kam es aber nicht zu einem Anschwellen der
mikroglialen Zellkérper, diese Zellkdrper blieben so schlank wie auf der unoperierten Seite

(Abb. 18). Auch die ramifizierten Zellauslaufer blieben weitgehend erhalten. Die Ausbildung
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Abbildung (18). Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung gegen das a5[R1-Integrin, a6R1-Integrin, Trombospondin
(grin) und IBA1 (IBA1; rot). Mikropliale Antwort im motorischen Fazialiskern der Maus 1 und 4 Tage nach
Axotomie (ax) in IL6-Wildtyp (IL6"") und in IL6-defizienten Mausen (IL6") im Vergleich zum unoperierten,
kontralateralen Fazialiskern (co). Die Kolokalisation der Marker stellt sich in gelber Farbe dar. In IL6" Tieren sieht
man eine Zunahme der TSP-Immunreaktivitdt auf der ruhenden Mikroglia. In normalen Mausen flhrt die
Axotomie zu einer starken Zunahme der a5(1/ a6R1-Immunreaktivitat, verglichen mit der kontralateralen Seite
(nl-co). Die IL6” Tiere zeigen hingegen eine deutlich verminderte Zunahme der a5R1-Immunreaktivitit der
Mikroglia im axotomierten N. facialis (IL6'/'ax). In IL6-Wildtyp Mausen kommt es zur ausgedehnten Bindung der
zahlreich aktivierten a561/ a6R1-positiven-Mikroglia an die axotomierten Neurone sowie zu einem Anschwellen
des Zellkdrpers. Die Mikroglia von IL6-defizienten Mausen vermag zwar Kontakte zu den Neuronen auszubilden,
jedoch bleibt die Zunahme des Zellkdrpers aus. Malstabsbalken = 25 pm.
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von mikroglialen Knétchen am Tag 14 war durch das Fehlen von IL6 nicht beeintrachtigt
(Abb. 20).

Zusammenfassend waren die IL6-abhangigen, morphologischen Veranderungen der
Mikroglia nur wahrend der friihen Antwort nach Verletzung des ZNS deutlich ausgepragt.
Dagegen konnte bei den IL6-defizienten Tieren keine entsprechende Beeintrachtigung der
mikroglialen Transformation in Phagozyten beobachtet werden. Diese Ergebnisse stehen in
Einklang mit dem fehlenden Einfluss der IL6-Defizienz auf das neuronale Uberleben nach

Fazialisaxotomie (Galiano et al., 2001).

3.2.2 Quantitative Veranderungen der mikroglialen Aktivierungsmarker

Im normalen ZNS zeigten die IL6-/- Tieren nur bei der TSP- Immunreaktivitat eine statistisch
signifikante Zunahme auf der ruhenden Mikroglia (Abb. 18). Wie in Abbildungen 19A gezeigt
wird, zeigt sich ein 2-facher Anstieg der Immunreaktivitat fur TSP in IL6-/- versus IL6+/+
Mausen (P < 0.001, ungepaarter t-test; n = 4-8 Tiere pro Gruppe). Alle anderen Marker
waren im unoperierten Ncl. facialis nicht betroffen.

Die frihe mikrogliale Aktivierung in IL6-defizienten Mausen (IL6-/-) ist durch die Induktion
von TSP und aMB2 innerhalb der ersten 24 Stunden nach Verletzung gekennzeichnet. Far
aMB2 zeigte sich hier ein verminderter Anstieg fur die Differenz zwischen axotomierter und
kontralateraler Seite zwischen IL6+/+ und IL6-/- Mausen am Tag 1. Die Immunreaktivitat fir
TSP auf der axotomierten Seite zeigte tendenziell héhere Werte in den IL6-/- Mausen, wobei
dies jedoch nicht statistisch signifikant war (P = 0.24).

Nach der initialen Aktivierung der Mikroglia werden 3 bis 4 Tage nach Axotomie
insbesondere die Adhasionsmolekile a5B1-Integrin und a6p1-Integrin auf der mikroglialen
Zelloberflache exprimiert (Raivich et al., 1998a; Kloss et al., 1999). In normalen Mausen
fuhrte die Axotomie, verglichen mit der kontralateralen Seite, zu einer starken Zunahme
dieser Immunreaktivitat fir a5B81 und a6B1. Die IL6-/- Tiere zeigten eine deutlich verminderte

Zunahme dieser mikroglialen Adhasionsmolekile (Abb. 18, IL6-/-ax). Wie in Abbildung 19C
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und D flr Tag 4 nach Fazialisaxotomie gezeigt wird, gab es hier eine statistisch signifikante
Reduktion in der Zunahme des a6p1-Integrins (-73%, p < 0.025) und des a5B1-Integrins (-

55%, p< 0.001).

Tag 1 TSP Tag 1 aMb?2
0.40 1A 0.60 4 B o]
0.40 -
0204 X
0.20 -
0.00 4 0.00 -
Tag 4 abbl Tag 4 aébl
0.30 A o)
C D 2
0.10 - 0 0.20 -
0.05 + 0.10 -
0.00 | 0.00 J
Tag 14 MHC1 Tag 14 B7.2
F
0.20 - 0.30 -
0.20 -
0.10 -
0.10 -
0.00 . 0.00 4
IL6-/- IL6+/+ IL6-/- IL6+/+

Abbildung (19) Quantitative Einflisse von lI6-Defizienz auf mikrogliale Aktivierungsmarker am Tag 1
(A,B), Tag 4 (C,D), und Tag 14 (E,F) in IL6-Wildtyp (IL6+/+) und in IL6-defizienten Mausen (IL6'/') nach
Fazialisaxotomie. ( %) Es zeigt sich hier ein statistisch signifikanter Anstieg der Immunoreaktivitit des
entsprechenden Markers fiir dieselbe Seite (axotomierte oder kontralaterale Seite) in IL6"* versus IL6™ Mausen
(P < 0.05, ungepaarter t-test; n = 4-8 Tiere pro Gruppe). (0) Es zeigt sich hier ein statistisch signifikanter Anstieg
fir die Differenz zwischen axotomierter und contralateraler Seite zwischen IL6"* und IL6" Mé&usen Der
Farbefaktor wurde mit dem DIFF-RISC-Algorithmus bestimmt. Dargestellt sind jeweils der axotomierte Ncl.
facialis (schwarzer Balken) und die kontralaterale Seite (weiler Balken).
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ABBILDUNG (20) Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung gegen MHC1 oder B7.2 (griin) und IBAl
(IBA1; rot). Mikrogliale Antwort im motorischen Fazialiskern der Maus 14 Tage nach Axotomie (ax) im IL6-
Wildtyp (IL6+/+) und in IL6-defizienten Mausen (IL6'/'), im Vergleich zum unoperierten, kontralateralen
Fazialiskern (co). Die Kolokalisation beider Marker stellt sich in gelber Farbe dar. In normalen und
immundefizienten Mausen flhrt die Fazialisaxotomie zur deutlichen Ausbildung von mikroglialen Knétchen
und zu einer starken Zunahme der MHC1/B7.2-Immunreaktivitat, verglichen mit der kontralateralen Seite.
MaRstabsbalken = 200 um.
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Der verzogerte neuronale Zelltod fiihrte auch in den IL6-defizienten Mausen zu einer
weiteren Umwandlung der Mikroglia in phagozytotische Zellen mit dem Auftreten von
mikroglialen Kndtchen (Abb. 20). Dies ist von einer Umgebungsaktivierung der umliegenden
nicht-phagozytotischen Mikroglia begleitet, die groRe Mengen B7.2 und MHC1 exprimieren
(Raivich et al., 1998a.b). So kam es zu einer starken Zunahme der MHC1/B7.2-
Immunreaktivitat sowohl in den IL6+/+ als auch in den IL6-/- Mausen (Abb. 19 E,F; 20).
Insgesamt war die mikrogliale Aktivierung am Tag 14 in den IL6-defizienten Tieren nicht

anders als in den IL6+/+ Wildtyp-Tieren.

3.3 Mikroglia in Zellkultur

Wie diese Arbeit bisher zeigte, fuhrte die Defizienz der Zytokine MCSF und IL6 nicht zu einer
Veranderung im Transformationsverhalten der Mikroglia in Phagozyten. In vivo fihrt
neuronaler Zelltod und das entstehende Zelldebris zu einer solchen Transformation, wie z.B.
im Fazialismodell am Tag 14 nach der Axotomie. Allerdings werden diese Veranderungen
von einer Induktion einer Vielzahl der Zytokine (Interleukin-1 beta, Tumor Nekrosis Faktor-
alpha, Interferon gamma) und der Einwanderung von Lymphozyten begleitet, so dass eine
kausale Zuordnung von Debris und mikroglialer Transformation nicht eindeutig moglich war.
Aus diesen Grunden wurde hier die Auswirkung des Zelldebris auf die mikrogliale

Morphologie unter vereinfachten Bedingungen in der Zellkultur untersucht.

3.3.1 Wirkung des Zelldebris auf Mikroglia in vitro

3.3.1.1. Ruhender Phanotyp: Ramifizierung der Mikroglia

Die Veranderungen der mikroglialen Morphologie wurde unter Verwendung der DAB-
Immunozytochemie mit dem monoclonalen Antikérper 5C6 aus der Ratte, der gegen das
Maus aMB2 Integrin gerichtet ist, sichtbar gemacht. Bei diesem Integrin handelt es sich um

einen spezifischen Oberflachenmarker von Monozyten und Mikroglia (Perry et al., 1985;
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Raivich et al., 1994). Mikrogliazellen, die auf einem konfluenten Astrozytenrasen ausgesat
werden, erscheinen zunachst klein und abgerundet (Sievers et al., 1994; Kloss et al., 1997),
und entwickeln innerhalb von 10 Tagen in Kokultur ein ramifiziertes Aussehen (Abb. 21,
oben links). Unter diesen Zellkulturbedingungen ist der Anteil der nicht-ramifizierten Zellen

verhaltnismanig niedrig, zwischen 4% und 8% aller aMB2 positiven Mikroglia (Abb. 22A, C).

3.3.1.2. Effekt von Gehirnzellmembranen der Maus auf ramifizierte Mikroglia-
Kokulturen

Die Zugabe von Gehirnzellmembranen in der Kokultur fir 48 Stunden, fihrte bei der
Mikroglia zu einem stufenweil3en Verlust der ramifizierten Morphologie und der Anzahl an
ramifizierten Zellen in Abhangigkeit von der Menge der zugegebenen Membranen (Abb. 21,
22A). Die Zugabe von 2.22 ug/ml Proteinkonzentration von Gehirnzellmembranen flihrte zu
einem ersten starken Effekt auf die Morphologie, mit Verringerung der mikroglialen
Ramifizierung. Zahlreiche kleine gerundete Makrophagen wurden bei 6.67 pg/ml sichtbar,
deren Form bei 20 und 40 pg/ml Uberwog. Vollig ramifizierte Mikroglia waren bei diesen
Konzentration selten, wobei sich in hohem Grade frei bewegliche mikrogliale Zellen mit
einem grofden Wachstumskegel insbesondere bei 20 mg/ml haufig finden lieRen.

Um den zeitlichen Verlauf dieser Transformation festzustellen, wurden die Zellkulturen 1-72
Stunden nach Zugabe der Gehirnzellmembranen bei einer Proteinkonzentration von
20mg/ml fixiert. Unbehandelte Zellkulturen dienten als Kontrolle (Abb. 22C, 23, 0Oh).

Nach 3 Stunden verloren die meisten mikroglialen Zellen ihre distalen Zellauslaufer, was zu
einem stangenformigen Aussehen der Zellen fuhrte, gefolgt von einem Anschwellen des
Zellekorpers nach 6-12 Stunden, sowie einer Umwandlung der meisten Zellen in kleine,

abgerundete Makrophagen nach 24-48 Stunden. Ein kleiner Anteil der Mikroglia, ungefahr
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2.2mgy A 40mg -

ABBILDUNG (21). Dosisabhéangiger Effekt von Gehirnzellmembranen auf ramifizierte Mikroglia-
Kokulturen. Mikroglia auf einem konfluenten Astrozytenrasen nach 2-tdgiger Stimulation mit
Gehirnzellmembranen, sichtbar gemacht durch aMR2/DAB-Immunozytochemie. In den unstimulierten Kokulturen
(0.0pg/ml) haben die Mikroglia lange Fortsatze mit distaler Ramifizierung. Nach 2-tagiger Stimulation mit
Gehirnzellmembranen findet sich ein dosisabhangiger Effekt auf die mikrogliale Morphologie. Es zeigt sich eine
zunehmende Deramifikation der Mikroglia, welche bei 40ug/ml vollstéandig ist. Vergrofierung = 114X.
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ABBILDUNG (22). Quantifizierung des Effekts bei Zugabe oder Entfernung von Membranen auf die
mikrogliale Morphologie. Die Y-Achse zeigt die Zahl an nicht ramifizierten Zellen als Anteil an der gesamten
aMR2-positiven Mikroglia. Als ramifizierte Mikroglia wurden Zellen mit wenigstens zwei Fortsatzen gewertet, die
wenigstens einen halben Zellkdrper lang sein mussten, wobei mindestens ein Fortsatz langer war verglichen mit
dem Durchmesser des Zellkorpers (siehe Material und Methoden). Als nicht-ramifizierte Zellen wurden die Zellen
gewertet, welche diese Kriterien nicht erfiillten. Die Membrankonzentrationen sind in pg/ml angegeben. Mittelwert
+ Standardfehler, n = 2 Zellkulturkammern. A: Zugabe von Gehirnzellmembranen fiihrt zu einer dosisabhangigen
Zunahme von nicht ramifizierten aMR2-positiven Mikroglia, beginnend bei einer Konzentration von 2.2ug/ml bis zu
einem maximalen Effekt bei Konzentrationen von 20-40ug/ml. B: Transformierender Effekt von
Membranpraparationen aus verschiedenen Geweben bei einer Proteinkonzentration von jeweils 20ug/ml. Niere
und Leber zeigen moderate Effekte verglichen mit Gehirnmembranen; die Effekte von Milz und Muskel sind relativ
schwach. C: Zeitverlauf der Deramifikation von  Mikroglia nach  Zugabe von  20pg/ml
Gehirnmembrankonzentration. Erste Effekte zeigen sich bereits nach einer Inkubation von 1 Stunde. Die
vollstdndige graduelle Transformation der Mikroglia dauert jedoch bis zu 72 Stunden. D: Zeitverlauf der
Reramifikation von Mikroglia nach Entfernung von 20ug/ml Gehirnmembrankonzentration. Der grote Teil der
reramifizierenden Wirkung zeigt sich in den ersten 12 Stunden. Es findet sich jedoch noch nach 96 Stunden eine
erhohte Zahl an nicht ramifizierten Zellen.
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ABBILDUNG (23). Zeitverlauf der Deramifikation von Mikroglia nach Zugabe von 20pg/ml
Gehirnmembrankonzentration. Mikroglia auf einem konfluenten Astrozytenrasen nach Stimulation mit
Gehirnzellmembranen, sichtbar gemacht durch aMR2/DAB-Immunozytochemie. Nach 3 Stunden verliert die
Mikroglia bereits ihre distalen Fortsatze, gefolgt von einem Anschwellen des Zellkérpers (12 Stunden) und dem
Auftreten von komplett runden Makrophagen nach 24-72 Stunden. Auch nach dieser langen Inkubationszeit
zeigen 10-20% der Mikroglia eine ramifizierte Morphologie. VergroRerung = 114X.
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ABBILDUNG (24). Zeitverlauf der Reramifikation von Mikroglia nach Entfernung von 20ug/ml
Gehirnmembrankonzentration. Mikroglia auf einem konfluenten Astrozytenrasen nach initialer Stimulation mit
Gehirnzellmembranen, sichtbar gemacht durch aMR2/DAB-Immunozytochemie. Der grofite Teil der
reramifizierenden Wirkung zeigt sich in den ersten 12 Stunden nach Mediumwechsel. VergroRerung = 114X.
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10-20% pro Zellkulturkammer, zeigte noch nach 72 Stunden Inkubationsdauer eine maRig
ramifizierte Morphologie (Abb. 23).

Wie in der Abbildung 22D und 24 gezeigt wird, fuhrten die Entfernung der Zellmembranen
und der Austausch des Zellkulturmediums zu einem ahnlich schnellen Prozess der
Reramifikation der Mikroglia. Hierbei zeigen die meisten abgerundeten Makrophagen nach 3
Stunden eine flache, verbreiterte Zelloberflache mit der Aussendung von dinnen
Zellprozessen, gefolgt von der Ausbildung von zusatzlichen sekundaren Zellauslaufern nach
6 Stunden, einer weiteren Verldngerung der Zellprozesse und zunehmender Verringerung
der Anschwellung des proximalen Zellkérpers (24-48 Stunden) und einer normalen
ramifizierten Morphologie nach 96 Stunden. Jedoch gab es noch eine geringfligig erhdhte
Anzahl von nicht-ramifizierten Zellen (17.2%) nach 96 Stunden, verglichen mit den

Kontrollkulturen (4-8%, Abb. 22A, C).

3.3.1.3 Transformierender Effekt von Membranpraperationen aus verschiedenen
Geweben

Um die Spezifitit des  transformierenden Effektes  festzustellen, wurden
Gehirnzellmembranen mit den Membranen aus Niere, Leber, Milz und Skelettmuskel bei
Konzentrationen von 0.74, 2.2, 6.7, 20 und 40 pg/ml Proteinkonzentration verglichen. In den
Abbildungen 22B und 25 sind jeweils die Effekte bei 20 ug/ml Proteinkonzentration
dargestellt. Nach Zugabe von Gehirnmembranen transformierten sich die meisten
mikroglialen Zellen in kleine, abgerundete Makrophagen. Dieser Effekt war moderater mit
Membranen aus Niere und Leber und schwach bei Milz- und Muskelmembranen. Die
meisten mikroglialen Zellen zeigten nach Zugabe von Muskelmembranen nur eine
geringfligige Aktivierung und diskrete Verringerung der peripheren Zellauslaufer und bei
Milzmembranen ein Anschwellen des Zellkérpers. Kleine und vollstdndig abgerundete
Makrophagen waren jedoch sehr selten zu finden (Abb. 27). Die Steigerung der Milz- und

Muskelmembrankonzentration auf 40 pg/ml fihrte zwar zu einer gesteigerten mikroglialen
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ABBILDUNG (25). Transformierender Effekt von Membranpraparationen aus verschiedenen Geweben bei
einer Proteinkonzentration von jeweils 20ug/ml. Mikroglia auf einem konfluenten Astrozytenrasen nach
Stimulation mit Membranen, sichtbar gemacht durch aMR2/DAB-Immunozytochemie. Gehirnmembrane haben
einen starken transformierenden Effekt; Niere und Leber zeigen moderate Effekte; die Effekte auf Milz und
Muskel sind relativ schwach. VergrofRerung = 114X.
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Aktivierung, jedoch mit nur wenigen vollstandig abgerundeten Makrophagen. Die meisten

Zellen wiesen weiterhin eine Art Zwischenmorphologie auf.

3.3.1.4. Aufnahme von fluoreszierenden Gehirnmembranen und Fluorosphere-
Latex-Beads

Zur Bestimmung des Schicksals der Zellmembranen nach Zugabe zur Kokultur wurden diese
mit Rhodamin-B-Isothiocyanat fluoreszent markiert und dem Kulturmedium bei einer
Konzentration von 20 pg/ml Protein zugefugt. Die Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung, mit
dem Antikorper gegen das aMB2-Integrin, zeigte die Aufnahme von Gehirnmembranen von
fast allen abgerundeten aMp2-positiven Makrophagen, mit zahlreichen, ungefdhr 1um
grolien rhodamin-positiven Kérnchen innerhalb des Zytoplasmas, unter Aussparung des
Zellkerns, wobei der Anteil der rhodamin-negativen Makrophagen 5% betrug. Eine kleine
Subpopulation von ramifizierten mikroglialen Zellen von ungefahr 15% war rhodamin-negativ
(Abb. 26B). Zusatzlich zu den Makrophagen gab es eine starke Aufnahme der
fluoreszierenden Membranen durch viele aMP2-negativen Zellen (Abb. 26A, B), die
zahlreicher als die benachbarten aMp2-positiven Makrophagen waren. Die
Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung gegen das aMp2-Integrin und GFAP bestatigte die
Aufnahme von rhodamin-positiven Membranen in einer Subpopulation der aMB2-negativen,
GFAP-positiven Astrozyten (Abb. 26C).

Wie in der Abbildung 26D gezeigt, fuhrte die Zugabe von 1 um gro3en Latexkligelchen
(Fluorosphere-Latex-Beads, Fluorobeads) in der Kokultur ebenfalls zur Aufnahme durch fast
alle aMp2-positive Mikrogliazellen (ungefahr 80%) sowie in zahlreichen benachbarten aMp2-
negativen Zellen. Anders als bei den Gehirnmembranen, fuhrte die mikrogliale Aufnahme
von Fluorobeads nicht zur Transformation in kleine abgerundete Makrophagen. Statt dessen
wies der groRte Teil der Fluorobead+/aMB2+ Mikroglia weiter eine in hohem Grade

ramifizierte Morphologie auf. Das Fehlen einer Transformation wurde bis zu der maximalen
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Konzentration von 10 x 10° Fluorobeads pro Zellkammer beobachtet (Abb. 26D). Wie in den
vorhergehenden Experimenten beobachtet, flihrte die Zugabe von Gehirnmembranen zu
einer Transformation der meisten Mikroglia in kleine und abgerundete Makrophagen (Abb.
26E,F). Die zusatzliche Zugabe von Membranen fiihrte zu einer deutlichen Verringerung der
Aufnahme von Fluorobeads bei einer Konzentration von 30 pg/ml Membranprotein (Abb.

26E) und einer nahezu kompletten Inhibition bei 300 pg/ml (Abb. 26F).

v

>
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Kontrolle ~~ +30mg GMYFE + 300mg GM

ABBILDUNG (26). Aufnahme von fluoreszierenden Gehirnmembranen und Fluorosphere-Latex-Beads in
Mikroglia-Kokulturen, 48 Stunden nach Zugabe. A/B: Aufnahme von mit Rhodamin-B (rhodB-BM, rot)
konjugierten Gehirnmembranen (20ug/ml), sichtbar gemacht durch Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung gegen
das aMR2-Integrin (aM, A,B, griin). Nahezu alle abgerundeten aoMR2-positiven Makrophagen zeigen die
Aufnahme von ungefahr 1um groRen fluoreszierenden Gehirnmembranen (leere Pfeile) im Bereich des
Zytoplasmas ohne Beteiligung des Kerns. Die ramifizierte aMR2-positive Mikroglia stellt sich Rhodamin-B-negativ
dar (B). Die starke Aufnahme von Rhodamin-B konjugierten Gehirnmembranen in aMR2-negativen Zellen (A,B,
Pfeilspitze) ist mit der GFAP-Immunoreaktivitat (C) kolokalisiert. D-F: Aufnahme von Fluorosphere-Latex-Beads
(FluoroB, rot) in Mikroglia, sichtbar gemacht durch Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung gegen das aMR2-
Integrin (aM, grin). D: Aufnahme der Beads in ramifizierte aMR2-positive Mikroglia (Pfeile) sowie in die
benachbarten aMR2-negativen Zellen (Pfeilspitze). E,F: Die Zugabe von Gehirnzellmembranen fihrt zum
Auftreten von komplett runden Makrophagen (E, leere Pfeile). Bei einer Proteinkonzentration von 30ug/ml (E)
zeigt sich eine deutliche Reduktion der Aufnahme der Fluorosphere Latex Beads in die aMR2-positiven
Makrophagen (Pfeile), in die benachbarten aMR2-negativen Zellen sowie in die verbleibenden ramifizierten
Mikrogliazellen. In einer Konzentration von 300ug/ml Gehirnmembranen (F) kommt es zu einer nahezu
vollstdndigen Inhibierung der Aufnahme von Fluorosphere-Latex-Beads, wobei noch einzelne Beads in den
aMR2-positiven Makrophagen (F, leere Pfeile) dargestellt werden kénnen. Mal3stabsbalken = 100 pym in A,D-F; 64
pm in B; 40 ym in C.
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3.3.2 Wirkung verschiedener pharmakologischer Substanzklassen auf Mikroglia

Die ramifizierte Mikroglia breitet sich normalerweise auf der oberen Astrozytenzellschicht aus
und ahnelt im starken MalRe der Morphologie in vivo (Abb. 27A, E und I). In diesem Teil der
vorliegenden Arbeit wurden unterschiedliche Kategorien von intrazellularen aktiven
Molekullen auf ihre Fahigkeit untersucht, als mogliche Vermittler in der Umwandlung von
Mikroglia in Makrophagen zu fungieren (Abb. 27-29). Da aktivierte Mikroglia auch
extrazellulare Faktoren produzieren kann, die den ramifizierenden Effekt von Astrozyten
behindern kdnnen, wurden auch die Effekte von Proteasen, Disintegrinen und
Integrinhibitoren auf ihre Fahigkeit geprift, die Interaktion von Mikroglia mit der
extrazellularen Matrix zu blockieren (Abb. 28C und D, 30 und 31). Alle Effekte wurden nach
48 h Inkubation mit der jeweilig gepriften Substanz untersucht. Die unbehandelten
Zellkulturen dienten als Kontrollen. Die Unversehrtheit des zugrundeliegenden
Astrozytenrasens wurde mit Phasenkontrast bei hoher VergréRerung im Mikroskop geprift

(Abb. 26D, H und L).

3.3.2.1 Effekte von intrazellularen Stimuli auf ramifizierte Mikroglia in Zellkultur

Im allgemeinen gab es vier Kategorien pharmakologischer Substanzklassen, die zu einer
kompletten Deramifikation der Mikroglia fuhrten. Hierbei handelte es sich um Substanzen,
die zu einer Erhéhung des intrazellularem Kalzium oder cAMP, oder zu einer Inhibition der
Phosphatasen oder der Gi-Proteine fuhren. Im Fall vom dibutyryl-cAMP, einem permeablen
cAMP Analogon, kam es bereits nach Zugabe von 10uM zu einer Verringerung der
peripheren Zellauslaufer, mit Fehlen von voéllig ramifizierter Mikroglia und deutlichem
Anschwellen der Zellkérpers (Abb. 27A-D). Zahlreiche abgerundete Makrophagen
Uberwogen beim Zellbild bei 1 mM (Abb. 27C,D und 28A). Obgleich ein kleiner Anteil der
Mikroglia pro Zellkulturkammer noch eine maRig ramifizierte Zellmorphologie aufwies (10%-
20%), zeigten diese Zellen haufig keine sekundaren und tertidren Zellauslaufer. Der Einsatz

in der Abbildung 27C zeigt die Morphologie eines mit Dibutyryl-cAMP behandelten
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ABBILDUNG (27). Effekt von Dibutyryl-cAMP (Bu2cAMP), Forskolin, und dibutyryl-cGMP (BUZCAMP) auf
Mikroglia in Kokultur. Mikroglia auf einem konfluenten Astrozytenrasen nach Stimulation, sichtbar gemacht
durch oMR2/DAB-Immunozytochemie. In D, H und L zusatzlich Darstellung des Astrozytenrasens mit
Phasenkontrast. Die Konzentrationen der pharmakologischen Zusatze sind jeweils in Klammern angegeben. A, E
und I: Kontrollkulturen (co). B-D: Die Zugabe von Bu2cAMP fiihrt zu einer Abnahme der ramifizierten
Morphologie der Mikroglia. Dieser Effekt ist bereits bei einer Konzentration von 0.1 mM (B) sichtbar und zeigt bei
1mM Dibutyryl-cAMP (C, D) zahlireiche transformierte Makrophagen. Der Einsatz in C zeigt die Morphologie eines
mit Dibutyryl-cAMP behandelten Makrophagen mit zahlreichen bis zu 10 um langen Filopodien (Pfeile) und einer
lamellaren Struktur. Die Kombination mit dem Phasenkontrast (D) zeigt zwei Makrophagen auf einem
mehrschichtigen konfluenten Astrozytenrasen (mit Fokusierung auf den Astrozytenrasen), mit einer komplett
abgerundeten Form sowie einem Wachstumsprozess. F-H und L: Zugabe von Forskolin fiihrt zu einer
Deramifikation der Mikroglia, mit einem Anschwellen der Fortsatze bei einer Konzentration von 10 uM (F), und
einem Verlust der sekundéren Zellfortsatze bei 0.1 mM (G) und einer kompletten Transformation in runde
Makrophagen bei 1mM (G, Bildeinsatz/ins). Die Kombination mit dem Phasenkontrast bei 1mM Forskolin (L) zeigt
zahlreiche Retraktionen der Astrozytenmembran, so dass der Plastikgrund (s) einzeln zum Vorschein kommt.
Keine Auswirkung auf den Astrozytenrasen sind bei einer Konzentration von 0.1mM (H) sichtbar. J und K: Zusatz
von Dibutyryl-cGMP hat keinen Einfluss auf die ramifizierte Morphologie der Mikroglia bei Konzentrationen von
0.1 bis 1 mM (J, K). MaRstabsbalken = 0.25 mm in allen Mikrographen, ausgenommen D,H und L (50 pm) und in
den Bildeinsatzen in A (63 um) und | (190 pum).
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Abbildung (28). Quantifikation der Effekte bei Zugabe von verschiedenen Klassen pharmakologischer
Reagentien auf die mikrogliale Morphologie. Die Y-Achse zeigt die Zahl an nicht ramifizierten Zellen als Anteil
an der gesamten aMR2-positiven Mikroglia. Als ramifizierte Mikroglia wurden Zellen mit wenigstens zwei
Fortsatzen gewertet, die wenigstens einen halben Zellkdrper lang sein mussten, wobei mindestens ein Fortsatz
langer war verglichen mit dem Durchmesser des Zellkérpers (siehe Material und Methoden). Als nicht-ramifizierte
Zellen wurden die Zellen gewertet, welche diese Kriterien nicht erfillten. Die Membrankonzentrationen sind in
pg/ml angegeben. Mittelwert + Standardfehler (SD) wurden von jeweils 3 Zellkulturkammern bestimmt. Die
Konzentration der zugegebenen Substanzen ist als Logarithmus der molaren Konzentration aufgetragen;
Kontrollkulturen = co. A: Cyclische Nukleotide (Dibutyryl-cAMP, Dibutyryl-cGMP) und Forskolin, als Aktivatoren
der Adenylatcyclase. B: Ca-lonophore (calcimycine, CM), Pertussis toxin (PT), und Okadaic Acid (OA).

Makrophagen, mit zahlreichen bis zu 10 uym langen Filopodien und einer lamellaren Struktur.
Effekte auf die mikrogliale Proliferation waren nicht der primare Fokus dieser Studie; jedoch
fuhrte eine 48-stundige Behandlung mit 1 mM dibutyryl-cAMP zu einer wahrnehmbaren
Verringerung der mikroglialen Zellzahl, welche in Ubereinstimmung mit anderen

Untersuchungen Uber die mikrogliale Zellproliferation steht (Zhang et al., 2002).
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ABBILDUNG (29). Effekt von Ca-lonophore Calcimycine (A -D ), Pertussistoxin (E -H ), und Okadaic Acid
(I -L ) auf Mikroglia in Kokultur. Mikroglia auf einem konfluenten Astrozytenrasen nach Stimulation, sichtbar
gemacht durch aMR2/DAB-Immunozytochemie. Die Konzentrationen der pharmakologischen Zusatze sind jeweils
in Klammern angegeben. Die Kontrollen (co) sind in A, E und | dargestellt. D,F,H,J und L zeigen die Effekte der
hinzugefiigten Substanzen. Bei niedrigen Konzentrationen (B,F,J) kommt es nach Zugabe aller 3 Substanzen zu
einem Anschwellen der mikroglialen Fortsatze. Héhere Konzentrationen (C,G,K) fiihren zu einer weitgehenden
Retraktion der Fortsadtze und einer Transformation in abgerundete Makrophagen. Dieser Effekt zeigt sich bei der
Zugabe von Pertussistoxin (G) besonders deutlich. Der Bildeinsatz in G zeigt die Morphologie zweier mit
Pertussistoxin behandelten Makrophagen, mit einigen kurzen Filopodien (Pfeile) und einer lamellaren Struktur
(Pfeilkopfe). Die Kombination mit dem Phasenkontrast zeigt einen intakten Astrozytenrasen bei hohen
Konzentrationen von Calcimycin (D), Pertussistoxin (H) und Okadaic Acid (L). MaRstabsbalken = 0.25 mm in allen
Mikrographen, ausgenommen im Bildeinsatz in G (63 ym) und in den Phasenkontrastmikrographen in D,H, und L
(50 pm).
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Ein stufenweilder Verlust der ramifizierten Morphologie wurde auch bei Zugabe von Forskolin
beobachtet, einem direkten Induktor der Adenylatcyclase, dem cAMP synthetisierenden
Enzym (Abb. 27E-H und 27A). Ein erster Effekt, mit einer Verbreiterung des perinukledren
Zytoplasmas zeigte sich bei 10 uM (Abb. 27F), und fihrte nach Zugabe von 100 yM zum
Verschwinden der Sekundarverzweigungen und zu einer abgerundeten Zellform (Abb. 27G).
Nach Zugabe von 1mM bzw. 410 ug/ml (Abb. 27G, Einsatz) bestimmten abgerundete
Makrophagen mit vereinzelten sehr kurzen Filopodien das Zellbild. Jedoch zeigte eine
genauere Prifung (Abb. 27L), dass es bei diesen Konzentrationen haufig zu lokalen
Retraktionen des Astrozytenrasens kam, was auf einen toxischen Effekt schlielRen liel3.
Keine sichtbaren Effekte auf den Astrozytenrasen wurden bei 0.1 mM (Abb. 27H) oder
niedrigeren Konzentrationen von Forskolin beobachtet. Der Vergleich mit 1 mM Dibutyryl-
cAMP zeigte ein fein verwobenes Netz von Astrozyten und flachen astrozytaren
Zellauslaufern bei den mit zyklischen Nukleotiden behandelten Zellkulturen (Abb. 27D), aber
keine Retraktionen mit Sichtbarwerden des zugrundeliegenden Plastiksubstrates. Zugabe
von dibutyryl-GMP (1uM - 1mM) hatte keinen Effekt auf die Morphologie der ramifizierten
Mikroglia (Abb. 271-K, 28A).

Im Fall der Kalziumionophore Calcimycin (A23187) sah man einen maRigen Effekt bei einer
Konzentration von 500 nM und Transformation der meisten Mikroglia in kleine und
abgerundete Makrophagen mit noch sichtbaren Filopodien bei einer Konzentration von 50
MM (Abb. 28B und 29A-D). Bei dieser Konzentration war der Astrozytenrasen intakt (Abb.
29D). Die Zugabe von héheren Konzentrationen von Calcimycin (0.5-5 mM) fihrte zu einer
Zerstorung des Astrozytenrasens. Pertussistoxin (Abb. 28B und 29E-H), ein Inhibitor der i-,
o-, und t-Klassen der G-Proteinuntereinheiten (Bockaert et al., 1987; Tsai et al., 1987),
verursacht ebenfalls eine dosisabhangige morphologische Transformation, angefangen bei
125 pg/ml (1 pM), mit vergrofRerten mikroglialen Zellkérpern und Verkleinerung der distalen
Zellauslaufer. Gewohnlich traten kleine und abgerundete Makrophagen bei 125 ng/ml (1 nM)

auf. Jedoch zeigten viele Makrophagen noch bei 100 nM eine lamellare Oberflachenstruktur
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und zahlreiche Filopodien, als Hinweise fiir eine ameboide Morphologie (Abb. 29G, vom
Einsatz) bei gleichzeitig intakter Astrozytenschicht (Abb. 29H).

Schlielich flhrte die Zugabe von Okadaischer Saure (okadaic acid, 6 pM- 6 uM), einem
Inhibitor der Serin/Threonin Phosphatasen PP1 und PP2a, ebenfalls zu einer Transformation
der Mikroglia (Abb. 28B und 29I-L). Morphologische Effekte wurden zuerst bei 6 nM (Abb.
29J) beobachtet und waren bei einer Konzentration von 60 nM maximal (Abb. 29K). Bei
dieser Konzentration wurden die mikroglialen Zellen grof3, mit wenigen kurzen proximalen
Zellauslaufern, bei einer weiterhin intakten Astrozytenschicht (Abb. 29L). Hoéhere
Konzentrationen (600 nM) flihrten zu eine Zerstérung des Astrozytenrasens und dem

Auftreten von einzelnen an der Plastikoberflache anhaftenden Makrophagen.

3.3.2.2 Effekte von extrazellularen Stimuli auf ramifizierte Mikroglia in Zellkultur

Die aktivierten mikroglialen Zellen vermoégen auch extrazelluldre Faktoren zu produzieren,
die den ramifizierenden Effekt der Astrozyten behindern kénnen. Deshalb wurden auch die
Effekte von Proteasen, Disintegrinen und RGD Inhibitoren auf ihre Fahigkeit geprift, die
Interaktion von Mikroglia mit der extrazellularen Matrix zu blockieren (Abb. 28D und 30).
Keine Effekte wurden nach Zugabe von Thrombin (0.01-10 U/ml), Keratan-Sulfat-
Proteoglycan (12.5 pg-12.5 pg/ml) und den Disintegrinen Kistrin (1.6 pM. bis 1.6 pg/ml),
Echistatin (2.0 pM. bis 2.0 pg/ml) und Flavoridin (1.6 pM. bis 1.6 ug/ml) beobachtet.

Die Zugabe von inhibitorischen Peptiden, die die RGD Aminosauresequenz enthalten, zeigte
in der aMB2/DAB-Immunozytochemie in Kombination mit dem Phasenkontrast (Abb. 30F,I)
nur nach Verwendung der hochsten Konzentration einen Effekt auf die mikrogliale
Morphologie, die jedoch gleichzeitig zu einer Zerstérung des Astrozytenrasens fiihrte. Dieser
destruktive Effekt auf den Astrozytenrasen trat fir GRGDSP bei 0.4 mM, fir GRGDTP bei
0.04-04 mM und im Falle des zyklischen CRGDSPASSC Peptids Cyclo-1 und des
zyklischen RGDdFV Peptids Fr-1 bei 0.2 mM auf (dF steht fur D-Phenylalanin). Das

GRADSP Peptid, mit einem Austausch von G mit A, diente als unaktivierte Kontrolle und
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beeinflusste die mikrogliale Morphologie oder die Intaktheit des Astrozytenrasens selbst bei
einer Konzentration von 0.4 mM (Abb. 30l) nicht. Die Zerstérung des Astrozytenrasens
wurde vom Auftreten von einzelnen gerundeten Makrophagen begleitet, die der freiliegenden
Plastikoberflache anhafteten (Abb. 30F), wie z.B. bei hohen Konzentrationen von Okadaic-
acid. Anders als bei Okadaic-acid oder Calcimycin wurde dieser Effekt nicht bei niedrigeren
Konzentrationen beobachtet, solange der Astrozytenrasen noch intakt war. Die Zugabe der
RGD-Peptide bei diesen niedrigeren Konzentrationen, bei welchen es zu keiner Schadigung
der Astrozyten kam, hatten keinen Einfluss auf die ramifizierte Morphologie der Mikroglia
(Abb. 28D und 30G, H und J-L).

Schlieflich fihrte die Zugabe des Prostaglandins D2 zu einer Verminderung der peripheren
Zellauslaufer bei 1-10 yM (Abb. 28C und 31B,C; vergleichen Sie mit Abb. 31A). Eine
komplette Transformation in kleine, abgerundete Makrophagen erforderte Konzentrationen
von 0.1-1 mM (Abb. 31C, Einsatz), drei 10-er Potenzen hoher als fur den klassischen
Prostaglandin D-Rezeptor beschrieben, dessen physiologischer Bereich bei einer
Konzentration von 20-200 nM liegt (Narumiya et al., 1999; Monneret et al., 2001). Diese
hohen Konzentrationen von PGD2 (0.1-1mM) waren mit Defekten des Astrozytenrasens
verbunden und flhrten zu einem freiliegenden Plastiksubstrat mit entsprechender Toxizitat
(Abb. 31H), ahnlich wie bei Forskolin (1 mM). Niedrigere Konzentrationen hatten keinen
sichtbaren Effekt auf die Mikroglia (Abb.31D). Die Zugabe von ATP (0.1- 100 mM) fuhrte zur
Aktivierung und Reduktion der peripheren Zellauslaufer. Allerdings kam es nur bei der
héchsten gepriiften Konzentration von 100 mM zu einer kompletten Umwandlung in runde
Makrophagen (Abb. 28C und 31 I-L). Dies beeinflusste nicht den zugrundeliegenden
Astrozytenrasen (Abb. 31L). Die Zugabe von UTP (0.1-100 mM) hatte keinen Effekt auf die
Morphologie der ramifizierten Mikroglia (Abb. 28C und 31E-G) oder der darunter liegenden

Astrozyten.
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ABBILDUNG (30). Wirkung von verschiedenen Klassen pharmakologischer Reagentien auf Mikroglia in
Kokultur. Die Ramifizierung der Mikroglia wird nicht beeinflusst durch die Zugabe von Desintegrinen wie
Echistatin (A; 1.6 yM), Favoridin (B; 1.6 uM) oder Kistrin (C; 2 yM), dem extrazellularen Matrixmolekuhl
Keratansulfat (D; 12.5 yM ml) oder Thrombin (E; 10 U/ml). Die Zugabe der synthetischen Integrininhibitoren
RGDSP (G; 40 uM), GRGDTP (H; 4 uM), cyclic RGDdFV (J; 20 uM) oder cyclic CRGDSPASSC (K; 20 uM) oder
dem inaktiven Analog RADSP (L; 400 uM) fiihrte zu keiner Veranderung der mikroglialen Morphologie. F und I:
Die Kombination mit dem Phasenkontrast (pc) zeigt einen intakten Astrozytenrasen mit Ausldéschen des
reflektierenden Lichts bei den aMR2-negativen Astrocyten in |, jedoch nicht in F. Zugabe von 400 uM des aktiven
Inhibitors RGDSP (F) fiihrte zu einem Verschwinden des Astrozytenrasens und zu einer Transformation in kleine,
runde Makrophagen. Die aMR2-positive Mikroglia auf dem intakten Astrozytenrasen zeigt eine ramifizierte
Struktur. Mafistabsbalken = 0.25 mm in allen Mikrographen, ausgenommen in den Phasenkontrastmikrographen
in Fund | (50 pm).



3. Ergebnisse 94

i 479PGD2 T TUTP
st VY W

| _ -
f€ ¥ v ?4 * .:5: i

s B P i - | < Ao .
‘AXgo) * E » - X =y
e ey e : ¥ ,\( vw
= 3 "
e _.,i RS ;
el I’(‘ z\ -‘%'1'" |
A - 3 g . __*
e " &

Y of - * -4 4 oy J <« v
\: : ¥ -
- * "*: ’ , ,'@t‘ ; & B
y-.;.::" T .;ins.. & f ‘F
i e . T A _ e
42& » * " £\ 25
C(fQuM)4 -. G (100mM) K (100mM} *
e
s s

N
0 (10ul) H(1mMPGD2) L (100mM)..

ABBILDUNG (31). Effekt von Prostaglandin D2 (PGD2), UTP und ATP auf Mikroglia in Kokultur. Mikroglia
auf einem konfluenten Astrozytenrasen nach Stimulation, sichtbar gemacht durch aMR2/DAB-
Immunozytochemie. Die Konzentrationen der pharmakologischen Zuséatze sind jeweils in Klammern angegeben.
Die Kontrollen (co) sind in A, E und | dargestellt. B-D, F-H, J und K zeigen die Effekte der hinzugefiigten
Substanzen. D, H und L zeigen bei Kombination mit dem Phasenkontrast einen intakten Astrozytenrasen. B-D
und L: Effekte von Prostaglandin D2. Bei Zugabe von 1 uyM (B) kommt es zu einem Anschwellen der mikroglialen
Fortsatze. Hohere Konzentrationen (C, 10 yM) flihren zu einer Retraktion der Fortsatze und schlie3lich bei 1 mM
(C, Bildeinsatz) zu einer Transformation in abgerundete Makrophagen. Die Kombination mit dem Phasenkontrast
zeigt zahlreiche Retraktionen der Astrozyten bei der héchsten Konzentrationen von PGD2 (H). Ein intakter
Astrozytenrasen findet sich bei einer Konzentration von 10 uM (D). Die Ramifizierung der Mikroglia wird nicht
beeinflusst durch die Zugabe von UTP bis zu einer maximalen Konzentration von 100mM (G). J-L: Effekte von
ATP. Die Zugabe von 1 mM ATP fiihrt zu einer Verminderung der Zahl der peripheren Fortsatze (J) der Mikroglia,
jedoch erst bei einer maximalen Dosis von 100 mM (K) kommt es zu einer kompletten Transformation in
Makrophagen. Der Bildeinsatz in K zeigt die Morphologie eines mit ATP behandelten Makrophagen, mit einigen
kurzen Filopodien (Pfeile) und einer lamellaren Struktur (Pfeilkdpfe). Ein intakter Astrozytenrasen findet sich
selbst bei der maximalen Konzentration von ATP (L). MaRstabsbalken = 0.25 mm in allen Mikrographen,
ausgenommen im Bildeinsatz in C (225 pm) und K (70 pm) und in den Phasenkontrastmikrographen D, H und L
(50 pm) .
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4. Diskussion

Morphologische Veranderungen der Mikroglia sind eine wichtige Begleiterscheinung im
verletzten ZNS sowie ein diagnostisches Kennzeichen bei fast allen Formen der
Gehirnpathologie. In einer Vielzahl von Fallen gehen sie mit neuronalem Zelltod und dem
Auftauchen von Zelldebris aber auch mit einer Induktion von entziindungsassoziierten
Zytokinen, wie z.B. Interleukin-6 (IL6), Macrophage Colony Stimulating Factor Receptor
(MCSF-R), Tumor Nekrosis Factor alpha (TNFa) und einer Reihe weiterer Zytokine, einher.
Die im Zentrum dieser Arbeit stehende Frage war deshalb, welche dieser potentiellen
Signale fur welche morphologischen Veranderungen der Mikroglia verantwortlich sind.

Das in dieser Studie verwendete Fazialismodell erlaubte die Untersuchung sowohl der
frihen mikroglialen Reaktion (Tag 1-4), die mit dem Anschalten von MCSFR und IL6
einhergeht, wie auch der Veranderung nach dem posttraumatischen neuronalen Zelltod mit
einem Maximum am Tag 14. Hier fuhrte die MCSF-Defizienz dazu, dass die Mikroglia die
meisten frihen Aktivierungsmarker nicht oder nur gering exprimierte, sich nicht auf der
Oberflache der verletzten Neurone ausbreitete und ihren neuronalen Kontakt auf eine kleine
Anzahl von fokalen Adhasionsstellen beschrankte. In den IL6-defizienten Mausen vermochte
die Mikroglia zwar in der Friihphase Kontakte zu den Neuronen auszubilden, jedoch blieben
die ramifizierten Zellauslaufer erhalten und es kam zu keinem Anschwellen der mikroglialen
Zellkorper.

Diese morphologischen Effekte von MCSF und IL6 nach Verletzung beschrankten sich auf
die frihe mikrogliale Aktivierung und sie begleitende Veranderungen wie die Rekrutierung
von CD3+ Lymphozyten. Bezeichnenderweise gab es nur geringe (IL6-/-, Galiano et al.,
2001) oder keine (op/op) Auswirkungen auf die axonale Regeneration und den verzdgerten
neuronalen Zelltod. Dem folgte eine normale Transformation der Mikroglia in

phagozytotische Zellen mit dem Auftreten von Gliaknétchen.
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Wie schon aus vorhergehenden Studien bekannt, wird neuronaler Zelltod im Fazialismodell
von einer Induktion einer Vielzahl der Zytokine (Interleukin-1 beta, Tumor Nekrosis Faktor-
alpha, Interferon gamma) und der Einwanderung von Lymphozyten begleitet (Raivich et al.,
1998). Hier war eine kausale Zuordnung der mikroglialen Transformation zum Zelldebris
deshalb bisher nicht eindeutig méglich.

Aus diesen Grinden wurde die Auswirkung des Zelldebris auf die mikrogliale Morphologie
unter vereinfachten Bedingungen in der Zellkultur untersucht. Hier flihrten neuronale
Zellmembrane, die aus normalem Hirngewebe gewonnen wurden, zu einer sehr deutlichen
Transformation von ramifizierter Mikroglia in amoeboid-phagozytotische Makrophagen.
Dieser Effekt der Hirnmembranen war durchaus gewebsspezifisch, er war weniger deutlich
bei anderen Gewebsmembranen (>Leber>Niere>Milz>Muskel), und nicht zu beobachten
nach Zugabe von phagozytierbaren, fluoreszenten Latexkligelchen (Fluorobeads).

Da auch die Transformation durch Zelldebris vermutlich durch molekulare Signale ausgel6st
wird, wurden im Schlussteil der vorliegenden Arbeit unterschiedliche Kategorien von
intrazellularen aktiven Molekullen auf ihre Fahigkeit untersucht, als mogliche Vermittler in der
Umwandlung von Mikroglia in Makrophagen zu fungieren. Hier fanden sich vier Kategorien
pharmakologischer Substanzklassen, die diese Transfomation reproduzieren konnten.
Hierbei handelte es sich um Substanzen, die zu einer Erhdhung des intrazellularem Kalzium
(Calcimycin) oder cAMP (dibutyryl-cAMP; Forskolin) oder zu einer Inhibition der
Phosphatasen (Okadaic Acid) oder Gi-Proteine (Pertussistoxin) flihren. Viele der in Frage
kommenden extrazelluldren Faktoren zeigten in physiologischen Konzentrationen keinen

transformierenden Effekt auf die mikrogliale Morphologie.
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4.1 MCSF im verletzten Nervensystem

MCSF Mangel fuhrte in den homozygoten, osteopetrotischen Mausen zu einer starken
Reduktion der friihen mikroglialen Antwort, mit verminderter Proliferation der Mikroglia und
einem Fehlen der ausgedehnten breitbasigen Bindung der aktivierten Mikroglia an die
Oberflache der verletzten Motoneurone. Diese Veranderungen wurden von einer Reduktion
der Infiltration von T-Zellen innerhalb der ersten 24 Stunden nach Verletzung begleitet.
Demgegentber gab es keinen signifikanten Effekt auf die Geschwindigkeit der axonalen
Regeneration oder das neuronale Uberleben nach Fazialisaxotomie. Die astrozytéare Antwort
und die Reduktion des synaptischen Inputs der Motoneurone wurde ebenfalls nicht
beeinflusst. Der verzbgerte neuronale Zelltod, mit einem Maximum am Tag 14, fiuhrte zu
einer normalen mikroglialen und lymphozytaren Antwort, mit der Anordnung von
phagozytotischen Gliaknétchen und einer starken Zunahme der Rekrutierung von T-Zellen in
den Bereich von neuronalem Zelldebris.

Diese Daten verweisen auf eine in hohem Grade selektive Rolle von MCSF in der
Orchestrierung der frihen Immuniberwachung im verletzten Nervensystem. Aullerdem
impliziert die Reduktion der Zahl an infiltrierenden T-Zellen in den MCSF-defizienten Tieren
eine SchlUsselfunktion dieses Zytokins in der frlhen Invasion der Lymphozyten in

geschadigtes neuronales Gewebe.

41.1 MCSF und der Prozess der mikroglialen Aktivierung

Der Prozess der mikroglialen Aktivierung beginnt innerhalb der ersten 24 Stunden nach
Verletzung und fihrt nach 4 bis 7 Tagen in der Phase der Zielfindung und Adhasion zur
ausgedehnten Bindung der Mikroglia an die neuronalen Perikarya. Die adharente Mikroglia
exprimiert eine Vielzahl von Adhasionsmolekilen, wie die Integrine a5p1, a6B1, aMp2 und
TSP (Moller et al., 1996; Kloss et al., 1999). Das Fehlen der breitbasigen Bindung der

Mikroglia an die neuronale Oberflache in den MCSF-defizienten Mausen und die viel kleinere
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Zunahme von TSP, aMB2 und a5B1 implizieren eine wichtige Rolle dieses Zytokins in der
Frihphase der Aktivierung und der hiermit einhergehenden morphologischen
Veranderungen. MCSF selbst hat einen starken chemotaktischen Effekt auf die vom
Gehirnparenchym abstammenden Makrophagen (Calvo et al., 1998) wird durch aktivierte
Mikroglia produziert (Thery et al., 1990) und von den bereits anhaftenden mikroglialen Zellen
moglicherweise zur weiteren Rekrutierung von Mikroglia an die neuronale Oberflache sowie
zur Aufhebung der bestehenden Kontaktinhibition zwischen ihnen genutzt.

SchlieBlich exprimieren axotomierte Neurone eine Reihe von Chemokinen, wie MCP-1 und
Fractalkin/CX3C1 (Harrison et al.,, 1998; Schwaiger et al., 1999), und die adharierende
Mikroglia exprimiert die passenden Rezeptoren (CCR2, CX3CR1). Die Deletion des
Rezeptors fur Fractalkin oder CCR2 (Jung et al., 2000) beeinflusst nicht die mikrogliale
Adhasion und verweist somit auf ein betrachtliches Potential zur Kompensation dieser
Mechanismen. Demgegenuber veranschaulicht die in dieser Arbeit beschriebene massive
Verringerung der Adhasion an die geschadigten Neurone in den MCSF-defizienten Mausen
die zentrale Rolle dieses Zytokins in der friihen zellularen Antwort nach Verletzung des ZNS.
Das Fehlen von MCSF in den homozygoten op/op Mausen flhrte zu einer deutlichen
Beeintrachtigung in der Expression friiher Marker der mikroglialen Aktivierung. Anders als im
Fall der normalen Mausen gab es nach Verletzung keine statistisch signifikante Zunahme
der frihen Aktivierungsmarker, wie TSP oder des aMP2-Integrins, in den op/op Tieren
innerhalb der ersten 24 Stunden nach Verletzung. Dies war von einer geringeren Zunahme
der Zellzahl sowie der Expression des MCSF-Rezeptors und des a5B1-Integrins begleitet:
Morphologisch aulerte sich dies in einer verminderten Adhasion von Mikroglia an die
neuronale Oberflache. MCSF-defiziente Tiere zeigen eine deutlich geringere proliferative
Aktivitat (Raivich et al., 1994).

Das niedrige Niveau an Immunreaktivitdt fur das ionisierte Ca-bindende Adapterprotein
1/IBA1 (Imai et al., 1996) der ruhenden Mikroglia kénnte auf eine Beeintrachtigung der

mikroglialen Funktion bereits im normalen Gehirn hinweisen. In der Tat verursacht die
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Aufhebung der mikroglialen IBA1-Funktion eine Verringerung der Phagozytose (Ohsawa et
al., 2000). Jedoch waren die meisten der in dieser Arbeit getesteten Marker der mikroglialen
Zellfunktion, wie der MCSF-Rezeptor, aMB2, a581 und a6B1, die Ig-Immunreaktivitat und
TSP, in der ruhenden Mikroglia der op/op-Mause und in den phenotypisch normalen Mausen
gleich. Dies konnte darauf hindeuten, dass die Funktionsbeeintrachtigung von IBA1 im
normalen Gehirn nur geringfugiger Natur ist. Zusatzlich zu den direkten Effekten von MCSF
auf die MCSF-Rezeptor-positiven Zellen wurde der MCSF-Mangel in den op/op Mausen
auch von einer deutlichen Verringerung der infiltrierenden T-Lymphozyten wahrend der
ersten Phase der Lymphozytenrekrutierung begleitet.

Der Mangel an MCSF-Rezeptoren auf T-Zellen selbst weist auf die mdgliche Schllsselrolle
der aktivierten mikroglialen Zellen bezuglich der frihen Phase der Immuniberwachung hin.
Der ausbleibende Effekt von MCSF auf die Rekrutierung von Lymphozyten in das normale
Gehirn oder auf die spate Rekrutierung in die Bereiche von neuronalem Zelldebris verweist
auf ein schmales Zeitfenster in der Wirksamkeit dieses mikroglialen Mitogens. Diese
Annahme wird durch das Fehlen von funktionellen Effekten des MCSF-Mangels auf die
mikrogliale Aktivierung in Anwesenheit von neuronalem Zelldebris am Tag 14 gestitzt.
Vorhergehende Untersuchungen uber die Expression von MCSF und seines Rezeptors im
axotomierten Fazialiskern deuten auf zwei unterschiedliche Regulationsmuster hin:
Expression der MCSF-mRNA erfolgt konstitutiv; MCSF ist im normalen Gehirn anwesend;
und das Niveau andert sich nach Verletzung nicht (Raivich et al., 1998b; Streit et al., 1998).
Die Expression des MCSF-Rezeptors ist dagegen dynamischer: Die ruhende Mikroglia
exprimiert geringe Mengen des MCSF-Rezeptors und zeigt eine starke Zunahme der
Immunreaktivitdt zwischen Tag 1 und Tag 2 nach Axotomie (Raivich et al., 1998b),
einhergehend mit einer ausgepragten mikroglialen Proliferation an den Tagen 2 und 3
(Raivich et al., 1994) und der Adhasion an die neuronale Oberflache am Tag 4. Die Down-
Regulation des MCSFR erfolgt langsam, so dass noch 14 Tage nach Axotomie ein hohes

Niveau der Expression des Rezeptors nachweisbar ist. Das Fehlen des MCSFR auf einer
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Subpopulation der Gliakndtchen weist darauf hin, das dieses Zytokin, obgleich wichtig fur die
frihen Stadien der Aktivierung, nicht in die Phagozytose oder in die Umgebungsaktivierung
der benachbarten Mikrogliazellen involviert ist.

Der gesamte Prozess der MCSF-abhangigen Aktivierung der Mikroglia geht mit einer
Zunahme der MCSF-Rezeptoren einher. In der spaten Phase (Tag 14) ist noch ein hohes
Niveau der MCSF-Rezeptoren vorhanden, aber es besteht keine Sensitivitdt fur dieses
Zytokin mehr. Dies deutet darauf hin, dass zusatzliche stimulierende und/oder hemmende
Signale vorkommen miuissen, die die mikrogliale Empfindlichkeit fir MCSF steuern.
Gegenwartige Daten favorisieren IL6, TGFB1 und TNFa als mégliche Kandidaten.

IL6 wird von axotomierten Neuronen produziert (Murphy et al., 1999b; Streit et al., 2000a),
mit einer maximalen Expression am Tag 1 nach Axotomie (Kiefer et al., 1993; Klein et al.,
1997). Es erhoht die mikrogliale Aktivierung und Proliferation in vitro als auch in vivo (Klein et
al., 1997; Streit et al., 2000b) und ist Uber die IL6-bedingte Zunahme der mikroglialen MCSF-
Rezeptoren (Galiano et al., 1999) mdglicherweise an einer Verstarkung des MCSF-Signals
beteiligt.

TGFB1, TGFBR3 und TNFa sind starke Inhibitoren fiir die Proliferation der ramifizierten
mikroglialen Zellen (Kloss et al., 1997; Jones et al., 1998). Die Expression von TGFB1 hat
einen frihen Beginn (1-2 Tage nach Axotomie), wobei das Maximum erst an den Tagen 4-7,
wenn die mikrogliale Proliferation bereits stattgefunden hat, erreicht wird (Kiefer et al., 1993;
Streit et al., 1998). Phagozytotische Mikroglia synthetisiert hohe Mengen von TNFa (van Der
Laan et al.,, 1996), dessen Expressionsmuster im Fazialismodell mit dem Maximum des
neuronalen Zelltods am Tag 14 zusammenfallt (Raivich et al., 1998a). Obgleich es
hypothetisch ist, kdnnten diese und &hnlich regulierte Zytokine die Wirkung von MCSF

verstarken und die Phase fiir die MCSF-Empfindlichkeit einschranken.
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4.1.2 Mikrogliale Aktivierung und neuronales Uberleben

Die aktivierten mikroglialen Zellen stellen eine reiche Quelle fur verschiedene Molekule dar,
die das neuronale Uberleben und die Regeneration sowohl erhéhen als auch hemmen
kénnen. Die durch Verletzung vermittelte Produktion von NO, IL1, reagierenden
Sauerstoffradikalen, proteolytischen Enzymen oder exzitatotischen Substanzen kénnen zur
Pathologie im verletzten Gehirn beitragen und die sekundaren Folgeschaden erhéhen (Allan
et al.,, 2000). Nach Stimulation synthetisiert Mikroglia neurotrophe Molekile wie z.B. den
Nerv-Wachstumsfaktor (NGF), TGFB1 und TSP (Mallat und Chamak, 1994; Kiefer et al.,
1995). Einige mikrogliale Molekile kdnnen als zweischneidige Klinge fungieren, abhangig
von der aktiven Konzentration und dem pathologischen Zustand des verletzten Gewebes. So
hat das Amyloid Vorlauferprotein (APP) einen trophischen Effekt auf eine Subpopulation von
Neurone in vitro (Araki et al., 1991; Milward et al., 1992), aber seine erhéhte Synthese und
Ablagerung sind ein entscheidendes Ereignis im neurodegenerativen Prozess der Alzheimer-
Demenz (St. George-Hyslop, 1999; Emilien et al., 2000; van Leuven, 2000). Ahnliche
unterschiedliche Effekte sind sowohl fir IL6 (Hama et al., 1990; Campbell et al., 1993;
Murphy et al., 1999a; Loddick et al., 1998; Suzuki et al., 1999) als auch fir TNF gezeigt
worden (Cheng et al., 1994; Prehn 1996; Bruce et al., 1996; Bohatschek et al., 1998; Carlson
et al., 1999). Diese Daten deuten darauf hin, dass ein fein abgestimmtes Zusammenspiel
zwischen unterschiedlichen zytotoxischen und neurotrophen Effekten der aktivierten
mikroglialen Zellen besteht, die zu geringer oder keiner offensichtlichen Resttatigkeit der
Mikroglia fuhren kénnen.

Die Daten beziiglich der Effekte von MCSF sind widerspriichlich. Das Uberleben der
kortikalen Neurone scheint in den op/op Mausen nach Gefalmikrookklusion verringert zu
sein (Berezovskaya et al., 1995), wobei dies nicht fiir die fokale Ischamie im Arteria cerebri
media Okklusion-Reperfusionsmodell zutrifit (Mies und Raivich, unveroffentlichte
Beobachtungen). Wie in dieser Arbeit gezeigt wird, fihrt das Fehlen von biologisch aktivem

MCSF in den homozygoten op/op Mausen zu einer massive Abnahme der Aktivierung und



4. Diskussion 102

Zahl der mikroglialen Zellen im verletzten ZNS-Gewebe. Die Geschwindigkeit der axonalen
Regeneration, die Entfernung der prasynaptischen Endigungen von der Oberflache der
verletzten Neurone und der posttraumatische neuronale Zelltod bleiben jedoch in den MCSF-
defizienten Tieren unbeeinflusst. Gleiches trifft auch fur die astrozytare Antwort zu. Dies ist in
Ubereinstimmung mit den Daten von Svensson und Aldskogius (1993a,b), die keinen Effekt
der Arabinosidcytosin (ARA-C)-vermittelten Hemmung der mikroglialen Proliferation auf die
axonale Regeneration oder auf das ,synaptic stripping“ zeigen konnten. Die Entfernung der
zahlreichen prasynaptischen Endigungen koénnte den exzitatorischen Stress auf die
verletzten und sich regenerierenden Motoneurone verringern. Jedoch scheint dies zum
grofiten Teil durch die benachbarten Astrozyten mit ihren Zellauslaufern und nicht durch die
aktivierten mikroglialen Zellen vermittelt zu werden (Svensson und Aldskogius, 1993b).

Die gegenwartige Studie scheint Effekte der frihen, MCSF-sensitiven mikroglialen
Aktivierung auf das neuronale Uberleben oder die Regeneration ausschlieRen zu kénnen.
Hier muss erwahnt werden, dass noch eine geringfligige friihe mikrogliale Aktivierung selbst
bei Fehlen von MCSF auftritt. Interessanterweise beeinflusst eine beschleunigte mikrogliale
Antwort, wie sie in PTP1C- und p75NTR-defizienten Mausen auftritt, auch nicht die
Geschwindigkeit der axonalen Regeneration (Gschwendtner et al., 1999; Horvat et al.,
2001), was gegen eine Wechselbeziehung zwischen friher mikroglialer Aktivierung und
neuronaler Antwort spricht.

Die spate mikrogliale Aktivierung in Anwesenheit des neuronalen Zelldebris, die
Umwandlung in phagozytotische Makrophagen, die Ausbildung von Gliaknétchen und die
Aktivierung der benachbarten, nicht phagozytotischen mikroglialen Zellen wird durch den
MCSF-Mangel nicht beeinflusst. Die Mikroglia scheint in schweren Formen der
Gehirnpathologie das Zytokin TNF zu exprimieren (Bruce et al., 1996). Die Expression von
TNF erreicht am Tag 14 nach Axotomie ihr Maximum, was mit dem Hohepunkt des

neuronalen Zelltodes zusammenfallt (Raivich et al., 1998a).
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Des weiteren fuhrt die kombinierte Ausschaltung der Gene, die fur den Typ 1 und 2 des TNF-
Rezeptors kodieren, zu einem nahezu kompletten Verschwinden der Gliakndétchen am Tag
14 und zu einer 75% Reduktion des neuronalen Zelltods 30 Tage nach Fazialisaxotomie
(Bohatschek et al., 1998). Wie in einer vorhergehenden Studie gezeigt werden konnte, wird
die Zahl der mikroglialen Zellen um 40% im Kerngebiet der Kontrollseite und um einen
Faktor von 3 bis 4 im axotomierten Fazialiskern am Tag 7, dem Zeitpunkt der gréfiten
mikroglialen Zelldichte, in den op/op Mausen verringert (Raivich et al., 1994). Der fehlende
Einfluss in den op/op Tieren auf das Uberleben der verletzten Neurone im axotomierten
Fazialiskern deutet darauf hin, dass die mikrogliale Zellzahl an sich nicht ein limitierender
Faktor ist, wenn es um die Generierung eines neurotoxischen Effektes durch die Mikroglia
geht.

Wenn die mikroglialen Zellen nicht die axonale Regeneration, das ,synaptic stripping“ und
das neuronale Uberleben wéahrend der friihen Stadien nach Durchtrennung des N. facialis
beeinflussen, welche Funktion Uben diese Zellen wahrend ihrer Adhdsion an die verletzten
sich regenerierenden Neurone aus? Untersuchungen Uber den retrograden Transport von
neurotrophen Faktoren haben gezeigt, dass diese Neurone ihre Abbauprodukte mit einer
kurzen Verzoégerung, nachdem sie im neuronalen Zellkérper angekommen sind, wieder
erneut sekretieren (Johnson et al., 1978; Ure und Campenot, 1994).

Dieses tritt auch bei applizierten retrograden Markern wie Weizenkeimagglutinin (WGA),
Tetanustoxin (TT), Fluorogold (FG) und Meerrettichperoxidase (HRP) auf, die durch die
angrenzenden Neuritenendigungen (WGA, TT), durch gliale Zellen (FG) oder sogar durch
benachbarte perivaskulare Makrophagen (HRP) aufgenommen werden (Schwab und
Thoenen, 1977; Harrison et al., 1984; Balin et al., 1986; Angelov et al., 1999). In der Tat
kommt der trans-synaptischen Aufnahme des retrograd transportierten Materials eine
Schlisselfunktion fir die Ausbreitung von Infektionen des Gehirnparenchyms mit
neurotropen Viren, wie Tollwut, Varicella oder Herpes simplex, zu (Lentz et al., 1983; Rostad

et al., 1989; Strack und Loewy, 1990; Dehal et al., 1993).
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Der frihe Zellkontakt sowie die breitbasige Adhasion der Mikroglia an die beschadigten
Neurone koénnte zur Steigerung der Aufnahme dieser Krankheitserreger, ihrer
Abbauprodukte sowie der nicht integrierten Bestandteile des Viruscapsids beitragen. Die
mikrogliale Induktion von MHC und kostimulatorischen Molekulen, wie ICAM1 und B7.2
(Bohatschek et al., 1998; Werner et al., 1998; Raivich et al., 1999a), und die friihe Invasion
von Lymphozyten in das geschadigte Gehirn stutzt offenbar diese Annahme, das die
aktivierte Mikroglia eine zentrale Rolle in der Immunuberwachung des verletzten neuronalen

Gewebes spielt, insbesondere noch vor dem Auftreten von Zelldebris.

4.1.3 Zellulare Antwort im verletzten Nervensystem

Die Fazialisaxotomie verursacht eine besonders ausgepragte zelluldare Reaktion an zwei
unterschiedlichen Lokalisationen im Nervensystem: distal zum L&sionsort im peripheren
Anteil des N. facialis und im Kerngebiet in der Umgebung der betroffenen Neurone. Im
distalen Teil des Axons flihrt die Lasion zur Wallerschen Degeneration, einem Prozess der
durch die Invasion von hamatogenen Leukozyten, insbesondere von Makrophagen,
unterstitzt wird. Wie in der aktuellen Arbeit gezeigt werden kann, ist dieser Prozess MCSF-
unabhangig. Dies wird vom Wiedereintritt von aussprossenden Axonen in die distalen
endoneuralen Schlauche gefolgt, was zur Reinervation des distalen Zielorgans bei
gleichzeitiger Remyelinisierung der neuen Axone durch die denervierten Schwannschen
Zellen fuhrt.

Gleichzeitig kommt es im ZNS in den verletzten Neuronen zu einer Erhdhung der
Proteinsynthese, verschiedener Transkriptionsfaktoren, Adhasionsmolekiilen, Zytokinen,
Rezeptoren fur Wachstumfaktoren und Neuropeptiden wie Galanin und CGRP (Graeber et
al., 1989; Herdegen et al., 1991; Haas et al., 1993; Raivich et al., 1995; Murphy et al., 1999a;
Gschwendtner et al., 1999; Schwaiger et al., 2000; Werner et al., 2000; Jones et al., 2000).

Die fur die Neurotransmitter zustandigen Enzyme, die eine normale synaptische Funktion
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unterhalten, werden herunterreguliert. Alternativ hierzu kommt es zu einer Zunahme von
Signalenzymen, wie der NO-produzierenden NADPH-Diaphorase (Kreutzberg, 1963).

Die umgebenden Astrozyten steigern ihre Produktion von GFAP (Graeber et al., 1986),
rearrangieren ihr Zytoskelett hin zu einer stellaren Form (Raivich et al., 1999a) und senden
dinne astrozytare Zellauslaufer in den synaptischen Raum aus, um auf diese Weise den
Kontakt mit den Neuritenendigungen zu unterbrechen (Graeber und Kreutzberg, 1988;
Svensson und Aldskogius, 1993b). Die mikroglialen Zellen werden sehr schnell aktiviert,
proliferieren stark, adharieren an verletzte Neurone und breiten sich Uber deren
Zelloberflache aus. Die vermehrte Expression von MHC1 und kostimulatorischer Faktoren
und der verstarkte Influx von T-Zellen unterstreicht die zentrale Rolle der Mikroglia in der
Immunuberwachung des verletzten Gehirns (Raivich et al., 1998a; Bohatschek et al., 1998).
Insgesamt fiihrt die Verletzung des Nervensystems zu verschiedenen reaktiven
Veranderungen in unterschiedlichen Zelltypen, die eine hohe Anzahl von mdglichen
Interaktionen bedingen. Es wurde angenommen, dass die unterschiedlichen Aspekte der
glialen Aktivierung auch den Prozess der axonalen und neuronalen Regeneration
unterstitzen. Neue Resultate, einschlielich der Daten dieser Arbeit, haben an dieser
Annahme Zweifel aufgeworfen. So beeinflusst die zytostatische Entfernung der
proliferierenden mikroglialen Zellen nicht den Prozess der axonalen Regeneration (Svensson
und Aldskogius, 1993a). Ein ahnlicher ausbleibender Effekt auf die Geschwindigkeit der
Regeneration sowie das neuronale Uberleben wurde auch in der vorliegenden Arbeit
beobachtet, in welcher der MCSF-Mangel die frihe mikrogliale Aktivierung beeintrachtigt.
Diese Daten deuten darauf hin, dass die zellulare Antwort auf neuronale Verletzung in
unterschiedliche Reaktionsmodule aufgeteilt ist, zwischen denen nur eine geringe Interaktion
besteht. In diesem Konzept sind das neuronale Reparaturprogramm und die Antwort der
Immuniiberwachung zwei zentrale Module, die die zellularen Anderungen im verletzten

Nervensystem regulieren.
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Beide Module enthalten vermutlich verschiedene Untereinheiten, die durch spezifische
molekulare Mechanismen gesteuert werden. Die selektiven Effekte von MCSF auf die frihe
Antwort der Immunuberwachung unterstitzt diese Idee einer hierarchischen Einteilung der
verschiedenen Bereiche.

Interessanterweise wird dieser Gedanke der in hohem Grade strukturierten modularen
Organisation der zellularen Reaktion auch durch Untersuchungen uber die Effekte der
transgenen Deletion der a7-Integrinuntereinheit gestiitzt. Diese Deletion verringert in groRem
Male die Geschwindigkeit der Regeneration des peripheren Nervs (Werner et al., 2000); sie
fuhrt zu einer posttraumatischen neuronalen Expressionssteigerung der korrespondierenden
Integrin-B1 Einheit und zu einer Zunahme des perikaryal-axonalen Aussprossens der Axone
wahrend der spaten neuronalen Antwort am Tag 14 (Galiano et al.,, 1999). Jedoch
beeinflusst sie weder die friihen noch die spaten Phasen der mikroglialen Aktivierung oder
die Rekrutierung von Lymphozyten (Werner et al., 2000). Zur Zeit ist jedoch wenig Uber die
neuronalen Ausléser dieser unterschiedlichen zelluldren Reaktionsmechanismen bekannt.
Die Induktion der Transkriptionsfaktoren wie c-jun, jun-D und STAT3 sowie ihre
nachfolgende Phosphorylierung sind sehr frihe Ereignisse in der neuronalen Antwort nach
Verletzung (Herdegen et al., 1991, 1998; Haas et al., 1993; Schwaiger et al., 2000). Diese
Molekule sind offenbar Kandidaten fur die Ausldsung eines solchen fruhen Effektes, die in
den entsprechenden transgenen Modellen geprift werden sollten.

Hierbei liefern selektive Defekte in der Aktivierung bestimmter Zellen, wie z.B. die in dieser
Arbeit dargestellten Defekte in der frihen mikroglialen Aktivierung in den op/op Mausen, eine
wichtige Lektion Uber den Beitrag der Mikroglia zur Gesamtantwort nach Verletzung. In den
MCSF-defizienten Tieren fuhrt das Fehlen dieses Zytokins zu einer verminderten
mikroglialen Aktivierung in der Frihphase nach Verletzung, fehlender Anhaftung an die
Neurone sowie zu einer Reduktion der frilhen Rekrutierung der Lymphozyten in den
axotomierten Fazialiskern. Es beeinflusst jedoch nicht die axonale Regeneration, den

Prozess des ,synaptic stripping“, das neuronale Uberleben oder die zelluldre Antwort der
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benachbarten Astrozyten. Dies deutet auf eine Schlisselrolle von MCSF in der Einleitung der
entzindlichen Veranderungen im Gehirn und in der Steuerung der Interaktion mit dem

Immunsystem hin.

4.2 Interleukin-6 und die Aktivierung der Mikroglia

Die Verletzung des Gehirnparenchyms geht mit einer Vielzahl an zellularen Veranderungen
unmittelbar im Bereich der Lasion, der anterograden Degeneration, der retrograden
reagierenden Neurone und in ihrer nicht-neuronalen zellularen Umgebung einher. Obgleich
viele dieser Anderungen vermutlich selektiv durch eine Menge lokaler Faktoren vermittelt
werden, die gerade eine spezifische Reaktion bewirken, scheint durchaus die Notwendigkeit
fur eine kleine Anzahl an Signalen zu bestehen, die die Gesamtantwort auf die Verletzung
und deren nachfolgende Regeneration steuern. Die Daten dieser Arbeit sowie bereits
durchgefuhrter Studien deuten darauf hin, dass das Zytokin IL6 einen wichtigen Beitrag zur
gesamten zellularen Antwort nach Verletzung des ZNS leistet. Das Fehlen von IL6 in
homozygoten IL6 Mausen verursachte eine massive Abnahme der Rekrutierung von
Lymphozyten, eine verminderte friihe Aktivierung von Mikroglia sowie eine Verringerung der
axonalen Regeneration und ein erhdhtes spates perineuronales Aussprossen der Axone
(Galiano et al., 2001). Vorangegangene Studien zeigten auch eine signifikante Rolle von IL6
auf die astrozytare Aktivierung (Klein et al., 1997; Penkowa et al., 1999; Raivich et al.,
1999a, b; Sugiura et al., 2000), das Uberleben der sensorischen Neurone (Murphy et al.,
1999a; Zhong et al., 1999) und das Expressionsmuster von Neuropeptiden in den verletzten
Neuronen (Klein et al., 1997; Murphy et al., 1999b). AuRerdem wird IL6 schnell nach Trauma
sowohl im peripheren als auch zentralen Nervensystem hochreguliert (Kiefer et al., 1993;
Bolin et al., 1995; Klein et al., 1997; Murphy et al., 1999a; Legos et al., 2000), was auf eine

Schllsselrolle in der Steuerung der friihen zellularen Gesamtantwort nach Trauma spricht.
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Diese Befunde unterstreichen die Notwendigkeit, die IL6-defizienten Tiere eingehender zu
untersuchen, um die physiologische Funktion dieses endogenen Zytokins besser verstehen
zu lernen.

Das Fehlen von IL-6 flhrt bei der Mikroglia zu einer deutlich abgeschwachten Veranderung
der Morphologie nach Verletzung. Dieser Einfluss scheint Stadium-spezifisch zu sein, da
eine Vielzahl an friihen Aktivierungsmarkern wie MCSFR, a5B1 und a6B1-Integrin und TSP
in den IL6-defizienten Mausen verringert sind. Es zeigt sich auch eine malkige Abnahme der
mikroglialen Proliferation (Klein et al., 1997), verbunden mit der Verminderung der
entsprechenden Aktivierungungsmarker und der mikroglialen Zelldichte.

Im Gegensatz zu diesen friihen Effekten wird die spate mikrogliale Aktivierung am Tag 14
und die Zunahme von MHC1 und B7.2 nicht durch einen IL6 Mangel beeinflusst (Galiano et
al., 2001). Insgesamt deuten die gegenwartigen Daten auf zwei unterschiedliche Phasen der
neuroglialen Aktivierung hin, die jeweils durch unterschiedliche Zytokine gesteuert werden:
Die erste Phase wird durch die verletzten regenerationsfahigen Neurone IL6 und MCSF
vermittelt; die zweite Phase wird durch die Reaktion auf den neuronalen Zelltod sowie durch
die Zytokine IL1 und TNFa, wobei IL6 in dieser Phase eine verhaltnismalig geringe Rolle
spielt, gesteuert (Galiano et al., 2001; Raivich et al., 2002, 2003).

Die IL6-abhangige Rekrutierung der Lymphozyten und die Expression der immunassozierten
Molekile durch die aktivierten mikroglialen Zellen (Galiano et al., 2001) deuten offenbar
darauf hin, dass diese Zellen Bestandteil eines in hohem Grade spezialisierten immunen
Uberwachungsprogramms sind. Die Reaktion dieses Programms scheint schrittweise zu
erfolgen. Wahrend des ersten Phase sucht die aktivierte Mikroglia ihre Umgebung auf
aktivierte T-Zellen ab, bindet Antikdrper und Antigene mit ihren neu exprimierten Rezeptoren
fur Immunoglobuline, Komplement und lymphozytare Oberflachenstrukturen.

Dieses wird von der Adhasion der Mikroglia an den Zellkérper der verletzten Neurone und
dem Beginn der Expression von MHC Molekillen begleitet, einem Schlisselbestandteil in der

Antigenprasentation. Die Apposition und Ausbreitung auf der neuronalen Oberflache bringt
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die Mikroglia in eine strategisch wichtige Position, um l8sliche Moleklle und kleine Teilchen
aufzunehmen, die durch die verletzten Neurone ausgeschittet werden, gefolgt von der
intrazellularen Verarbeitung und der Darstellung gegenuber aktivierten T-Zellen, die in das
verletzte ZNS rekrutiert werden. Auch die frihe Induktion des mikroglialen MHC1 ist von der
Anwesenheit von IL6 abhangig (Galiano et al., 2001). Die morphologischen Veranderungen
der aktivierten Mikroglia, mit Anschwellen des Zellkérpers und der starken Proliferation der
lysosomalen Organellen in der Umgebung der Neurone (Raivich et al., 1998b), kénnen
diesen Prozess unterstutzen.

Interessanterweise fiihrt die IL6-abhangige astrogliale Antwort (Klein et al., 1997) zu einer
erhdhten physikalischen Stabilitat des geschadigten Gewebes (Pekny et al., 1999), wobei die
hemmenden Eigenschaften der glialen Narben die zellulare Migration und das Aussprossen
zusatzlich blockieren kénnen (Giftochristos und David, 1988; McKeon et al., 1991; Brodkey
et al., 1995; Amberger et al., 1998; Fawcett and Asher, 1999; Menet et al., 2000; Moon et al.,
2000) und somit die mogliche Ausbreitung von ansteckenden Krankheitserregern Uber
aussprossende Axone oder nicht-neuronale Zellen verhindern. Tatsachlich ist die
Aussprossung zentraler Axone in den IL6+/+ Tieren nach Axotomie des N. facialis deutlich
geringer als in den IL6-/- Mausen (Galiano et al., 2001).

Die niedrigere Dichte der axonalen Sprouts in der grauen Substanz des axotomierten
Fazialiskern, verglichen mit denen der benachbarten weillen Substanz, wirde offenbar den
hemmenden Effekt der reagierenden Astrozyten der grauen Substanz unterstitzen. Diese
Hemmung des axonalen Aussprossens kann eine rationale Strategie sein, wenn das ZNS
einer infektiosen Bedrohung gegenilber steht (Raivich et al., 1999a, b). Jedoch sind
aussprossende Axone eine Vorbedingung fir die erfolgreiche Reparatur im verletzten
Gehirn. Die Identifizierung der Signale wie IL6, die diese Antwort und ihre Neutralisation
hemmen, zeigt, dass das Wissen um diese Zusammenhange gleichzeitig zu einer

Verbesserung der neurologischen Regeneration in einer sterilen Umgebung beitragen kann.
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Zusammenfassend erscheinen die Aktivierung der Mikroglia, der Astrozyten und die
lymphozytére Rekrutierung als konstitutive Elemente einer schrittweisen zellularen Antwort,
die fir die Immuniberwachung im verletzten ZNS verantwortlich sind und eine mogliche
Verbreitung von Infektionen verhindern sollen. Die Mikroglia von IL6-defizienten Mausen
vermag in der Frihphase zwar Kontakte zu den Neuronen auszubilden, jedoch bleiben die
ramifizierten Zellauslaufer erhalten und es kommt zu keinem Anschwellen der mikroglialen
Zellkorper.

Daruber hinaus kommt es zu einer wesentlich schwacheren Induktion einer Reihe von
Zelladhasionsmolekilen und dem  Haupthistokompatibilitskomplex  Typ  I/Major
histocomptability complex class | (Galiano et al., 2001), was eine entscheidende Rolle fiir die
Antigenprasentation spielt. Insgesamt deuten die Daten darauf hin, dass dieses Zytokin eine
zentrale Rolle in der Initialphase der Immuniberwachung im verletzten Zentralnervensystem
spielt, noch bevor es zum Auftreten des neuronalen Zelldebris kommt. Obgleich Daten zu
Infektionen des ZNS zum gegenwartigen Zeitpunkt fehlen, fuhrt IL6 Mangel zu einer
erhdohten Empfindlichkeit gegeniber infektiosen Erkrankungen, denen IL6-defiziente Tiere

schnell erliegen, wohingegen die gesunden Wildtyptiere nicht erkranken (Kopf et al., 1994).

4.3 Transformation der Mikroglia in Phagozyten: Rolle des

Zelldebris

Der Verlust der peripheren Ramifikation und die Umwandlung in Phagozyten in Anwesenheit
von Zelldebris sind entscheidende morphologische Veranderungen der Mikroglia in
schweren Formen von ZNS-Pathologien.

In vivo wird diese Analyse jedoch durch die unzureichende exakte Bestimmung des Zelltods,
das asynchrone Auftreten von Zelldebris, mit allen hiermit verbundenen Zwischenstadien der

mikroglialen Aktivierung und den hierbei auftretenden sekundaren Reaktionen der
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benachbarten gesunden oder verletzten Neurone, der Oligodendrozyten, des GefalRsystems
oder der rekrutierten Leukozyten erschwert.

Der Hauptvorteil des in dieser Arbeit verwendeten in-vitro-Modells lag darin, dass es die
Untersuchung verschiedener phagozytotischer Stimuli auf die morphologische Veranderung
einer homogenen Zellpopulation und die damit verbundenen molekularen Signale ermdglicht,
indem die Anregung an definierten Zeitpunkten gegeben werden kann, ohne die Vielzahl an
moglichen Sekundareffekten auszulésen. Weiterhin bietet die Verwendung dieses
Kokultursystems den Vorteil, mit ramifizierten mikroglialen Zellen zu arbeiten, die dem
Uberwiegenden Phanotyp dieser Zellen im normalen Gehirn entsprechen. So ist die
mikrogliale Ramifizierung in der Kokultur weit besser entwickelt als in der Reinkultur (Sievers
et al.,, 1994), ist gegeniber reinen Mikrogliakulturen weniger empfindlich gegenlber
Aulensignalen (Schilling et al.,, 2001; Wollmer et al., 2001) und zeigt eine selektive
Transformation der Morphologie auf Zelldebris, die der in vivo sehr ahnlich ist (Kloss et al.,
1997, 2001; Jones et al.,, 1998). SchlieRlich bietet der Gebrauch von einem hybriden
Kokultursystem, mit Mikroglia aus der Maus und Astrozyten aus der Ratte die Moglichkeit,
die Mikroglia zu einem bestimmten Zeitpunkt auf dem Astrozytenrasen auszusden und

zwischen den Astrozyten und der Mikroglia besser zu unterscheiden.

431 Wirkung von Zellmembranen auf ramifizierte Mikroglia-Kokulturen

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, fihrt die Zugabe von Gehirnmembranen zu einer
schnellen graduellen Transformation, beginnend mit einem Anschwellen des Zellkérpers und
dem Verlust der peripheren Zellauslaufer, gefolgt vom Auftreten kleiner abgerundeter
Makrophagen innerhalb von 12-24 Stunden. Die fluoreszenzfarbene Markierung der
Gehirnmembrane zeigt deren Aufnahme durch fast alle transformierte Makrophagen und
deutet auf einen Zusammenhang zwischen der Phagozytose und den morphologischen
Veranderungen hin. Jedoch ist Phagozytose alleine nicht ausreichend, um eine

Transformation zu veranlassen.
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So fuhrte die Aufnahme von Fluorobeads durch die ramifizierte Mikroglia nicht zu einer
Umwandlung in Makrophagen. Aulderdem gab es betrachtliche Unterschiede in der Fahigkeit
unterschiedlicher Membranpraparationen aus verschiedenen Geweben zu einer
Transformation beizutragen, was die Notwendigkeit eines zweiten Stimulus nach
Phagozytose vermuten lieR. Interessanterweise folgte auf die Entfernung der
Gehirnmembrane ein umgekehrter Reramifizierungsprozess, mit initialer Verbreiterung und
flachiger Ausbreitung der abgerundeten Makrophagen, gefolgt vom Aussenden von primaren
und sekundaren Zellauslaufern mit einer stufenweisen Verringerung des angeschwollenen
Zellkérpers. Dieser Prozess war der stufenweisen Ramifizierung von Mikroglia wahrend der
postnatalen Entwicklung und der Rickkehr zum ramifizierten Phanotyp nach Abbau von
Zelledebris sehr ahnlich.

Eine Subpopulation von ungefahr 10-20% der mikroglialen Zellen nahm kein
phagozytotisches Material auf und behielt eine vdllig ramifizierte Morphologie selbst in
unmittelbarer Nahe zu vollstandig transformierten Makrophagen bei. Dieses war selbst in
Anwesenheit hoher Konzentrationen von Gehirnmembranen zu beobachten. Diese
Heterogenitat in der Zellpopulation der Mikroglia und Astrozyten, Zelldebris in
unterschiedlichem Male aufzunehmen, ist mdglicherweise eine ihrer wichtigen
Eigenschaften. In vivo kdnnte diese mikrogliale Heterogenitat dazu beitragen, dass sowohl
phagozytotische als auch nichtphagozytotische Mikroglia selbst bei Vorhandensein grolRer
Mengen von Zelldebris gleichzeitig prasent sind. Obgleich hypothetisch, konnte eine solche
Heterogenitat eine entscheidende Rolle fir eine differenzierte Immuniberwachung des
verletzten ZNS spielen. In-vivo exprimiert die umgebungsaktivierte Mikroglia verstarkt MHC1
und kostimulatorische Faktoren wie B7.2 und ICAM1, deren Niveau jedoch nicht so hoch wie
fur die phagozytotischen Makrophagen ist (Werner et al., 1998; Bohatschek et al., 1999).
Einige kostimulatorische Faktoren, wie das aXp2-Integrin, werden von der
umgebungsaktivierten Mikroglia nicht exprimiert (Kloss et al., 1999). Ein solches Fehlen von

kostimulatorischen Molekilen kann in Anwesenheit des Antigens und der passenden MHC
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Molekile zu einer Inaktivierung oder sogar zum Tod der T-Zelle fihren (Bretscher und Cohn,
1970; Robey und Allison, 1995), welche das Antigen auf der aktivierten Mikroglia erkennt.
Eine ahnliche Heterogenitat wurde in dieser Arbeit auch flr die zugrundeliegenden
Astrozyten beobachtet, obgleich der Anteil der phagozytotischen und nichtphagozytotischen
Zellen umgekehrt verteilt war: die meisten der kultivierten Astrozyten zeigten nur eine
geringe Aufhnahme der rhodaminmarkierten Gehirnmembrane und der Fluorobeads. Die
Phagozytose durch Astrozyten wird auch in vivo beobachtet (Raine, 1976; al-Ali und al-
Hussain, 1996; Bechmann und Nitsch, 1997). Die kombinierte Deletion der astrozytaren
Filamentproteine GFAP und Vimentin fihrt zu einer Beeintrachtigung des Abbau von
Zelldebris nach Verletzung (Pekny et al., 1999). Somit kénnten auch in vitro diese Filamente
an der Beseitigung des Zellrlickstands von der oberen Schicht mitbeteiligt sein.

Die Aufnahme von Fluorobeads durch Astrozyten und ramifizierte Mikroglia wird durch die
Zugabe von Gehirnmembranen gehemmt. Diese Hemmung erfolgte stufenweise mit Zugabe
zunehmender Mengen von Gehirnmembranen und Iasst aufgrund seiner Sattigung bei hohen
Konzentrationen an einen rezeptorvermittelten Mechanismus denken. Die ahnliche Kinetik
der Aufnahme von Zellmembranen in Mikroglia und Astrozyten Iasst darauf schlieen, das in
beiden Zelltypen ahnliche Rezeptoren fir die Aufnahme verantwortlich sind. Die Aufklarung
dieser Rezeptoren wird dazu beitragen, den Prozess der Phagozytose von neuronalen
Zelldebris besser zu verstehen und die flir eine spezifische zellulare Antwort notwendigen
nachfolgenden Signalkaskaden zu verstehen.

Intrazellulare Signale scheinen nach der Phagozytose von neuronalem Zelldebris die
Transformation in abgerundete Makrophagen zu vermitteln. Nahezu alle transformierten
Makrophagen zeigen die Aufnahme von rhodaminmarkierten Gehirnmembranen, wobei die
weiterhin ramifizierten mikroglialen Zellen unmarkiert blieben, was auf eine Kopplung von
Phagozytose und Transformation schlielen lasst. Das offensichtliche Fehlen eines Effekts
von amdboiden Makrophagen auf die unmittelbar benachbarte ramifizierte Mikroglia spricht

gegen ein extrazellulares Signal, obgleich sich eine maRige Aktivierung nicht ausschliellen
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l&sst. Dasselbe trifft auch auf die Subpopulation der zuféllig verteilten phagozytotischen
Astrozyten zu, die keine bevorzugte Kolokalisation. Mit améboiden Makrophagen oder mit
ramifizierter Mikroglia zeigten. Mdglicherweise sind die intrazellularen Signale, die zu einer
Deramifikation der Mikroglia fiihren, ahnlich oder identisch denen, die eine Aktivierung nach
Phagozytose verursachen. So erhoht die Zugabe von Myelin die Produktion von
Wachstumsfaktoren durch die phagozytierenden Makrophagen (Baichwal et al., 1988). Die
Zugabe von neuronalen oder glialen Zellmembranen in Mikrogliareinkulturen verursacht eine
starke Expression von MHC2 (Beyer et al., 2000), wobei selbiges nicht nach Phagozytose
von Flurobeads zu beobachten ist, was die Notwendigkeit von biologischem Zelldebris
unterstreicht (Beyer et al., 2000).

Die morphologischen Veranderungen, die durch Gehirnmembranen ausgelost werden,
scheinen jedoch nicht einfach nur auf die Zugabe eines biologischen Zelldebris zu beruhen.
So unterscheidet sich die Fahigkeit zur Transformation von Gewebe zu Gewebe.
Insbesondere Gehirnmembrane, gefolgt von Membranen aus Niere und Leber, zwei grol3en
epithelialen Geweben, vermochten eine Anderung der mikroglialen Morphologie zu
induzieren. Die Aktivitdt von Gewebe mesodermalen Ursprunges, wie Muskel und Milz, war
verhaltnismalig schwach. Die Zelloberflache der Neurone, Gliazellen und Epithelzellen ist in
hohem Grade polarisiert, und der Effekte auf die ramifizierte Mikroglia reflektiert
maoglicherweise den chemischen Aufbau ihrer Zellmembranen.

Unter anderen Bedingungen handelt es sich um dasselbe Gewebe, welches den
umgekehrten Effekt der Ramifikation von Monozyten veranlassen kann. In vivo ist die
Ramifikation im Gehirn am ausgepragtesten, aber auch die Makrophagen in Leber (Kuffler
Zellen) und Niere weisen mit ihren peripheren Zellauslaufern eine ramifizierte Morphologie
auf, im Gegensatz zu den mehr abgerundeten Phanotypen im Skelettmuskel oder in der
roten Pulpa der Milz. Ebenso wie die Astrozyten verursachen konfluente Zellrasen von
Epithelzellen aus Niere und Leber eine Ramifikation der auf ihrer Oberflache kultivierten

Monozyten (Wilms et al., 1997), wobei dieser Effekt wahrscheinlich Giber das konditionierte
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Medium vermittelt wird. Insgesamt scheinen das adulte ZNS und epitheliales Gewebe eine
doppelte Kontrolle Uber die Morphologie der jeweils residenten Makrophagen auszuilben.
Sie vermogen unter gesunden Bedingungen eine Ramifikation zu induzieren und im Falle
von pathologischer Veranderung zu einer Aktivierung, mit Verlust der peripheren
Zellauslaufer und Umwandlung in Phagozyten zu fiihren. Diese abgerundeten Makrophagen
produzieren zahlreiche Zytotoxine und neurotrophe Molekille und scheinen eine wichtige

Rolle bei der Entwicklung von Sekundarschaden zu spielen.

4.3.2 Pharmakologie der mikroglialen Transformation

In diesem Teil der Arbeit wurde das Kokultursystem dazu benutzt, um die starke
deramifizierende Wirkung verschiedener pharmakologischer Substanzen zu zeigen, die eine
Erhéhung des intrazellularen Kalziums (Calcimycin), ein hohes Niveau von cAMP (dibutyryl-
cAMP), eine Aktivierung der Adenylatcyclase (Forskolin) und eine Hemmung der G-Proteine
(Pertussistoxin) als auch der Serine/ Threonin-Proteinphosphatasen 1 und 2A (Okadaicacid)
bewirken. Interessanterweise zeigten vorhergehende Untersuchungen zum mikroglialen
Zelltod nach Applikation von dibutyryl-cAMP oder Forskolin in der mit aMB2-Immunreaktivitat
kombinierten TUNEL-Farbung nur eine geringe Wirkung (Bohatschek und Kalla,
unveroffentlichte Beobachtungen).

Im Fall vom dibutyryl-cAMP waren sowohl in den behandelten (1uM-1mM) als auch
unbehandelten Kulturen in der TUNEL-Farbung nur 1%-2% der aMp2-positiven Mikroglia
markiert und keine Astrozyten; im Fall von 1mM Forskolin waren 5% der aMB2-positiven
Mikroglia TUNEL-positiv, im Vergleich zu 1%-2% in den Kontrollen und in den mit 1-100 yM
Forskolin behandelten Kulturen (Kalla et al., 2003). Verglichen mit der bis zu 80% TUNEL-
positiven Mikroglia 24 h nach entfernen von GMCSF (Jones et al., 1997), sind die oben
beschriebenen Effekte verhaltnismallig mild. Dies stimmt mit einer maRigen Toxizitat von
Forskolin Uberein und lasst darauf schliel3en, dass die meisten abgerundeten mikroglialen

Zellen selbst auf dem beschadigten Astrozytenrasen keine Apoptose durchmachen.
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Kein Effekt auf die mikrogliale Morphologie wurde fur dibutyryl-cGMP oder fur UTP
beobachtet. Die Zugabe von ATP hatte einen maRigen Effekt, welcher jedoch nur bei sehr
hohen unphysiologischen Konzentrationen (100 mM) zu beobachtet war. Extrazellulare
Matrixbestandteile, Integrinrezeptorblocker, Disintegrine oder die Serinprotease Thrombin
hatten alle keinen Einfluss auf die Morphologie, trotz vorhergehender Studien, die einen
Effekt auf reine Mikrogliazellkulturen zeigen konnten. Die Zugabe von Prostaglandin D2
(PGD2), einem Molekll, das durch aktivierte mikrogliale Zellen produziert wird, hatte einen
transformierenden Effekt. Dieser trat jedoch bei Konzentrationen zwei Zehnerpotenzen
groler als die fir PGD2 exprimierten Rezeptoren auf. Aullerdem war die komplette
Transformation im Fall von PGD2 und Forskolin mit Konzentrationen verbunden, die mit
einer Storung der intakten Astrozytenschicht einhergingen und somit indirekte, giftige Effekte

implizieren.

4.3.2.1 Effekte von intrazellularen Stimuli auf ramifizierte Mikroglia in Zellkultur

Die Ergebnisse in der Zellkultur implizieren vier verschiedene Kategorien pharmakologischer
Substanzen, die zu einer Transformation der ramifizierten Zellen in abgerundete
Makrophagen fuhren. So wurden starke stimulierende Effekte fur Substanzen beobachtet,
die zu einer Erhéhung des intrazellularen Kalziums und cAMP fiihren oder eine Hemmung
der G-Proteine und Serine/Threonin-Proteinphosphatasen 1 und 2A bewirken. Insgesamt
deuten diese Effekte auf zwei gegensatzlich regulierte intrazellulare Mechanismen hin:
einerseits fihren erhéhte Konzentrationen von Kalzium und cAMP zu einer Umwandlung in
Makrophagen; auf der anderen Seite tragen aktivierte Phosphatasen und Pertussis-sensitive
G-Proteine dazu bei, einen ramifizierten Phanotyp beizubehalten.

Die meisten der oben genannten Molekile spielen eine wichtige Rolle wahrend der
Phagozytose und scheinen an der physiologischen Transformation in Makrophagen beteiligt
zu sein. Die Vorbehandlung humaner Monozyten mit Pertussistoxin, einem Inhibitor von G-

Proteinen, blockiert die Fahigkeit, Bakterium vom Wildtyp zu internalisieren (Schaeffer und
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Weiss, 2001). Ein ahnlich inhibitorischer Effekt wurde auch fur Okadaicacid (Stromhaug et
al., 1997; Pahan et al., 1998), einem Inhibitor der Serine/Threonin Proteinphosphatasen PP1
und PP2A, beobachtet. Die Phagozytose konnte auch durch eine Erhéhung von cAMP
verringert werden (Deporter et al., 1977; Thomas et al., 1997; Rossi et al., 1998), was als
wichtiger negativer Feedbackmechanismus dienen kdnnte, zumal eine Erhéhung von cAMP
in den Bereichen der Internalisation durch die Makrophagen beobachtet wird (Birmelin und
Decker, 1984; Pryzwansky et al., 1998).

Auf der anderen Seite gleicht cAMP auch Phagozytosedefekte in den C3H/Hed
Makrophagen aus (Vogel et al., 1981) und scheint fir die Transformation in
immunkompetente Makrophagen erforderlich zu sein (Peters et al., 1990). Dies unterstreicht
seine Rolle in der phagozytotischen und postphagozytotischen Signalkaskade. Schlief3lich
fuhrt die Phagozytose bei peripheren Blutmonozyten und in hepatischen Kupfferzellen zu
einem schnellen Anstieg des freien zytosolischen Kalzium (Bermelin und Decker, 1983; Kim
et al., 1992), welches als ,second messenger® bei der Phagozytose beteiligt sein kdnnte.
Hohe Kalziumkonzentrationen, eine Rekrutierung von Calcium-bindenden Calmodulin und
die Aktivierung der calmodulinabhdngigen Kinase CAMK2 sind fur eine erfolgreiche
Aufnahme, Tétung und Verdauung von Bakterien wie z.B. dem Mykobakterium tuberkulose
entscheidend (Malik et al., 2001).

Neue Studien deuten auf eine phagozytotische Mitbeteiligung des calcium-bindenden
Proteins IBA1 hin (Ohsawa et al., 2000), welches spezifisch in aktivierter Mikroglia und
Makrophagen exprimiert wird (Imai et al., 1996) und zu einer starken Actin-Bindung fuhrt
(Sasaki et al, 2001). AuBerdem fiihren die Entleerung der Ca?'-Speicher im
endoplasmatischen  Retikulum  sowie die langanhaltende  Verringerung des
cytoplasmatischen Ca?'-Spiegels mit Thapsigargin zu einer Riicktransformation der
Makrophagen in ramifizierte Mikroglia in reinen mikroglialen Zellkulturen (Yagi et al., 2000).
Die physiologische Rolle der oben genannten Molekile in der Transformation von

Makrophagen sollte in Zukunft noch mit Hilfe von transfizierten Genmutanten bestatigt
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werden. Hier kdnnte der Gebrauch des hybriden Mikroglia-Astrozyten Kokultursystems mit
Mausemikroglia und Astrozyten aus der Ratte ein Vorteil sein, da es die Beurteilung von
Effekten auf einen speziellen Zelltyp unter Verwendung von speziesspezifischen Reagentien
zulasst.

Es scheint ein betrachtliches Potential fur die Interaktion zwischen den unterschiedlichen
Signalkaskaden zu geben, die zu einer mikroglialen Deramifikation fihren. Die pertussis-
sensitiven G; alpha Proteine sind starke Inhibitoren der zytosolischen Adenylatcyclase. lhre
Inaktivierung durch das Pertussistoxin blockiert ihre Fahigkeit, die Adenylatcyclase zu
inhibieren (Bokoch et al., 1983; Kaslow et al., 1987) und ermdglicht so eine Ansammlung von
cAMP als Antwort auf den passenden Stimulus (Fishel et al., 1970; Katada und Ui, 1981).
Die Erhéhung von Kalzium und die nachfolgende Rekrutierung von calcium-bindenden
Calmodulin (Malik et al., 2001) kdénnte ein wichtiger, Gberwiegend stimulierender Effekt auf
unterschiedliche Isoformen der Adenylatcyclase sein und zu einer erhdhten Ansammlung
von cAMP fiihren (Defer et al., 2000).

Okadaic acid, ein Inhibitor der Serine/Threonin Proteinphosphatasen PP1 und PP2A, scheint
einen stark stimulierenden Effekt auf raf-1 und die MAP-Kinase zu haben (Gomez-
Cambronero et al.,, 1993; Kharbanda et al., 1994), beides Bestandteile einer allgemeinen
intrazellularen Kaskade, die Signale integriert, die durch Wachstumsfaktoren, Kalzium und
zyklische Nukleotide vermittelt werden (Anderson et al., 1990). Diese Daten deuten darauf
hin, dass die Proteinphosphorylierung an den PP1 und PP2A sensitiven Serin- und
Threoninstellen, und folglich an den Okadaicacid-sensitiven Stellen, einen stark
deramifizierenden Effekt hat.

Ein ahnlicher deramifizierender Effekt durch Proteinphosphorylierung wird auch in vivo fir
die PTP1C-defizienten Mause (MeV) angenommen. PTP1C ist eine Tyrosinphosphatase, die
in aktivierten mikroglialen Zellen stark hochreguliert wird. Nach Fazialisaxotomie in den
PTP1C-defizienten Mausen kommt es schnell zur Transformation der aktivierten Mikroglia in

Makrophagen (Horvat et al., 2001). Dies kann nicht in den normalen Wildtyptieren
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beobachtet werden, was eine Proteinphosphorylierung an den PTP1C-sensitiven
Tyrosinstellen sowie an den Okadaicacid-sensitiven Serine/Threonin Stellen impliziert, wenn
die mikrogliale Transformation vermittelt wird.

In der Mikroglia und in den Makrophagen hangt die Hochregulation von PP2A sowie PTP1C
von Mitogenen wie MCSF und GMCSF ab (Chen et al., 1996; Jiao et al., 1997). Aufgrund
eines hemmenden Feedbackmechanismusses wird somit einer Hyperphosphorylierung des
MCSF-Rezeptors sowie anderer Proteine und eine erhdhte Aktivitat der Makrophagen in
Abwesenheit dieser Phosphatasen verhindert (Umeda et al., 1999; Horvat et al., 2001;
McMahon et al., 2001). Beide Mitogene sind in der Kokultur in einer
proliferationsstimulierenden Konzentrationen vorhanden (Kloss et al., 1997; Schilling et al.,
2001). Die Inhibition der Phosphatasen mit Okadaicacid kdnnte zu einer unphysiologischen
Hyperphosphorylierung ihrer Proteinziele fiihren und somit eine Transformation der noch
ramifizierten Zellen (Jones et al.,, 1998) in vollstandig abgerundete Makrophagen
verursachen. PP2A spielt auch eine hemmende Rolle auf die Proteinkinasen, die durch
cAMP, Kalzium und die Calmodulin-abhangigen Signalkaskaden aktiviert werden (Berger et
al.,, 1993; Westphal et al., 1998; Zakany et al., 2002). Durch die hemmende Wirkung von

Okadaicacid auf PP2A wird eine direkte Aktivierung dieser Molekiile imitiert.

4.3.2.2 Effekte von extrazellularen Stimuli auf ramifizierte Mikroglia in Zellkultur

Im Gegensatz zu in-vitro-Studien mit reinen Mikrogliazellkulturen (Chamak und Mallat, 1991;
Tanaka und Maeda, 1996; Wollmer et al., 2001) implizieren die Ergebnisse aus der Kokultur
einen fehlenden Einfluss von extrazellularen Molekulen auf die Transformation von
ramifizierter Mikroglia in Makrophagen. So kann Keratansulfat in reinen Mikrogliazellkulturen
Ramifikation induzieren (Wilms et al., 1999), bleibt jedoch im Kokultursystem ohne Wirkung
auf deramifizierte Zellen. Ahnlich verhalt es sich mit den drei gepriiften Disintegrinen
(Flavoridin, Kistrin, Echistatin), die andererseits keinen deramifizierenden Effekt auf die

Mikroglia zeigten.
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Im Falle der inhibitorischen RGD-Peptide, flhrten alle vier Peptide zum Auftreten von
abgerundeten Makrophagen, jedoch jeweils bei einer Konzentration, die auch eine komplette
Zerstorung des zugrundeliegenden Astrozytenrasens verursachte. Das Fehlen eines
spezifischen Effekts auf die mikroglialen Zellen und die Empfindlichkeit der Astrozyten
gegeniber diesen Peptiden, sind beide im Einklang mit der Verteilung fokaler Adhasionen
und der extrazelluldren Matrix in der Kokultur. Beide sind in interastrozytaren Kontakten
zahlreich vorhanden (Bohatschek et al., 2001) und bilden die entsprechenden Angriffsstellen
fur die RGD-Peptide. Das Vorhandensein eines etwa gleichstarken Effektes bei allen vier
Peptiden in der jeweils gleichen Konzentration und das Fehlen eines Effektes bei
Verwendung des Kontrollpeptids mit Austausch einer Aminosaure in einer fir die
Objekterkennung zentralen Position unterstreicht die Spezifitat dieses Effektes.

Das Fehlen fokaler Adhasionen und die gering ausgepragte extrazellulare Matrix auf der
Astrozytenoberflache sind eine wichtige Eigenschaft von Mikroglia-Astrozyten-Kontakten
(Bohatschek et al., 2001). Jedoch ist die Mikroglia zur Ausbildung spezifischer Adhasionen
fahig. So zeigen sie sowohl in vivo als auch in vitro hochentwickelte Kontakte zu den
benachbarten Neuronen und zu anderen mikroglialen Zellen, (Streit et al., 1987; Sudo et al.,
1998). Sie exprimieren auch zahlreiche verschiedene Integrine, wie z.B. o431, a5p1, a6p1,
und aMp2 (Kloss et al., 1999, 2001), die derartige Adhasion vermitteln konnen. Gegenwartig
kénnen wir einen direkten Einfluss der Integrine auf die Ramifizierung der Mikroglia, die nicht
durch fokale Adhasionen und auch nicht durch die RGD-Sequenz vermittelt werden, nicht
sicher ausschlielen. Die aktuellen Daten deuten jedoch auf eine indirekte Rolle Uber die
Ausbildung eines konfluenten Astrozytenrasens hin. Hinsichtlich der mikroglialen Integrine
scheint es, dass diese mehr in die Interaktion mit Neuronen und anderen mikroglialen Zellen
eingebunden sind, als an der Regulation eines ramifizierten Phanotyp im Beisein von
lebenden Astrozyten.

Schwere Gehirnverletzungen fuhren zu einer erhéhten Synthese und Freigabe von vielen

Trauma- und Entziindungs-assozierten Molekulen, einschlieflich Zytokinen,
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Prostaglandinen, Proteasen wie Thrombin sowie intrazelluldren Nukleotiden. ATP und UTP
werden von undichten verletzten Zellen oder von stark elektrisch stimulierten Zellen
freigesetzt (Schipke et al., 2002), Thrombin an Orten der lokalen Koagulation sowie durch
lokale Synthese in geschadigtem Gewebe (Citron et al., 2000) und PGD2, das eigentliche im
ZNS vorkommende Prostaglandin (Siren, 1982), hauptsachlich von aktivierten mikroglialen
Zellen (Matsuo et al., 1995; Minghetti und Levi, 1995). Interessanterweise schien keines
dieser Molekile einen starken, die Ramifikation inhibierenden Effekt in der Kokultur zu
haben, obgleich sie andere Parameter der mikroglialen Aktivierung beeinflussten (Walz et
al., 1993; Norenberg et al., 1997; Mdller et al., 2000).

In vorhergehenden Studien (Kloss et al.,, 1997; Jones et al., 1998) zeigten zahlreiche
Zytokine keinen Einfluss auf die ramifizierte Morphologie der Mikroglia, obgleich sie die
Proliferation erhdhten (MCSF, GMCSF, IL1, IL3, IL6) oder inhibierten (TGFB1, IL2, IL4, IL10,
TNFa, IFNy). Des weiteren fihrte die Zugabe von Thrombin, anders als bei Neuronen, bei
denen es in vitro nach Zugabe zu einem Kollaps der Neuriten kommt (Jalink und Moolenaar,
1992), zu keiner derartigen Degeneration der ramifizierten Mikroglia. Von all den extrazellular
aktiven Molekilen, die in der vorliegenden Arbeit geprift wurden, hatten nur ATP und PGD2
einen maRig deramifizierenden Einfluss auf die mikrogliale Morphologie, ohne gleichzeitig
den zugrundeliegenden Astrozytenrasen zu schadigen. Jedoch wurden diese Effekte nur bei
Konzentrationen zwei Zehnerpotenzen Uber denen der vorhandenen Rezeptoren fir PGD
(Narumiya et al.,, 1999; Monneret et al., 2001) oder der lokalen effektiven ATP-
Konzentrationen (0.1-1mM) im verletzten Gewebe beobachtet und scheinen somit
nichtphysiologische Effekte wiederzuspiegeln. ATP scheint bei physiologisch relevanten
Konzentrationen von 1mM zu einer erhéhten peripheren Verastelung in reinen mikroglialen
Zellkulturen zu fahren (Wollmer et al., 2001).

Das Fehlen eines deramifizierenden Effektes von extrazellularen Signalen ist in
Ubereinstimmung mit der selektiven Wirkung des Zelldebris auf die phagozytierende und

nicht auf die benachbarte nichtphagozytierende Mikroglia, und verweist auf die intrazellulare
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Signalkaskade, die zu einer Deramifikation fuhrt. Die Identifikation der eigentlichen
Mediatoren dieses Transformationsprozesses aus der Reihe der wahrscheinlichen
Kandidaten, die in der gegenwartigen Arbeit beschrieben werden, wird sicher zu einem
besseren Verstandnis der molekularen Mechanismen verschiedener Formen der
Gehirnpathologie beitragen. Auflierdem wird dieses Verstdndnis zur Entwicklung von
Strategien fihren, die eine Verminderung der Sekundarschaden sowie eine erfolgreiche

Regeneration im verletzten Nervensystem bedingen werden.
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5. Zusamenfassung

Morphologische Veranderungen der Mikroglia, einer normalerweise hochveréstelten, und mit
Gewebsmakrophagen verwandten Hirnzelle, sind eine wichtige Begleiterscheinung bei fast
allen Formen der Gehirnpathologie. Selbst geringfugige neurale Verletzungen fihren zu
einer Abnahme der mikroglialen Verastelung, Expression verschiedener Adhasionsmolekile
und der Anheftung der Mikroglia an die betroffenen Strukturen, wie z.B. die verletzten
Neurone. Dabei schwellen die Mikroglia an, wobei es Hinweise gibt, dass sie antigenes
Material von verletzten Neuronen tbernehmen und es den einwandernden T-Lymphozyten
prasentieren. Auf diese Weise spielen sie eine wichtige Rolle in der Immuniberwachung des
verletzten Nervensystems. Neuronaler Zelltod und das Auftauchen des Zelldebris fiihren zu
einer weiteren Transformation der Mikroglia in fortsatzlose (deramifzierte), amoeboid-
phygozytotische Makrophagen, die das Hirndebris beseitigen.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden im Fazialisaxotomiemodell der Maus, in den MCSF
und IL6-defizienten Tieren, und in der Astrozyten-Mikroglia Zellkultur molekulare Signale
untersucht, die diese morphlogischen Veranderungen der Mikroglia steuern. Hier fuhrte die
MCSF-Defizienz zu einer Hemmung der initialen Anheftung der Mikroglia an die Oberflache
der verletzten Neurone und die von IL6 zu einer Hemmung der etwas spéater einsetzenden
mikroglialen Anschwellung, Deramifikation und der Expression von antigenprésentierenden
Molekulen (MHC1). Allerdings flhrte weder die Defizienz von IL6 noch von MCSF zu einer
Hemmung der spaten mikroglialen Transformation von Mikroglia in Makrophagen, als
Auswirkung auf den verspéteten neuronalen Zelltod.

Wie schon aus vorhergehenden Studien bekannt, wird neuronaler Zelltod von einer Induktion
einer Vielzahl der Zytokine (Interleukin-1 beta, Tumor Nekrosis Faktor-alpha, Interferon
gamma) und der Einwanderung von Lymphozyten begleitet. Hier war eine kausale
Zuordnung der mikroglialen Transformation zum Zelldebris deshalb bisher nicht eindeutig

moglich.
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Aus diesen Grinden wurde die Auswirkung des Zelldebris auf die mikrogliale Morphologie
unter vereinfachten Bedingungen in der Zellkultur untersucht. Hier flhrten neuronale
Zellmembranen, die aus normalem Hirngewebe gewonnen wurden, zu einer sehr deutlichen
und gewebsspezifischen Transformation von ramifizierter Mikroglia in amoeboid-
phagozytotische Makrophagen. Im Schlussteil der vorliegenden Arbeit wurden
unterschiedliche Kategorien von intrazellularen aktiven Molekilen auf ihre Fahigkeit
untersucht, als mdogliche Vermittler in der Umwandlung von Mikroglia in Makrophagen zu
fungieren. Viele der in Frage kommenden extrazellularen Faktoren zeigten in
physiologischen Konzentrationen keinen transformierenden Effekt auf die mikrogliale
Morphologie. Allerdings fanden sich hier 4 Kategorien pharmakologischer Substanzklassen,
die diese Transfomation reproduzieren konnten: Substanzen, die zu einer Erhdhung des
intrazellularem Kalzium (Calcimycin) oder cAMP (dibutyryl-cAMP; Forskolin) und zu einer
Inhibition der Phosphatasen (Okadaic Acid) oder Gi-Proteine (Pertussistoxin) flihren.

Insgesamt weist die spezifische Reaktion der Mikroglia-Zellen nach Verletzung des ZNS auf
ein stark konserviertes Programm hin, dem eine wichtige Rolle beim Schutz und bei der
Regeneration des verletzten Nervensystems zukommt. Das bessere Verstandnis dieser
hierarchischen Organisation und der dabei involvierten molekularen Signale wie MCSF, IL6,
Ca, cAMP, Phosphatesen oder Gi-Proteine ist deshalb wichtig als Ausgangspunkt fur eine

gezielte therapeutische Intervention bei Schadigungen des Nervensystems.
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Abb. Abbildung

ABC Vectorstain® Avidin- Biotin-Komplex Kit

ACM Astrozyten-konditioniertes Medium

AF Autofluoreszenz

BBB Blut-Hirn-Schranke (englisch "Blood-brain barrier")

BDNF Gehirnnervenwachstumsfaktor (englisch "brain derived neurotrophic factor")
bidest. bidestilliert

BSA Rinderalbumin

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

CcDh Differenzierungsmerkmal (englisch "cluster of differentiation")
cDNA komplemantére Desoxyribonulkeinséure

CGRP Kalzitonin Gen-verwandtes Protein (englisch "calcitonin gene related peptide")
CR3 Komplement-Rezeptor 3

Cy3 Indokarbocyanin 3

DAB 3,3'-Diaminobenzidin (3,3',4,4'-Tetraaminobiphenyl)
DIFF-RISC Differentialer relativer Farbe-Koeffizient

DMEM Dulbeccos Modifiziertes Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

EDTA Ethylendiamin-tetra-Azid

EP Endogene Peroxidase

EM Elektronenmikroskopie

eNOS endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase

EZM extrazellulare Matrix

FA Formaldehyd

FCy Fc-Teil der IgG

FCyR Rezeptor fur den Fc-Teil der IgG

FCS Fotales Kalberserurn

FI Farbeintensitat

FITC Fluorescein-5-Isothiocyanat

g Gramm

g Konstante der Erdbeschleunigung (9,81 kg x m?:s?)

GFAP saueres Gliafaserprotein (englisch "glial fibrillary acidic protein™)

GMCSF Granulozyten-Makrophagen-Koloniestimulierender Faktor
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ap Glykoprotein

HRP Meerrettichperoxidase (englisch "horse radish peroxidase™)
IBA ionisiertes Ca-bindendes Adaptermolekiil

ICAM Interzellulares Adhasionsmolekil (englisch "intercellular adhesion molecule™)
IFNy Interferon gamma

Ig Immunglobuline

IGF engl. , insulin-like growth factor*

IgG Immunglobulin G

IHC Immunhistochemie

IL Interleukin

iNOS induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase

in vitro in Kultur

in vivo im Gewebe

IR Immunreaktivitéat

kDa kilo-Dalton

[ Liter

LDL Lipoproteine geringer Dichte (englisch "low density lipoproteins")
LIF Leuk&mie inhibierender Faktor

LPS Lipopolysaccharide

M Musculus (lateinisch "Muskel")

MB Mega-byte (Millionen Bytes)

MCSF Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor

MCSFR Rezeptor fur MCSF

MHC Haupthistokompatibilitdtsantigen (englisch "major histocompatibility complex")
Mg Mikrogramm (= 10"® Gramm)

pl Mikroliter (= 10° Liter)

ml Milliliter (= 107 Liter)

MPI Max-Planck-Institut

N Nervus (lateinisch "Nerv")

NADPH reduziertes Nikotinsaureamid-adenin-dinucleotid-phosphat
Ncl. Nucleus (lateinisch "Kern")

NGF Nervenwachstumsfaktor

NO Stickstoffmonoxid

oLV optischer Lichtwert (englisch "optical luminosity value")

p Fehler erster Art
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PB Phosphat-Puffer

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung

PDGF von Thrombozyten gebildeter Wachstumsfaktor

PF Perfusionsfixativ

PFA Paraformaldehyd

Pixel Bildpunkt

PNS peripheres Nervensystern

RGB Rot-Grun-Blau (englisch "Red Green Blue")

RISC relativer Farbe-Koeffizient (englisch "relative intensity of staining factor")
ROI Auswertungsgebiet (englisch "region of interest")

rpm Umdrehungen pro Minute (englisch "rounds per minute")
RT Raumtemperatur

SD Standardabweichung (englisch "standard deviation™)
TGF Tumorwachstumsfaktor (englisch "tumor growth factor ")
TIFF englisch "tagged image file format"

TNF Tumor-Nekrosefaktor

TNFR Tumor-Nekrosefaktor-Rezeptor

TSP Thrombospondin

TNF Tumornekrosefaktor

\Y Volt

VCAM vaskulares Zelladh&sionsmolekil (englisch "vascular cell adhesion molecule")
VIP vasoaktives intestinales Polypeptid

WLD Wallersche Degeneration

ZNS Zentrales Nervensystem
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