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1. Einleitung

1.1 Reaktion des Zentralen Nervensystems auf Verlet zung

Akute Schadigungen des Zentralen Nervensystems losen ein komplexes Netzwerk
morphologischer, metabolischer und funktioneller Veranderungen aus, die begleitet
von entzundlichen Reaktionen, letztlich entweder in degenerativen oder
regenerativen Prozessen miunden. Dabei initiieren die betroffenen Nervenzellen ein
Notprogramm und stimulieren die umliegenden Mikrogliazellen und Astrozyten.
Diese Aktivierung wird von Veranderungen des vaskularen Endothels und einer
Einwanderung peripherer Immunzellen begleitet (McQuarrie et al., 1978; Barron,
1983; Kreutzberg, Graeber, and Streit, 1989; Kreutzberg, 1995; Raivich et al., 1995;
Raivich, Bluethmann, and Kreutzberg, 1996; Raivich et al., 1999b).

Sowohl die frihen Veranderungen, als auch die Ablaufe zu spéateren Zeitpunkten
nach indirekten Hirnverletztungen sind auf morphologischer Ebene inzwischen im
Detail bekannt. Die gliale Reaktion auf verschiedene Noxen wie Trauma, Ischamie
und Infektion, sowie die Rektrutierung peripherer Leukozyten lauft dabei nach einem
sehr stereotypen Muster in mehreren Stufen ab (Raivich et al., 1999b). Die den
morphologischen Veranderungen und der Kommunikation zwischen einzelnen
Zelltypen zugrundeliegenden molekularen Mechanismen sind jedoch nur im Ansatz
verstanden. |hre Entschlisselung konnte neue Ansatze fir gezielte
pharmakologische Interventionen bei Erkrankungen des Nervensystems eroffnen.

1.2 Zentrale Reaktionen auf periphere Durchtrennung des
Nervus facialis

Das ganze Spektrum des neuroglialen Aktivationsrepertoires kann nach Fazialis-
Axotomie in der Maus beobachtet werden. Nach peripherer Durchtrennung der
motorischen Nervenanteile, kommt es im betroffenen Kerngebiet zu einer De- und
Regeneration der Motoneurone, die mit einer zeitlich wohl definierten, stereotypen

Reaktion von Nervenzellen, Astrozyten, Mikroglia, Endothelien und Leukozyten



einhergeht. Die Blut-Hirnschranke bleibt in diesem Modell intakt (McQuarrie et al.,
1978; Eddleston and Mucke, 1993; Kreutzberg, 1995).

Die Ereignisse lassen sich in eine Frihe Phase, die etwa 48 Stunden nach
Transektion des Nervus facialis beginnt, und eine um zwei bis drei Wochen
versetzte Spate Phase unterteilen (Abbildung 1). In den ersten Tagen nach
Fazialisaxotomie beginnt die Mikroglia im verletzten Kerngebiet zu proliferieren und
an die neuronalen Zellkorper zu adharieren. In diesem Prozess, der als ,synaptic
stripping” bezeichnet wird, verdréngt die Mikroglia terminale Neuritenendigungen
von den betroffenen Neuronen (Blinzinger and Kreutzberg, 1968). Im Gegensatz zu
anderen Tieren, kommt es in der Maus nach zwei bis drei Wochen zu einem spaten
Untergang einer Subpopulation der Motoneurone. Um den dabei entstehenden
Debris, bilden sich phagozytierende Mikroglia-Knétchen (Moller et al., 1996) und
sammeln sich aus dem Blut eingewanderte Leukozyten an (Raivich et al., 1998a).
Spater verdrangen Astrozytenlamellen die Mikroglia von der Neuronenoberflache
und isolieren diese elektrisch. Die Mehrheit der Motoneurone (70-80%) geht

allerdings nicht zu Grunde und beginnt mit dem Aussprossen neuer Axone.

1.2.1 Neuronale Reaktion nach Fazialisaxotomie

Nach der Durchtrennung des Nervus facialis kommt es zu einem Untergang des
distalen Axon-Anteils durch Wallersche Degeneration. Zusatzlich findet man aber
auch eine rasche Reaktion im betroffenen Zellkbrper mit Anschwellen des Zellkerns,
Verdrangung des Nukleolus an den Rand und Zerfall der Nissl-Substanz (Nissl,
1894; Jessell, 1991). Ultrastrukturell vermehren sich insbesondere die zur
Proteinsynthese befahigten Ribosomen (Barron, 1983). Der chromatolytische
Zellkorper verandert neben seiner Morphologie auch den Grad an Proteinsynthese
und die Nahrstoffaufnahme. Dabei kommt es zu einer verringerten Synthese der fur
die spezifische Funktion wichtigen Molkile wie Neurotransmitter und
postsynaptische Proteine (Nakayama et al., 1995). Im Gegenzug werden vermehrt
strukturerhaltende Molekule und wachstumsassoziierte Proteine wie GAP-43, die
sonst nur wahrend der Embryonalphase aktiv sind, produziert (Skene, 1989;
Benowitz and Routtenberg, 1997). Zusatzlich kommt es in den durch ,synaptic
stripping” von ihrer Umgebung elektrisch isolierten axotomierten Motoneuronen zu

einem Anstieg vieler verschiedener Signalmolekile. Dazu zahlen unter anderem die
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Abbildung 1: Retrograde Verdnderungen nach peripherer Transsektion des Nervus facialis.

A. Schematisches Ubersichtsmodell tiber den Verlauf des N. facialis im Hirnstamm. Die Durchtrennung
erflogt unmittelbar nach Austritt aus dem Foramen stylomastoideum.

B. Schema der zellularen Reaktion im Fazialis-Kern. Links. Im normalen Hirnstamm sind dieOberflachen der
Neuronen mit Synapsen besetzt. Die Mikroglia zeigen eine starke Verastelung ihrer Fortsatze. Mikroglia und
protoplasmatische Astrozyten sind im Parenchym verteilt.Oben. Axotomie fihrt zu einer Aktivierung der
glialen Zellen. Mikroglia proliferiert, verliert ihre Fortsatze und adhariert an das geschadigte Neuron. Dabei
entfernt sie fast alle prasynaptischen Endigungen von der Nervenzelle ("synaptic stripping”). Die Astrozyten
nehmen eine sternformige, fibrillare Gestalt an. Rechts. Wahrend der spaten Aktivierung und Regeneration
verdrangen Astrozytenlamellen die Mikroglia von der Oberflache des neuronalen Zellkérpers. Bei
Neuronenuntergang bilden phagozytotische Mikrogliazellen ein Knétchen um den zellularen Debris und
beginnen mit der Abraumung. Es kommt zudem zu einer Einwanderung von Lymphozyten, die sich an das
phagozytotische Knétchen anlagern(nach G. Raivich, 1999).



Neuropeptide CGRP, Galanin und VIP sowie die Stickstoffmonoxid produzierende
NADPH-Diaphorase (Kreutzberg, 1963; Dumoulin et al., 1992; Raivich et al., 1995).
Uber diese Botenstoffe kommunizieren die traumatisierten Neurone mit ihrer
unmittelbaren zellularen Umgebung. Schliel3lich verandern sich auch die
Zelladhasionseigenschaften verletzter Nervenzellen indem unter anderem CD44
und Thrombospondin vermehrt exprimiert werden (Moller et al., 1996; Jones,
Kreutzberg, and Raivich, 1997).

Nach Axotomie gelingt es dem grof3ten Teil der verletzten Motoneurone zu
regenerieren. Es kommt zu neuronalem ,sprouting“, dem Austreiben neuer axonaler
Wachstumskegel, die die Zielmuskulatur reinnervieren kénnen (Sinatra and Ford,
1979; Soreide, 1981; Vaughan, 1990). Allerdings gehen spezies-spezifisch auch
etwa 20 — 30% der axotomierten Neurone nach zwei bis drei Wochen zugrunde. In
Tieren, die defizient fur die frih-exprimierten entzindungsférdernden Zytokine
Interleukin 6 und MCSF sind, ist der neuronale Zelltod nach Fazialisaxotomie
unverandert (Raivich et al., 1998b; Galiano et al., 2001). Die maximale Expression
weiterer proinflammatorischer Zytokine, wie Interleukin 1 beta (IL1B), Interferon
gamma (IFNy) und Tumor Necrosis Factor alpha (TNFa) korreliert zeitlich besser
mit dem Hohepunkt des neuronalen Untergangs und kdnnte fir den Nervenzelltod
von Bedeutung sein (Raivich et al.,, 2002). In neonatalen Tieren ist der Zelltod
wesentlich deutlicher ausgepragt, wobei er durch Gabe von Neurotrophinen wie
Neurotrophin-4, BNDF oder GNDF betrachtlich redzuziert werden kann. Welche
Faktoren letztlich Uber das Schicksal geschadigter Neurone im ausgewachsenen
Nervensystem entscheiden, ist gegenwartig allerdings nicht bekannt (Yu, 1989;
Baumgartner and Shine, 1998; Fawcett et al., 1998).

1.2.2 Mikrogliale Reaktion nach Fazialisaxotomie

Mikrogliale Zellen bilden etwa 10-20% der gesamten Neuroglia und sind funktionell
dem Makrophagen-Monozyten-System verwandt. Lange Zeit gab es Diskussionen
um ihre Herkunft, aber heute ist die mesenchymale Abstammung weitgehend
anerkannt. Wahrend der Embryonalentwicklung wandern ihre monozytaren
Vorlauferzellen durch die noch offene Blut-Hirn Schranke in das Hirnparenchym ein
und siedeln sich dort an (Broadwell and Sofroniew, 1993). Im intakten Gehirn haben
sie einen kleinen Zellkdrper mit vielen schlanken, sehr verastelten Fortsatzen. In der

Grauen Substanz deckt eine Zelle mit ihren ramifizierten Auslaufern etwa ein
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Volumen mit 30-40 um Durchmesser ab (Compston et al.,, 1997). Analog zu den
residenten Makrophagen in anderen Geweben, sind sie an der Immuntberwachung
des ZNS beteiligt und exprimieren konstitutiv den Komplement-Rezeptor 3 (CR3;
Integrin aMB2) und Rezeptoren fir den Fc-Teil von y-Immunglobulinen (Graeber
and Kreutzberg, 1988; Fishman and Savitt, 1989; Peress et al., 1993; Reid et al.,
1993; Werner et al., 1998).

Stadium 0

normal Stadium 3b

“Umgebungsaktivierung”

Mikroglia ??

Stadium 1
“Alarm”

Stadium 2
“Zielfindung & Adhasion”

Stadium 3a
Phagozytose

Abbildung 2: Schematische Ubersicht iiber die Stufen der Mikroglia-Aktivierung.

Die Transformation von ruhender zu aktivierter Mikroglia lauft Gber eine Reihe stereotyper Zwischenschritte,
die mit einer Anderung der Morphologie und des Antigen-Expressionsprofiles einhergehen. Neuronale
Verletzung fuhrt zu einer Umwandlung der stark verastelten Mikroglia (Stadium 0) in plumpe Zellen mit kurzen
Fortsatzten (Stadium 1: “Alert”). Diese aktivierte Mikroglia adhariert an die beschadigten Neurone (Stadium 2:
“Homing”). Im folgenden gibt es zwei Mdglichkeiten. Kommt es zu keiner weiteren Schadigung, wandelt sich
die Mikroglia allmahlich wieder in normale, ruhende Zellen um. Stirbt das Neuron, wandelt sie sich in
phagozytierende Zellen um (Stadium 3a: Phagozytose). Interessanterweise kommt es dann auch zu einer
Aktivierung der um das Knodtchen liegenden nicht-phagozytotischen Mikroglia (Stadium 3b: “bystander
activation”). Modifiziert nach Raivich et. al. 1999
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Aus dieser ruhenden Form (Stadium 0) kann Mikroglia nach Aktivierung sehr
schnell ihre Gestalt und Antigenausstattung andern (Abbildung 2; Ubersicht bei
(Raivich et al.,, 1999b)). Morphologisch zeigt sich rasch ein Anschwellen des
Zellkorpers und eine Verplumpung der proximalen Fortsétze. Die fein verzweigte
distale Ramifizierung verschwindet und die Zellen nehmen im Extremfall améboide
Form an. Gleichzeitig kommt es innerhalb von 24 Stunden (Stadium 1 — Alarm ) zu
einem rapiden Anstieg der Immunreaktivitat fur aMp2, Immunglobulin G, und
Zelladhasionsmolekulen wie ICAM1 und Thrombospondin. Etwa 1 bis 3 Tage nach
dem Trauma beginnt die Mikroglia unter Einfluld von Makrophagen-Kolonie-
stimulierendem  Faktor (MCSF) und Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
stimulierendem Faktor (GMCSF) zu proliferieren (Raivich et al., 1994a; Raivich et
al., 1994b; Raivich et al., 1998b). Es kommt zudem zu einer Umstrukturierung des
Zytoskeletts, mit einer Vermehrung des Vimentins (Graeber and Kreutzberg, 1988)
und einer Zunahme der Motilitdt der Zellen (Angelov et al., 1995). Die mikroglialen
Zellen induzieren verschiedene Adhéasionsmolekile und beginnen sich an die
verletzten Neurone anzulagern (Stadium 2 — Zielfindung & Adhasion ). Dabei
werden synaptische Endigungen von den Nervenzellkérpern entfernt und die
Neurone somit isoliert (Blinzinger and Kreutzberg, 1968).

Der weitere Ablauf der mikroglialen Reaktion ist abhangig vom neuronalen
Uberleben. Kommt es zum Fortbestand der Nervenzellen, wandelt sich die Mikroglia
wieder in ihre ramifizierte Ruheform um. Tritt jedoch neuronaler Zelltod auf,
verlieren die mikroglialen Zellen ihre Ramifizierung komplett und transformieren zu
rundlichen Phagozyten (Stadium 3a — Phagozytose ). Zwischen drei und 20 dieser
phagozytotischen Mikrogliazellen lagern sich schlie3lich um die Reste der Neuronen
zu Knotchen zusammen und raumen das Debris ab (Streit, Graeber, and
Kreutzberg, 1989b; Moller et al., 1996). Welche molekularen Mechanismen die
Umwandlung ramifizierter Mikroglia in ihre amdboide, phagozytierende Form
anstol3en, ist nicht eindeutig geklart. In Versuchen mit Mikroglia-Astrozyten Ko-
Kulturen in vitro fihrte weder Stimulation mit mikroglialen Mitogenen wie MCSF,
noch Zugabe inflammations-assoziierter Zytokine (einschlie3lich IL1, IL2, IL4, IL4,
IL6, IL10, TNFa, IFNy) oder proinflammatorischer Molekile wie LPS zu einer
Transformation in Phagozyten. Alleinig die Préasenz von Zelldebris induziert in vitro
die Umwandlung phagozytierender Mikroglia in eine deramifizierte, amoboide Form.

Interessanterweise ist diese Verwandlung ausschliel3lich in den Debris-
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aufnehmenden Zellen, aber nicht in eng benachbarter Mikroglia zu sehen (Kloss,
Kreutzberg, and Raivich, 1997; Bohatschek et al., 2001; Kloss et al., 2001).
Phagozytose l6st in den Mikrogliazellen einen massiven Anstieg der bereits in
Stadium 1 & 2 exprimierten Aktivierungsmarker, sowie die Freisetzung von
Proteasen und entzindungsfordernder Zytokine wie IL1, IFNy und TNFa aus
(Banati et al., 1993; Raivich et al., 1998a). Zudem kommt es zu einer veranderten
Expression immunmodulatorischer und fur die Antigen-Prasentation wichtiger
Molekile wie Fcy-Rezeptor, B7.2, MHC1 und MHC2. Dabei gibt es jedoch, je nach
untersuchter Spezies bzw. zugrunde liegender Pathologie, grof3e Unterschiede.
Nach Fazialistransektion in der Maus kommt es auf der Mikroglia der grauen
Substanz zu einem Anstieg von Fcy-Rezeptor, MHC und ko-stimulatorischer
Molekile wie ICAM1 und aXB2 Integrin (Streit, Graeber, and Kreutzberg, 1989b;
Werner et al., 1998; Kloss et al., 1999). In peripheren Gewebe ist aX32 Integrin ein
Marker fur dendritische Zellen und spielt moglicherweise bei der Interaktion
zwischen Lymphozyten und Antigen-prasentierenden Zellen eine verstarkende Rolle
(Hynes, 1992; Brocker, Riedinger, and Karjalainen, 1997) Die phagozytierende
Mikroglia besitzt somit die molekulare Grundausstattung um Antigen an die
einwandernden Lymphozyten zu prasentieren und eine Immuntberwachung des
geschadigten Gehirns zu ermdéglichen.

Um die aktiv phagozytierenden Kndtchen erstreckt sich eine etwa 60 - 100um breite
Zone in der die Mikroglia nicht phagozytiert, aber ebenfalls zu einem gewissen Grad
aktiviert ist (Stadium 3b — Umgebungsreaktion ). Diese konzentrisch um Mikroglia-
Konglomerate gelegene ,bystander“-Aktivierung wird wahrscheinlich durch die, von
phagozytierenden Zellen in hohen Konzentrationen hergestellten
proinflammatorischen Zytokinen wie IL1 und TNFa, verursacht (Raivich et al.,
1999a). Wahrend die unmittelbar um das Zentrum gelegenen Zellen maRig starke
Immunreaktivitat fur verschiedene mikrogliale Aktivitatsmarker zeigen, nimmt die
Farbeintensitat zur Peripherie hin deutlich ab. Es ist anzumerken, dal? aXp2 Integrin
auf den Mikrogliazellen der Umgebungsreaktion nicht nachzuweisen ist. Die nach
Axotomie rekrutierten Lymphozyten befinden sich ausschliel3lich an den Kndtchen
und in der ,bystander‘-Zone. Dies konnte auf einen regulierenden Einflu3 der
Umgebungsreaktion auf die T-Zell Aktivierung hindeuten (Raivich et al., 1999b)

Die Auswirkung der mikroglialen Reaktion auf die benachbarten Neurone ist nach

wie vor Gegenstand anhaltender Debatten, da sich in verschiedenen in vitro und in
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vivo Studien sowohl zytotoxische, als auch neuroprotektive Wirkungen nachweisen

lieRen.

1.2.3 Rekrutierung hamatogener Immunzellen nach Faz  ialisaxotomie

1.2.3.1 Blut-Hirn-Schranke

Die Blut-Hirn-Schranke (BHS) bildet eine Barriere zwischen Blutzirkulation und
Zentralnervensytem und verhindert so den unkontrollierten Austausch von Zellen
und Molekilen zwischen den beiden Kompartmenten. Auf der luminalen Seite, wird
die Blut-Hirn-Schranke durch die dicht gelagerten und Uber tight junctions (zonulae
occlundentes) verbundenen Endothelzellen der Blutgefal3e gebildet. Umhullt werden
die Endothelzellen von einer Basalmembran, in die Perizyten eingelagert sind, und
die auf der parenchymalen Seite von Astroyztenauslaufern umgeben ist. Die
DurchlaRigkeit der Blut-Hirn-Schranke wird von der Plasmamembran der
Endothelzellen sowie den tight junctions bestimmt. Die Astrozyten sind aber tber
Sekretion von Signalstoffen indirekt an der Regulation der Blut-Hirn-Schranke
beteiligt. Sie kénnen durch Induktion von endothelialen Zelladhasionsmolekilen,
sowie der Abgabe von Chemokinen auch die Rekrutierung peripherer Leukozyten
beeinfluBen (Janzer and Raff, 1987; Wolburg et al., 1994) (Gourmala et al., 1997,
Shafer and Murphy, 1997).

Nach direktem Trauma, sowie bei Infektionen und autoimmunologischen
Entzindungen, kommt es zu einer Stérung der Blut-Hirn-Schranke die einen
Einstrom zirkulierender Molekule und peripherer Blutzellen ermdglicht. Doch selbst
milde indirekten ZNS Verletzungen wie periphere Fazialisaxotomie, fuhren lokal zu
Veréanderungen in der Blut-Hirn-Schranke. Die Barrierefunktion fur kleine Molekile
wie humanes Albumin bleibt zwar auch weiterhin erhalten, aber es kommt zu einem
verstarkten aktiven Transport von Nahrstoffen wie Glucose, Aminosauren und
Eisen, die die Regeneration verletzter Neurone unterstitzen (Kreutzberg and
Emmert, 1980; Singer and Mehler, 1986; Graeber, Raivich, and Kreutzberg, 1989).

Zusatzlich kommt es zu einer verstarkten Einwanderung peripherer Lymphozyten.

1.2.3.2 Einwanderung von Lymphozyten
Traditionell wurde das Zentrale Nervensystem als immunpriveligiertes Gewebe
angesehen, das von der Uberwachung durch das Immunsystem weitgehend

abgeschirmt ist. Durch die Blut-Hirnschranke kommt es im adulten ZNS praktisch zu
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keinem Einstrom von Immunglobulinen & Komplement. Mikroglia, die residenten
Antigen-prasentierenden Zellen, exprimieren zudem nur sehr geringe Mengen MHC.
Hamatogene Immunzellen sind im unverletzten Gehirnparenchym nur sehr
vereinzelt zu finden und beschranken sich auf von Monozyten abstammende
perivaskulare Makrophagen und wenige aktivierte T-Lymphozyten (Hickey and
Kimura, 1988). Im normalen ZNS ist die Einwanderung von Lymphozyten zwar nicht
von einem spezifischen Antigen, aber vom Aktivierungsstatus der T-Zellen
abhanging und nur fir die aktivierte Subpopulation méglich (Hickey, Hsu, and
Kimura, 1991).

Trotzdem kommt es nach Verletzung des Nervengewebes, abhéngig vom
Schweregrad, zu einer Aktivierung des Immunsystems und verstarktem Einstrom
zirkulierender Blutzellen in das geschéadigte Areal. Insbesondere schweres Trauma,
Infektion oder Autoimmunerkrankungen fihren zu einer ausgepragten und raschen
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten, Makrophagen, B- und T-Lymphozyten
sowie Natural Killer Cells (Hooper et al.,, 1998; Neumann and Wekerle, 1998;
Raivich et al., 1999b).

Doch auch nach geringen indirekten Lasionen wie der Fazialisaxotomie kommt es
zu einer Einwanderung aktivierter T-Lymphozyten ins Parenchym (Raivich et al.,
1998a). Fur die Rekrutierung der Immunzellen ist keine generalisierte Offnung der
Blut-Hirn Schranke notwendig. Der Einstrom ist zudem auf T-Zellen und einzelne
Natural Killer Zellen beschrankt. Granulozyten, Makrophagen oder B-Zellen sind
nicht nachzuweisen. Die Einwanderung von T-Lymphozyten nach Fazialisaxotomie
verlauft in zwei Stufen. Bereits nach 24 Stunden findet sich ein zehnfacher Anstieg
der T-Zellen. Dieser erste Peak erfolgt zeitgleich mit der frihen neuro-glialen
Aktivierungsphase und ist von der Prasenz der proinflammatorischen Zytokine
Interleukin 6 und MCSF abhéangig (Raivich et al., 1998b; Galiano et al., 2001). Ein
zweiter Gipfel mit einem 100-fachen Anstieg CD3-positiver Zellen folgt an Tag 14.
Zu diesem Zeitpunkt erreicht der neuronale Zelltod, sowie die Konzentration der
entztindungsférdernden Zytokine Interleukin 1 beta, Interferon gamma und Tumor
Necrosis Faktor alpha ihr Maximum (Raivich et al., 1998a).

Welche Faktoren genau bei der Anheftung, Extravasion und Anlockung
hamatogener Zellen nach neuronalem Untergang eine Schlusselrolle spielen, ist
noch nicht hinreichend geklart. Neben proinflammatorischen Zytokinen und

Chemokinen spielen dabei sicherlich endothelial exprimierte Zelladhasionsmolekiile
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wie a5B1 Integrin und a6B1 Integrin, deren Expression auf neurovaskularem
Endothel nach Fazialisaxotomie induziert wird, eine entscheidende Rolle (Kloss et
al., 1999).

Da sich die T-Zellen im verletzen Fazialiskern um phagoztotische Mikroglia-
Kndtchen sammeln, ist von einer zielgerichten Interaktion mit immunologischer
Relevanz auszugehen. Dies und das Auftreten intraparenchymaler Lymphozyten bei
verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer oder
Amyotrophe Lateralsklerose (Troost et al., 1989; Engelhardt, Tajti, and Appel, 1993;
McGeer et al., 1993), unterstreicht die Bedeutung der Immuniberwachung beim

Untergang von Nervenzellen.

1.3 Molekulare Basis der Entztindungsreaktion nach

Fazialisaxotomie

Wahrend die zellularen Reaktionen im Zentralnervensystem in ihrer Abfolge
inzwischen gut charakterisiert sind, liegen viele der molekularen Ablaufe noch im
Dunkeln. Die Aufklarung des Interaktionsnetzwerkes, mit seiner Vielzahl sich
wechselseitig in ihrer Wirkung beeinflu3ender Signaltransduktionsmolekile und
Rezeptorsysteme, ist Gegenstand intensiver Forschung.

1.3.1 Proinflammatorische Zytokine

Eine Schlusselrolle bei der inter-zellularen Kommunikation spielen Zytokine. Bereits
im unverletzten Gehirn werden bestimmte Zytokine wie z.B. MCSF, TGFB1 in
niedrigen Mengen exprimiert (Raivich et al., 1998b; Streit et al., 1998). Je nach Art
und Grad der ZNS-Verletzung kommt es in Folge zu einem Anstieg verschiedener
proinflammatorischer Molektile (Raivich et al., 1999b). Die Zytokinexpression andert
sich zudem auch im zeitlichen Verlauf. Wéahrend zum Beispiel nach einem
indirekten Trauma im Fazialskern Interleukin 6 (IL6), Macrophage Colony
Stimulating Factor (MCSF) und Transforming Growth Factor 3 (TGFB) sehr rasch
innerhalb von 24 bis 48 Stunden hochreguliert werden, lassen sich nach 14 Tagen
insbesondere Tumor Necrosis Factor a (TNFa), Interleukin 18 (IL1B) und Interferon
y (IFNy) in hohen Konzentrationen nachweisen (Raivich et al., 1999b). Fir die

vorliegende Arbeit wurde das Augenmerk insbesondere auf diese Gruppe spat
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exprimierter Zytokine und deren mdgliche Rolle bei der verzdgerten
Entzindungsreaktion gerichtet.

Stufe 0: Normales Gehirn

Stufe 1: Indirektes Trauma MCSF, TGFb1, + IL6

Stufe 2: Zelltod MCSF, TGFb1, IL6, +IL1b, + TNFa

Stufe 3: Infektion, LPS, N— PR ) .
Autoimmunitit viGor, Toerb1, A1b, IL6, TNFa, +IFNg

Abbildung 3: Zytokin-Expression im Gehirn.

Die Synthese verschiedener Zytokine im verletzten Gehirn baut sich pyramidenférmig auf: mit
zunehmenden Grad der Schadigung werden mehr und mehr Zytokine gebildet. Bereits im normalen Gehirn
besteht eine basale Expression des Macrophage Colony Stimulating Factor (MCSF) und Transforming
Growth Factor 1 beta (TGFb1). Mildes Trauma fiihrt zu einer schnellen Hochregulierung von Interleukin 6
(IL6) und verstarkter Synthese von TGFb1. Direktes Hirntrauma, Ischamie, Morbus Alzheimer oder andere
Ursachen fur neuronalen Zelltod flhren zur Produktion von Interleukin 1 beta (IL1b) und Tumor Necrosis
Factor alpha (TNFa), immunvermittelte Imflammation oder Infektionen zusatzlich zur Synthese von
Interferon gamma (IFNg) (nach Raivich et. al. 1999).

1.3.1.1  Tumor Necrosis Factor alpha

Tumor Necrosis Factor alpha (TNFa) ist ein proinflammatorisches Molekil welches
insbesondere nach Ischamie, Trauma, Exotoxizitdt und Infektion induziert wird
(Bruce et al., 1996; Seilhean et al., 1997; Uno et al., 1997; Yang et al., 1998a). Es
wird als 26kDa Transmembranprotein exprimiert, welches ein nicht konvalent
gebundenes Homotrimer bildet und dann durch das TNFa-Converting-Enzyme
(TACE) in eine l6sliche 17kDa Form gespalten werden kann (Idriss and Naismith,
2000). Zur TNF-Liganden-Superfamilie gehéren etwa 20 verschiedene Molekiile,
unter anderem TNFB (Lymphotoxin a), Lymphotoxin f und TRAIL. TNFa ist ein
pleiotrophes Molekul mit direktem Effekt auf Neurone, Oligodendroglia, Mikroglia
und Astrozyten.

In der wachsenden Gruppe der TNF-Rezeptor-Familie gibt es zwei, Uber die TNFa
seine biologischen Wirkungen entfaltet: TNF-Rezeptor 1 (TNFR-p55, TNFR1) und
TNF-Rezeptor 2 (TNFR-p75, TNFR2). Sowohl TNFR1 als auch TNFR2 werden auf
Neuronen und glialen Zellen exprimiert. Wahrend TNFR1 eine ,death domain“-Motiv
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besitzt, welche bei der Induktion von Zelltod eine Schlusselrolle hat, fehlt diese
Sequenz bei TNFR2. Trotzdem kann TNFR2 Adaptormolekile wie TRAF2 binden
und Apoptose induzieren. Ob dies direkt geschieht oder tber einen als ,Liganden —
Ubertragung“ bezeichneten Mechanismus, bei dem durch Bindung von TNFa an
TNFR2 eine lokale Anreicherung mit subsequentieller Aktivierung von benachbarten
TNFR1 erfolgt, wird kontrovers diskutiert (Heller et al., 1992; Declercq et al., 1998).

Bisherige Untersuchungen an TNFR1 defizienten Tieren zeigten unter anderem
eine verstarkte Anfalligkeit fir Infektionen mit Listeria monocytogenes. TNFR1
defiziente Mause waren jedoch gegeniber Interleukin-1 vermittelter Toxizitat, sowie
Lipopolysaccharid-induziertem septischen Schock resistent (Pfeffer et al., 1993;
Rothe et al., 1993). TNFR2 hingegen, hat zum Beispiel Uber Regulation der
endothelialen ICAM1-Expression eine bedeutende Rolle bei zerebraler Malaria
(Lucas et al.,, 1997) und Multiorgan-Entziindungen (Douni and Kollias, 1998).
Kombinierte Ausschaltung von TNFR 1&2 fihrte in einem Modell fokaler zerebraler
Ischamie zu gesteigertem neuronalen Zelluntergang, bei gleichzeitig reduzierter
mikroglialer Aktivierung (Bruce et al., 1996). Aus diesem Verletzungsmodell kénnte
man RuUckschlisse auf eine neuroprotektive Wirkung von TNFa ziehen. Hierzu
widerspruchliche Daten lieferten jedoch Untersuchungen an ischamischer Retina.
Dort fuhrte die Deletion von TNFR1 zu einem verminderten Untergang retinaler
Neurone (Fontaine et al., 2002), was auf pro-degenerative Effekte von TNFa in

diesem Modell schlief3en l&fit.

1.3.1.2 Interleukin 1

Interleukin 1 (IL1) ist ein wichtiger Mediator von Entzindungs- und
Immunreaktionen im verletzten Gehirn (Wang et al., 1997). Das Interleukin-1
System besteht aus zwei agonistischen Liganden, IL1a und IL13, sowie einem
antagonistischen Liganden, IL1-receptor antagonist (IL1lra). Bis jetzt sind zwei
Rezeptoren bekannt, wobei nur Interleukinl Rezeptor 1 (IL1-R1) Gber Bindung an
IL1-receptor accessory protein und anschlieRender Initierung  der
Transduktionskaskade Uber IL1-receptor associated kinase (IRAK), zu Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren wie NFkB fuhrt. Interleukin 1 Rezeptor 2 (IL1-R2) bindet
zwar IL1, fuhrt aber zu keiner Aktivierung der Signaltransduktion und wirkt somit als
Antagonist der IL1 Aktivitat.
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Durch Studien an IL1-R1 defizienten Tieren zeigte sich, dal3 IL1 bei der akuten
Entzindung nach Terpentin-Injektion ins Gewebe eine tragende Rolle spielt, aber
nicht bei Endotoxin-vermittelter Toxizitat (Leon et al., 1996; Labow et al., 1997).
Nach ZNS-Verletzungen sind insbesondere aktivierte Mikroglia und Makrophagen
die bedeutenste Quelle fur IL1 (Schluter et al., 1997; Eriksson, Winblad, and
Schultzberg, 1998; Zhang et al., 1998). Antagonisiert man die Wirkung von IL1
mittels injiziertem oder adenoviral exprimiertem IL1ra flhrt dies zu einer deutlichen
Reduktion von neuronalem Zelltod, Leukozyteneinwanderung sowie glialer
Aktivierung in Tiermodellen mit Trauma, fokaler Ischamie und Exotoxizitat (Relton
and Rothwell, 1992; Toulmond and Rothwell, 1995; Yang et al., 1998b).

Viele der zentralnerviésen Effekte von IL1 scheinen durch IL1B vermittelt zu werden
(Alheim and Bartfai, 1998). Fir die Bildung von aktivem IL1B wird zur Spaltung der
Vorlauferform IL1-converting enzyme (ICE) bendtigt. In Tieren, denen dieses Enzym
fehlt, ist der neuronale Schaden nach Ischamie deutlich geringer als in Kontrolltieren
(Schielke et al., 1998). Neutralisiert man hingegen den antagonistisch wirkenden
IL1ra, fuhrt dies zu einer Zunahme des ischamischen Gewebeuntergangs (Loddick
et al., 1997). Dies unterstreicht die Rolle von IL1 bei Entziindungsreaktionen im

verletzten zentralen Nervensystem.

1.3.1.3 Interferon gamma

Interferon gamma (IFNy) ist ein 45kD grol3es, glycosyliertes Protein, welches im
Gewebe nur im Verlauf pathologischer Ereignisse, wie Infektionen, Trauma,
Tumoren oder autoimmunen Geschehens nachweisbar ist. Produziert wird IFNy
insbesondere von Natural Killer Cells (NK) und T-Lymphozyten. Vermittelt wird die
Wirkung von IFNy Uber einen auf fast allen Zellen exprimierten IFNy-Rezeptor. Eine
Schlusselrolle spielt IFNy in der akuten Phase der Infektionsabwehr, unter anderem
Uber vermehrte Expression von Adhasionsmolekilen auf Endothelzellen (Billiau et
al., 1997). IFNy induziert zudem die Produktion freier Radikale, Phagozytose und
Expression von Zytokinen und Molekilen zur Antigen-Prasentation (Suzumura et
al., 1987).

In Tieren bei denen der IFNy-Rezeptor ausgeschaltet wurde, kommt es aufgrund
mangelnder Hochregulierung von iINOS, TNFa oder MHC zu einer Schwache der
Bekampfung zentralnervoser Infektionen (Deckert-Schluter et al., 1996). In anderen

Krankheitsentitditen wie z. B. der todlichen zerebralen Malaria fihrt INFy unter
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anderem Uber schwere mikrovaskulare Veranderungen jedoch zu stark toxischen
Effekten. In IFNy Knockout-Mausen fehlen diese schadigenden Effekte (Rudin et al.,
1997). IFNy hat somit nicht nur antiinfektioses, sondern wahrend sekundarer
Immunabwehr, auch neurotoxisches Potential.

Neben seiner pradominaten Rolle als Immunstimulator; besitzt INFy jedoch auch
immunosuppressive Eigenschaften. So spielt IFNy bei der Graft-versus-host
Reaktion nach Knochenmarkstransplantationen durch Suppression der zellularen
Immunabwehr eine wichtige Rolle (Wall et al., 1988). Das dies auch im ZNS der Fall
sein kann, belegen Versuche mit experimenteller Autoimmunenzephalitis (EAE) in
Méausen mit deletiertem IFNy Signalweg. Diese zeigten einen unverénderten Beginn
der Ubertragenen EAE, jedoch keine Erholung. Dies laf3t an einen eindammenden
Effekt von IFNy in aggressiven Autoimmunerkrankungen denken (Krakowski and
Owens, 1996; Willenborg et al., 1996).

1.3.2 Mechnismus der Antigen-Prasentation: MHC1 und B7-2

Die Prasentation von prozessiertem Antigen spielt bei der Aktivierung der zellularen
Immunabwehr eine Schlusselrolle. Dafiir sind spezielle Oberflachenmolekile
notwendig, die den zirkulierenden T-Zellen in standardtisierter Form, die nach
Phagozytose entstandenen kleinen Peptid-Stiickchen zuganglich machen. Die zwei
best-untersuchten Vertreter hierfir sind Major Histocompatibility Complex Class |
und Class Il (MHC1 und MHC2).

MHC1 ist ein aus verschiedenen Untereinheiten zusammengesetztes Glykoprotein.
Es besteht aus einer a-Kette mit Transmembrandoméane, sowie einer nicht-kovalent
gebundenen B2-Mikroglobulinkette. Die Struktur der a-Kette ist derart gestaltet, daf3
eine Einkerbung zur Bindung von Peptiden entsteht. Das an MHC gebundene
Proteinstiick kann so von dem auf T-Zellen prasenten T-Zell-Rezeptor (TCR) und
seinen MHC-Korezeptoren CD4, beziehungsweise CD8 erkannt werden. Das an
MHC2 bindende CD 4 findet sich auf T-Helfer Zellen, wahrend das mit MHC1
korrespondierende CD8 auf zytotoxische T-Lymphozyten exprimiert wird.
Traditionell wurde angenommen, dal3 die beiden MHC Klassen jeweils nur selektiv
entweder endogenes, zytoplasmatisches Antigen (MHC1) oder exogenes,
phagozytiertes Antigen (MHC2) prasentieren kdnnen. Neuere Studien lassen jedoch
vermuten, dafll auch exogenes Antigen von MHC1 préasentiert werden kann
(Reimann, Bohm, and Schirmbeck, 1994; Larsson et al., 2001).
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Fur die Erkennung von Antigen durch die entsprechende T-Zell Population und die
Entscheidung ob es zu einer Aktivierung der T-Zelle oder Anergie kommt, sind
zusatzlich weitere kostimulatorische Molekile entscheidend. Dazu gehdren unter
anderem B7-1, B7-2 und ICAM-1. Die B7 Molekulle gehéren zur erweiterten Familie
der Immunglobuline. Sie besitzen eine homodimerische Struktur. B7-1 (CD80) und
B7-2 (CD86) kobnnen auf zur Antigen-Prasentation beféhigten Zellen exprimiert
werden. Nur wenn neben der MHC1-CD8 Interaktion gleichzeitig auch eine Bindung
von B7 und dem auf T-Lymphozyten exprimiertem CD28 stattfindet, kommt es zu
einer vollstdndigen Aktivierung der T-Zellen. Fehlt diese Ko-stimulation oder wird
B7-2 von CTLA-4 gebunden, fuhrt dies zu Anergie und damit ,Ruhigstellung” des T-
Lymphozyts (Robey and Allison, 1995).

Im unverletzten Zentralnervensystem ist die Menge an konstitutiv exprimierten
MHC1 und B7 sehr gering (Wong et al., 1984; Vass et al., 1986). Nach ZNS Trauma
kommt es jedoch zu einem Anstieg der Antigen-prasentierenden Molekile,
insbesondere von MHC1, und ko-stimulierender Faktoren auf aktivierter Mikroglia
(Akiyama and Mcgeer, 1989; Streit, Graeber, and Kreutzberg, 1989a, b). Welche
molekularen Signale in vivo die Expression von MHC1 und B7 nach
Fazialisaxotomie in der Maus anregen ist nicht hinreichend erforscht. Mehr Daten
gibt es aus in vitro Versuchen mit mikroglialen Zellkulturen. Wahrend Interleukin 10
und Prostaglandin E2 B7-2 Expression verringern, wird sie durch Interferon y und

Endotoxin angeregt (Menendez Iglesias et al., 1997).

1.3.3 Lipopolysaccharide

Endotoxine sind biologisch aktive Molektle die beim Zerfall der Zellwand gram-
negativer Bakterien entstehen. Ihnen kommt bei der Pathogenese von Fieber,
septischen Schock und Entziindungsreaktionen eine Schisselrolle zu (Mayer, 1998;
Jindal, Hollenberg, and Dellinger, 2000). Die am besten charakterisierten Vertreter
dieser Gruppe sind Lipopolysaccharide (LPS).

Kontakt mit LPS ist fUr viele Zellarten, unter anderem Monozyten, Granulozyten,
gliale Zellen und Endothelzellen, ein starker Stimulus und I6st Signalwege aus, die
zu Entzindungsreaktionen oder Apoptose fuhren (Chow, Grinstein, and Rotstein,
1995; Rieckmann et al., 1995; Bannerman and Goldblum, 1999; Wagner and Roth,
1999). Seine Wirkung entfaltet LPS Uber verschiedene Rezeptorsysteme zu denen

insbesondere CD14 sowie Toll-like Rezeptor 2 und 4 gehéren. In Makrophagen
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fuhrt LPS zu einer raschen Freisetzung von IL1 und TNFa, welche indirekt weiterere
Zytokinfreisetzung nach sich ziehen (Buttini and Boddeke, 1995; Buttini et al.,
1997). Zudem kommt es zur gesteigerten Synthese von NO, Prostaglandinen und
der Expression von Adhasionsmolekilen wie ICAM1, P-Selectin und E-Selectin, auf
der Zelloberflache (Prudhomme et al.,, 1996; Garcion et al., 1998; Kloss et al.,
2001). Dies und die Freisetzung von Chemokinen wie MIP-1a, MIP-13, MCP-1 oder
KC (Mayer, 1998; Rovai, Herschman, and Smith, 1998; Suffredini et al., 1999)
spielen bei der Chemotaxis und Rekrutierung von Leukozyten ins Gewebe eine
bedeutende Rolle.

In vivo induziert die Freisetzung von LPS eine ausgepragte inflammatorische
Reaktion die das Gefal3sytem, periphere Gewebe und das ZNS einschliel3t und,
dosisabhangig, im lethalen septischen Schock kummulieren kann. Die Vielfalt der
zellularen und molekularen Reaktionen, die sich in ihrem zeitlichen Ablauf und
Dosis-Abhangigkeit unterscheiden, legt die Prasenz verschiedener Signal-
Transduktionskaskaden (Ingalls et al., 1998; Netea et al., 1998; Landmann, Muller,
and Zimmerli, 2000; Means, Golenbock, and Fenton, 2000) beziehungsweise
sekundarer Effekte nahe (Alheim and Bartfai, 1998; Wang et al., 1999) und |ai3t sich
grob in drei Phasen unterteilen.

In Tierversuchen erfolgt die Freisetzung von Interleukin 1 und die dadurch
vermittelte Fieberreaktion sehr schnell und bereits bei niedrigen Dosen (Alheim and
Bartfai, 1998; Ma et al., 2000). Ein ebenfalls rascher Anstieg ist beim
Transkriptionsfaktor NFkB (Essani et al., 1996) und den Zytokinen IL6 und TNFa
(Eskay, Grino, and Chen, 1990) zu sehen. Zu einer zweiten Gruppe von Molekilen,
deren Produktion durch mittlere Dosen LPS in einem Zeitraum von drei bis zwolf
Stunden gesteigert wird, gehdéren E- und P-Selektine (Essani et al., 1996), NO
(James, Liu, and Swartz, 1998) und Interleukin 10 (Barsig et al., 1995). Eine dritte,
noch nicht naher charakterisierte Gruppe von Mediatoren, kommt erst bei sehr
hohen LPS Dosen mit einigem zeitlich Abstand zum Tragen und scheint fur den
septischen Schock pathognomonisch zu sein (Wang et al., 1999). Fur die Existenz
dieser distinkten dritten Gruppe spricht, daR sich der Ubergang zur vollen Schock-
Symptomatik durch friihe Inhibition von TNFa oder IL1 inhibieren lai3t, im Verlauf
dann allerdings nicht mehr (Tracey et al., 1987; Wakabayashi et al., 1991).

Aufgrund ihrer guten Reproduzierbarkeit, sind lokal oder systemisch applizierte

Endotoxine ein einfaches Modell um Entziindungsreaktionen im Tier hervorzurufen
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und deren Wechselbeziehung mit zeitgleich bestehenden traumatischen ZNS-

Lasionen zu untersuchen.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Verletzungen des Zentralen Nervensystems gehen mit einer in ihrer Sequenz
inzwischen gut charakterisierten Abfolge morphologischer und funktioneller
Veranderungen der betroffenen Neurone und Gliazellen einher. Dabei kommt es
zudem zu inflammatorischen Reaktionen, an der auch Zellen des peripheren
Immunsystems beteiligt sind. Selbst nach leichten indirekten Traumen mit intakt
bleibender Blut-Hirn-Schranke, wie in dem Modell der peripheren Durchtrennung
des Nervus facialis kommt es um Tag 14 zu einer spaten Entziindungsreaktion.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Ereignisse der spaten Entziindungsphase insbesondere
im Hinblick auf ihre Abhéangigkeit von proinflammatorischen Zytokinen zu
untersuchen. Hierzu wurden die zellularen Reaktionsmuster in Mausen, die defizient
fur verschiedene Zytokin-Rezeptoren sind verglichen. Das Augenmerk wurde
besonders auf die spat-exprimierten Mediatoren, TNFa, IL1 und IFNy, gerichtet. In
diesen transgenen Tieren wurden jeweils mehrere Parameter analysiert.

Initial richtete sich das |Interesse auf das neuronale Uberleben. Aus
Voruntersuchungen war bekannt, dal3 um Tag 14 nach Fazialisaxotomie der spate
neuronale Zelltod sein Maximum erreicht. Von Interesse waren hier eventuelle
neuroprotektive oder prodegenerative Eigenschaften der untersuchten Zytokine, die
die Weichenstellung zwischen Regeneration und Degeneration beeinflussen
konnten.

Anschlieend wurden mikrogliale Zellen auf ihre Fahigkeit hin, anfallendes
neuronales Zelldebris zu phagozytieren, prozessiertes Antigen mittles MHCI1-
Molekilen zu prasentieren und ko-stimulatorische Molekile zu exprimieren
untersucht. Ferner wurde der Einflud einzelner Zytokin-Systeme auf die
Rekrutierung peripherer Lymphozyten in das verletzte Hirnareal ausgewertet.
Zuletzt wurde die Auswirkung eines zusatzlich zum Trauma hinzukommenden
exogenen proinflammatorischen Stimulus auf die Rekrutierung peripherer
Leukozyten betrachtet. Dazu wurde den Tieren nach Fazialisaxotomie subkutan
LPS appliziert. Zur weiteren Charakterisierung der fir die Extravasion der
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Leukozyten relevanten Adhasionsmolekile, wurden diese Versuche auch in ICAM-
1-defizienten Tieren durchgefihrt.
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2. Material und Methoden

2.1 Tierexperimentelle Modelle

Eine Aufstellung der fir diese Arbeit verwendeten Mausstdmme findet sich im
Abschnitt 2.7.1 in Tabelle 1.

Vor allen Operationen wurden die Tiere durch eine intraperitoneale Injektion von
150pul 2,5% Avertin pro 10 g Korpergewicht narkotisiert. Die Tierversuche waren von
der Tierschutzbehorde der Regierung von Oberbayern genehmigt. (AZ 211-2531-
10/93 und AZ 211-2531-37/97).

2.1.1 Durchtrennung des Nervus facialis

Fur diese Studie zur Aufklarung der Entziindungsreaktion nach neuronaler Lasion
wurden Gehirnschnitte von Wildtyp- und Transgenen Mausen immunhistochemisch
untersucht. Hierfr ist das gewahlte Modell des axotomierten Nervus facialis
besonders gut geeignet. Bei den meisten etablierten tierexperimentellen Modellen
fur Hirnverletzungen, wie zum Beispiel direktes Trauma, Infektionen, Ischamie oder
allergische Enzephalomyelitis, wird auch die Blut-Hirn-Schranke zerstort. Dadurch
kommt es zu einem Einstrom von Serumproteinen und einer Einwanderung
hamatopoetischer Zellen. Speziell letzteres bereitet bei der Untersuchung der
lokalen  Entzindungsreaktion Schwierigkeiten. Zum einen gleichen die
einwandernden Blutmakrophagen morphologisch und in ihrer Antigen-Ausstattung
weitgehend aktivierten mikroglialen Zellen, so dal eine Unterscheidung schwierig
ist. Zum anderen bilden die immigrierten Zellen eine Vielzahl potenter Zytokine und
Chemokine, die ihrerseits eine Wirkung auf die hirneigenen Zellen entfalten. Da der
Lasionsort bei der Fazialisaxotomie aufR3erhalb des Zentralen Nervensystems liegt
und die Blut-Hirnschranke somit intakt bleibt, kbnnen in dem hier verwendeten
Modell die sekundaren Effekte durch einwandernde Makrophagen und
Granulozyten reduziert und spezifisch die Aktivierung der residenten Hirnzellen
untersucht werden. Daneben bietet das Modell der peripheren Durchtrennung des
motorischen Anteils des Nervus facialis noch weitere Vorteile. Die Transsektion ist,
dank der oberflachlichen Lage des Nervus facialis, ein kurzer und fur die Mause

nicht sehr belastender Eingriff. Da der Nucleus facialis mit ca 0,7 mm?® der groRte
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motorische Hirnnervenkern ist, liefert er ausreichend Gewebe fiir histochemische
Studien. Bei einer einseitigen Durchtrennung besteht zudem der grol3e Vorteil, auf
jedem Gehirnschnitt den unverletzten Nucleus facialis der Gegenseite als
intraindividuelle Negativkontrolle zu haben. Ein weiteres Plus ist, daf3 die Lasion des
Nervus facialis eine in ihrem Ablauf sehr stereotype, zeitlich und morphologisch
wohl definierte Reaktion im Nucleus facialis auslost. Die Axotomie der motorischen
Fasern fuhrt in der Maus einerseits zu einem spaten Untergang von etwa 20 - 30%
der Motoneurone und anschlieBender spezifischer Einwanderung von Lymphozyten
und Anlagerung an die phagozytotischen mikroglialen Knoétchen. Andererseits
kommt es zu einer erfolgreichen Regeneration mit Reinnervation der
Gesichtsmuskulatur und Vibrissen. Nicht zuletzt, hat dieses tierexperimentelle
Modell wegen der haufigen Inzidenz von Fazialis-Paresen bei neurologischen

Patienten auch klinische Relevanz.

/ﬂ ~_ r.temporalis
[ m' r.zygomaticus superior
) / Ir.zygomancus inferior

r.auricularis po wr)/

i’
r.buccalis 7

r.cervicalis’ /
r.marginalis mandibulae

glandula parotls

Abbildung 4: Anatomie des Nervus facialis.

Der Nerv wird unmittelbar nach seinem Austritt aus der Schadelbasis durch das Foramen stylomastiodeum mit
einer Schere durchtrennt (Pfeilspitze). Dabei wird besonders auf die Miterfassung des Ramus auricularis
posterior geachtet. Modifiziert nach Green, 1963.
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Fur die Operation wurde bei den narkotisierten Mausen die Haut kaudal des rechten
Ohres mit Alkohol desinfiziert und ausrasiert. Nach einem Hautschnitt wurde das
Bindegewebe stumpf gespalten und der Nervus facialis mitsamt dem sehr proximal
abgehenden Ramus auricularis posterior dargestellt. Die Transsektion erfolgte
unmittelbar nach dem Austritt aus dem Foramen stylomastoideum. Anschlie3end
wurde die Haut durch einen Metallklip verschlofRen und die Mause bis zum Ende der

Narkose auf einem Warmekissen positioniert.

2.1.2 Systemische Applikation von Lipopolysaccharid

Als erganzendes Modell zur glialen Aktivierung wurde in einigen Experimenten den
Tieren zusatzlich zur Fazialis-Axotomie auch subkutan Lipopolysaccharide (LPS)
injiziert. Dabei handelt es sich um Bestandteile der Zellwand Gram-negativer
Bakterien, die hochpotente Aktivatoren des Monozyten-Makrophagensystems sind
und denen insbesondere bei der Pathogenese des septischen Schocks und von
Entzindungen eine bedeutende Rolle zukommt (Luheshi, 1998; Saper, 1998).
Durch die systemische Applikation von LPS blieb auch in diesem Ansatz die Blut-
Hirnschranke primér unverletzt. Fir LPS scheint die BHS aber auch im intakten
Gehirn nicht nur in primar durchlaBigen Bereichen wie der Area postrema,
permeabel zu sein (Grau et al., 1997). Ein Vorteil des Modelles ist die Paralellitat zu
den pathophysiologischen Vorgangen die im Menschen beim Zerfall Gram-negativer
Bakterien ablaufen.

Vor der Injektion wurden die Mause am Tag 12 nach Fazialis-Axotomie kurz mit
Ather narkotisiert. AnschlieBend bekamen sie einmalig LPS in einer Dosis von 1ug,
10pug, 100upg, 1mg oder 3mg bzw. physiologische Kochsalzlésung als Kontrolle,
subkutan am Rucken appliziert. Fur eine zweite Versuchsserie erhielten die Tiere

vier Injektionen & 0,5mg in 12-stindigen Abstanden.

2.1.3 Markierung hamatogener Leukozyten durch Rhoda  mine

Zur Detektion von hamatogenen Blutzellen im Gehirn wurden diese vor
Versuchsbeginn im lebenden Tier mit Rhodamin markiert. Rhodamin ist ein
fluoreszierendes Molekul, welches lber Schwefelreste kovalent gebunden wird
(Ling and Wong, 1993; Jones et al., 2000). Nach subkutaner Injektion von 50mg
Rhodamine-B-Isothiocyanate in PBS 96h vor Versuchsbeginn, lassen sich speziell

Monozyten und Granulozyten anfarben (Raivich et al., 1998a), die sich, bei
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anschlieBender fluoreszenzmikroskopischer Untersuchung von Gehirnschnitten, rot

fluoreszierend darstellen.

2.1.4 Beurteilung der Blut-Hirnschranke durch syste mische Injektion

von humanem Serumalbumin

Die Intaktheit der Blut-Hirnschranke wurde duch systemische Gabe von humanem
Serumalbumin (hSA) und dessen nachfolgende immunhistochemische Detektion
Uberprift. In gesunden, unbehandelten Tieren lal3t sich das hSA 48h nach
Applikation nur in den Hirnstammarealen mit fehlender Blut-Hirnschranke, wie der
Area postrema und dem Nucleus tractus solitarii nachweisen. Bei Zusammenbruch
der Blut-Hirnschranke findet sich hSA Immunreaktivitat Gberall im Hirnparenchym.
Fur die Experimente hier, wurden den Mausen 50mg PBS-gelostes hSA

intraperitoneal gespritzt.

2.2 Gewebepraparation und Gewebefixierung

Die Gewinnung des Hirngewebes fur die mikroskopischen Untersuchungen erfolgte
zu definierten Zeitpunkten nach der Fazialisaxotomie, bzw. LPS Injektion.

Fur die immunhistochemischen Untersuchungen wurden zum Einen eine Zeitreihe
mit Sakrifikation von jeweils 5-6 Tieren an Tag 0, 1, 2, 4, 7, 14, 21 und 42 nach
Operation erstellt. Fur die Versuche mit den transgenen Ma&usen war die
Uberlebenszeit, wenn nicht anders beschrieben, 14 und 21 Tage. Bei Erreichen der
Uberlebenszeit wurden die Tiere in Diathyl-Ather getotet und unmittelbar nach dem
Todeseintritt intrakardial mit 200 ml PBS perfundiert um die Blutbestandteile aus
dem Gefal3system zu spulen. Im folgenden wurde das Gewebe, je nachdem ob eine
licht- beziehungsweise fluoreszenzmikroskopische Untersuchung oder
elektronenmikroskopische Analyse geplant war, unterschiedlich weiterbehandelt.

2.2.1 Gewebeaufbereitung fir Licht- und Fluoreszenz  mikroskopie

Fur die konventionelle Licht- bzw. Fluoreszenzmikroskopie wurde das Tier nach
dem Durchspilen mit PBS, mit 200ml 4% Paraformaldehyd in PBS perfundiert
(40ml/min). Das fixierte Gehirn und die Milz wurden herausprapariert und erst zur
Post-Fixierung fur 2 Stunden in 1% PFA, dann zur Kryoprotektion fir 12 Stunden in

30% Saccharoseldsung bei 4C auf einem Rotator inku biert. Das Gewebe wurde
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schlie3lich auf Trockeneis eingefroren und bis zur weiteren Bearbeitung bei —-80C
gelagert. Die 20um dicken Gehirnschnitte wurden mit einem Kryostaten (Reichert-
Jung, Med. 2700, Frigocut) bei einer Kammertemperatur von —20C und einer
Objekttemperatur von —10C angefertigt und auf warmen, mit 0,5% Gelatine
beschichteten Objekttragern aufgenommen. Diese wurden sofort wieder auf
Trockeneis abgekuhlt und bis zur Farbung bei —80T gelagert.

Far unfixierte Gehirnschnitte, wurde das Gewebe sofort nach dem To6ten
entnommen und auf Trockeneis eingefroren. Die Herstellung der Schnitte, erfolgte

ebenso wie bei fixierten Gehirnen.

2.2.2 Gewebeaufbereitung fur Elektronenmikroskopie

Fur ultrastrukturelle Analysen wurden die Tiere nach dem Auswaschen des Blutes
mit 200ml EM-PBS mit 100ml 4% Paraformaldehyd, gefolgt von 100ml 4%
Paraformaldehyd & 0,5% Glutaraldehyd in EM-PBS perfundiert (40ml/min). Nach
einer Nachfixierung in 1% PFA fur 2 Stunden, wurde das Gewebe sofort in Agarose
eingebettet und mit einem Vibratom in 60 — 80um Schnitte geschnitten.

2.3 Lichtmikroskopische Histologie

2.3.1 Nissl-Farbung fir die Bestimmung der Neuronen  zahl

Zur Bestimmung der Neuronenzahl im Nucleus facialis wurden die Gehirne tber die
gesamte Ausdehnung des Kerngebiets 25um dick geschnitten. Die Schnitte wurden
sofort nach dem Schneiden faltenfrei auf den Objekttrager platziert, getrocknet, fur
48 Stunden 4% FA fixiert. AnschlieRend wurden die Schnitte bei 4C fur mindestens
24h in 70% Ethanol gelagert. Die Farbung erfolgte in 1% Kresylviolett-Losung fur 10
Minuten. Nach einem Waschschritt in Aqua bidest., wurden die Schnitte in einer
aufsteigenden Alkoholreihe wieder entfarbt, wobei dem letzten 96%-Alkoholbad
einige Tropfen Eis-Essig beigefligt wurden. Die Prozedur wurde so lange
wiederholt, bis die gewlnschte Farbeintensitat erreicht war. Dann erfolgte die

endgultige Dehydrierung und Einbettung in Xylol-haltigem DePeX.
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2.3.2 Immunhistochemische Farbung mit dem ABC/DAB-S  ystem und

Titration der Antikdrper

Fur die immunhistochemische Farbung wurden die eingefrorenen 20um dicken
Gewebeschnitte mit bidestilliertem Wasser rehydriert, unter einem Stereomikroskop
blasen- und debrisfrei auf dem Objekttrdger ausgebreitet und fir 15 Minuten
luftgetrocknet. Anschlie3end wurden sie fir 5 Minuten in 4% FA in PB inkubiert,
wodurch das Gewebe kovalent an den gelatinierten Objekttrdger gebunden wird.
Nach einem Waschschritt in PB, wurden die Schnitte fur die meisten Antikdrper in
einer Azetonreihe bestehend aus 50%, 100% und nochmal 50% Azeton fir jeweils 2
Minuten entfettet und gut in PB und PB/BSA gewaschen. Zum Abbinden
unspezifischer Bindungen wurde im folgenden 5% Ziegenserum in PB/BSA fir 30
Minuten auf die Schnitte gegeben. Nach Abnahme des Ziegenserums begann die
Ubernacht-Inkubation mit dem optimal verdinnten Primarantikorper bzw. PB/BSA
als Negativkontrolle bei 4C. Der priméare Antikorper wurde am nachsten Tag mit
einem biotinylierten speziesspezifischen Sekundarantikbrper aus der Ziege
detektiert. Um eine Kreuzreaktivitat mit Maus-Immunglobulinen abzusattigen, und
so die unspezifische Hintergrundfarbung auf dem Schnitt zu reduzieren, wurde der
sekundare Antikorper vor der Endverdinnung fur 30 Minuten mit dem doppelten
Volumen Mausserum bei 37T inkubiert. Der prainkubierte Antikorper wird
schlie3lich in 5% Ziegenserum enthaltendem PB/BSA 1:100 verdinnt und auf die
Objektrager pipettiert. Nach 1 Stunde wurde der Sekundarantikdrper abgewaschen
und mit dem Avidin-Biotin-Peroxidase System visualisiert. Dabei wird wahrend der
1-stindigen Inkubation biotinylierte Peroxidase tber eine Biotin-Avidin-Biotin Briicke
an den sekundaren Antikdrper gebunden. Die Schnitte wurden anschlieRend
gewaschen und fir 5 Minuten in DAB/H,0, gesetzt. Die an den Ort der priméren
Antikdrperbindung gebundene Peroxidase ist in der Lage, Diaminobenzidin (DAB)
under Reduktion von H,0, zu oxidieren. Dies fuhrt lokal zu einer Polymerisierung
und Bildung eines unléslichen, rot-braunen Niederschlags (Graham and Karnovsky,
1965; Sternberger, 1986). Die enzymatische Reaktion wurde durch mehrfaches
Waschen in Leitungswasser abgestoppt und die Schnitte nachfolgend in einer
aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert, in Xylol entfettet und in DePeX eingebettet.

Der Hintergrund an DAB-Reaktivitat, der von endogenen Peroxidasen verursacht
wird, konnte jeweils an Negativkontrollen ohne Antikdrper beurteilt werden. Als

Positivkontrollen wurden Milzschnitte verwendet. Die Expression einer Vielzahl der
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untersuchten Antigene, insbesondere von MHC1l, MHC2 und B7-2 ist auf
hamatopoetischen Zellen beschrieben. Deshalb ist die Milz, die zum grof3en Tell
aus Blutzellen besteht als Positivkontrolle fir den immunhistochemischen
Expressionsnachweis mit Antikérpern und zur Bestimmung der optimalen
Antikdrperkonzentration gut geeignet. Fur jeden Antikérper wurde in Milz- und
Gehirngewebe eine Titrationsreihe mit und ohne Azetonvorbehandlung erstellt. Die
eingesetzten Verdinnungen waren jeweils 1:25, 1:100, 1:400, 1:1.600, 1:6.400,
1:25.600 sowie eine Negativkontrolle. Die Konzentration mit dem besten
Hintergrund — Signal Verhéltnis stellte die optimale Konzentration dar, die fir die
weiteren Versuche eingesetzt wurde. Tabelle 2 und 3 geben eine Liste der

benutzten primaren, Tabelle 4 der sekundaren Antikdrper wieder.

2.3.3 Kobalt-Nickel verstarkte DAB Farbung

Zur Intensivierung des Signals wurde, insbesondere zur Zahlung der mikroglialen
Knotchen, Granulozyten und CD3 gefarbten Zellen, eine modifizierte DAB-Farbung
angewendet. Dabei wurde dem DAB/H,0, Gemisch aus 0,25 g/l CoCl, und 0,2 g/l
NiSO,4 zugesetzt. Die Kobalt- und Nickel-lonen chelatieren das polymerisierte DAB
und verleihen dem sich in dieser Reaktion bildenden Niederschlag einen intensiven

blau-schwarzen Farbton (Hsu and Soban, 1982).

2.3.4 Nachweis von neutrophilen Granulozyten mittel s endogener

Peroxidase

Die Farbung der neutrophilen Granulozyten erfolgte neben einer Immunfarbung mit
7/4 zur Kontrolle auch mittles Verstarkung der endogenen Peroxidase. Dafur
wurden die fixierten Schnitte fir 10 Minuten in 3% biotinyliertem Tyramin und 0,01%
in PB inkubiert. Das Tyramin wird dabei durch die Peroxidase oxidiert und bindet an
der Stelle der enzymatischen Aktivitat kovalent an das Gewebe. Uber das an das
Tyramin gekoppelte Biotin kann das gebundene BT mit dem ABC/DAB-Verfahren
wie oben beschrieben verstarkt und visualisiert werden (Adams, 1992).

2.3.5 Quantifizierung der Immunreaktivitdt (Mean-SD  Algorithmus)

Zur Darstellung wurden die DAB gefarbten Schnitte an einem Zeiss Axiophot
Mikroskop mittels eines Leica S1 Alpha Scanners digitalisiert und in dem
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Bildverarbeitungsprogramm OPTIMAS 6.2 fur die lllustration aufgearbeitet. Dabei
wurden alle Schnitte einer Versuchsreihe gleich behandelt.

Zur Quantifizierung der Gesamtimmunreaktivitdt im Zeitverlauf und in den
verschiedenen Knock-out Tieren wurden die Schnitte mit einem 5-fach Objektiv und
einer Sony 89B CCD Kamera (Model XC-77CC) aufgenommen. Die Auflésung der
Kamera ist 640 x 400 Bildpunkte und liefert pro Bildpunkt einen optischen Lichtwert
(OLW) zwischen 0 und 255. 255 entspricht dabei der maximalen Lichtintensitat, also
keiner Farbung und O minimaler Lichtintensitat, also sehr dunkler Farbung. In dem
digitalisierten Bild wurde nun in OPTIMAS der Nucleus facialis als Auswertegebiet
(ROI) markiert und Mittelwert (MEAN) und Standardabweichung (SD) der Pixel-
OLW ermittelt. Ein gleichmé&Riger Anstieg der Farbung wird als gleichmaRiger Abfall
der OLW in vielen Bildpunken, und damit auch des OLW-Mittelwerts, sichtbar.
Subjektiv entspricht aber auch ein sehr starker Anstieg von nur wenigen Pixeln einer
starkeren Farbung. Bei diesem Reaktionsmuster wirde sich der OLW-Mittelwert
aber nur wenig andern, wobei es jedoch zu einem deutlichen Anstieg der OLW -
Standardabweichung kommen wirde. Da sich MEAN und SD bei unterschiedlichen
Farbemustern gegenlaufig verhalten, dient der (MEAN-SD) - Algorithmus als
besonders stabiles Mal3 bei der Auswertung von DAB-Farbungen (Moller et al.,
1996). Als Mald fur die Starke der Farbung wurde in den Versuchen die

Farbeintensitat (FI) mit diesem Algorithmus berechnet. Die Formel lautet:

Farbeintensitat = 255 — (MEAN — SD)

wobei sich Mittelwert und Standardabweichung auf die Pixel-OLWs im
Auswertegebiet beziehen und wegen der Subtraktion von 255, die Werte fur die
Farbeintensitat mit zunehmender Absorption ansteigen.

Um Schwankungen zwischen einzelnen Schnitten einer Reihe zu reduzieren, wurde
als Referenz jeweils noch eine Aufnahme der Mittellinie gemacht miteinbezogen, so

dal’ sich als endguiltige Formel ergibt:

Farbeintensitat = (MEAN witelinie — SD witteliinie) — (MEAN nucleus — SD Nucleus)
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2.3.6 Statistische Auswertung der Gesamt-Immunreakt  ivitat

Zur Quantifizierung von Unterschieden der Gesamt-Immunreaktivitat in den
einzelnen Experimenten wurde jeweils pro Zeitpunkt bzw. Tiergruppe die
Farbeintensitat nach dem oben beschriebenen Algorithmus berechnet. Es wurde
anschlieRend der Mittelwert der Farbeintensitaten je Gruppe (jeweils 4 - 6 Tiere) fur
die axotomierte und kontralaterale Seite gebildet. Die Werte wurden nach EXCEL
Ubertragen, graphisch aufgetragen und mit einem gepaarten t-Test bei einem

Signifikanzniveau von 5% auf statistisch signifikante Unterschiede getestet.

2.4 Fluoreszenz Immunhistochemie

Da nicht alle Fragestsellungen mit der DAB-Niederschlagsfarbung hinreichend
beantwortet werden konnten, wurden zusatzlich immunhistochemische Farbungen
mit fluoreszenzgekoppelten Zweitantikbrpern visualisiert. Dies hat mehrere
wesentliche Vorteile. Wird in der konventionellen Immunhistochemie ein Anstieg der
Immunreaktivitdt beobachtet, so 143t sich nicht mit Sicherheit feststellen wodurch
dieser Anstieg zu Stande kommt. Es kann zum einen schlecht differenziert werden
welcher Zelltyp das Antigen exprimiert, zum anderen kann keine Aussage getroffen
werden, ob der Anstieg der Gesamtimmunreaktivitat auf erhéhte Antigenexpression
der einzelnen Zellen oder auf einer Proliferation von Zellen ohne individuellen

Farbeanstieg beruht.

2.4.1 Immunfluoreszenz - Doppelmarkierungen

Eine Lo6sung fur diese Probleme bieten Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen.
Fluoreszenzfarbungen haben nicht nur den Vorteil einer besonders hohen
Aufnahmesensitivitat im konfokalen Lasermikroskop, sie erméglichen auch, indem
Zweitantikbrper die an Farbstoffe mit unterschiedlichen Fluoreszenzspektren
gekoppelt sind verwendet werden, die simultane Markierung mehrerer Antigene.
Durch Auswabhl eines konstitutiv exprimierten, Zelltyp-spezifischen Markers la13t sich
die zu untersuchende Expression z.B. Astrozyten, Mikroglia oder Neuronen
zuordnen. Zudem kann die Menge des Antigens unabhangig von einer eventuellen
Proliferation der Zellen semiquantitativ abgeschatzt werden. In dieser Studie dient
IBAL als Marker fur Mikroglia, TSP als Marker fir phagozytierende Knétchen, und
GFAP als Astrozytenmarker (Moore, 1989; Klein et al., 1997).
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Das Farbeprotokoll ist dem unter 2.3.2 beschriebenen im wesentlichen sehr ahnlich.
Eine Modifikation ist die Prainkubation der Schnitte in 5% Esel-Normalserum fur 30
Minuten vor der simultanen Zugabe der monoklonalen und polyklonalen
Erstantikorper. Diese stammen aus verschiedenen Wirtstieren, damit sie
anschlieBend mit den entsprechenden ZweitantikGrpern getrennt detektiert werden
konnen. Die monoklonalen Antikdrper wurden jeweils fur 2 Stunden bei
Raumtemperatur mit einem Fluoreszein-5-Isothiocyanat-gekoppelten (FITC)
Antikdrper aus Ziege (1:100 in PB/BSA), und dann in einem weiteren
Verstarkungsschritt mit einem ebenfalls FITC-konjugierten, gegen Ziegen-Ig
gerichteten tertiaren Antikorper aus Esel (1:100 in PB/BSA) detektiert. Parallel
wurde mit einem gegen Kaninchen-Ig gerichteter biotinyliertem Antikorper aus Ziege
(1:100 in PB/BSA), gefolgt von TexasRed-Avidin (1:1000 in PB/BSA) inkubiert.
Nach dem Waschen wurden die Schnitte in Vectashield eingebettet und bis zum
weiteren Gebrauch bei 4C im Dunklen gelagert. Die Digitalisierung erfolgte jeweils

innerhalb von 5 Tagen.

2.4.2 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie

Zur Darstellung und Analyse der Fluoreszenzfarbungen wurden digitale
Mikrographien der FITC-, TexasRed- und zusatzlich der Autofluoreszenz mit einem
Leica TCS 4D konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop aufgezeichnet. Die
resultierenden Bilder hatten eine Grol3e von 1024 x 1024 Pixel, wobei jedem
Bildpunkt ein OLW von 0 (maximal dunkel) bis 255 (maximal hell) zugeordnet
wurde. Die FITC und TexasRed Aufnahmen wurden jeweils um die Autofluoreszenz
korrigiert bevor der relative Farbefaktor, d.h. die durchschnittliche Farbung der
einzelnen Zelle im Verhéltnis zum Hintergrund, mit dem RISC-Algorithmus
errechnet wurde.

Das Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie basiert auf der Eigenschaft von Farbstoffen
Licht bestimmter Wellenlangen zu absorbieren und dann Licht anderer
Wellenlangen zu emittieren. Da sich die verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe in
ihrem Anregungs- und Emissionsspektrum unterscheiden, kénnen sie simultan
eingesetzt werden. Hier wurde vor allem FITC und TexasRed verwendet. FITC
wurde mit der 488 nm Linie des Argon-Krypton-Laser angeregt und mit einem BP-
FITC Filter, der Wellenlangen zwischen 510 und 530 nm beriicksichtigt, detektiert.

TexasRed wurde bei einer Wellenlange von 588 nm angeregt und die Emission mit
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einem LP590 Filter gemessen. Fur die quantitativen Untersuchungen wurden die
Bilder mit einem 10x Objektiv, was einer Flache von 1 x 1 mm entspricht, bei
konstanter Laser- und Detektionsspannung aufgenommen. Fir Detailaufnahmen
wurden auch 20x, 40x oder 100x Objektive benutzt. Da die konfokale Laser-
Scanning-Mikroskopie ein Fokussieren des Laserstrahls in einer genau definierten
Tiefenebene ermdglicht, kann hier neben der zweidimensionalen Auflésung
konventioneller Mikroskope auch noch die Dicke des Gewebeschnittes als dritte
Dimension berucksichtigt werden. Fiur die Experimente wurden fir jedes Bild 10
aufeinanderfolgende Schnittebenen in gleichen Abstanden aufgenommen und mit
dem MaxIntens-Algorithmus zu einer einzigen Mikrographie kondensiert. Bei diesem
Verfahren wird an jedem der 1024 x 1024 korrespondierenden Pixel das hellste aus
den 10 Ebenen ausgewahlt und zu einer neuen Bildmatrix zusammengesetzt. So
resultieren pro gescannten Bildausschnitt nach dem Camera-lucida-Prinzip drei
orginale Bildmatrizen: eine FITC-Matrix, eine TexasRed-Matrix und eine
Autofluoreszenz-Matrix. Diese Matrizen wurden als Graustufenbilder als TIFF-Datei

gespeichert und zur weiteren Analyse nach OPTIMAS 6.2 exportiert.

2.4.2.1 Digitale Extraktion der Autofluoreszenz
Insbesondere in fixiertem Gewebe, fihrt die Bestrahlung mit Laserlicht zur Emission
unspezifischer Fluoreszenz oder Autofluoreszenz (AF). Im Mausegehirn sind vor
allem phagozytierende Mikrogliazellen und Lipofuscinkdrperchen in den Neuronen
besonders stark leuchtende Strukturen. Da die Autofluoreszenz ein sehr breites
Emissionsspektrum hat, scheint sie in alle Detektionskanéle durch und addiert sich
zu den jeweils spezifischen FITC- oder TexasRed-Fluoreszenzen. Um das Problem
der Uberlagerung zu verringern, wurde eine Korrektur nach dem von Raivich
beschriebenen Prinzip (Raivich et al., 1998b) durchgefuhrt. Dazu wurde der Schnitt
bei 647nm mit maximaler Laserstarke angeregt und mit einem LP655-Filter die
Emission im Infrarotbereich, in dem die beiden anderen Farbstoffe nichtmehr
emittieren, mit maximaler Detektionsspannung aufgezeichnet. In diesem Bild
wurden nun die hoch-autofluoreszenten Strukturen durch eine OLW-Schwellenwert,
der sich aus Mittelwert und Standardabweichung nach der Formel MEAN + 5xSD
berechnet, gesucht. Die markierten Profile der entsprechenden Strukturen wurden
als Maske in das FITC- und TR-Bild Ubertragen und mit der spezifischen

Fluoreszenz in Bezug gesetzt. Daraus wurden dann jeweils lineare
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Extraktionskoeffizienten bestimmt. Die Korrektur der Autofluoreszenz wurde durch
Subtraktion des OLW des korrespondierenden Pixels im Autofluoreszenzbild, unter
Gewichtung mit dem jeweiligen Koeffizienten, vom FITC- bzw. TR-Bild durchgefihrt.
Dazu wurden zuerst die TIFF-Dateien fur FITC, TR und Autofluorezenz (AF) nach
OPTIMAS importiert. Dort wurde im AF-Bild der Mittelwert (MEANar) und die
Standardabweichung (SDag) aller Pixel bestimmt und stark leuchtende Strukturen
durch einen OLW-Schwellenwert der sich nach MEANar + 5xSDar berechnete
markiert. Nun wurde der Mittelwert der OLW dieser Strukturen bestimmt (MEANuas-
ar). Diese Profile wurden nacheinander auf die korrespondierende FITC- und TR-
Matrix (OMgirc, OM+1R) Ubertragen. In jeder der Matrizen wurde nun der Mittelwert
der OLW zum einen in allen Pixeln (MEANgtc, MEAN+TR), Zum anderen nur in den
aus dem AF-Bild Ubertragenen Profilen bestimmt (MEANuas-ritc, MEANpas-1r). Die
linearen Extraktionskoeffizienten fir FITC (LEKgtc) und TR (LEKtg) wurden wie

folgt errechnet.

LEKgitc = (MEANHAs-Fitc - MEANETC) | (MEANHAs.AF - MEANAF)
LEKtr = (MEANHAs.TR — MEANTR) : (MEANHAas.aF - MEANAF)

Dann wurden die korrigierten Matrizen fir FITC (KMgtc) und TexasRed (KMtR)

berechnet indem fir jeden Bildpunkt folgende Formel angewandt wurde:

KMerec = OMEre [X,Y] - LEKETc X OMag [X,Y]
KMtr = OMtr [X,y] - LEKtr X OMar [X,y]

wobei x und y die Position des Pixels in der 1024 x 1024 Matrix bezeichnen. Die
Extraktion der Autofluoreszenz erfolgte teilautomatisch durch Programmierung in
OPTIMAS und EXCEL (Kloss et al, 1999). Die Bilder wurden nun zur

Weiterverarbeitung als TIFF-Datei gespeichert.

2.4.2.2 Zelltypspezifische Quantifizierung von Immu  nreaktivitat
(DIFF-RISC — Algorithmus)

Zur Quantifizierung von zellularer Immunreaktivitat wurden die

Fluoreszenzdoppelmarkierungen nach Extraktion der Autofluoreszenz einer

digitalen Bildanalyse basierend auf dem RISC-Algorithmus (Raivich et al., 1998b)
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unterzogen. Dabei werden zuerst die gewinschten zellularen Profile mittels einer
durch Farbung eines zelltypspezifischen Antigens entstehenden Fluoreszenz
definiert. Im Falle der MHC1 Quantifizierung war dies zum Beispiel IBA1 im TR-Bild.
Diese Maske wird dann in die zu untersuchende Mikrographie (hier das FITC-Bild)
Ubertragen und das Verhaltnis des Mittelwertes der Pixel innerhalb des markierten
Bereiches im Vergleich zum Mittelwert aller Bildpunkte bestimmt. Der Logarithmus
dieses Verhaltnisses liefert den relativen Farbekoeffizienten. Im folgenden sind die
einzelnen Rechenschritte beschrieben.

Die bezuglich der Autofluoreszenz korrigierten FITC und TR Bilder (KMgrc, KM1R)
wurden in OPTIMAS mit der ,local smoothing und averaging“ - Funktion bei einer
Boxgro3e von 100 x 100 Pixel geglattet. Anschlielend wurde im korrigierten und
geglatteten TR-Bild die Flache des Nucleus facialis markiert und der Mittelwert
(MEANEgac-Tr) und Standardabweichung (SDgactr) der OLW im Fazialis-Areal
berechnet. Die, sich aus einem durch MEANgactr + SDractr errechnteten
Schwellenwert ergebenden zellularen Profile, wurden als Maske in das korrigierte,
geglattete FITC-Bild tbertragen. Auch fur das FITC-Bild wurden Mittelwert und
Standardabweichung der OWLs sowohl im gesamten Nucleus facialis (MEANgac-
rre, SDrac-mite) als auch spezifisch in der Maske (MEANwicro-Fite, SDmicro-FiTe)
berechnet. Der relative Farbungskoeffizient fir spezifisch mikrogliale MHCI1-

Immunreaktivitat berechnet sich wie folgt:

RISC = log (MEANwicro-Fitc : MEANFAc-FiTC)
Um die Variabilitat der Farbeintensitat zwischen einzelnen Schnitten auszugleichen
wurde der relative Farbungskoeffizient jeweils fur die operierte Seite (RISCopgrigrT)
und kontralateralen, gesunden Seite (RISCkonTroLLe) berechnet und die Differenz
(DIFF-RISC) dieser Werte gebildet.

DIFF-RISC = RISCoperiert - RISCkonTROLLE

Die Berechnung des DIFF-RISC erfolgte teilautomatisch durch Programmierung
einer Makrofamilien in OPTIMAS (Kloss et al., 1999).
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2.4.2.3 Statistische Auswertung
Zur statistischen Auswertung wurden zu den definierten Zeitpunkten bzw. in den
jeweiligen Versuchstiergruppen die DIFF-RISC Werte nach dem beschriebenen
Algorithmus fir jeweils 2 Gewebeschnitte in 4 — 7 unterschiedlichen Tieren
berechnet. Die Mittelwerte der Farbeintensitdten wurden dann von OPTIMAS nach
EXCEL Ubertragen, seitengetrennt graphisch aufgetragen und mit einem gepaarten
t-Test bei einem Signifikanzniveau von 5% auf statistisch signifikante Unterschiede

getestet.

2.5 Elektronenmikroskopie

2.5.1 Immunhistochemie fir Elektronenmikroskopie

Die Immunhistochemische Farbung fir die Elektronenmirokopie erfolgte ahnlich wie
fur die konventionelle Lichtmikroskopie. Zu Erwahnen sind jedoch einige
Abweichungen im Protokoll. Zum Einen wurden die Inkubationszeiten der einzelnen
Schritte ausgedehnt, so daf die schwimmenden Gehirnschnitte bei 4C 4 Stunden
in Ziegenserum, tber Nacht in sekundarem Antikérper und fir 8 Stunden in ABC-
Reagenz inkubiert wurden. Bei der anschlieBenden DAB Farbung wurden die
Schnitte erst fir 20 Minuten in Co/Ni-DAB vorinkubiert, bevor die Reaktion mit H,O,
gestartet, und fur weitere 15 Minuten aufrecht erhalten wurde. Nach der
Immunfarbung folgte eine Nachfixierung der Schnitte fur 6 Tage in 2% GA in PBS,
Osmierung in Dalton Losung |, Entwasserung und Einbettung in Araldit. Zur
Orientierung im Lichtmikroskop wurden die Semidinnschnitte (80um) mit
Richardson-Lésung gefarbt. Die Nachkontrastierung der Ultradtinnschnitte (100nm)
wurden mit Uranylazetat und Bleizitrat (Leica UltraStain) durchgefuhrt. Letzlich
folgten  Untersuchung und Fotographie mit einem Zeiss EM 10
Elektronenmikroskop.

2.5.2 Darstellung von neutrophilen Granulozyten mit  tels endogener

Peroxidase

Zur deutlicheren Darstellung der ins Gehirn eingewanderten Granulozyten, wurde
auch fur die Elektronenmirokopie eine Verstarkung der endogenen Myeloperoxidase
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mit biotinyliertem Tyramid durchgefiihrt. Dazu wurden die Semidunnschnitte ohne
vorherige Prainkubation fr 30 Minuten in 1% BT und 0,01% H,0, in PBS inkubiert.
Die Biotin-Reste wurden anschlie@Rend wie bei der oben beschrieben
immunhistochemischen Farbung mit ABC und Co/Ni-DAB visualisiert. Auch alle

nachfolgenden Schritte liefen analog ab.

2.6 Quantifizierung von Zellzahlen und mikroglialen Knotchen

2.6.1 Zahlung mikroglialer Knétchen

Zur Bestimmung der Anzahl der MHC1-positiven phagozytotischen Microglia-
Knotchen wurden die zu untersuchenden Schnitte mit der Co/Ni-DAB Technik
immunhistochemisch geféarbt. Die Untersuchungen fanden vor allem am Tag 14,
und im Falle der TNFR 1&2 Doppelknockout-Mause, auch an Tag 21 und 29 nach
Fazialisaxotomie statt. Die Zahl der Knétchen wurde in 2 — 4 Schnitten je Tier, auf
der axotomierte und kontralateralen, gesunden Seite bestimmt. Die Daten wurden
mit einem gepaarten t-Test bei einem Signifikanzniveau von 5% berechnet auf

statistisch signifikante Unterschiede getestet.

2.6.2 Bestimmung der Zahl MHC2-positiver perivaskul  &arer

Makrophagen

Die Anzahl MHC2-positiver Makrophagen wurde, nach Kobalt-Nickel verstarkter
Immunhistochemie, bei 40-facher Vergrésserung bestimmt. Von jedem Tier wurden
dazu die Anzahl der immunreaktiven Zellen auf der axotomierten und
kontralateralen Seite in je zwei 350um auseinanderliegenden Schnitten pro Tier

bestimmt.

2.6.3 Bestimmung der Neuronenzahl im Nucleus facial is

Fur die Bestimmung der Neuronenzahlen im Nucleus facialis nach Transsektion in
Wildtyp bzw. Interleukin-1 Rezeptor, TNF-Rezeptor 1, TNF Rezeptor 2, TNF-
Rezeptor 1&2 und Interferon-gamma-Rezeptor-1 Knockout-Mausen, wurden die
Tiere nach einem jeweils definierten Uberlebensintervall von 14 Tagen, bzw. 29 und

60 Tagen getdtet und wie oben beschrieben mit 4% PFA perfundiert. Aus den
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fixierten Hirnstammen wurden 36 25um-dicke Schnitte angefertigt, die den
gesamten Fazialiskernbereich, dessen Ausdehnung etwa 640-700 pm betréagt,
einschlossen.

Nach einer Nissl-Farbung wurden in allen Schnitten alle Neurone im Bereich des
Fazialiskerns gezahlt. Anschlie3end erfolgte eine Korrektur der Werte bezuglich der
Neuronalen Gro6Re mit Hilfe der Abercrombie-Korrektur (Abercrombie, 1946). Die

Formel hierfir lautet:

N=nxD/(D+d)

wobei N die korrigierte Neuronenzahl, n die gezahlte Neuronenzahl, D die
Schnittdicke (25um) und d der durchschnittliche, aus der neuronalen Zellgré3e
errechnete Durchmesser ist. Die GroRe der Neuronen wurde pro Tier aus 3
Gewebeschnitten mit 200pum Abstand aus jeweils 210-370 Zellen auf der operierten,
und 160-380 Zellen auf der unoperierten Seite berechnet. Dazu wurden die Schnitte
digitalisiert und als RGB-Bild nach OPTIMAS transferiert. Die neuronalen Zellprofile
wurden im roten Kanal mittels einem aus MEAN - 1,5x SD errechneten
Schwellenwert detektiert. Der mittlere Duchmesser wurde anschlieRend unter
Annahme einer praktisch spharischen Form aus der mittleren Flache der Zellen mit

folgender Formel errechnet:

D = (4 x Flache / )

Der durchschnittliche Zelldurchmesser (+SEM) auf der unoperierten Seite war in
allen untersuchten Gruppen etwa 18um und nahm auf der axotomierten Seite um
etwa 5% zu. Keine der untersuchten Zytokin-Rezeptor Knockout-Mause zeigte im t-
Test einen signifikanten Unterschied des Zelldurchmessers im Vergleich zu den
Wildtypkontrollen bzw. nach Axotomie. Der Effekt der Abercrombie-Korrektur war
daher beziglich des Vergleichs operierte versus unoperierte Seite sehr gering
(zwischen 0% und 2,1%).

2.6.4 Bestimmung der Granulozyten- und Lymphozytenz  ahlen

Die Zahlung der Granulozyten und CD3-positiverT-Lymphozyten erfolgte nach

Co/Ni-DAB visualisierter BT-Verstarkung bzw. immunhistochemischen Farbung
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unter einem 40x Objektiv im Hellfeld. Zahlen fur die axotomierte bzw. Kontrollseite
errechnen sich aus dem Mittelwert zweier 320um entfernter Schnitte pro Tier. Im
Falle der Lymphozyten wurden die Werte im gepaarten t-Test auf statistische
Unterschiede getestet. Zur statistischen Analyse der Granulozytenzahlen nach LPS-
Injektion wurden die gezahlten Werte (x) erst in eine semilogarithmischen Funktion
(f) umgeformt, mit

f =log (x+1)

Die Addition von ,1“ dient nur dazu unendliche negative Zahlen zu vermeiden, die
bei einem Wert von 0, wie es auf der Kontrollseite unbehandelter Tiere der Fall ist,
vorkommen. Diese Funktion fiihrte zu einer deutlich Reduktion der sonst sehr hohen
Variabilitdt und wurde fur alle weiteren statistischen Berechnungen verwendet.

Zum Vergleich zwischen ICAM1 -/- und ICAM1 +/+ Tieren wurde ein gepaarter t-
Test angewendet. Bei der Analyse der Effekte in den verschiedenen
Wildtypstammen wurde erst mit einem einseitigen ANOVA Test die
Wahrscheinlichkeit, dass eine der Gruppen abweicht berechnet. Die abweichende
Gruppe wurde in einem zweiten Schritt durch einen Duncan-multiple-range-test

identifiziert.

2.7 Materialien

2.7.1 Versuchstiere

In allen durchgefuhrten Versuchen wurden adulte, weibliche M&use in einem Alter
von 2-4 Monaten verwendet. Falls nicht explizit anders erwéhnt, wurden die
Experimente an normalen C57BL/6-Wildtypmausen durchgefihrt. Fir die Versuche
zur Einwanderung von Granulozyten nach LPS-Gabe wurden zusétzlich Wildtyptiere
vom Balb/c, C3H, SJL und FVB Hintergrund eingesetzt. Alle Wildtyp-Mause
stammen aus der Tierzucht des MPI Biochemie in Martinsried. Bei den im folgenden
aufgefuhrten transgenen Mausen, wurden fur die Experimente jeweils die bezuglich
Alter und Hintergrund passenden Wildtypkontrollen aus der gleichen Bezugsquelle

verwendet.
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Tabelle 1. Transgene Mausstamme

Ausgeschalteter Genort

bzw. Phanotyp

Genetischer

Hintergrund

Bezugsquelle

Interferon gamma Rezeptor

B&K Universal;

Typ 1 129Sv/Ev
Hull/UK
(IFNgR -/-)
Tumor Necrosis Factor
Klaus Pfeffer;
Rezeptor Typ 1 C57Bl/6 3
TU Minchen/Deutschland
(TNFR1-/-)
Tumor Necrosis Factor
BRL Biological Research Laboratories Ltd,;
Rezeptor Typ 2 C57Bl/6 o _
Fullinsdorf/Schweiz
(TNFR2-/-)
Tumor Necrosis Factor
BRL Biological Research Laboratories Ltd,;
Rezeptor Typ 1&2 B6x129 L _
Fullinsdorf/Schweiz
(TNFR1&2-/-)
Interleukin 1 Rezeptor Typ 1
BRL Biological Research Laboratories Ltd,;
(IL1R1-/-) B6x129 . )
Fallinsdorf/Schweiz
Beta 2-Microglobulin
Jackson Laboratory
(Beta2MG-/-) C57BlI/6J
Bar Harbor/USA
Interzellulares
W. Briick
Adhasionsmolekill C57BI/6 R
Berlin/Deutschland
(ICAM-1-/-)
SCID Balblc Jackson Laboratory

Bar Harbor/USA
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2.7.2 Antikorper, Tierseren, Immunreagenzien

Tabelle 2: Primare, monoklonale Antikorper

Antigen Spezifitat/Klon ~ Wirt  Verd. Herkunft

714 Maus/MCA771 Ratte 1:400 Camon; Wiesbaden/Deutschland
CDh 3 Maus/28001D Ratte 1:2000 Pharmingen; San Diego, CA/USA
CD 11b Maus/5c6 Ratte 1:4000 Serotec, Kidlington/UK

CD 54 (ICAM1) Maus/MCA818 Ratte 1:3000 Camon; Wiesbaden/Deutschland
CD 80 (B7-1) Maus/1G10 Ratte 1:3000 Pharmingen; San Diego, CA/USA
CD 86 (B7-2) Maus/GL-1 Ratte 1:3000 Pharmingen; San Diego, CA/USA
MHC-1 Maus/ER-HR52 Ratte 1:100 BMA/Dianova; Hamburg

MHC-1 Maus/ER-MP42 Ratte 1:100 BMA/Dianova; Hamburg

MHC-2 Maus/ER-TR3 Ratte 1:100 BMA/Dianova; Hamburg

MHC-2 Maus/YE2/36HLK Ratte  1:100 Camon; Wiesbaden/Deutschland

Tabelle 3: Primare, polyklonale Antikdrper

Antigen Spezifitat ~ Wirt Verd. Herkunft

CGRP Maus Kaninchen 1:5000 Peninsula; Belmont,CA/USA
GFAP Rind Kaninchen 1:6.000 DAKO; Hamburg/Deutschland
hSA Mensch Kaninchen 1:100.000 sigma; Deisenhofen/Deutschland
IBAL Maus Kaninchen 1:400 Dr. Y. Imai; Tokyo/Japan
Laminin Maus Kaninchen 1:1.000 DAKO; Hamburg/Deutschland
TSP Maus Kaninchen 1:6000 Alexis; Griinberg/Deutschland

Tabelle 4. Sekundéare Antikorper

Antigen Wirt Konjugat  Verdinnung Herkunft

Kaninchen-Ig Ziege Biotin 1:100 Vector, Wiesbaden
Kaninchen-Ig Esel Biotin 1:100 Dianova, Hamburg
Ratte-lg Ziege Biotin 1:100 Vector, Wiesbaden
Ratte-lg Ziege FITC 1:100 Sigma, Deisenhofen
Ziege-lg Esel FITC 1:100 Dianova, Hamburg
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Tierseren

Eselserum Vector, Wiesbaden
Pferdeserum Vector, Wiesbaden
Mauseserum Sigma, Deisenhofen
Ziegenserum Vector, Wiesbaden

Weitere Reagentien

TexasRed-Avidin Vector, Wiesbaden

Tyramin, biotinyliert Dupont, Bad Homburg

Vectastain® ABC Kit Vector, Wiesbaden

VectaShield Vector, Wiesbaden

DePeX (Gurn® BDH Laboratory Supplies, Poole/UK
Kaisers Glyzeringelatine Merck, Darmstadt

2.7.3 Losungen, Puffer

Phosphat-Puffer (PB)
100 mM NazHPO4,
mit H3PO4 auf pH 7,4 eingestellt

PB/BSA
PB mit 1g/I Rinderalbumin (BSA)

Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (PBS)
10 mM NaHPO,4

8,4 g/l NaCl,

mit HsPO,4 auf pH 7,4 eingestellt

Elektronenmikroskopie- Phosphatgepufferte Salz Losu ng (EM-PBS)
10 mM Na;HPO,

10mM MgCl,

8,4 g/l NaCl,

mit HsPO,4 auf pH 7,4 eingestellt

Perfusionsfixativ (FA)

40 g/l Paraformaldehyd (in warmen bi-destilliertem Wasser gelost)
10 mM NaHPO,4

8,4 g/l NaCl,

gefiltert und mit HsPO,4 auf pH 7,4 eingestellt

Elektronenmikroskopie - Perfusionsfixativ (EM-FA)

40 g/l Paraformaldehyd ( in warmen bi-destilliertem Wasser gelost)
10 mM NaHPO,4

10mM MgCl,

8,4 g/l NaCl,

gefiltert und mit H3PO,4 auf pH 7,4 eingestellt

44



Barnett-Fixativ

0,5% Glutaraldehyd

50mM Na-Cacodylat

250mM D-Glucose Monohydrat
mit H3PO,4 auf pH 7,4 eingestellt

Saccharose-Losung (Gefrierschutz)
30% Saccarose in PBS

Gelatine-L6sung (Objektragerbeschichtung)
0,5 g/l Gelatine in bi-destilliertem Wasser

Diaminobenzidin/ H ,0, (DAB/ H207)
0,5 g/Diaminobenzidin

0,01% H,0,

in PBS

Kobalt-Nickel verstarktes Diaminobenzidin/ H 0, (Co/Ni-DAB/H,0,)

0,5 g/l Diaminobenzidin
0,25 g/l CoCl,

0,2 g/l NiSO4

0,01% H,0, in PBS

Dalton-L6sung | (EM-Osmierung)

1,1 g K>Cr,0O7

0,9 g NaCl

1 g OsO,

in 100 ml Aqua dest., mit 1IN KOH auf pH 7 eingestellt

Richardson-L6sung (Semidinnschnitt-Gegenfarbung)
100 ml Azur 1l

100 ml Methylenblau

80 g Sacharose

5 Tropfen 4% Paraformaldehyd in 100 ml Aqua dest.

Kresylviolett-Losung fir Nissl-Farbung

1g Kresylviolett in 20ml 100% Ethanol I6sen
mit warmen Aqua bidest ad 100ml auffillen

2.7.4 Chemikalien

Araldit Fluka; Deisenhofen/Deutschland
Avertin (Tribromethanol) Sigma; Deisenhofen/Deutschland
Azeton Merck; Darmstadt/Deutschland
Azur Il Merck; Darmstadt/Deutschland
Bleizitrat Leica; Nussloch/Deutschland
D-19 Entwickler Kodak; Stuttgart/Deutschland
3-3'-Diaminobenzidin Sigma; Deisenhofen/Deutschland
DiathylAther Merck; Darmstadt/Deutschland
Ather zur Narkose Chinosol
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Ethanol

Paraformaldehyd

Gelatine

Glutaraldehyd

Isopropanol

Perhydrol (H202)
Kobaltchlorid (CoCly)
Kochsalz (NaCl)
Kresylviolett
Lipopolysaccharid E.coli
Methylenblau
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogenphosphat
Nickelsulfat (NiSOg)

NTB2 Filmemulsion
Rhodamin-B-isothiocyanat
Rinderalbumin
Saccharose

Superfix

Uranyl-Azetat

Xylol

Merck; Darmstadt/Deutschland
Merck; Darmstadt/Deutschland
Merck; Darmstadt/Deutschland
Merck; Darmstadt/Deutschland
Merck; Darmstadt/Deutschland
Merck; Darmstadt/Deutschland
Merck; Darmstadt/Deutschland
Merck; Darmstadt/Deutschland
Merck; Darmstadt/Deutschland
Sigma; Deisenhofen/Deutschland
Merck; Darmstadt/Deutschland
Merck; Darmstadt/Deutschland
Merck; Darmstadt/Deutschland
Merck; Darmstadt/Deutschland
Kodak; Stuttgart/Deutschland
Sigma; Deisenhofen/Deutschland
Sigma; Deisenhofen/Deutschland
Merck; Darmstadt/Deutschland
Tetenal; Norderstedt/Deutschland
Leica; Nussloch/Deutschland
Merck; Darmstadt/Deutschland
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3. Ergebnisse

3.1 Der Einflud proinflammatorischer Zytokine auf d as

neuronale Uberleben nach Fazialisaxotomie

Verletzungen des ZNS lésen inflammatorische Prozel3e und zellulare Reaktionen
aus, die EinfluR auf das neuronale Uberleben haben. In dem hier untersuchten
Mausmodell, kommt es etwa 14 Tage nach Transsektion des Nervus facialis im
entsprechenden Kerngebiet zu einem Verlust von Motoneuronen. Ein Ziel der
vorliegenden Arbeit war, den Einflul3 proinflammatorischer Zytokine auf neuronalen
Zelltod zu charakterisieren. Dafiir wurde das neuronale Uberleben in Tieren mit
deletiertem Interferon gamma Rezeptor Typ 1 (IFNyR1-/-), Interleukin 1 Rezeptor
(ILLR1-/-), Tumor Necrosis Factor Rezeptor Typ 1 (TNFR1-/-), Tumor Necrosis
Factor Rezeptor Typ 2 (TNFR2-/-) und Tumor Necrosis Factor Rezeptor Typ 1&2
(TNFR1&2-/-) und den jeweils entsprechenden Wildtypkontrollen untersucht.

3.1.1 Nachweis aXB2/IBA1 positiver Mikroglia — Knétchen

Neuronaler Zelluntergang fuhrt zur Entstehung von Zelldebris, welches im Gehirn
von phagozytierender Mikroglia aufgenommen wird. Die aktivierte Mikroglia lagert
sich hierbei dicht um die Zellfragmente und bildet sogenannte phagozytotische
Knotchen. Dabei nimmt die Expression einer Reihe charakteristischer Antigene, wie
z.B. IBAl, einem mikrogliaspezifischen Ca-bindenden Protein (Ito et al., 1998),
deutlich zu. Zudem ist eine eine Hochregulierung von aXp2 Integrin spezifisch fur
die Umwandlung von ruhender Mikroglia zu Makrophagen (Kloss et al., 1999). Aus
diesem Grund wurden initial Gehirnschnitte verschiedener Zytokinrezeptor-
Knockouts auf die Prasenz von IBAl- und aXp2-positiver Knotchen, einem
indirekten Hinweis auf neuronalen Zelluntergang, hin untersucht (Abbildung 5).

Die IL1R, IFNyR1, TNFR1 und TNFR2 defizienten Tiere zeigten am Tag 14 nach
Axotomie einen deutlichen Anstieg von IBA1 und aXp2-Integrin Immunreaktivitat im
betroffenen Kerngebiet. Im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen fiel optisch kein
Unterschied in der Zahl der phagozytotischen Knodtchen auf. Bei den TNFR1&2-/-

Tieren war jedoch praktisch keine IBA1l/aXB2 Doppelimmunfluoreszenz zu sehen. In
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diesen Tieren wurde auch an Tag 21 und Tag 29 im Vergleich mit den Kontrollen,
fast keine Mikroglia-Kndtchen beobachtet.

Abbildung 5: Kombinierte Deletion von TNF-Rezeptor 1 und TNF-Rezeptor 2 verhindert das Auftreten
alphaXbeta2/IBA1 positiver Mikroglia-Knétchen am Tag 14 nach Axotomie des Nervus facialis.

Rot dargestellt ist die Fluoreszenz fir IBA1. Nach Axotomie ist die Expression von IBA1 deutlich gesteigert.
A und B zeigen den kontralateralen, unverletzten Fazialiskern. Zur besseren Darstellung ist die IBA1-
Farbung in B digital verstarkt. Fur die Abbildungen C-H wurde sie mit dem gleichen Algorithmus ebenfalls
starker kontrastiert. Griin dargestellt ist die Immunfluoreszenz fir aXb2, einem spezifischen Marker fir sich
in phagozytierende Makrophagen umwandelnde Mikroglia. In C sind mit Pfeilen doppelt gefarbte (gelb)
phagozytotische Knétchen im axotomierten Fazialiskern eines Wildtyp-Tieres (B6/129) markiert. C-H zeigt
den axotomierten Fazialiskern verschiedener Zytokin-Rezeptor defizienten Mause am Tag 14. Auf dem
letzten Bild (H) sieht man, dal die Deletion von TNFR 1&2 zwar noch zu einem Anstieg der IBA1-
Immunreaktivitat, aber zu einem volligen Verschwinden der doppelt-markierten Mikroglia-Knétchen fiihrt.
Die Bilder wurden unter der gleichen Einstellung am konfokalen Lasermikroskop aufgenommen und B - H
imAnschlu® daran gleich digital aufgearbeitet.

Die Skalierung entspricht 0.25 mminA-H.
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3.1.2 Motoneuronenzahl am Tag 29 in Zytokin-Rezepto r defizienten

Tieren

Um Veranderungen der Anzahl an Neuronen im Nucleus facialis zu quantifizieren,
wurden alle Motoneurone im Kerngebiet auf der axotomierten sowie intakten Seite
gezahlt. Dazu wurde der in seiner rostro-caudalen Ausdehnung etwa 650 — 700 pm
grosse Fazialiskern Uber seine gesamte Lange in 25 um-dicke Schnitte unterteilt.
Auf jedem der Schnitte wurden alle Neurone gezahlt und eine Korrektur nach
Abercrombie durchgefihrt (siehe 2.6.2). Fir den normalen, unoperierten
Fazialiskern ergaben sich dabei, je nach genetischem Hintergrund, 1800 — 2000
Motoneurone. Auf der axotomierten Seite waren es an Tag 29 etwa 20% weniger
bei den 129Sv/Ev Mausen, 30% weniger bei den C57BI/6 und 50% weniger bei den
gemischten B6/129 Tieren.

In den transgenen Tieren war fir IFNyYR1 -/- und TNFR1 -/- ein geringer Anstieg des
neuronalen Zelltodes von +3,2% bzw. +3,4% im Vergleich zu den Kontrolltieren zu
verzeichnen, wahrend es bei den IL1R1 -/- und den TNFR2 -/- mit —6,4% bzw. —
8,4% zu einer leichten Verringerung kam (Abbildung 6). Diese Veranderungen
waren nicht signifikant. Im Gegensatz dazu fihrte die Deletion von sowohl TNFR1
als auch TNFR2 zu einer deutlichen Reduktion des normalerweise auftretenden
Zelltodes auf der axotomierten Seite (Abbildung 7). Am Tag 29 nach der Operation
sank der neuronale Zelltod um 21,9% (p<0,05 im t-Test).

Um zu ermitteln ob das Fehlen beider TNF-Rezeptoren neuronales Sterben
verzogert oder verhindert, wurden die Versuche am Tag 60 wiederholt. Zwischen
Tag 29 und 60 kam es nur zu sehr geringen Verdnderungen in den
Neuronenzahlen, aber auch hier zeigte sich in den Mutanten ein besseres
Uberleben der Neurone auf der axotomierten Seite im Vergleich zu den
Kontrolltieren (-22,2%; p<0,01 im t-Test). TNFR1 und TNFR2 abhéngiger Zelltod
war fast ausschlie3lich auf die ersten 29 Tage nach Axotomie begrenzt (Abbildung
7D). TNFR1&2 unabhangiges neuronales Sterben war wahrend der frihen Phase,
aber deutlicher im Zeitintervall zwischen Tag 29 und 60 zu beobachten. In den
Doppel-Knockouts scheint es nicht zu kompensatorisch erhdhten Zelluntergang in

der spaten Phase zu kommen.
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Abbildung 6: Effekte von Fazialisaxotomie (ax) und homozygoter Deletion verschiedener Zytokin-
Rezeptoren (-/-) auf die Gesamtzahl der Motoneuronen 29 Tage nach Verletzung.

A zeigt die Ergebnisse fiir Interleukin 1 Rezeptor 1(IL1R1), B Tumor Necrosis Factor Rezeptor 1 (TNFR1),
C Interferon gamma Rezeptor (IFNgR1) und D Tumor Necrosis Factor Rezeptor 2 (TNFR2) defiziente Tiere.
Die weiRen Balken stellen jeweils die Neuronenzahl (Mittelwert +/- SEM) der unverletzten Kontrollseite, die
schwarzen die der axotomierten Seite dar. In allen Gruppen zeigte sich ein statistisch signifikanter
Unterschied der Neuronenzahl mit einer Abnahme auf der verletzten Seite. Zwischen den einzelnen
Mutanten (-/-) und den bezlglich des genetischen Hintergrundes passenden Wildtypkontrollen (+/+) zeigte
sich jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied.

Tabelle 5: Neuronales Uberleben

Anzahl der Tiere Prozentuale Veranderung des Zelltodes
(++1-1-) bezogen auf die unoperierte Seite
IL1IR1 (d29) 717 - 6,4%
IFNyYR1 (d29) 8/8 + 3,2%
TNFR2 (d29) 717 - 8,2%
TNFR1 (d29) 8/8 + 3,4%
TNFR1&2 (d29) 6/5 -21,9%
TNFR1&2 (d60) 14/15 -22,2%
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Abbildung 7: Kombinierte Ausschaltung von TNF-Rezeptor 1 und 2 flihrt zu einer Reduktion des Verlustes
an Motoneuronen nach Fazialisaxotomie.

Abbildung A & B zeigen die neuronale Zellzahl im Fazialis-Kerngebiet nach respektive 29 und 60 Tagen.
Der weile Balken entspricht jeweils dem Durchschnitt der gezahlten Neurone +/- SEM der normalen, der
schwarze der axotomierten Seite der Wildtypkontrollen (+/+) bzw. Mutanten (-/-). Die Sternchen
kennzeichnen einen signifikanten Unterschied zwischen der axotomierten und Kontrollseite (p< 0.01 im
gepaarten t-Test). C stellt den Zelltod prozentual anteilig am Verhaltnis der Gesamtneuronenzahl auf der
axotomierten zur gesunden Seite dar. Sowohl nach 29, als auch nach 60 Tagen verhindert die gleichzeitige
Abwesenheit beider TNF-Rezeptoren im Vergleich zu den Wildtyptieren einen Verlust von 22% der
Motoneurone auf der axotomierten Seite. Die Sternchen indizieren hier einen signifikanten Unterschied
(p<0.05im t-Test) zwischen Mutanten und Kontrollen.

D Differenzierung zwischen frilhem (Tag 0-29) und spatem (Tag 29-60) Auftreten des Zelltodes nach
Axotomie. Die Prozentzahlen die das Verschwinden der Motoneuronen angeben sind aus C ibernommen.
TNFR1&2 indindiziert den Neuronenverlust in -/- Mausen, TNFR1&2 dep den Unterschied zwischen +/+
und -/- Tieren. Die Werte fir das d29-60 Intervall ergeben sich aus der Subtraktion der d0-29 Werte von den
d0-60 Werten. Der TNFR1&2 abhangige Untergang von Motoneuronen (schwarzer Block) scheint auf die
ersten 4 Wochen beschrankt zu sein, wahrend es einen zweiten, langsameren TNFR1&2 unabhangigen
Mechanismus zu geben scheint.
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3.2 Der Einflu proinflammatorischer Zytokine auf d ie MHC-

Klasse-1 - Expression nach Fazialisaxotomie

3.2.1 MHCL1 Expression im normalen und axotomierten Fazialiskern

Eine zentrale Frage der vorliegenden Arbeit war, immunhistochemisch die
Expression und Regulation von MHC1 im normalen und axotomierten Fazialiskern
zu charakterisieren. Dazu wurde zuerst die MHC1 Verteilung im normalen Nucleus
facialis und deren Anderung nach peripherer Transsektion des Nerves im
Zeitverlauf untersucht. Um die Spezifitdt des verwendeten MHC-1-Antikdrpers zu
prufen, wurden Titrationsversuche in der Milz und im axotomierten Gehirn von [32-
Mikroglobulin-defizienten Tieren, die kein natives MHC Klasse 1 auf der
Zelloberflache exprimieren kénnen (Koller et al., 1990), und den entsprechenden
Wildtyp-Kontollen durchgefiihrt. In den Knockout-Tieren fehlte sowohl die
Immunreaktivitat in der weillen Pulpa, als auch die nach Fazialisaxotomie
auftretende mikrogliale Expression (Abbildung 8 M&N). Bei der im folgenden
beschriebenen Immunreaktivitdt ist also von einer spezifischen Farbung des
exprimierten MHC1 auszugehen. FUr alle quantitativen Untersuchungen der
Proteinexpression wurde der gegen murines MHC Klasse 1 gerichtete monoklonale
Antikodrper Klon ER-HR 52 verwendet.

Im unverletzten Nucleus facialis findet sich nur &auRRerst geringe MHC1
Immunreaktivitéat (IR). Nach Durchtrennung des motorischen Anteils des Nerven
kommt es jedoch, selektiv in dem betroffenen Kerngebiet, zu einem deutlichen
Anstieg der MHC1 Expression. Die kontralaterale Seite und das umgebende

Hirnparenchym sind von diesem Anstieg nicht betroffen.

3.2.2 Zellulare Lokalisation der MHC1 Immunreaktivi  tat

Um die genaue Lokalisation der MHC1 Expression zu klaren, wurde eine
immunhistochemische Farbung fur die Elektronenmikroskopie angefertigt
(Abbildung 9). Ultrastrukturelle Analyse der MHC1 Farbung ergab eine starke,
selektive IR auf aktivierten, phagozytierenden Mikrogliazellen, die sich zu
phagozytierenden Knétchen um neuronales Debris zusammengelagert hatten. Die
Farbung war auf die Zelloberflache beschrankt und auf nicht-phagozytierender

Mikroglia nur sehr schwach ausgepragt. Blutgefale, Astrozyten und
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Oligodendrozyten zeigten keine Immunreaktivitat. Die mikrogliale Lokalisation der
MHC1 Expression wurde zudem durch Doppelimmunfluoreszenzfarbungen mit

IBA1, einem selektiv auf Mikroglia exprimiertem Antigen (Imai et al., 1996) bestatigt
(Abbildung 10).

balbC  hr52 mp42 129 hrb2 mp42
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Abbildung 8: Immunreaktivitat fir MHC1 im axotomierten Fazialiskern von Mausen mit verschiedenem
genetischen Hintergrund: (A&B) balb/c, (C&D) 129, (E&F) c57BI/6,(G&H) c3J,(1&J) SJL,(K&L) FVB.

Es sind jeweils die Farbungen mit zwei verschiedenen MHC1-Antikérpern gegenubergestellt (A, C, E, G, I,
K: ER-HR52; (B, D, F, H, J, L: ER-MP52). Fir die quantitativen Untersuchungen wurde nur ER-HR52
benutzt.

Die Spezifitat des Antikérpers wird in N und M demonstriert. M zeigt den verletzten Fazialiskern von
C57BI/6J Mausen. Man sieht die typische diffuse und um mikrogliale Knétchen fokal besonders intensive
Immunreaktivitat. In beta-2 Mikroglobulin defizienten Tieren (b2MG-KO), die kein intaktes MHC1 auf der
Oberflache exprimieren kdnnen (N), sind keine spezifisch angefarbten Strukturen zu erkennen.
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Abbildung 9: Ultrastrukturelle Aufnahme der MHC1-Immunreaktivitdt in einem phagozytotischem
Mikroglia-Knétchen 14 Tage nach Fazialsaxotomie. Beachtenswert ist die selektive und kontinuierliche
Immunreaktivitdt fir MHC1 auf der Membranoberflache (Pfeile) der um das neuronale Debris (ND)
gelagerten Mikroglia-Zellen (m). Die Mirkoglia umschlief3t die Reste des untergegangenen Neurons
praktisch vollstandig.

Die Skalierung entspricht 1um.
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mhc1/iba1

Abbildung 10: A-H zeigen Doppelimmunfluoreszenz-Farbungen fiir IBA1, einem Marker fir Mikroglia (rot)
und MHC1 (griin) 14 Tage nach Fazialisaxotomie (B, D, F, G, H) bzw. auf der kontralateralen Seite (A, C, E).
Die Kolokalisation von IBA1 und MHC1 stellt sich gelb dar (E, F, H).

Sowohl die IR fir MHC1 als auch die fur IBA nimmt nach Axotomie insbesondere auf den phagozytotischen
Knétchen (n) deutlich zu. G & H zeigen ein aus neuronalem Debris und Mikroglia bestehendes Knétchen in
hoher VergroRerung. Das Insert in A zeigt einen digital 2,5-fach verstarkten Bildausschnitt um die niedrige,
aber selektiv vorhandene Immunreaktivitat fur IBA1 auf Mikroglia im unverletzten Fazialiskern zu
demonstrieren. | zeigt eine Doppelmarkierung von IBA1 (rot) und CD8 (griin). Die CD8+ Lymphozyten sind
nicht nur perivaskular (* in Gefal) sondern auch in direkter Nachbarschaft zu aktivierter Mirkoglia und
adharierend an phagozytotischen Knétchen zu finden. Die Skalierung entspricht 250 um.
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3.2.3 Zeitverlauf der MHC 1-Immunreaktivitat nach A  xotomie

Bei der nach einer Fazialisaxotomie auftretenden MHC1 Immunreaktivitat lassen
sich zwei distinkte Farbemuster erkennen. Bereits nach 2 Tagen kommt es diffus
Uber den ganzen Kern verteilt zu einem leichten Anstieg der Expression, die ab Tag
4 auch statistisch signifikant ist (Abbildung 11B). Das Maximum dieser diffusen IR
wird am Tag 14 erreicht. Von diesem Zeitpunkt an, nimmt die MHC1 Expression
wieder langsam ab. Neben dem diffusen Verteilungsmuster fallen, insbesondere am
Tag 14, extrem stark MHC1-positive gliale Kndtchen auf (Abbildung 11A). Wie durch
Elektronenmikroskopie  bestatigt, setzen sich diese aus aktivierten,
phagozytierenden Mikrogliazellen und neuronalem Debris zusammen.

Das Auftreten dieser MHC1-positiven Strukturen und der Ho6hepunkt der
Gesamtimmunreaktivitat fallen mit dem ebenfalls um Tag 14 erreichten Maximum
des verzogerten neuronalen Zelltodes zusammen. Die phagozytotische Mikroglia
bleibt auch in den folgenden Tagen stark MHC1 positiv. Allerdings nimmt die Zahl
der Knotchen bis zum Tag 42 kontinuierlich ab.

Parallel zum Anstieg der MHC1-IR findet sich eine Zunahme CDB8-positiver
Lymphozyten im axotomierten Fazialiskern (Abbildung 12B). Eine erste Zunahme
der Einwanderung von CD8+ Zellen ist bereits ab Tag 2 zu verzeichnen, wobei der
Gipfel, ebenso wie der der MHC1-Expression, um Tag 14 liegt. Im Anschlufd daran,
kommt es bis zu Tag 42 wieder zu einem fast vollstandigen verschwinden der T-

Zellen.

3.2.4 Quantifizierung der mikroglialen MHC1 & IBA1  Immunreaktivitat

nach Axotomie

Zur Quantifizierung der MHC1 Expression im Zeitverlauf wurde die Immunreaktivitat
im gesamten Fazialiskern gemessen. Um spezifisch den Anstieg des mikroglialen
MHC1 nachzuweisen, wurde im folgenden zusatzlich eine
Doppelimmunfluoreszenzfarbung mit IBA1l, einem selektiv auf Mikroglia
exprimiertem Marker (Imai et al, 1996) durchgefuhrt. Die relativen
Farbekoeffizienten wurden mit dem Relative Intensity of Staining Coefficient (RISC)
Algorithmus berechnet. Mit Hilfe der IBA1 Farbung, wurden dabei die mikroglialen
Zellprofile, auf denen im Anschluf3 die MHC1 Immunreaktivitdt gemessen wurde,
definiert. Wie in der lichtmikroskopischen Untersuchung, zeigte sich auch hier keine
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signifikanten Anderungen der MHC1 Menge auf der nichtoperierten, gesunden
Seite.

A 601B MHC1-qIR

Od 1d

2 P e N 0 T T T T T T T
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e Tage nach Fazialisaxotomie

Abbildung 11: Fazialisaxotomie flihrt zu einem starken Anstieg der MHC1-Immunreaktivitat (IR) im
betroffenen Kerngebiet.

Azeigtdie IR im unverletzten (0d) Hirnstamm und 1 bis 42 Tage nach Transektion des N. facialis im Verlauf.
Im normalen Gehirn besteht praktisch keine IR fur MHC1, aber bereits 2 Tage nach Axotomie ist ein leichter
Anstieg zu erahnen, der ab Tag 4 deutlich sichtbar wird. Neben der diffusen Anfarbbarkeit sind besonders
stark angefarbte Knoétchen, die ab Tag 14 auftreten, bemerkenswert. Nach Tag 14 nehmen sie in ihrer
Haufigkeit wieder ab. Die Kndtchen sind von einem 100 - 200 ym Halo schwécherer IR umgeben. Dies wird
besonders an Tag 42 sichtbar.

In B ist die mittels des Mean-SD Algorithmus quantifizierte MHC1-Immunraktivitdt im axotomierten
Fazialiskern im Zeitverlauf dargestellt. Mit ax ist die IR auf der axotomierten, mit co die auf der Kontrollseite
bezeichnet. Man sieht auch hier einen kleinen, ersten Anstieg der Farbeintensitat an Tag 2, der aber erst ab
Tag 4 statistisch signifikant ist. Der Gipfel des monophasischen Verlaufs ist um Tag 14 erreicht. Von diesem
Zeitpunkt an nimmt die IR wieder langsam ab. Auf der unoperierten Gegenseite kommt es zu keiner
Veranderung der MHC1 Expression. Mit * sind statistisch signifikante Unterschiede zwischen axotomierter
und Kontroll-Seite (p < 0,05 im t-Test) markiert.

Abbildung 12 zeigt die DIFF-RISC Werte fur MHC1 und IBAl zu verschiedenen

Zeitpunkten nach Durchtrennung des Fazialisnerves. Sie stellen die Differenz der
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relativen Farbekoeffizienten auf der unoperierten und axotomierten Seite dar.
Sowohl bei IBA1l als auch bei MHC1, zeigt sich ein deutlicher Anstieg der
Expression im operierten Fazialiskern. Die Kinetik unterscheidet sich hingegen
merklich. Wahrend IBA1 bereits an Tag 1 signifikant ansteigt und bis etwa Tag 14
auf einem Plateau bliebt, verlauft die Kurve bei MHCL1 deutlich langsamer. Erst nach
Tag 2 kommt es zu einer kontinuierlichen Zunahme der Immunreaktivitat, die an
Tag 14 ihren Hohepunkt erreicht. Die Expression von MHC1 féllt in Folge bis Tag 42
wieder stark ab. Der Verlauf der mikroglialen Expression von MHC1 lauft somit
weitgehend parallel zu dem in Abbildung 11B dargestellten Verlauf der diffusen

MHC1 Immunreaktivitat.
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Abbildung 12: A Darstellung der MHC1/IBA1- DIFF-RISC Werte. Sowohl MHC1- als auch IBA1-
Immunreaktivitdt nimmt nach Axotomie auf der verletzen Seite deutlich zu, wobei sich allerdings der
Zeitverlauf unterscheidet. Wahrend IBA1 bereits an Tag 1 einen Plateau-Wert erreicht, zeigt die mikrogliale
MHC1-IR zwischen Tag 4 und 14 einen fast linearen Anstieg, um dann bis Tag 42 wieder abzunehmen. Der
Zeitverlauf der mikroglialen MHC 1-Expression der der gesamten IR sehr ahnlich (siehe Abb. 11).

B Anzahl der in das axotomierte Fazialsareal einwandernden CD8+ Lmphozyten zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der Operation. Die Zahl der in den verletzten Kern einwandernden CD8+ Zellen zeigt
ebenso wie die MHC1-IR einen Anstieg um Tag 4 und ein deutliches Maximun an Tag 14. Nach 42 Tagen
sinktdie Zahl der detektierbaren CD8+ Lymphozyten wieder aufdas Ausgangsniveau.

3.2.5 Quantifizierung von mikroglialem MHC1 in Zyto  kin-Rezeptor
defizienten M&usen

Wie bereits in frGheren Untersuchungen gezeigt wurde, féallt der Gipfel der MHC1

Expression an Tag 14 mit dem Maximum der Expression proinflammatorischer

Zytokine, wie Tumor Necrosis Factor a (TNFa), Interleukin 18 (IL1B) und Interferon

y (IFNy) zusammen. Zu diesem Zeitpunkt ist auch die hochste Einwanderung CD3-
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positiver T-Lymphozyten zu verzeichnen (Raivich et al., 1998a; Galiano et al.,
2001). Um den Einflul? dieser Zytokine bzw. einwandernder T-Zellen auf die MHC1
Expression im axotomierten Nucleus facialis zu prifen, wurden Gehirnschnitte von
Tieren mit homozygoter Deletion verschiedener Zytokin — Rezeptoren untersucht.
Dazu wurden Tiere mit deletiertem Interferon gamma Rezeptor Typ 1 (IFNyR1 -/-),
Interleukin 1 Rezeptor (IL1R1 -/-), Tumor Necrosis Factor Rezeptor Typ 1 (TNFR1 -
/-), Tumor Necrosis Factor Rezeptor Typ 2 (TNFR2 -/-) und Tumor Necrosis Factor
Rezeptor Typ 1&2 (TNFR1&2 -/-) jeweils mit den entsprechenden Wildtypkontrollen
am Tag 14, bzw. letztere ebenso an Tag 21 und Tag 29, nach Axotomie getottet. Der
T-Zell Effekt wurde an Tieren mit Severe Combined Immune Deficiency (SCID),
welche durch ein Fehlen von B- und T-Zellen gekennzeichnet ist, untersucht.

In Abbildung 13 sind Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen fur IBA1 (rot) und MHC1
(grin) der axotomierten Fazialiskerne verschiedener Knock-out Mause dargestellt.
In den TNFR1&2-/- Tieren sticht das fast vollige Fehlen MHC1- und IBA1-positiver
phagozytotischer Kndtchen ins Auge. Dieses Phanomen war sowohl am Tag 14
nach Operation, als auch zu zwei spateren Zeitpunkten (Tag 21 und Tag 29) zu
beobachten. Alle anderen Zytokin-Rezeptor KOs, einschliel3lich der Tiere, die fur
entweder TNFR1 oder TNFR2 defizient waren, zeigten im Vergleich zu den
Kontrollen normale Knoétchenzahlen. In  SCID-Mausen war die Zahl
phagozytotischer Konglomerate hingegen im Vergleich zu den Balb/C Kontrollen
erhoht (Abbildung 13).

Quantifizierung der mikroglialen MHC1 Immunreaktivitdt, zeigte den normalen
Anstieg des MHC1 DIFF-RISC Wertes an Tag 14 auf der axotomierten Seite in
IL1IR-/-, IFNyR1-/- und TNFR2-/- Tieren. Hier lie3 sich kein statistisch signifikanter
Unterschied zu den entsprechenden Wildtypkontrollen zeigen (Abbildung 14). Das
Fehlen von TNFR 1&2 hingegen, fiihrte zu einem um 43% reduzierten Anstieg des
mikroglialen MHC1 an Tag 14. An Tag 21 und Tag 29 war der Effekt mit einem um
65%, bzw. 60% verminderten Anstieg sogar noch deutlicher. Zu allen Zeitpunkten
waren die Unterschiede zu den Wildtyptieren statistisch signifikant. Alleinige
Deletion von TNFR1 fuhrte, wenn auch nicht so ausgepragt, ebenfalls zu einer
statistisch signifikanten Abnahme der MHC1 Immunreaktivitdt um 21%. Bei den
SCID Tieren war ein um 44% starkerer Anstieg von MHC1 zu sehen, der jedoch

nicht statistisch signifikant war.
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IFNgR1 KO

TNFR1 KO TNFR2 KO IL1R1 KO

TNFR 1+2 KO, 14d TNFR 1+2 KO, 21d

Abbildung 13: Effekt von Zytokin-Rezeptor- und Immundefizienz auf die MHC1-Immunreaktivitat im
Fazialiskern 14 Tage (A-G) bzw. 21 Tage (H) nach Axotomie. Die Abbildungen zeigen eine
Doppelimmunfluoreszenz fur IBA1 (rot), einem konstitutiv auf Mikroglia exprimiertem Marker, und MHC1
(gruin). Die Kolokalisation beider Marker, insbesondere auf phagozytotischen Mikroglia-Knétchen ist gelb
dargestellt.

A zeigt den Wildtyp (BI6/129), B Severe Combinend Immunodeficiency (SCID) und C-H defiziente Tiere fur
C: Interferon gamma Rezeptor 1(IFNgR1), D: Interleukin 1 Rezeptor 1 (IL1R1), E: Tumor Necrosis Factor
Rezeptor 1 (TNFR1), F: Tumor Necrosis Factor Rezeptor 2 (TNFR2) and G & H Tumor Necrosis Factor
Rezeptor 1 und 2 (TNFR1&2). Nur die kombinierte Ausschaltung von TNFR1&2 flhrt zu einem
Verschwinden der MHC1/IBA1+ Mikrogliaknétchen, sowohl an Tag 14 als auch spater an Tag 21. Wie das
Insertin H zeigt, gleicht die MHC1/IBA-IR auf den vereinzelt doch zu sehenden Knétchen in den TNFR1&2 -
/- Mausen der in Wildtyptieren detektierbaren Anfarbung. In SCID Tieren (B), kommt es zu einem
vermehrten Auftreten von phagozytotischen Knétchen.
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In allen untersuchten transgenen Tieren stiegen die DIFF-RISC Werte fur die IBA1
Immunfarbung nach Axotomie an. Es zeigte sich aber im Gegensatz zu MHC1 kein

signifikanter Unterschied im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren.

A itngr1 B i1 C tnfr2 D scid
0.4— 02_
0.2 0.2
0.0 0.0 0.0- 0.04
-[-  +/+ -[-  ++ - ++ - ++
0-4-E£‘f” F tnfr182 G tnfr182 0.41H tnfr1&2
14d 21d 429
024 0.2 4
0.0 | 0.0 0.0
-[- +[+ -[- ++ - +[+ -l- +[+

Abbildung 14: Effekte von Zytokinrezeptor- bzw. Immundefizienz auf die mit dem RISC-Algorithmus
quantifizierte MHC1-Immunreaktivitat auf IBA1-definierten mikroglialen Zellprofilen. Die Graphen zeigen
jeweils die Werte fur die unoperierte Kontrollseite (weier Balken) und axotomierte Seite (schwarzer
Balken) in Wildtyp- (+/+) bzw. transgenen Mausen (-/-) an Tag 14 (A-F) und Tag 21 (G) bzw. 29 (H).
IFNgR1(A), IL1R1 (B) und TNFR2 (C) zeigten keine Unterschiede in der Immunreaktivitat zwischen
Wildtyp und KO-Tieren.

Die Abwesenheit von sowohl TNFR1 als auch TNFR2 flihrte an allen untersuchten Zeitpunkten (F-H) zu
einem geringeren Anstieg der Immunreaktivitat (Axotomierte Seite - Kontrollseite) als in den, bezliglich des
genetischen Hintergrundes passenden, Kontrollen. Die Unterschiede waren statistisch signifikant (p < 0,05,
t-Test).

Alleinige Deletion des TNFR1 (E) fihrte am Tag 14 auch zu einer, wenn auch nicht so deutlichen, aber
dennoch statistisch signigikanten, Reduktion der MHC1-IR. In den SCID-Tieren (D), zeigte sich im Vergleich
zu den Balb/c Kontrollen ein Anstieg der MHC1-Immunreaktivitdt um 44%. Dieser Unterschied war aber
statistisch nicht signifikant.

3.2.6 Diffuse MHC1-Farbung und MHC1-positive Mikrog

in transgenen Mausen

lia Knodtchen

In  den vorhergegangenen Experimenten, MHC1

Immunreaktivitdat auf Mikroglia gemessen. Dadurch ist es mdglich Erkenntnisse

wurde spezifisch die

hinsichtlich  zellspezifischer Expression zu gewinnen. Allerdings kann der
verwendete Algorithmus zur Erkennung der relevanten Zellprofile, eine leichte

Verschiebung Richtung stark IBA1l positiver Strukturen, in diesem Fall der
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phagozytotischen Mikroglia-Kndtchen, verursachen. Da das Farbemuster von
MHC1 neben den stark positiven Kndtchen zudem eine diffuse Komponente hat,
erganzten wir die Versuche um eine MHC1-DAB-Farbung. Hier kann zum einen die
Knotchenzahl einfacher bestimmt, und zum anderen eine Aussage Uber die
gesamte MHC1 Expression getroffen werden.

Auf der kontralateralen, gesunden Seite wurden keine phagozytotischen Kndtchen
gefunden. In Wildtyptieren sind hingegen im Nucleus facialis auf der axotomierten
Seite zahlreiche mikrogliale Konglomerate zu sehen. Deletion von TNFR2 und
TNFR1 hatte, verglichen mit den Kontrolltieren, keinen signifikanten Effekt auf das
Auftreten von Mikroglia-Knotchen. Die Abwesenheit von TNFRL1 fiihrte jedoch zu
einer statistisch signifikanten Reduktion der diffusen MHC1-Immunreaktivitdt um
51%. Wie bereits oben beschrieben, waren auch in diesem Versuch in Tieren,
denen sowohl TNFR1 als auch TNFR2 fehlte, auf der operierten Seite praktisch
keine mikroglialen Knétchen zu sehen. Dies war war sowohl an Tag 14, wo es 86%
weniger Ereignisse waren (p<0.05 in einem gepaarten t-Test), als auch an Tag 21
(-83%) und Tag 29 (-96%) der Fall (Abbildung 15). Neben den TNFR1-Mutanten
waren die DKOs die einzigen Tiere bei denen auch das diffuse MHC1 statistisch
signifikant erniedrigt war (-50%).

Die Quantifizierung der phagozytotischen Knoétchen in IL1R -/-, IFNyR1 -/-, TNFR1-
/- und TNFR2 -/- Tieren zeigte ein Trend zu niedrigeren Werten. Im Vergleich zu
den Kontrolltieren war der Unterschied aber in keinem der Stdmme signifikant. Die
Auswertung der Gesamt-Immunreaktivitat fir MHC1 im axotomierten und normalen
Fazialiskern zeigte in IL1R -/-, IFNyYR1 -/- und TNFR2 -/- Tieren den normalen
Anstieg an Tag 14. Es waren auch hier keine statistisch signifikanten Unterschiede
zu den Wildtyptieren zu sehen.

In den SCID-Mausen fand sich ein statistisch signifikanter, 1.9 facher-Anstieg der
phagozytotischen Knétchen. Wahrend in balb/c Tieren (n=6) durchschnittlich 3,4 +
0,7 (Mittelwert £ SEM) Mikroglia-Konglomerate zu sehen waren, wurden in den
SCID Mausen (n=5) 6,5 = 0,8 Ereignisse gezahlt. Im Gegensatz dazu, fand sich bei
der diffusen MHC1-IR kein Unterschied. Die Farbintensitatswerte in den
Kontrollm&usen waren 8 + 1 auf der unoperierten, und 19 £+ 3 auf der axotomierten

Seite. In den SCID Tieren betrugen sie 9 + 2 und 18 * 4, respektive.
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Abbildung 15: Veranderungen in der diffusen MHC1-IR und der Zahl der MHC1-postitiver Mikroglia-
Knoétchen im axotomierten Fazialiskern von Zytokin-Rezeptor defizienten Mausen.

Abbildungen A - F zeigen immunhistochemische Farbungen fir MHC1 im normalen (A, E) und axotomierten
(B, C, D, F) Kernareal 14 Tage nach der Transektion. A&B zeigen die IR im Wildtyptier, wahrend C -E aus
Tieren mit Zytokin-Rezeptor Defizienz stammen (C: TNFR1, D: TNFR2, E&F: TNFR1&2). Man beachte das
vollige Fehlen von MHC1+ Knétchen in den TNFR1&2 DKOs, sowohl auf der unoperierten als auch auf der
axotomierten Seite. Die Deletion von nur TNFR1 fuhrt zu einer starken Verminderung der diffusen MHC1
Immunreaktivitdt. Die phagozytotischen Mikroglia-Knétchen bleiben aber in ihrer Zahl unvermindert
vorhanden.

G - M zeigt die Quantifizierung der MHC 1+ Kndtchen an Tag 14 nach Axotomie im verletzten Fazialiskern in
Wildtyp- (+/+) bzw. transgenen (-/-) Tieren. TNFR1&2 defiziente Tiere zeigen an allen untersuchten
Zeitpunken (K: Tag 14, L: Tag 21, M: Tag 29) eine deutlich verringerte Zahl an phagozytotischen Knétchen
im Vergleich zu den WT-Tieren (* indiziert eine Signifikanz mit p< 0,05 im t-Test). Tiere mit fehlendem
IFNgR1(G), IL1R1 (H), TNFR1 (I) und TNFR2 (J) zeigten an Tag 14 einen Trend zu niedrigeren
Knétchenzahlen. Die Reduktion war im Vergleich zu den jeweiligen Wildtypkontrollen nicht signifikant.

N - R: Quantifizierung der gesamten MHC1-Immunreaktivitdt im axotomierten (schwarz) und normalen
(weifd) Nucleus facialis 14 Tage nach der Operation zeigte bei den IFNgR1(N), IL1R1 (O) und TNFR2 (Q)
defizienten Tieren einen normalen Anstieg der Farbung. In den TNFR1(P) und TNFR1&2 (R)KOs hingegen
war eine Reduktion des Anstiegs um ewa 50% zu sehen. Mit * sind signifikante Unterschiede in der Differenz
zwischen axotomierter und normaler Seite, bzw. zwischen den Kontrollen (+/+) und den Mutanten (-/-)
markiert.
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3.3 Der EinfluR proinflammatorischer Zytokine auf d e
Expression des Ko-Stimulatorischen Faktors B7-2

Ko-stimulatorische Molekile der B7 Familie spielen bei der Aktivierung von T-
Lymphozyten eine entscheidende Rolle. Aus diesem Grund war ein weiterer
Schwerpunkt dieser Arbeit, die Expression von B7 im unverletzen und axotomierten
motorischen Nucleus facialis zu untersuchen. In den verwendeten Mausestdmmen
liel3 sich mit keinem von drei verschieden Antikorper-Klonen die Expression von B7-
1 immunhistochemisch nachweisen. Auch nach Stimulierung zeigte sich weder in
der Milz noch im ZNS spezifische Immunreaktivitdt (Abbildung 16a). Der Fokus in

den nachfolgend beschriebenen Versuchen lag daher auf der Expression von B7-2.

3.3.1 B7-2 Immunreaktivitat nach Fazialisaxotomie i  n Wildtyp-Tieren

Im normalen, unverletzten Gehirn findet sich praktisch keine spezifische
Immunreaktivitat fur B7-2. Nach peripherer Axotomie des Nervus facialis kommt es
jedoch im betroffenen Kerngebiet zu einer deutlichen Zunahme der B7-2
Expression. Der Anstieg der B7-2 Immunreaktivitat beschrankt sich auf das verletzte
ZNS Gewebe. Umliegende Hirnareale und das Kerngebiet des Nucleus facialis auf
der intakten Gegenseite sind nicht betroffen. Bereits ab Tag 2 nach
Fazialisaxotomie sind B7-2 positive Zellen im verletzen Nukleus zu erkennen. Die
Intensitat der Farbung nimmt bis Tag 14 deutlich zu, bevor sie bis Tag 42 wieder
weniger wird (Abbildung 16b). Zwischen Tag 2 und Tag 42 ist zu jedem Zeitpunkt
ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen B7-2 Expression auf der
operierten und unoperierten Seite zu verzeichnen ( p< 0.05 in einem gepaarten
Student’s t-test, n=5 Tiere pro Zeitpunkt).

Ahnlich wie bei MHC1, ist die intensivste B7-2 Immunreaktivitat auf
phagozytotischen Kndtchen zu finden. Rings um die mikroglialen Aggregate herum
findet sich jeweils eine ca 100 um weite Zone mit leicht erh6hter B7-2 Expression.
Auch nach Tag 14, bleibt die Intensitat der B7-2 Immunreaktivitat auf den Kndtchen

weiterhin sehr hoch, ihre Anzahl nimmt jedoch stetig ab.
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Abbildung 16b: Fazialisaxotomie flhrt zu einem langsamen Anstieg der B7 Immunreaktivitat (B7-IR) im
axotomierten motorischen Fazialiskern (FMN).

(J) Man beachte das Fehlen spezifischer IR im unverletzten FMN (0d). Von Tag 2 an wird IR sichtbar und
nimmt bis zum Tag 14 deutlich zu. Ab Tag 7 sind einzelne phagozytotische Mikrogliaknétchen zu sehen,
deren Zahl an Tag 14 ihr Maximum erreicht. Um die Knotchen zeigt sich ein 100um halo mit weniger
intensiver B7-2 IR.

(K) Quantifizierung der B7-2 IR in 20um dicken Gewebeschnitten im axotomierten (ax) und
kontralateralen (co) FMN zeigt einen ersten Anstieg an Tag 2, gefolgt von einem Maximum an Tag 14.
Nach Tag 14, nimmt die IR bis Tag 42 wieder deutlich ab. Auf der Kontrollseite zeigte die B7-2 IR keine
Veranderung. Eine statistisch signifikanter Unterschied zwischen axotomierter und kontralateralen Seite
(*p<0.05 in einem gepaarten Student’s t-test, n=5 Tiere pro Zeitpunkt) lie® sich an allen Zeitpunkten
zwischen Tag 2 und Tag 42 nachweisen.
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3.3.2 Zellulare Lokalisation von B7-2

Die zellulare Lokalisation von B7-2 auf aktivierter, phagozytierender Mikroglia wurde
sowohl durch Doppelmarkierung mit mikroglialen Markern, als auch durch
Elektronenmikroskopie bestatigt.

Ultrastrukturelle Analyse der B7-2 Féarbung zeigte eine starke Immunreaktivitat auf
Mikroglia-Knotchen (Abbildung 17). Die Farbung war beschrankt auf die
Zelloberflache von um neuronalen Debris zusammengelagerten, phagozytierenden
mikroglialen Zellen und konnte weder auf nicht-aktivierter Mikroglia, noch auf
Neuronen, Astrozyten oder Endothelzellen nachgewiesen werden.

Bestatigt wurde das auf Mikroglia beschrankte Expressionsmuster von B7-2 duch
Ko-Lokalisation bei Doppel-Immunfluoreszenz Markierung mit IBAl, einem
konstitutionell auf Mikroglia exprimiertem Molekil (Imai et al., 1996) (Abbildung 18).

Abbildung 17: Elektronenmikroskopische Aufnahme der B7-2 Immunreaktivitat auf einem
phagozytotischen Mikrogliakndétchen am Tag 14 nach Fazialisaxotomie. Man beachte die
kontinuierliche Immunreaktiviat (Pfeile) fur B7-2 selektiv auf der Membranoberflache
mikroglialer Zellen (m), die sich um ein sterbendes Motoneuron gruppiert haben (nd).

Die Skalierung entspricht 1um.
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Abbildung 18: Doppelimmunfluoreszenz-Farbung des unverletzten (co, A,B,C) und
axotomierten FMN (ax, D,E,F) am Tag 14 nach peripherer Nerventransektion. Sowohl
B7-2 (grun)als auch IBA1 (rot), ein selektiver Mikroglia Marker, zeigen einen deutlichen
Anstieg nach Fazialisaxotomie. Die Ko-lokalisation (gelb) ist besonders deutlich auf den
40um grof3enphagozytotischen Knotchen (F, Pfeilspitzen) zu sehen.

Die Inserts in A, B & C zeigen jeweils eine 2.5-fache digitale Verstarkung der B7-2 und
IBA1 IR auf der unverletzen Seite, und in D, E & F jeweils eine 2.2-fache digitale
Verstarkung von B7-2 und IBA auf der axotomierten Seite. Auf der unverletzen Seite
zeigen die Inserts A, B & C ein Fehlen der B7-2 IR auf ruhender Mikroglia. Auf der
verletzten Seite ist eine sehr variable, mallige starke B7-2 IR auch auf einer
Untergruppe aktivierter, aber nicht phagozytierender Mikroglia zu erkennen (kleine
Pfeile).

Skalierung entspricht 250um, bzw. 125umin den Inserts.
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3.3.3 Quantifizierung der mikroglialen B7-2 IRim Z  eitverlauf

Zur Quantifizierung der B7-2 Immunreaktivitat auf aktivierter Mikroglia nach
Fazialisaxotomie, wurde der in Material & Methoden beschriebene DIFF-RISC
Algorithmus verwendet. Fir jeden Zeitpunkt wurden 20pum Gewebeschnitte aus
jeweils 5 Tieren verwendet. Zu allen Zeitpunkten war auf der Kontrollseite weder fr
B7-2 noch fur IBA signifikante Veranderungen in der Immunreaktivitat zu sehen.

Die in Abbildung 19 dargestellten DIFF-RISC Werte der axotomierten Seite zeigen
sowohl fir B7-2, als auch fur IBAL1 einen Anstieg ab Tag 2. Wéahrend IBA1 bis zum
einem Maximum an Tag 14 kontinuierlich zunimmt, verlauft die Kurve fur B7-2 in
zwei Stufen. Einem ersten Zuwachs an Tag 2 folgt ein weiterer grof3er Sprung in
den DIFF-RISC Werten an Tag 14, bevor sie schliel3lich an Tag 42 wieder deutlich

abfallen.

0.15 A B7.2| °%1B IBA1
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0.05

0.00 - 0.00
0 1 2 4 7 14 21 42 0 1 2 4 7 14 21 42

days after facial nerve cut days after facial nerve cut

Abbildung 19: Quantitativer Zeitverlauf der mikroglialen B7-2 (A) und IBA1 (B) Immunreaktivitat.
Die Werte wurden mittels des DIFF-RISC Algorithmus in 20um dicken Gewebeschnitten von
jeweils 5 Tieren pro Zeitpunkt ermittelt.

Nach Fazialisaxotomie kommt es zu einem schnellen, aber nur maRig starken Anstieg der B7-2
Immunreaktivitat bereits an Tag 2 (A) und einem zweiten, deulicheren Gipfel an Tag 14 & 21. Die
IBA1 Immunreaktivitat (B) zeigt einen ahnlichen, aber weniger abgestuften Verlauf mit einem
Maximum ebenfalls an Tag 14 nach Fazialisaxotomie.

3.3.4 Expression von B7-2 in Zytokin-defizienten M&  usestammen

Wie in den vorhergegangenen Experimenten gezeigt, erreicht die B7-2
Immunreaktivitdtt um Tag 14 ihren H6hepunkt. Um einen mdglichen Einflu3 der
ebenfalls zu diesem Zeitpunkt ihr Maximum erreichenden Expression
proinflammatorischer Zytokine zu prifen (Raivich et al.,, 1998a), untersuchten wir

die B7-2 Expression immunhistologisch in verschiedenen Zytokin-Rezeptor
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defizienten Mausestammen. Zu den verwendeten Tieren gehérten homozygot
defiziente Mause fur Interferon Gamma Rezeptor Typ 1 (IFNyR1-/-), Interleukin
Rezeptor Typ 1 (IL1R1-/-), Tumor Necrosis Factor Type 1 Rezeptor (TNFR1-/-,
p55), Tumor Necrosis Factor Type 2 Rezeptor (TNFR2-/-, p75) und Tumor Necrosis
Factor Type 1 & 2 Rezeptor kombiniert (TNFR1&2-/-). Fir jeden der Knock-out

Stdmme wurden Kontrollen mit gleichem genetischen Hintergrund verwendet.

Phagozytotische Kndtchen

Abbildung 20 zeigt reprasentative Gewebeschnitte (20um) der einzelnen Knock-out
Stdmme am Tag 14 nach Fazialisaxotomie. B7-2 Immunreaktivitat ist hier grin und
IBA1 Immunfluoreszenz rot dargestellt. In normalen Tieren sowie IL1R1-/- und
IFNyYR1-/- Méausen lassen sich deutlich die doppelt markierten phagozytotischen
Mikroglia-Knotchen (gelb) erkennen. In TNFR1&2-/- finden sich praktisch keine
dieser Zellaggregate. Bestétigt wurde die Reduktion mikroglialer Knodtchen in
TNFR1&2-/- Mausen auch durch Quantifizierung B7-2 positive Knétchen in
lichtmikroskopischer Immunhistochemie. Dabei wurden in den fir beide TNF-
Rezeptoren defizienten Mausen (n=8 WT/7KO) 8-mal weniger Knoétchen gesehen
als in den Kontrolltieren. Pro 20um Gewebeschnitt wurden in den Wildtyp Mausen in
Durchschnitt 5.7+0.6, in den Mutanten hingegen nur 0.7+0.3 gezahlt (p<0.1%
student t-test). Es ist jedoch anzumerken, dal3 die wenigen phagoyztotischen
Knotchen die in den Doppel-Knock-outs prasent sind, ebenso stark B7-2 positive
sind wie in den Kontrolltieren. Die Anzahl B7-2 positiver Mikroglia-Kndtchen in
IFNYR1-/-, IL1IR1-/-, TNFR1-/- und TNFR2-/- defizienten Tieren war unverandert im
Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen.

B7-2 Immunfluoreszenz

Quantifiziert wurden die B7-2 und IBA1 Intensitat auf mikroglialen Zellen jeweils mit
dem DIFF-RISC Algorithmus. Wahrend in den IFNy-/- Mausen die B7-2 Werte am
Tag 14 nach Fazialisaxotomie vergleichbar mit den Wildtyp Tieren waren, zeigten
alle anderen untersuchten Knock-out Stamme eine statistisch signifikante Reduktion
von B7-2 auf der operierten Seite (Abbildung 21). In den IL1R1-/- M&usen war im
verletzen Nucleus facialis der Anstieg von B7-2 um 31% vermindert (n=8 WT/7KO).

Am deutlichsten war der Effekt in den TNF-Rezeptor Doppelmutanten.
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IL1R KO

TNFR 1+2 KO

Abbildung 20: B7-2 Immunreaktivitat in Zytokin-Rezeptor defizienten Mausen an Tag 14
nach Fazialisaxotomie. Dargestellt ist eine doppelimmunfluoreszente Farbung fir B7-2
(grin) und IBA1 (rot), wobei die Ko-lokalisation beider Marker auf phagozytotischen
Knotchen gelb erscheint. In den Einschiben ist jeweils eine digital 2.5-fach verstarkte und 2-
fach vergrofRerte Farbung auf nicht-phagozytierender Mikroglia dargestellt.

In A ist die Immunreaktivitat im Wildtyp Bl/6x129 zu sehen, wahrend in B die Farbung in
Interleukin1 Rezeptor 1 (IL1R KO), in C Interferon gamma Rezeptor (IFNgRKO) und in D
Tumor Necrosis Factor alpha Rezeptor 1 & 2 (TNFR1+2 KO) defizienten Tieren abgebildet
ist.

Im Gegensatz zu den anderen Mutanten, finden sich in den TNFR1+2 KO (D) keine
phagozytotischen Knotchen.In den vergroerten Bildausschnitten ist in den TNFR1+2 KO,
aber auch in den IL1R KO, zudem eine Abnahme der B7-2 Immunreaktivitat auf nicht-
phagozytierender Mikroglia zu sehen.

Die Skalierung entspricht 200um, beziehungsweise 100um in den vergrof3erten
Einschlben.
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Die Abnahme B7-2 positiver phagozytotischer Kndtchen in den TNFR1&2-/- Tieren

war von einem um 54% reduzierten Anstieg der globalen B7-2 Immunreaktivitat auf

ramifizierter, nicht aktivierter Mikroglia begleitet. Obwohl die Deletion von jeweils
TNFR1 oder TNFR2 alleine keinen Einflu auf die Anzahl B7-2 positiver
phagozytotischer Kndtchen hatte, zeigte sich in beiden Mutanten eine statistisch

signifikante Abnahme der diffusen B7-2 Immunreaktivitat. In den TNFR1-/- Tieren
war der Anstieg um 39%, in den TNFR2-/- Tieren um 49% vermindert (Abbildung

22).

IBA1

B7.2
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0.0 0.0 0.0
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Abbildung 21: Effekt von Zytokin-Rezeptor Defizienz auf die, mittels des DIFF-RISC Algorithmus
quantifizierte, B7-2 Immunreaktivitdt auf IBA1 definierten mikroglialen Zellen an Tag 14 nach
Fazialisaxotomie.

Die weilen Balken zeigen jeweils den Durchschnitt = SEM auf der Kontrollseite, die schwarzen
Balken die Werte flr die axotomierte Seite. Die Anzahl der Tiere war fur IFNg+/+ und IFNg -/- 6 und
7, fur IL1R1+/+ und IL1R1-/- 7 und 8 und fur TNFR1&2+/+ beziehungsweise TNFR1&2-/- jeweils 7
und 8.

Die IBA1 Immunreaktivitdt nimmt nach Axotomie in allen transgenen Tieren im normalen Maf3e zu
(A,C,E). In den IL1R1-/- (D) und TNFR1&2-/- (F) zeigt sich jedoch ein im Vergleich zu den
Wildtyptieren (+/+) deutlich reduzierter Anstieg der B7-2 Expression auf der verletzten Seite. Die
Reduktion war statistisch signifikant (p<1% in einem ungepaarten Student’s t-test). IFNgR1
Defizienz (B) hatte keinen Einfluf3 auf die B7-2 Immunreaktivitat.
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Abbildung 22: Die Auswirkung von TNFR1- (A-D,l) und TNFR2-Defizienz (E-H,J) auf die B7-2
Immunreaktivitdt am Tag 14 nach Fazialisaxotomie.

Auf der unverletzten Kontrollseite (A,C,E,G) ist weder in den Wildtyp-M&usen (wt) noch den Knock-
outs (ko) B7-2 Immunreaktivitat zu sehen. Nach Axotomie kommt es in den Wildtyp-Tieren (B,F) zu
einem deutlichen Anstieg der B7-2 Farbung, wahrend diese Zunahme in den Mutanten (D,H)
deutlich reduziert ist. Sowohl in den TNFR1-/- als auch in den TNFR2-/- Mausen sind jedoch stark
B7-2-positive phagozytotische Knétchen nachzuweisen.

Quantifizierung der B7-2 Immunreaktivitdt bestatigt sowohl in den TNFR1-/- (I) als auch den
TNFR2-/- (J) einen statistisch signifikant verringerten Anstieg der B7-2 Expression auf der
verletzten Seite.

Die Skalierung entspricht 20pum.

3.3.5 Effekt von LPS auf B7-2 und MHC1 Expression

Der Effekt von zuséatzlich zur Fazialisaxotomie systemisch appliziertem LPS auf die
mikrogliale B7-2 und MHC1 Expression wurde mit Hilfe von IBA1 Doppelmarkierung
und des DIFF-RISC Algorithmus bestimmt. Am Tag 12 nach peripherer
Durchtrennung des Nervus facialis wurden jeweils 3 Tieren 0.1mg E. coli LPS,
beziehungsweise isotone Kochsalzlésung intraperitoneal verabreicht. 48 Stunden

spater wurden die Mause sakrifiziert.
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Im Vergleich zu den Kontrolltieren, zeigten die mit LPS behandelten Mause
interessanterweise einen statistisch signifikanten Anstieg von B7-2 auf IBA1-
positiven mikroglialen Profilen auf der unoperierten Seite (p<0.1%, Student’s t-test).
Auf der operierten Seite kam es ebenfalls zu einem leichten, aber statistisch nicht
signifikanten Anstieg der B7-2 Immunreaktivitat (Abbildung 23). Fur MHC1
hingegen, zeigte sich ein komplett entgegengesetzes Expressionsmuster. Nach
Injektion von LPS war auf der unoperierten Seite kein Anstieg der MHC1
Immunreaktivitét zu sehen. Im axotomierten Fazialiskern hingegen kam es zu einer

statistisch signifikanten 27%igen Abnahme des MHC1 Wertes.
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Abbildung 23: Der Effekt von systemisch verabreichten Lipopolysaccharid (LPS) auf die
mikrogliale Expression von MHC1, B7-2 und IBA1.

Die Quantifizierung erfolgte mittels des DIFF-RISC Algorithmus an Tag 14 nach Fazialisaxotomie.
Den Kontrolltieren (co, n=3) wurde intraperitoneal isotone Kochsalzlésung verabreicht, wahrend
den LPS behandelten Tiere (LPS, n=3) jeweils 0.1mg LPS injeziert wurde. Die Werte der
unoperierten Kontrollseite sind in weil3, die der axotomierten Seite in schwarz dargestellt.

In beiden Versuchsansatzen zeigte sich nach LPS Administration ein signifikanter Anstieg (p<5%
in t-test) der IBA1 Immunreaktivitat auf der unoperierten Seite (B,D). Eine ahnliche, statistisch
singifikante Zunahme auf der Kontrollseite wurde fiir die B7-2 Expression gesehen (A), wahrend
die MHC1 Immunreaktivitat (C) auf der verletzen Seite signifikant reduziert war.

3.4 Die Rolle proinflammatorischer Zytokine bei der
Lymphozyten-Einwanderung in verletztes ZNS

Periphere Axotomie des Nervus facialis fuhrt zu einem Auftreten CD3-positiver

Lymphozyten im betroffenen zentralnervosen Kerngebiet (Raivich et al., 1998a). Im
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Modell der peripheren Fazialisaxotomie |43t sich der Zeitverlauf der Rekrutierung in
eine frihe Phase (Tag 1 — 4) mit nur wenig, und eine spate Phase zwischen Tag 7
und 21, mit deutlicher Einwanderung von Lymphozyten unterteilen (Raivich et al.,
1998a; Galiano et al., 2001). Ein Ziel dieser Arbeit war, mit Hilfe von Zytokin-
Rezeptor defizienten Mausen, den Einflu3 proinflammatorischer Zellmediatoren auf
die Rekrutierung von Lymphozyten in den axotomierten Nucleus facialis zu

verschiedenen spaten Zeitpunkten zu untersuchen.

3.4.1 Lymphozyten-Rekrutierung in Wildtyp und Zytok in-Rezeptor

defizienten Tieren

Wie in den vorhergegangenen Experimenten wurden homozygot defiziente Mause
fur Interferon Gamma Rezeptor Typ 1 (IFNyR1-/-), Interleukin Rezeptor Typ 1
(ILAR1-/-), Tumor Necrosis Factor Type 1 Rezeptor (TNFR1-/-, p55), Tumor
Necrosis Factor Type 2 Rezeptor (TNFR2-/-, p75) und Tumor Necrosis Factor Type
1 & 2 Rezeptor kombiniert (TNFR1&2-/-) verwendet. An den Tagen 7, 14 und 21
nach Fazialisaxotomie wurden die transgenen Tiere und die genetisch
entsprechenden Wildtyp-Kontrollen sakrifiziert. Die Gehirnschnitte wurde mittels
Immunhistochemie auf die Présenz CD3-positiver Zellen im Fazialiskern hin
untersucht.

Bereits im normalen Gehirn kommt es in sehr geringem Ausmald zu einer
Extravasation von Lymphozyten (Hickey, Hsu, and Kimura, 1991). Dies sind jedoch
aulBerst seltene Ereignisse und in unserer Versuchsserie wurde im unverletzten
Nucleus facialis durchschnittlich weniger als eine CD3+ Zelle pro 20um Schnitt
gesehen.

Effekt des genetischen Hintergrundes

Die in den Versuchen eingesetzten transgenen Tiere hatten zum Teil verschiedene
genetische Hintergriinde. So wurden die TNFR1-/- und TNFR2-/- aus C57BI/6, die
IFNYR1-/- aus 129Sv/Ev und die TNFR1&2 -/- und IL1R -/- aus einem gemischten
B6/129 generiert. Die Durchtrennung des Fazialisnerves fihrt bei allen Wildtyptieren
zu einem reproduzierbaren Anstieg der Lymphozyten im verletzten Kerngebiet. Das
Maximum wird jeweils an Tag 14 erreicht, aber die absoluten Zahlen schwanken in
Abhangigkeit vom Mausstamm (Abbildung 24). So zeigen C57BI/6 Tiere mit 58,7 +
4,2 (Mittelwert = SE) bzw. 45,8 + 6,2 die hochste Einwanderung an CD3+ Zellen.
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Vergleichsweise niedrig sind die Werte bei 129Sv/Ev Mausen (11,6 £ 1,6) und
etwas hoher in B6/129 Tieren ( 21,8 £ 1,6 bzw. 33,2 + 6,1). Die angefihrten Zahlen

beziehen sich auf Tag 14, waren aber an Tag 7 und Tag 21 vergleichbar.

CD3+ Zellen
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Abbildung 24: Effekt der Zytokin-Rezeptordefizienz fur (A) IL1R1, (B) TNFR2, (C) IFNgR1auf die Zahl der
andenTagen 7, 14, 21 in den Fazialiskern eingewanderten Lymphozyten (Mittelwert +/- SEM).

Deletion des IL1R1 und TNFR2 fiihrte an Tag 7 und 14 zu einem statistisch signifikant geringerem Einstrom
CD3+-Lymphozyten in den axotomierten Nucleus facialis der Mutanten (-/-) im Vergleich zu den
Wildtypkontrollen (+/+). Die Wildtyptiere sind jeweils bezuglich des genetischen Hintergrundes identisch zu
den transgenen Tieren, bei A B6/129, B ¢57BI/6 und C 19Sv/Ev. Statistisch signifikante Unterschiede (p <
0,05) sind miteinem Sternchen versehen.
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Tabelle 6: Lymphozyten-Zahlen im axotomierten FMN an Tag 14

Maus Stamm Mittelwert SE
C57BI/6 58.7 4.2
C57Bl/6 45.8 6.2
B6/129 33.2 6.1
B6/129 21.8 1.6

129Sv/Ev 11.6 1.6

Zytokin-Rezeptor defiziente Tiere

Verglichen mit den bezuglich des genetischen Hintergrundes gleichen
Kontrolltieren, kam es bei ILLIR1-/- Tieren an Tag 14 zu einer um 54% verringerten
Infiltration von CD3+ T-Zellen in das axotomierte Kerngebiet (p < 0,01) (Abbildung
24). Der Effekt zeichnete sich mit einer Reduktion um 59% bereits an Tag 7 ab (p <
0,01), und war im Trend auch an Tag 21 zu erkennen (- 31%; nicht signifikant). In
TNFR2-/-

einwanderung. An Tag 14 war der Effekt mit einer Verminderung um 44%

Méausen kam es ebenfalls zu einer verminderten Lymphozyten-
gegenuber Wildtyptieren am eindruckvollsten (p < 0,01), aber auch an Tag 7 (-42%,
p < 0,01) und Tag 21 (-29%, p < 0,05) war die Leukozytenrekrutierung deutlich
vermindert. Die Deletion von IFNyR1 fiihrte zu einer etwa 20%igen Reduktion von
CD3+ Zellen zu allen Zeitpunkten, war aber nicht statistisch signifikant. Ebenso
zeigte sich in den TNFR1-/- Mausen an Tag 14 ein geringer, aber nicht signifikanter
Effekt (-4%). Hingegen war bei TNFR1&2 DKOs im Nucleus facialis eine
Verminderung der T-Zellen um 63% zu verzeichnen (p < 0,01) (Abbildung 25). In
allen transgenen Tieren fand sich auf der unverletzen Seite durchnittlich weniger als

ein Lymphozyt pro Schnitt.

Tabelle 7: Anzahl der Tiere fur die Bestimmung der Lymphozyten Zahlen (+/+ / -/-)

Tag 7 Tag 14 Tag 21
ILIR1 4/4 8/8 4/4
IFNYR1 4/3 717 4/6
TNFR2 4/5 717 5/5
TNFR1 6/8
TNFR1&2 8/6
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Abbildung 25: Effekt der TNFR1 und TNFR1&2 Deletion auf die Rekrutierung CD3+ Lymphozyten in den
axotomierten Fazialiskern am Tag 14.

(A) Die Deletion von TNFR1 (C57BI/6 Hintergrund) ist nur mit einer geringfigigen Abnahme der CD3+
Zellen assoziiert. (B) Kombinierte Deletion beider TNF-Rezeptoren (B6/129 Hintergrund) flhrt auf der
axotomierten Seite zu einer Reduktion der einwandernden Lymphozyten um 63% im Vergleich zu den
Kontrolltieren (+/+). Der Unterschied ist statistisch signifikant (p < 0.01) und wesentlich ausgepragter als der
Effekt von TNFR2 alleine.

C - F zeigen Doppelimmunfluoreszenz-Farbungen fiir CD3+ Lymphozyten (griin) und Thrombospondin
(rot) vom axotomierten Fazialiskern in Wildtyp (+/+) und TNFR1&2-defizienten Tieren. Thrombospondin
farbt unter anderem Blutgefal’e und die Meningen an, ist aber besonders kraftig auf den etwa 15-25 ym
grofRen phagozytotischen Mikroglia-Knétchen. In den Wildtyptieren (C, E) adhéarieren an einem Teil dieser
KnétchenCD3+ Lymphozyten. In den TNFR1&2 -/- Tieren fehlen die TSP+ Knétchen (D, F). Trotzdem
lassen sich einige T-Zell-Aggregate nachweisen (Pfeile).

Die gepunkteten Késtchen in C und D zeigen, respektive, den in E und F vergréRert dargestellten Ausschnitt
an. Die Skalierung entspricht 0,2 mmin C&D bzw. 65 umin E&F
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Abbildung 26: Interaktion zwischen CD3+ Lymphozyten und Mikroglia im axotomierten Fazialiskern an
Tag 14 in Wildtyp bzw. Zytokin-Rezeptor-defizienten Mausen. In der Doppel-Immunfluoreszenzfarbung
sind die CD3+ Lymphozyten griin, die IBA1+ Mikrogliazellen rot in einer hohen VergroRerung (die
Skalierung entspricht 10 um) dargestellt.

IBA1 istim ZNS ein konstitutiver Marker fiir Mikroglia und wird auf phagozytotischen Zellen besonders hoch
exprimiert. Man beachte den in den Wildtyptieren und Einzel-Rezeptor defizienten Tieren besonders
deutlichen enge Kontakt zwischen Lymphozyten und Mikrogliaknétchen. In den TNFR1&2 Mutanten fehlen
phagozytotische Knétchen, aber die CD3+ T-Zellen finden sich auch weiterhin in der Nahe IBA1+ Mikroglia.
Es besteht aber keine so nahe Verbindung zwischen Mikroglia und Lymphozyten wie in den anderen Tieren.
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3.4.2 Lokalisation der eingewanderten Lymphozyten

Das Verteilungsmuster der in das verletzte Hirnparenchym einwandernden CD3+ T-
Zellen ist ebenso interessant wie die Haufigkeit ihres Auftretens. Im axotomierten
Nucleus facialis lagern sich die Lymphozyten praktisch immer phagozytotischen
Mikroglia-Knétchen an. Am Tag 14 nach der Operation sind im Fazialiskerngebiet
zahlreiche dieser grof3en (15 —25um), TSP-positiven Konglomerate aus aktivierten,
um neuronales Debris gelagerten Mikrogliazellen zu finden. Etwa 30 - 40% dieser
Kndtchen zeigen eine oder mehrere eng anhaftende T-Zellen (Abbildung 26).
Obwohl die kombinierte Ausschaltung von TNFR1 und TNFR2 zu deutlich
verminderten neuronalen Zelltod und fast volligem Fehlen von Mikroglia-Kndtchen
fuhrt, sind trotzdem vereinzelt eingewanderte Lymphozyten zu sehen. Diese
formieren sich in losen Gruppen von bis zu 7 Zellen in der nahe von TSP-positiven
Zellen. Es fehlt hier allerdings der in Wildtypmausen so ausgepragte direkte enge
Kontakt zwischen T-Zellen und Mikroglia (Abbildung 26). In allen anderen
untersuchten  Rezeptor-KOs blieb diese enge Verbindung zwischen
phagozytotischem Knétchen und CD3+ Zelle erhalten.

3.5 Effekte von peripher applizierten Lipopolysacch ariden im
normalen und verletzten Gehirn

Die periphere Applikation von Lipopolysacchariden (LPS), einem potenten Mediator
von Entzindungsreaktionen, fihrt im Gehirn von Nagern zu einer Induktion von
Zytokinen und Aktivierung von Mikroglia (Eskay, Grino, and Chen, 1990; Lee et al.,
1993; Buittini et al., 1997; Hartlage-Rubsamen, Lemke, and Schliebs, 1999). In den
folgenden Experimenten wurde der Effekt von LPS auf die Blut-Hirnschranke und
die Rekrutierung von Leukozyten in das Parenchym des normalen und des durch

Fazialisaxotomie vorgeschadigten Hirnstammes untersucht.

3.5.1 LPS zerstort die Blut-Hirnschranke

Die Intaktheit der Blut-Hirnschranke wurde durch intraperitoneale Applikation von
humanem Serumalbumin (hSA) und immunhistochemischer Detektion dieses
Proteins in Gehirnschnitten Gberprift. Wahrend im unbehandelten Mausegehirn

keine hSA-Immunreaktivitdt zu detektieren ist, lalt sich hSA 48 Stunden nach
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Abbildung 27: Injektion von Lipopolysaccharid (LPS) flhrt zu einer Zerstérung der Blut-Hirnschranke
(BHS) und der Infiltration des Parenchyms durch myeloperoxidase-positive Granulozyten.

A - D zeigt die Immunreaktivitat fir humanes Serum-Albumin (hSA) 48h nach dessen intraperitonealer
Applikation in Tieren, die zusatzlich isotone Kochsalzlésung (A, C) oder 1mg LPS injeziert bekommen
hatten. 12 Tage vor den Injektionen war sowohl bei den C57BI/6 (A, B) als auch in den Balb/c (C, D) zudem
der rechte N. facialis durchtrennt worden. In den nicht LPS-behandelten Tieren ist die hSA-Immunreaktivitat
auf das die Area postrema (*) umgebende Areal begrenzt. Die Area postrema selbst ist wegen des
Auswasch-Effektes beim Fixieren ungefarbt. LPS behandelte Tiere zeigen Uber den gesamten Hirnstamm
hinweg eine starke Anfarbung, wobei die Fasertrakte weniger stark als die graue Substanz markiert sind.
Fazialisaxotomie flhrt zu keinem zusatzlichen Effekt im betroffenen Kerngebiet (offene Pfeile). Die
Skalierung in Abis D entspricht 1 mm.

E - H zeigen eine Farbung der Endogenen Peroxidase (EP) im Zerebellum (E&F) und im intakten
Fazialiskern (G&H) 48h nach Injektion von Kochsalzlésung (E&G) bzw. 1 mg LPS (F&H). Die Behandlung
mit LPS fihrtzum Auftreten von zahlreichen EP+ Zellen im Parenchym und um die Meningen (Pfeile).

Die Skalierung in E bis H entspricht 0,25 mm.
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Injektion in Hirnstammregionen mit durchlassiger BHS wie etwa um die Area
postrema nachweisen (Abbildung 27A-D). Alle Ubrigen Hirnareale, insbesondere
auch der axotomierte Nucleus facialis, bleiben ungefarbt. Die relativ niedrige
Immunreaktivitat in der Area postrema selbst a3t sich durch einen Auswascheffekt
bei der Fixierung erklaren (Brightman et al., 1970). LPS behandelte Tiere zeigen,
unabhangig von ihrem genetischen Hintergrund (C57BI/6 oder Balb/c), einen
Anstieg des nachweisbaren hSA im gesamten Hirnstamm. Die Féarbung ist in der

grauen Substanz starker ausgepréagt als in der Fasertrakten.

3.5.2 LPS fuhrt zu einem Einstrom Peroxidase-positi  ver Zellen in das
Gehirn

3.5.2.1 Dosisabhangigkeit
Zusatztlich zu einer erhthten Permeabilitat der Bluthirnschranke, wurde das
Erscheinen Myeloperoxidase-positiver Zellen im gesamten Hirnstammparenchym
beobachtet (Abbildung 27E-H). Zur weiteren Untersuchung der Dosisabhéngigkeit
der Einwanderung dieser Kkleinen, runden Zellen wurden C57Bl/6 Mause
fazialisaxotomiert und am Tag 12 mit Opg, 1pg, 10ug, 100ug, 1mg oder 3mg in 0,9%
NaCl gelostem LPS subkutan injeziert (Abbildung 28). Die Zahl der Peroxidase-
positiven Zellen im Nucleus facialis auf der normalen und axotomierten Seite wurde
48h spater bestimmt. Obwohl auch vereinzelte Zellen in unbehandelten Tieren
beobachtet wurden, zeigte sich erst ab 1mg LPS auf der unoperierten Seite ein
drastischer Anstieg dieser Zellen. Bei Gabe von 3mg LPS war der Effekt noch
deutlicher (Abbildung 29A). Dieser Anstieg war nicht nur auf die Fazialisregion
beschrankt, sondern schlof3 den gesamten Hirnstamm, das Zerebellum und die an
Meningen angrenzenden Areale mit ein. Die Transsektion des Nervus facialis fihrte
zusatzlich zu einem vielfach starkeren Anstieg im betroffenen Kerngebiet. Bei 1mg
LPS waren im axotomierten Fazialiskern etwa 3-4 mal soviele Peroxidase-positive

Zellen, bei 3mg ungefahr doppelt soviele wie auf der Gegenseite zu sehen.

3.5.2.2 Kinetik
Um den Zeitverlauf der Rekrutierung dieser Zellen zu erhellen, wurde in einer
zweiten Serie den Tieren jeweils 96h, 48h, 24h und 12h vor Ablauf der 14 Tage
nach Fazialisaxotomie 1mg LPS subkutan verabreicht. Bereits nach 12h war ein

leichter Anstieg Peroxidase-positiver Zellen zu verzeichnen, der sich zwischen 24h
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Abbildung 28: Peroxidase-positive Zellen im axotomierten (14ax) und kontralateralen (co) Fazialiskern 48
Stunden nach der Injektion zunehmender Dosen LPS. Die Axotomie des N. Facialis erfolgte 12 Tage vor
LPS-Behandlung.

Im normalen, gut perfundierten Hirngewebe sind peroxidase-positive Zellen sehr selten. Dies ist ebenso bei
niederigen LPS-Konzentrationen der Fall (siehe Pfeil bei 100 pg). Behandlung mit 1 mg und 3 mg LPS
hingegen flhrt zu einem starken Einstrom peroxidase-positiver Granulozyten. Man beachte, dass die
Pyramidenbahn auch bei hohen Konzentrationen relativ ausgespart bleibt.
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und 96h auf einem hoheren Plateau einpendelte (Abbildung 29B). Auch hier zeigte
die Fazialisaxotomie einen zusatzlich verstarkenden Effekt auf die
Zelleinwanderung. Durchschnittlich fanden sich je Fazialiskern 35-45 Zellen. Bei
einer Flache des Kerngebiets von etwa 0,3 mm? und einer Schnittdicke von 20 pm
entspricht dies einer Dichte von etwa 6000/mm?.

Die Gewebepraparation erfolgte zu verschieden Zeitpunkten, aber in allen Tieren
strikt nach dem gleichen Protokoll. Die Farbung, die den hier gezeigten Daten
zugrunde liegt wurde fur alle Schnitte zum gleichen Zeitpunkt durchgefthrt um
Zahlfehler durch eventuelle Unterschiede in der Farbeintensitat zu reduzieren.
Trotzdem war zwischen den einzelnen Tieren bei 1mg und 3mg eine deutliche
Variabilitat der Zahl der Peroxidase-positiver Zellen zu sehen. Da sich in
Vorversuchen eine Reduktion dieser Variabilitat durch Aufteilung der LPS Dosis in 4
Einzelgaben a 0,5 mg im Abstand von jeweils 12h zeigte, wurden alle folgenden
Versuche unter diesem Regime durchgefuhrt.

80 1A * 80 - B )
o * (o]
60 - *| 60 - %
o
40 - 40 * &
g * *
20 - % 20 -
0 T ™ T T 0 '+Ei
0.0 0.001 0.01 0.1 1 3 Oh 12h 24h 48h 96h
LPS Dosis (mg) Zeit nach LPS-Injektion

Abbildung 29: Quantifizierung Peroxidase-positiver Zellen im operierten (schwarzer Balken) und
kontralateralen (weilRer Balken) Fazialiskern am Tag 14 nach Axotomie. Die Zahlen entsprechen dem
Mittelwert +/- dem SEM aus jeweils 3 C57BI/6 Tieren (2 je 20 um-dicke Schnitte pro Tier).

A gibt die Dosis-Wirkungskurve flr den Bereich zwischen 0,001 und 3 mg wieder. Die Einwanderung von
Granulozytenistab einer Dosis von 1mg deutlich zu sehen.

B zeigt den zeitlichen Ablauf nach Applikation von 1 mg LPS. Der Beginn der Rekrutierung istab 12 Stunden
zu sehen. Dieser Anstieg von Peroxidase-positiven Granulozyten im Fazialiskern erreicht nach 24 Stunden
ein Plateau auf dem er bis 96 Stunden verbleibt.

“* “indizieren einen im ANOVA (p < 0,002) und anschlieRenden Duncan-multiple-range Test (p < 0,05)
statistisch signifikanten Unterschied zu unbehandelten Kontrollen (A: 0 mg LPS, B: 0 h).

“0” indizieren einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen der axotomierten und normalen Seite
(gepaartert-Test; p<0,05).
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3.5.2.3 Einflul? des genetischen Hintergrundes

Um zu uberprufen ob es sich bei dem Einstrom Peroxidase-positiver Zellen nach
LPS Gabe um ein fir Mause allgemeingultiges Phanomen handelt, wurden die
Versuche an funf Mausstdmmen wiederholt. Dabei wurden 7 C57Bl/6, 5 FVB, und
jeweils 3 SJL, C3H/N und Balb/c Tiere untersucht. Bei keinem dieser Stamme
waren Peroxidase-positive Zellen in den unbehandelten Kontrollen zu sehen. Alle
zeigten jedoch ein Auftreten dieser Zellen nach LPS-Behandlung (Abbildung 30).
Dabei konnte man deutlich 2 Gruppen unterscheiden. Balb/c, C3H/N, FVB und
C57BI/6 zeigten einen ausgepragten Influx an anfarbbaren Zellen. Durchschnittlich
waren es 21 - 43 Zellen pro Schnitt auf der unoperierten und 64 - 88 auf der
verletzten Seite. In SJL Mausen hingegen war der Effekt, mit 5,5 Zellen im intakten,
und 2,8 Zellen im axotomierten Fazialiskern, um eine Zehnerpotenz niedriger.

Da die Axotomie eines Nervus facialis auch zu Veranderungen im kontralateralen
Kerngebiet fihren kann, wurden zusatzlich 4 unoperierte C57BIl/6 M&use mit 4x 0,5
mg LPS behandelt. Hier kam es auf der linken Seite zu einem Influx von 77,9 + 4,2
(Mittelwert + SEM) Peroxidase+ Zellen in das Fazialisareal, auf der rechten Seite
von 76,1 + 10,2. Es zeigte sich im t-Test kein signifikanter Unterschied zwischen
beiden Seiten.

150 -

“Mid.

balb/C C3H C57BIl/6 FVB SJL

Abbildung 30: Quantifizierung Peroxidase-positiver Zellen (Mittelwert +/- SEM) im axotomierten
(schwarzer Balken) und normalen (weilder Balken) Fazialiskern in 5 verschiedenen Mausstammen.
Fir balb/c, C3H und SJL wurden jeweils 3, fir FVB 5 und fir C57BI/6 je 7 Tiere eingesetzt. Alle Tiere
erhielten ab Tag 12 nach Fazialisaxotomie 4x 0,5 mg LPS in 12-stlindigen Abstanden. Bis auf die SJL-
Mause zeigen alle Stamme nach LPS-Gabe eine starke Granulozyten-Rekrutierung, die auf der
axotomierten Seite sogar noch deutlicherist.

* “indizieren einen statistisch signifikanten Unterschied zu SJL-Mausen im einseitigen ANOVA (p < 0,01)
und anschlieRendem Duncan-multiple-range Test (p <0,05).
“ 0 ” indizieren einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen der axotomierten und normalen Seite
(gepaarter t-Test; p<0,05).
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3.5.3 Zellulare ldentitat der einwandernden Zellen

3.5.3.1 Fluoreszenz-Doppelmarkierungen
Um die zelluléare Identitat der etwa 7 - 10 um grof3en, runden, Peroxidase-positiven
Zellen zu klaren, wurden immunfluoreszente Doppelfarbungen angefertigt. Dabei
wurde die Myeloperoxidase Aktivitat Uber Koppelung mit biotinyliertem Tyramid
durch ein Cy3-konjugiertes Avidin visualisiert. Diese Farbung wurde mit verschieden
Zelltypspezifischen  Antikérpern  kombiniert. Dazu zahlten 7/4, ein
Granulozytenmarker, CD11b (aM-Integrin-Untereinheit) als Monozyten /
Granulozytenmarker, CD3 zur Darstellung von T-Zellen und IBA1, ein spezifischer
Mikrogliamarker. Wie in Abbildung 31 zu sehen ist, zeigte sich eine Kolokalisation
der Fluoreszenzen mit 7/4 und oM, zwei auf Granulozyten vorkommenden
Antigenen. Reine Mikroglia- (IBA1) oder T-Zellmarker (CD3) kolokalisierten nicht. Es
scheint allerdings, als wirden sich die Granulozyten eng an Mikroglia und T-Zellen

lagern.

3.5.3.2 Markierung hamatogener Zellen
Um den hamatogenen Ursprung der Zellen zu sichern, wurden in einigen Tieren die
zirkulierenden Leukozyten durch subkutane Injektion von Rhodamine-B-
isothiocyanat (RITC) 48h vor der ersten LPS Gabe fluoreszenz-markiert. Bei dieser
Methode farben sich insbesondere Monozyten und Granulozyten an (Ling and
Wong, 1993), wahrend Lymphozyten weitgehend unbetroffen bleiben (Jones et al.,
2000). Abbildung 31 Mitte rechts zeigt die Doppelfarbung von RITC und endogener
Peroxidase auf den eingewanderten Zellen. Eine Kolokalisation von RITC mit IBA1
positiven Zellen konnte in dieser Studie nicht gezeigt werden (Abbildung 31 unten

rechts).

3.5.3.3 Ultrastrukturelle Analyse
Es wurden zudem elektronenmikroskopische Bilder der nach LPS-Gabe
einwandernden Zellen angefertigt. Diese zeigen eine polymorphe Kernstruktur und
kleine bis mittelgrol3e Peroxidase-positive Vesikel. Beides deutet darauf hin, dal® es
sich hier um Neutrophile Granulozyten handelt. Wie in Abbildung 32 gezeigt, haften
sich diese Zellen dem Endothel der Hirngefél3e an, durchwandern die Gefallwand
und Basalmenbran und bilden im Parenchym mittelgroRe Aggregate. An diese

Aggregate lagern sich zum Teil Lymphozyten und residente Mikroglia an. Zwischen
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EP/CD3

Abbildung 31: Immunfluoreszente Doppelmarkierungen zur Aufklarung der zellularen Identitat der
einwandernden Peroxidase-positiven Zellen. Linke Seite & Oben rechts: Die Endogene Peroxidase (EP)
ist Texas Red markiert (rot), griin dargestellt sind die mit FITC visualisierten Primarantikdrper gegen alpha
M-Integrin (aM), Neutrophile-Granulocyte-Antigen 7/4 (NG), dem Monozyten-Mikroglia Marker IBA1 und
Cd3, dem Marker fur T-Lymphozyten. Die Kolokalisation von EP und aM bzw. NG erscheint als gelbe Farbe.
Es gibt keine Kolokalisation mit CD3 oder IBA1.

Rechte Seite Mitte & Unten: periphere Blutzellen wurden mit Rhodamin-B-isothiocyant (rot) vor LPS Gabe
markiert. Griin dargestellt sind EP und IBA1. Man beachte die Kolokalisation von EP und Rhodamin auf den
eingewanderten Zellen. Es zeigt sich hingegen keine Doppelmarkierung mit IBA1.

Die Skalierung entspricht 100 ym im EP/aM, EP/NG, EP/IBA1 und rho/IBA1 Bild bzw. 40 ym im EP/CD3
und 25 ym imrho/EP Bild.
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Abbildung 32: Elektronenmikroskopie der Peroxidase-positiven Granulozyten.

Abbildung A zeigt einen polymorphkernigen Granulozyten(G), der an der luminalen Seite eines Blutgefales
adhariert. Dies ist einer der ersten Schritte bei der Durchwanderung der GefaRwand. In B ist ein einzelner
Granulozyt der sich an Myelin-Debris (*) angelagert hat zu sehen. Mit V ist ein naheliegendes Gefaly
bezeichnet. Die Pfeile zeigen auf einzelne, etwa 150 - 250 nm grof3e Peroxidase-positive Granula. C zeigt
ein Aggregat aus drei peroxidase-positiven Granulozyten, einer Mikroglia-Zelle (m) und einem Lymphozyt
(L). Man beachte die enge Verzahnung der Granulozyten- und Lymphozytenmembran (lange Pfeile).

Die Skalierung entsprichtjeweils 1um.
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den Neutrophilen Granulozyten und den Lymphozyten bestand in einzelnen Fallen
ausgedehnter Membrankontakt.

3.5.4 Expression von ICAM-1 nach LPS Stimulation

Da LPS ist nicht nur ein Induktor von proinflammatorischen Zytokinen, sondern auch
von Zelloberflachenmolekilen ist (Xu et al., 1994; Rieckmann et al., 1995; Essani et
al., 1996; Bannerman and Goldblum, 1999; Wagner and Roth, 1999; Jones et al.,
2000), stellte sich die Frage ob dies der Mechanismus, der der verstarken
Granulozyteneinwanderung zugrunde liegt, ist. Zur naheren Charakterisierung
wurde initial die ICAM-1 Immunreaktivitdt im axotomierten Fazialiskern nach
zusatzlicher LPS-Stimulation untersucht. Wie in Abbildung 33 dargestellt, zeigt sich
nach LPS Gabe eine sehr deutliche Zunahme der ICAM-1 Immunreaktivitat auf
mittleren und kleinen BlutgefalZen. Im axotomierten Kerngebiet kommt es zusatzlich

Zu einer starkeren parenchymalen Farbung.

3.5.5 Einfluf® von ICAM-1-Defizienz auf LPS-vermitte Ite

Granulozyteninvasion

Um die biologische Relevanz des erhdhten ICAM-1 IR zu Uberprifen, wurden
jeweils 7 ICAM-1-/- und ICAM-1+/+ Geschwistertiere aus heterozygoter Zucht mit
LPS behandelt und die Anzahl der einwandernden Granulozyten bestimmt. Sowohl
in den Wildtyp- als auch in den transgenen Tieren kam es zu einem Einstrom
neutrophiler Granulozyten, wobei der Effekt in beiden Fallen auf der axotomierten
Seite deutlicher war (Abbildung 33B; p<0,003 im gepaarten t-Test). Die absoluten
Granulozytenzahlen waren aber in den KO-Tieren sowohl auf der operierten als
auch der kontralateralen Seite um etwa die Halfte niedriger. Der Effekt war mit
einem p< 0,01 im gepaarten t-Test statistisch signifikant.

Tabelle 8: Granulozytenzahlen in ICAM-1- defizienten Tieren

Anzahl der Granulozytenzahl Granulozytenzahl

Tiere Kontroll — Seite Axotomierte Seite

Mittelwert £ SEM Mittelwert £+ SEM
ICAM-1 +/+ 7 43,50 +£4,85 64,43 + 8,66
ICAM-1 -/- 7 20,64 £5,44 31,14 £5,50
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Injektion von 4x 0,5 mg LPS bzw. Kochsalzlésung
(control) im axotomierten (ax) und kontralateralen (co)
Fazialiskern 14d nach Transektion. Die Kontrolltiere
zeigen mafige bis mittelgradige IR auf mitteleren und
groRen Gefalden und moderate parenchymale Farbung
auf der verletzten Seite. Die Gabe von LPS fiihrt zu einer
deutlichen Zunahme der parenchymalen Farbung auf
der axotomierten Seite und einer sehr starken
Markierung aller Gefal3e im gesamten Hirnstamm.
(0] T Die Skalierung entspricht 0,2 mm.
* (B) Effekt der ICAM-1 Defizienz auf die LPS-vermittelte
Rekrutierung EP+ Granulozyten in den axotomierten
(schwarz) und normalen (weil3) Ncl. facialis. ICAM1-/-
(n=7)und ICAM1+/+ (n=7) Geschwistertiere erhielten ab
Tag 12 nach der Operation jeweils 4x 0,5 mg LPS. Die
20 Zahlen entsprechen dem Mittelwert +/-SEM der im
Fazialisareal gezahlten EP+ Zellen. Das Fehlen von
ICAM-1 fuhrt sowohl auf der axotomierten, als auch der
normalen Seite zu einer um 50% verminderten
Granulozyten-Rekrutierung.
0 “**“indizieren einen statistisch signifikanten Unterschied
zwischen den ICAM1+/+ und -/- Tieren (ungepaarter t-
ICAM1-/- ICAM1+/+ Test; p < 0,01). “O” indizieren einen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen der axotomierten
und normalen Seite (gepaarter t-Test; p< 0,003).

B Abbildung 33: (A) ICAM-1 Immunreaktivitat 48h nach
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4. Diskussion

4.1 Grunde fiur die Verwendung Zytokin-Rezeptor defi  zienter

Mause

Ziel der vorliegenden Studie war es, die molekularen Mechanismen der um Tag 14
nach peripherer Fazialisaxotomie im ZNS auftretenden spaten Entziindungsreaktion
naher zu charakterisieren und den Einfluld verschiedener proinflammatorischer
Zytokine zu prufen. Die Ergebnisse basieren vor allem auf immunhistologischen
Untersuchungen des Hirngewebes transgener Mause und ihrer entsprechenden
Wildtyp-Kontrollen.

Abgesehen von den Tieren mit Severe Combined Immunodeficiency (SCID), waren
alle anderen eingesetzen Mause homozygot defizient flr verschiedene
entztindungsférdernde Zytokine. Hierzu zahlten Null-Mutanten fir den Interleukin 1
Rezeptor 1 (IL1R1), Interferon gamma Rezeptor (IFNyR), Tumor Necrosis Factor
alpha Rezeptor 1 (TNFR1), Tumor Necrosis Factor Rezeptor 2 (TNFR2)
beziehungsweise kombinierte Defizienz fir Tumor Necrosis Factor Rezeptor 1 und
Rezeptor 2 (TNFR1&2).

Die Entscheidung, statt Zytokin-defizienter Mausestamme Tiere zu verwenden,
denen die enstprechenden Zytokin-Rezeptoren fehlen, wurde auf Grund des
geringeren Potentials fur funktionelle Redundanz getroffen. So kann sowohl
Interleukin 1la als auch Interleukin 18 den Hauptrezeptor fur interleukin 1 aktivieren
(Alheim and Bartfai, 1998) (Labow et al., 1997). Im Falle von Zerebraler Ischamie,
fuhrt aber nur die kombinierte Ausschaltung von IL1a und IL1B zu einem
gewebeprotektiven Effekt (Boutin et al., 2001). Ahnlich verhalt es sich mit den TNF-
Rezeptoren. Sowohl TNFa als auch Lymphotoxin a (LTa) kénnen hier zu einer
Rezeptoraktivierung und zum Anstol3en der intrazellularen
Signaltransduktionskaskade fuhren (Ware et al., 1995). In beiden Féallen gibt es also
zumindest zwei biologisch verwandte und funktionell sehr &hnlich Zytokine die
unabhangig voneinander die gleichen Signalwege initieren kénnen. Die Gefahr
einen biologischen Effekt, der durch einen spezifischen Rezeptor vermittelt wird, auf
Grund parallel existierender, redundanter Zytokine zu Ubersehen ist scheint somit
nach Deletion des Rezepors selbst geringer zu sein.
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4.2 Der Einflull proinflammatorischer Zytokine auf d as

neuronale Uberleben nach Fazialisaxotomie

Wie bereits beschrieben, kommt es nach Verletzungen des Nervensystems zu
neuro-glialer Aktivierung, Einwanderung peripherer Blutzellen und Synthese
inflammationsassoziierter Zytokine. Ob diese Ereignisse zur Regeneration beitragen
(Bruce et al., 1996; Terrado et al., 2000), oder zusatzlich sekundéar neuronalen
Zelltod verursachen, ist nicht eindeutig geklart und variiert zwischen verschiedenen
Versuchs-Modellen (Banati et al., 1993; Bethea et al., 1999; Krieglstein et al., 2000;
Boutin et al., 2001). Da, im Gegensatz zu vielen anderen Tier-Modellen, im Fall der
peripheren Fazialisaxotomie die Blut-Hirn-Schranke intakt bleibt, ist davon
auszugehen, dal3 die den neuronalen Zelluntergang fordernden Faktoren von
ortsansassigen Zellen oder den eingewanderten Lymphozyten produziert werden.
Das Zytokin-Expressionsmuster neuroglialer Zellen im axotomierten Fazialiskern ist
in seinem Zeitverlauf bereits gut charakterisiert (Raivich et al., 1999a) und die
vorliegende Studie konzentriert sich darauf den Einflul3 der zeitgleich mit dem
Maximun an neuronalen Zelltod ansteigenden, entzindungsférdernden Zytokine
Interfferon gamma, Interleukin 1 und Tumor Necrosis Factor alpha zu

charakterisieren.

4.2.1 Reduktion phagozytotischer Knétchen in TNFR1& 2 defizienten
Tieren

Das Auftreten von zellularem Debris, der beim Untergang von Motoneuronen in
grolen Mengen anféllt, fuhrt in vivo zum Erscheinen von phagozytotischen
Mikroglia-Knétchen. Bei der Umwandlung vom ruhenden zum phagozytierenden
Phanotyp, verliert die Mikroglia ihre ramifizierte Morphologie und nimmt eine runde,
Makrophagen-ahnliche Form an. Gleichzeitig beginnen die Zellen eine Vielzahl
phagozytotischer Marker wie MHC1, B7-2 oder aXp2 (Bohatschek, 1998; Kloss et
al., 1999) zu exprimieren.

In vitro Versuche mit primaren mikroglialen Zellkulturen zeigen, dafl3 die
Transformation von der ramifizierten in die phagozytierende Form ein relativ

langsamer, sich Uber etwa 24-Stunden erstreckender Prozel3 ist (Bohatschek et al.,
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2001). Die Umwandlung zurtick in ruhende ramifizierte Mikroglia ist ein ebenso
trdger Vorgang, der zudem nur nach kompletter Entfernung jeglichen Zelldebris
maoglich ist. Die Langsamkeit der Transformation und die Tatsache, dalR der
phagozytierende Phanotyp wahrscheinlich erst nach vollstandiger Abrdumung der
toten Neurone verschwindet, ist vermutlich der Grund warum uGber einen relativ
langen Zeitraum zwischen Tag 14 und 21 eine grol3e Zahl mikroglialer Knétchen zu
sehen sind.

Im Rahmen der Untersuchung wurde die Zahl aXB2+/IBAl-positiver Mikroglia-
Kndtchen 14 Tage nach Fazialisaxotomie in transgenen Tieren und ihren
entsprechenden Kontrollen bestimmt. Dabei zeigte sich in allen Einzel-Rezeptor
defizienten Mausen die zu erwartende Umwandlung in phagozytische Mikroglia und
ein Erscheinen der Kndtchen. In den TNFR1&2-/- Tieren hingegen war die praktisch
vollstandige Abwesenheit aXp2+/IBAl-positiver Mikroglia-Kndtchen ins Auge
fallend. Dieser Effekt war auch 21 und 29 Tage nach Fazialisaxotomie zu sehen.
Wie sich im folgenden zeigte, korreliert die Anzahl phagozytotischer Kndtchen sehr
gut mit dem neuronalen Uberleben in den entsprechenden Mausestammen. Die
Bestimmung aXB2+/IBAl-positiver Mikroglia-Aggregate kann so als schnelle und
reproduzierbare Screening-Methode zur Abschéatzung eines Effekts auf neuronales
Sterben verwendet werden, ehe man sich an die extrem aufwendige Zahlung der

Uberlebenden Motoneurone macht.

4.2.2 Deletion einzelner Zytokin-Rezeptoren hat kei  nen Einflufl3 auf

neuronales Uberleben

Wie sich bereits bei der Farbung mit aXB2/IBA1 am Tag 14 abzeichnete, hat die
Deletion von sowohl IL1R1 als auch IFNyR1, TNFR1 und TNFR2 keinerlei Effekt auf
das neuronale Uberleben an Tag 29 nach Axotomie. Dies war tiberraschend, da alle
drei aufgefiihrten Zytokine verstarkt von aktivierter Mikroglia synthetisiert werden
(Buttini and Boddeke, 1995; Hartlage-Rubsamen, Lemke, and Schliebs, 1999) und
in anderen Verletzungsmodellen einen Effekt auf neuronales Uberleben haben
(Rothe et al., 1993; Bruce et al., 1996; Matsuoka et al., 1999; Terrado et al., 2000).

Wenngleich die Ausschaltung einzelner Zytokin-Rezeptoren keinen Einflul3 auf den
neuronalen Zelltod hatte, so zeigten sich in einzelnen Stdmmen jedoch
Auswirkungen auf andere zellulare Reaktion nach Fazialisaxotomie. Wie spéater im

Detail beschrieben, war die Rekrutierung von peripheren Lymphozyten in das
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betroffene Kerngebiet in ILIR1-/- und TNFR2-/- Mausen deutlich vermindert. In
TNFR1-/- Tieren war die Bystander-Aktivierung der die mikroglialen Kndétchen
umgebenden nicht phagozytierenden Mikroglia, signifikant reduziert. Diese
Beobachtungen deuten darauf hin, daf3 weder die Einwanderung von Lymphozyten,
noch die Mikroglia-Aktivierung allein ein ausreichender Stimulus fir post-

traumatischen neuronalen Zelltod sind.

4.2.3 Deletion von TNFR1&2 wirkt protektiv auf Moto  neurone

Ein wesentlicher Befund dieser Studie ist das praktisch vollstandige Verschwinden
von neuronalem Zelluntergang in den ersten 29 Tagen nach Fazialisaxotomie in
Mausen, die sowohl TNFR1 als auch TNFR2 defizient sind.

Es ist bemerkenswert, dal3 nur die kombinierte Deletion beider TNF-Rezeptoren
einen protektiven Effekt auf axotomierte Motoneurone hat. Die Prasenz von bereits
einem der Rezeptoren reicht aus, um die Zelltod-Kaskade in den betroffenen
Nervenzellen zu initiieren Die genauen Mechanismen die letztendlich zum Tod der
Neurone filhren sind noch nicht vollstandig aufgeklart ist. Im Fall von TNFR1 wird
das Signal aber wahrscheinlich Uber seine Todesdomé&ne und subsequente
Kaspasenaktivierung vermittelt (Singh, Ni, and Aggarwal, 1998). TNFR2 besitzt
jedoch keine solchen Doméne, kann aber wahrscheinlich trotzdem sowohl direkt
Uber Rekrutierung von Adaptormolekilen wie TRAF, als auch indirekt Utber
Ligandentbertragung Apoptose induzieren (Heller et al., 1992; Declercqg et al.,
1998).

Es ist zu erwahnen, dal? in den TNFR1&2-/- Mausen kein kompensatorisch erhdhter
neuronaler Zelltod im Intervall zwischen Tag 29 und 60 zu verzeichnen ist. Dies
zeigt, dal3 Motoneurone die initial durch das Fehlen der TNF-Rezeptoren dem Tod
entgehen, kein hoheres Risiko haben spater auf alternativen Wegen zu sterben.
Auch wenn der Zelltod in den Doppelmutanten nach Fazialisaxotomie drastisch
reduziert ist, so kommt es in den ersten 29 Tagen trotzdem zum Absterben einiger
Motoneurone. Dies konnte darauf hindeuten, dal3 nur eine Subpopulation der
axotomierten Fazialisneurone TNF-Rezeptor abhangig stirbt und einer auf diese
Untergruppe beschréankten Sensitivitat fir TNF entsprechen. Hierbei ist allerdings zu
bedenken, dal3 hohe TNFa Spiegel im verletzten Nucleus facialis nur kurz um Tag
14 zu detektieren sind (Raivich et al., 1998a). Das Zeitfenster in dem TNFa seine

pro-degenerative Wirkung entfalten kann, ist also relativ limitiert und es ware
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denkbar, daf3 bei einer langer bestehenden hohen TNF-Exposition potenziell mehr
Neurone sterben wirden. Eine Methode diese Theorie zu testen und sowohl den
toxischen Effekt des Zytokins auf verletzte Nervenzellen wie die disparate
Empfindlichkeit  verschiedener neuronaler  Subpopulationen  besser zu
charakterisiern, ware die Versuche in TNF-Uberexprimierenden Mausen zu
wiederholen.

Hinweise darauf, dal’3 verschiedene Nervenzellen verschieden auf TNF reagieren,
lassen sich auch durch den Vergleich mit anderen ZNS-Verletzungsmodellen
finden. So zeigte Deletion von TNFR1, aber nicht TNFR2 in einem Modell fir
zerebrale Ischamie einen erhohten Verlust von kortikalen Neuronen (Gary et al.,
1998). Ein &hnlicher pro-degenerativer Effekt von TNFR1 wurde in Untersuchungen
an der ischamischen Retina gefunden (Fontaine et al., 2002). Hier hatte TNFR2
jedoch einen protektiven Effekt auf das Uberleben der Neurone. Der Divergenz
zwischen den in der Literatur beschriebenen und den hier gefundenen Effekten liegt
aber wahrscheinlich nicht nur eine unterschiedliche Empfindlichkeit der jeweils
betroffenen Neuronenpopulation zugrunde. Da es bei den Ischamie-Modellen zu
einer Verletzung der Bluthirnschranke und einer damit verbundenen Einwanderung
myelomonozytérer Zellen kommt, kdnnten auch sekundar-modulierende Effekte fir
die abweichenden Ergebnisse verantwortlich sein. Ahnliche widerspriichliche
Befunde zwischen Ischdmie und Fazialisaxotomie haben sich auch in friheren
Untersuchungen zu MCSF, IL6 und IL1 gezeigt. Bei Ischamie haben IL6 und MCSF
einen protektiven, IL1 hingegen einen toxischen Effekt, wobei Deletion der
genannten Zytokine im verletzten Nucleus facialis keine Wirkung zeigt
(Berezovskaya, Maysinger, and Fedoroff, 1995; Matsuda et al., 1996; Allan et al.,
2000; Penkowa et al., 2000) (Galiano et al., 2001; Kalla et al., 2001).

4.2.4 TNFR1&2 unabhéangiger, verzogerter neuronaler  Zellverlust

Neben dem in den ersten 29 Tagen nach Fazialisaxotomie dominierenden TNF-
Rezeptor abhéngigen neuronalen Zelltod, &Rt sich zu spateren Zeitpunkten eine
zweite Art der neuronalen Zellreduktion abgrenzen. Dieser Prozess beginnt deutlich
langsamer und wird erst im zweiten Monat nach Verletzung sichtbar.

Neue Untersuchungen (Fernandes K.J., 2000) deuten daruf hin, daf es sich dabei
um einen atrophischen Zellverlust und nicht um Nervenzelltod per se handelt. In den

Untersuchungen von Fernandes zeigte sich, dal3 eine zweite Axotomie zu einem
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plotzlichen Ansteigen der ZellgroRe fuhrt und der tatsachliche Verlust an Neuronen
nur bei etwa 25% liegt.

Die in unseren Experimenten reduzierten Zellzahlen an Tag 60 konnten also
ebenfalls auf einem starken Schrumpfen der Zellen beruhen. Die Morphologie der
geschrumpften Nervenzellen unterscheidet sich vom typischen Erscheinungsbild
der Motoneurone und es kann so zu Erkennungs-Schwierigkeiten beim Z&hlen
kommen.

Diese Beobachtung wird auch durch die im folgenden beschriebene Quantifizierung
MHC1+ Mikroglia-Knotchen unterstiutzt. Dabei zeigte sich, dald verglichen mit dem
Maximum an Tag 14, an Tag 29 nur noch 25% und am Tag 60 weniger als 10% der
phagozytotischen Knétchen zu sehen war. Dies suggeriert, daf3 in der spaten Phase
nach Axotomie nur ein geringer Anteil des Zellverlustes auf den durch Mikroglia-

Kndtchen gekennzeichneten Zelltod zurlickgeht.

4.3 Antigen-Prasentation und Leukozyten-Rekrutierun g nach
Fazialisaxotomie

Die Prasentation von Antigen und Interaktion der Antigen-prasentierenden Zellen
mit Leukozyten spielt bei der Immunuberwachung von verletztem Gewebe eine
Schlusselrolle. Im ZNS Ubernehmen mikrogliale Zellen die Rolle von Makrophagen
und bilden das zentrale Bindeglied zum peripheren Immunsystem (Kreutzberg,
1996). Wie vorangegangen beschrieben wandelt sich Mikroglia nach
Fazialisaxotomie in seine aktivierte Form um und phagozytiert das anfallende
neuronale Zelldebris. Es ist jedoch auch von Interesse, welche Faktoren die
Expression von MHC1 und ko-stimulatorischen Molekilen auf Mikroglia
beeinfluBen, und ihr so ermdglichen vollends die Rolle antigenprasentierender
Zellen zu ubernehmen. Zum anderen soll die Regulation der Lymphozyten-

Einwanderung in das verletzte Gewebe naher charakerisiert werden.

4.3.1 Expression von MHC1 und B7-2 zeigt einen mono  phasischen

Anstieg und ist auf aktivierte Mikroglia beschrankt

Verstarkte Expression von MHC und B7 ist eine weit verbreitete Reaktion auf die
verschiedensten ZNS Pathologien und wird sowohl nach Trauma, Ischamie und

Infektionen, sowie in Autoimmunerkrankungen oder Tumoren beschrieben (Streit,
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Graeber, and Kreutzberg, 1989b; Sobel, Tuohy, and Lees, 1991; Morioka, Kalehua,
and Streit, 1992; Finsen et al., 1993; De Simone et al., 1995; Deckert-Schluter et al.,
1996; Tran et al., 1998; Wintterle et al., 2003; Rutkowski et al., 2004). Welche der
im Zentralen Nervensystem prasenten Zellreihnen Expression von MHC1 und B7
zeigen, hangt von der untersuchten Tierart sowie der Art des Stimulus ab.

Im unverletzten murinen Hirnstamm lal3t sich keine Immunreaktivitat fur MHC1
nachweisen und auch die Expression von B7-2 ist aul3erst gering und nur durch
Quantifizierung mit dem  RISC-Algorithmus zu demonstrieren.  Nach
Fazialisaxotomie kommt es zu einem monophasischen Anstieg der MHC1- und B7-
2-Immunreaktivitat im verletzten Kerngebiet mit maximaler Expression um Tag 14.
Die Immunreaktivitat beschrankt sich sowohl fir MHC1 als auch B7-2 ausschlief3lich
auf die Zelloberflache aktivierter Mikroglia. Besonders intensive Farbung findet sich
fur beide Molekiile auf phagozytotischen Zellen, die sich um neuronalen Zelldebris
zu mikroglialen Knotchen zusammengelagern. Die rein mikrogliale Lokalisation
wurde durch immun-elektronenmikroskopische Analyse und Fluoreszenz-
Doppelmarkierung mit mikroglialen Zellmarkern bestétigt. Dies bekraftigt &hnliche
frihere Ergebnisse, bei denen nach peripherer Nervenlasion die Expression von
MHC1 ebenfalls nur auf Mikroglia, nicht aber auf Neuronen oder Astrozyten
detektiert werden konnte (Streit, Graeber, and Kreutzberg, 1989a). Die
Hochregulation von MHC1 auf GefalRendothel scheint auf floride Immunreaktionen
bei ZNS-Infektionen oder Autoimmunerkrankungen beschrankt zu sein (Deckert-
Schluter et al., 1999) und wurde in diesem Modell nicht gesehen.

Expression von MHC2 ist im unverletzten Hirnstamm der Maus nur auf
perivaskularen Makrophagen zu finden. Nach Fazialisaxotomie nimmt zwar die Zahl
MHC2-positiver perivaskulare Makrophagen zu, aber auf neuro-glialen Zellen ist
keine MHC2 Immunreaktivitdt nachzuweisen (Liu et al., 2005).

Trotz mehrfacher intensiver Versuche mit verschiedenen Antikdrpern gelang es in
unserem Modell nicht B7-1 Immunreaktivitdt zu detektieren. Mikrogliale Expression
von B7-1 ist bei Infektionen und Autoimmunprozessen beschrieben (Issazadeh et
al., 1998; Olson, Girvin, and Miller, 2001). Nach enterohinaler Deafferenzierung des
Hippocampus und peripheren Verletzungen spinaler Nerven wird aber, ahnlich wie
nach Fazialisaxotomie, nur ein Anstieg von B7-2, jedoch nicht von B7-1 beschrieben
(Bechmann et al., 2001; Rutkowski et al., 2004).
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4.3.2 MHC1 und B7-2 Expression in Zytokin-Rezeptor  defizienten

Mausen

Sowohl fur die Immunreaktivitdt von MHC1 als auch B7-2 nach Fazialisaxotomie,
lassen sich zwei distinkte Farbemuster unterscheiden: Zum einen ist eine extrem
starke Expression auf phagozytierenden mikroglialen Knétchen zu sehen, zum
anderen kommt es zu einem moderaten Anstieg der Immunreaktivitat auf aktivierter,
aber nicht phagozytierender, Mikroglia. Obwohl der Zeitverlauf beider Phanomene
sehr ahnlich ist, deuten die Versuche in Zytokin-Rezeptor defizienten Tieren auf
eine unterschiedliche Regulation hin. Ahnliche Abweichungen ergeben sich, trotz
gleicher Kinetik und Verteilungsmuster, auch fur die Regulation von MHC1 und B7-
2.

Ausschaltung von INFy-Rezeptor fihrt weder zu einer Reduktion des MHC1- noch
des B7-2-Anstiegs an Tag 14 nach peripherer Fazialisaxotomie. Dies ist
Uberraschend, da Interferon y im axotomierten Fazialiskern hoch exprimiert wird
(Raivich et al., 1998a) und in vivo und in vitro ein starker Stimulator der Antigen-
Prasentation ist (Hunt and Wood, 1986; Klar and Hammerling, 1989).

Deletion von ILR1 und TNFR2 hat keinen Effekt auf MHC1 Immunreaktivitat, fuhrt
jedoch zu einer verminderten der B7-2 Expression auf der verletzten Seite.
Hingegen ist in Mausen die defizient fir TNFR1 oder TNFR1&2 sind, sowohl die
diffuse MHC1-Immunreaktivitat als auch B7-2 Expression statistisch signifikant
reduziert.

Im Gegensatz dazu verusacht nur die kombinierte Deletion von TNFR1 und TNFR2
eine deutliche Abnahme von MHC1 und B7-2-positiven mikroglialen Knétchen.

4.3.3 MHC1 und B7-2 Expression auf phagozytierender  Mikroglia

Wie unter 4.2 beschrieben ist das Erscheinen phagozytotischer Mikroglia-Kndtchen
eng mit dem Auftreten von neuronalem Zelltod assoziiert (Torvik and Skjorten,
1971; Serpe, Sanders, and Jones, 2000). Es ist daher zu Uberlegen, ob das fast
vollstandige Verschwinden MHC1- und B7-2-postiver Mikroglia-Aggregate in
TNFR1&2 defizienten Mausen Resultat eines primareren, Uber die TNF-Rezeptoren
vermittelte Effektes, oder sekundare Folge des in diesen Tieren drastisch
reduzierten neuronalem Todes ist.

Viele Indizien sprechen dafir, dal3 die Reduktion MHC1 und B7-2-positiver
Knodtchen nicht auf einem fehlenden TNF-Effekt, sondern auf verringerter
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Phagozytose beruht. In TNFR1&2-/- Mausen kommt es aufgrund des besseren
Uberlebens der Motoneurone zu einem verminderten Auftreten von Zellschrott. Da
neuronales Debris die Transformation aktivierter Mikroglia in phagozytotische Zellen
und deren Gruppierung um die tote Nervenzelle induziert, kommt es in TNFR1&2
defizienten Mausen zu einer verminderten Formation von Mikroglia-Knotchen.

Das Verschwinden der MHC1 und B7-2 positiven Strukturen im verletzen
Fazialiskern TNFR1&2-/- Tiere beruht also auf einer generellen Reduktion
phagozytotischer Knétchen und nicht auf einer verminderten MHC1 bzw. B7-2
Immunreaktivitat auf den einzelnen Mikroglia-Aggregaten. Bestatigt wird dieser
Befund dadurch, dal3 sich auch mit anderen mikroglialen Phagozytose-Markern wie
aXpB2 nur vereinzelt Knoétchen detektieren lassen und dafl} die einzelnen
erkennbaren phagozytotischen Knétchen normal starke MHC1 und B7-2
Immunreaktivitat aufweisen.

Phagozytose veranlasst Uber eine Aktivierung verschiedener Signalkaskaden die,
unter anderem Uber cAMP, NO, Phosphatidylserin und Kalzium vermittelt werden,
also nicht nur die Transformation von ruhender Mikroglia in amdéboide
Makrophagen, sondern modifiziert auch die Expression Antigen-préasentierender
und Ko-stimulatorischer Molekile (Chang, Barbaro, and Pieper, 2000; Kopec and
Carroll, 2000; Chan, Magnus, and Gold, 2001; Kalla et al., 2003). Welche
intrazellularen Signalwege die verstarkte MHC1 und B7-2 Immunreaktiviat auf
phagozytierender Mikroglia vermittleln ist jedoch noch ungeklart und bedarf weiterer

Untersuchungen.

4.3.4 MHC1 und B7-2 Expression im Rahmen der

Umgebungsreaktion

Neben der sehr intensiven B7-2- und MHC1-Immunreaktivitat auf phagozytierenden
Knoétchen findet sich um die Aggregate ein Halo moderater MHC1 und B7-2
Induktion. Die Ausbreitung entspricht dem Verteilungsgebiet der ,bystander*-
Aktivierung, einer etwa 100um weiten Region in der die Mikroglia zwar aktiviert,
aber nicht in ihre phagozytotische Form umgewandelt ist. Der Anstieg der diffusen
MHC1 und B7-2 Immunreaktivitat erreicht, ebenso wie die Zahl phagozytotischer
Knoétchen, um Tag 14 ihr Maximum. Mit wachsender Distanz zum Zentrum nimmt

die Immunreaktivitat fir MHC1 und B7-2 progredient ab, wobei die Ausdehnung der
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Areale mit gesteigerter B7-2 Expression grundsatzlich etwas kleiner ist die fir
MHC1.

Es gibt mehrere Faktoren die den Anstieg der diffusen MHC1 und B7-2
Immunreaktivitat in axotomierten Nucleus facialis beeinfluBen kénnten. So zeigen
die nach dem Trauma in das Kerngebiet einwandernden Lymphozyten nicht nur
eine ahnliche Kinetik, sondern auch eine vergleichbare konzentrische Anordnung
rings um die Mikroglia-Knétchen. Da aktivierte Lymphozyten eine Plethora
proinflammatorischer Faktoren sezernieren, wurde oft dariber spekuliert, ob sie zur
Aktivierung der Mikroglia beitragen. Die Tatsache, dal3 die Formierung
phagozytotischer Knotchen wie auch die Umgebungsreaktion und MHC1
Expression, in B- und T-Zell-defizienten SCID Mausen nach Fazialisaxotomie dem
gleichen Muster folgt wie in den Wildtyp-Tieren, spricht allerdings gegen diese
These. Das zeitgleiche Auftreten von Lymphozyten und Antigen-prasentierenden
Molekulen scheint in unserem Verletzungsmodell ein unidirektionaler Prozel3 von
Mikroglia Richtung Lymphozyten zu sein.

Alternativ |aRt die zentrifugal abnehmende Immunreaktivitat fir MHC1 und B7-2 an
einen loslichen Faktor denken, der vom mikroglialen Kndtchen in das umgebende
Parenchym abgegeben wird und zu dem Ph&nomen der Bystander-Aktivierung
fuhrt. Ein Hinweis auf den entzindungsférdernen Effekt, den phagozytotische
Mikroglia auf die umliegenden mikroglialen Zellen hat, kdnnte die deutliche
Abnahme der diffusen MHC1 und B7-2 Immunreaktivitat in TNFR1&2-defizienten
Tieren sein. Bereits im normalen Gehirn produziert Mikroglia eine Vielzahl
entztindungsassoziierter Zytokine wie IL13, IL10, IL12, IL15, TGFB und TNFa. Nach
Aktivierung wird deren Herstellung noch gesteigert (Kiefer et al., 1995; Renno et al.,
1995; Deckert-Schluter et al.,, 1999) und maximale Synthese korreliert nach
Fazialisaxotomie zeitlich mit neuronalem Zelltod und Phagozytose (Raivich et al.,
1999a).

Aufschlul® darauf, welche Zytokine fur die Regulation der difftusen MHC1 und B7-2
Expression eine Rolle spielen, wurde durch Versuche in Zytokin-Rezeptor
defizienten Mausen gewonnen. Im Modell des axotomierten Fazialiskernes fuhrt,
neben der kombinierten Ausschaltung von TNFR1&2, auch die alleinige Deletion
von TNFR1 zu einer deutlichen Verringerung der MHC1 und B7-2 Immunreaktivitat.
Dies deutet auf die Schlisselrolle von TNFR1 und seiner Liganden TNFa und TNF3
bei der Induktion von MHC1- und B7-2-Expression im an die Kndtchen grenzenden
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Gewebe hin. Da die Abwesenheit von TNFR1 weder einen Effekt auf das neuronale
Uberleben, die Knotchen-Formation oder die Lymphozyten-Einwanderung hat, ist
am ehesten von einem direkten Effekt auszugehen. Diese Hypothese mul3 aber in
weiteren Experimenten wie z.B. durch eine Mikroglia-spezifische Deletion von
TNFR1 tberprift werden.

Interessanterweise wird die B7-2 Immunreaktivitdt neben TNFR1-/- und TNFR1&2-/-
auch von weiteren Faktoren beeinflu3t. So kommt es ebenso in TNFR2 und IL1R1
defizienten Tieren zu einer Reduktion der Expression, wahrend systemische
Applikation von LPS die B7-2 Immunreaktivitdt erhoht. Die Empfindlichkeit
gegeniber einem breiteren Spektrum entzindungsfordernder Moleklle kdnnte auf
die bedeutende Rolle, die B7-2 als Modulator der T-Zell Aktivierung, und somit der

Immunreaktion im verletzen ZNS hat, hindeuten.

4.3.5 T-Zell Rekrutierung nach Fazialisaxotomie in  Zytokin-Rezeptor

defizienten Mausen

Die Einwanderung peripherer Lymphozyten in den axotomierten Fazialiskern
verlauft zeitlich gestaffelt in mehreren Schritten. Bereits an Tag 1 nach Axotomie
kommt es unter dem Einflul3 der frih-exprimierten Zytokine IL6 und MCSF zu einer
ersten Rekrutierung CD3-positiver Zellen (Galiano et al., 2001; Kalla et al., 2001).
Um Tag 14, zeitgleich mit dem HOhepunkt neuronalen Zelltods und mikroglialer
Aktivierung, erreicht der Einstrom von Lymphozyten sein Maximum. Dieser zweite
Anstieg ist auch in IL6 und MCSF-defizienten Mausen zu beobachten, was eine
Beteiligung weiterer Faktoren bei Lymphozyten-Rekrutierung nahelegt.

Der Schwerpunkt dieser Studie lag daher auf dem Einflul? der spat-exprimierten
Zytokinen Interleukin 18, Tumor Necrosis Factor a und Interferon y. Wahrend in den
IFNy-Rezeptor defizienten Tieren die Leukozyten Einwanderung unveréndert war,
zeigt sich in IL1R1-/-, TNFR2-/- und TNFR1&2-/- M&usen eine deutliche Reduktion
der CD3 positiven Zellen im axotomierten Kerngebiet an Tag 14, aber ebenso an
Tag 7 und 21. Sowohl IL1B als auch TNFa scheinen also funktionell fur die
Extravasation von Lymphozyten von Bedeutung zu sein.

Ob diese Effekte direkt Uber Veranderungen in den Gefaliwanden oder indirekt
vermittelt werden ist nicht sicher. In vitro induzieren proinflammatorische Zytokine
auf Endothelzellen eine Vielzahl von Zell-Adh&sionsmolekilen wie zum Beispiel
ICAM1 und VCAM (Tang et al., 1996). Auch in vivo verédndert sich nach
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Fazialisaxotomie auf neuro-vaskularen Zellen das Integrin-Expressionsmuster,
wobei sich an Tag 14 insbesondere ein Anstieg von a5B1 zeigt (Kloss et al., 1999)
zeigt. Ob es hier quantitative Unterschiede in den Zytokin-defizienten Mausen gibt
und inwiefern die Expression endothelialer Adhasionsmolekile relevant fir die
Rekrutierung von T-Zellen in diesem Modell ist, muld allerdings noch in weiteren

Experimenten untersucht werden.

4.3.6 Interaktion zwischen Lymphozyten, Mikrogliau  nd Neuronen

Die Frage nach der Auswirkung von Lymphozyten-Rekrutierung ins verletzte ZNS
wird kontrovers diskutiert. Bei spinalen Traumen, Amyotropher Lateralsklerose und
Alzheimer Demenz wurde die Einwanderung von T-Zellen fur eine Aggravation
sekundarer Schaden verantwortlich gemacht (Itagaki, McGeer, and Akiyama, 1988;
Engelhardt, Tajti, and Appel, 1993; Popovich, Stokes, and Whitacre, 1996). Neuere
Untersuchungen zeigen allerdings, da? Lymphozyten auch neurotrophe Faktoren
synthetisieren und weisen auf deren potentiell protektiven Einflu® hin (Schwartz,
2001). So hat zum Beispiel das vollstdndige Fehlen von CD3-positiven Zellen in
SCID-Méausen keinen Einfluld auf die spate Mikroglia-Aktivierung oder das
Entstehen phagozytotischer Knoétchen, fihrt jedoch zu einer Verstarkung des
neuronalen Sterbens (Serpe, Sanders, and Jones, 2000).

Im axotomierten Fazialiskern haben sowohl Lymphozyteneinwanderung, als auch
neuronaler Zelltod und spate Mikroglia-Aktivierung um den Tag 14 ihr Maximum.
Diese enge zeitliche Korrelation macht das Modell fur die Analyse der molekularen
Aktivierungskaskade nach ZNS-Verletzungen besonders interessant. Es st
bemerkenswert, dafd die drei beschriebenen Phanomene nicht notwendigerweise
sequentiell ablaufen oder voneinander abhangig sind. So fuhrt Deletion von IL1R1
und TNFR2 zwar zu einer deutlichen Reduktion der Lymphozyten-Rekrutierung und
B7-2 Expression, hat aber keinen Effekt auf MHC1 Expression, mikrogliale
Aktivierung und neuronalen Zelltod. In TNFR1 defizienten Mausen hingegen ist
sowohl die MHC1 als auch B7-2 Immunreaktivitdt vermindert. Sie zeigen jedoch
normale Leukozyten-Einwanderung und Nervenzelltod.

Dennoch ist davon auszugehen, dafld der Interaktion zwischen Lymphozyten,
Mikroglia und Neuronen eine zentrale Rolle zukommt. Die in den verletzten
Fazialiskern eingewanderten T-Zellen lagern sich entweder um phagozytotische

Mikroglia-Knétchen zu kleinen Aggregaten zusammen oder stehen in engem
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Kontakt mit aktivierten mikroglialen Zellen in der Umgebung. In keiner der
untersuchten Einzel-Rezeptor Mutanten war die Interaktion zwischen Mikroglia und
Lymphozyten gestért. Selbst in TNFR1&2 defizienten Méausen, die praktisch keine
Knodtchen aufweisen, ist die Tendenz der T-Zellen sich fokal zu gruppieren
erkennbar, wenngleich der Kontakt zwischen mikroglialen Zellen und Lymphozyten
weniger eng ist. Dies spricht gegen die Vermittlung der Leukozyten-Migration im
Hirnparenchym durch ein einzelnes Zytokin wie TNFa oder IL1, und fur die
Bedeutung weiterer chemotaktischer Molekile um die Immunzellen zu den
relevanten Orten zu locken.

Aktivierte, und insbesondere phagozytierende, Mikroglia, welche nicht nur eine
Reihe von Zytokinen und Chemokinen sondern ebenso Zell-Adasionsmolekile
exprimiert (Raivich, Bluethmann, and Kreutzberg, 1996; Raivich et al., 1999b), spielt
dabei sicherlich eine zentrale Rolle. Die Bedeutung, die phagozytotischer Mikroglia
im immunologischen Netzwerk des ZNS zukommt wird durch die starke Expression
vom MHC1 und ko-stimulatorischen Faktoren wie B7-2 noch unterstrichen.
Phagozytierende mikrogliale Zellen besitzen somit die Molekil-Ausstattung um
effektiv Antigen an CDA4-Zellen zu prasentieren und eine Immunantwort zu
induzieren. Fir die Modulation der Immunantwort kdonnte die Beobachtung, daf3
aktivierte Mikroglia in der Umgebung phagozytotischer Kndtchen zwar ebenfalls
MHC1, aber geringere Mengen an ko-stimulatorischen Molekilen wie B7-2 und
aXp2 exprimiert sehr bedeutend sein (Bohatschek, 1998; Werner et al., 1998; Kloss
et al., 1999). Das Fehlen Ko-Stimulatorischer Faktoren kann zu Anergie oder sogar
Apoptose der interagierenden T-Zellen fihren (Bretscher and Cohn, 1970; Robey
and Allison, 1995). So konnte eventuell das Autreten potenziell schadlicher, durch
Prasentation von Eigen-Antigen induzierter, autoimmunologischer Phanomene

eingedammt werden.
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4.4 Effekte von peripher applizierten Lipopolysacch ariden im

normalen und verletzten Gehirn

4.4.1 Systemische LPS Applikation fuhrt zu Granuloz  yten-

Einwanderung ins ZNS

Die subkutane Injektion von Lipopolysacchariden (LPS) fuhrte in unserem Maus-
Modell zu einem starken Einstrom peroxidase-positiver Zellen ins Hirnparenchym.
Der Effekt ist dosisabhéngig und 12-24 Stunden nach einmaliger Gabe einer
Schwellendosis von 1mg LPS nachweisbar. Nach wiederholter Injektion moderater
Mengen LPS (0.5mg), ist die Granulozyten-Einwanderung ausgepragter als nach
einmaliger Administration hoher LPS Dosen (1-3mg). Zusatzliche periphere Lasion
des Nervus fazialis potenziert diesen Effekt im verletzten Kerngebiet.
Bemerkenswert ist die selektive Einwanderung neutrophiler Granulozyten, die sich
von dem gemischt myelo-monozytarem Zellbild, dal? bei direktem Trauma (Jones et
al., 2000) oder intrazerebraler LPS-Injektion (Andersson, Perry, and Gordon, 1992)
(Kitamura et al., 1996) (Hartlage-Rubsamen, Lemke, and Schliebs, 1999)
beschrieben wird, unterscheidet. Im unverletzten, ausreichend mit Sauerstoff
versorgtem Gehirn scheinen die flr eine Monozyten-Einwanderung notwendingen
Stimuli nicht vorhanden zu sein. Ein &hnliches, Uberwiegend granulozytares
Rekrutierungsmuster findet sich auch in einem Tier-Modell fur bakterielle Meningitis
(Gerber et al., 2001) und spricht fur die physiologische Relevanz der hier gezeigten
Versuche. Die einwandernden, Leukozyten produzieren eine Vielzahl zytotoxischer
Substanzen und Proteasen und spielen bei der Bekampfung von Infektionen eine
Schlusselrolle (Estabrook et al., 1992; Cioffi, Burleson, and Pruitt, 1993; Tunkel and
Scheld, 1993; Fulurija, Ashman, and Papadimitriou, 1996).

Obwohl die absoluten Granulozyten-Zahlen zwischen den einzelnen Experimenten
z.T. schwankten, war der Effekt an sich gut reproduzierbar. Fiur vier von funf
getesteten Maus-Stammen ergaben sich &hnlich hohe Granulozytenwerte, was auf
einen gut konservierten, physiologisch bedeutenden Mechanismus hinweist. Die 10-
20-fach niedrigere Rekrutierung in Tieren mit SJL-Hintergrund ist ein immunologisch
interessantes Phanomen. Studien zeigen, daf dieser Maus-Stamm Schwierigkeiten
hat, eine suffiziente Immunantwort gegen Helminthen und Tumore zu produzieren
(Kaminsky, Nakamura, and Cudkowicz, 1983; Hutchings, Varey, and Cooke, 1986).

Da in allen untersuchten Tieren ein enger Kontakt zwischen den in das verletzte
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ZNS rekrutierten T-Zellen und benachbarten Granulozyten-Aggregaten zu sehen ist,
kbnnte man Uber einen Zusammenhang zwischen den niedrigen Granulozyten-
Zahlen und den beobachteten immunologischen Defiziten in SJL-Mausen,

insbesondere unter inflammatorischen Bedingungen, spekulieren.

4.4.2 Mdogliche Mechanismen der Granulozyten-Einwand  erung nach
LPS Stimulation

Welche Mechanismen der Einwanderung von Granulozyten nach LPS-
Administration zugrunde liegen ist nicht eindeutig klar. Neben direkten, von LPS-
Rezeptoren Ubertragenen Auswirkungen sind ebenso sekundar Uber aktivierte
Mikroglia, Veranderungen der Blut-Hirn-Schranke oder Beteiligung der
Gehirnparenchyms vermittelte Effekte denkbar.

4.4.2.1 Rolle aktivierter Mikroglia
Mikrogliale Zellen exprimieren viele der bekannten Endotoxin-Rezeptoren wie zum
Beispiel CD14, aMB2- und aXp2-Integrin (Becher, Fedorowicz, and Antel, 1996;
Buttini et al., 1997; Kloss et al., 2001). Sie sind zudem in der Lage nach LPS-
Stimulation schnell proinflammatorischer Molekile wie I1L1, IL8, IL12, TNFa und
MCP1 zu synthetisieren (Van Dam et al., 1995; Becher, Fedorowicz, and Antel,
1996; Buttini et al., 1997; Gourmala et al., 1999) und scheinen so auf den ersten
Blick ein potenziell wichtiger Faktor bei der Granulozyten-Rekrutierung zu sein.
Vergleicht man allerdings die Kinetik sowie Dosis-Wirkungsbeziehungen von
mikroglialer Aktivierung und Einwanderung von Granulozyten nach LPS Gabe,
regen sich Zweifel. Die Aktivierung der Mikroglia erflogt extrem rasch und hat ihren
Gipfel nach etwa 3 — 6 Stunden, wahrend deutlich erh6hte Granulozyten-Zahlen erst
nach 24 Stunden zu sehen sind. Es sind auRerdem nur geringe LPS-Dosen, die in
diesem System etwa 75 pg entsprechen, zur maximalen mikroglialen Aktivierung
notig (Van Dam et al., 1995; Becher, Fedorowicz, and Antel, 1996; Buttini et al.,
1997; Gourmala et al., 1999). Somit sprechen sowohl der zeitliche Verlauf, als auch
die fur den maximalen Effekt ndtigen hohen LPS Spiegel, gegen eine tragende

Rolle der Mikroglia.

4.4.2.2 Offnung der Blut-Hirn-Schranke
Durch die periphere Administration von LPS kommt es dosisabhéngig zu einer

Offnung der Blut-Hirn-Schranke. In einer Arbeit (iber die Integrin-Expression nach

104



LPS Gabe in Mausen zeigte sich, dal3 der Grad der Mikroglia-Aktivierung mit der
Intaktheit der Blut-Hirnschranke korreliert (Kloss et al., 2001). In Hirnarealen mit
durchlassiger Blut-Hirn-Schranke wie der Area postrema, genugte periphere
Injektion von 10upg LPS, in allen anderen Arealen 100ug, um Aktivierung der
Mikroglia zu induzieren (Kloss et al., 2001). Dies deutet darauf hin, dal3 die Blut-
Hirn-Schranke ab Gabe von 100ug durchldssig wird. Einwanderung von
Granulozyten findet sich, sowohl in der Area postrema als auch dem ubrigen
Hirnstamm, allerdings erst ab Applikation von 1mg LPS. Die Offnung der Blut-Hirn-
Schranke allein ist also nicht ausreichend, um die Granulozyten-Rekrutierung

anszustof3en.

4.4.2.3 Einflul3 des verletzten und unverletzen Pare nchyms
Betrachtet man die Verteilung der Granulozyten im Hirnstamm, fallt im Vergleich zu
den Fasertrakten eine selektive Bevorzugung der Grauen Substanz auf. Dies und
die Tatsache dal3 periphere Axotomie die Granulozyten-Rekrutierung in dem
betroffenen Kerngebiet verstarkt, sprechen fur einen vom Gehirnparenchym
ausgehenden Effekt, der die Extravasation zumindest teilweise moduliert und
steigert. Es ist wahrscheinlich, da3 die Wirkung Uber eine Veranderung des
Expressionsprofiles endothelialer Adasionsmolekile lauft. Nach Axotomie kommt es
im Nucleus facialis unter anderem zu einer gesteigerten endothelialen Expression
von Adhasionsmolekilen und Einwanderung von Lymphozyten (Raivich, 2002).
Fazialisaxotomie allein ist aber kein ausreichender Stimulus fur Granulozyten-
Rekrutierung. Nach zuséatzlicher Gabe von LPS potenzieren sich allerdings die

Effekte von Trauma und Endotoxin.

4.4.3 ICAM1-Defizienz reduziert die Granulozyten-Re krutierung nach
LPS Gabe

Periphere Applikation von LPS fiihrt im gesamten Hirnstamm der Maus zu einer
verstarkten Expression von Intercellular Adhesion Molecul 1 (ICAM1) auf
neurovaskularem Endothel. Ein besonders deutlicher Anstieg der ICAM-1-
Immunreaktivitdt ist im axotomierten Fazialiskern zu beobachten. Deletion von
ICAM-1 fuhrt zu einer signifikanten Abnahme der Granulozyten-Einwanderung. Dies
spricht fur die funktionelle Relevanz dieses Zelladhasionsmolekiils.
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Da aber auch auf normalen Gefal3endothel leichte Expression von ICAM1
nachweisbar ist und es in den ICAMl-defizienten Mausen zu einer maligen
Granulozyten-Rekrutierung kommt, ist davon auszugehen dal3 weitere Faktoren die
Granulozyten Extravasation steuern. Potenzielle Kandidaten dafir sind VCAM-1, E-
und P-Selektin, die alle sowohl in vitro als auch in vivo nach LPS-Gabe induziert
werden (Gotsch et al., 1994; Rieckmann et al.,, 1995; Essani et al., 1996;
Bannerman and Goldblum, 1999). Diese Molekile kénnen zu einer verbesserten
Haftung von Granulozyten an der GefaRwand fihren und somit der erste Schritt zu
Invasion des Gehirnparenchyms sein. In einem sterilen, IFNy induziertem
Meningitis-Modell wurde die meningeale Granulozyten-Infiltration durch Deletion
von E- und P-Selektion komplett inhibiert (Tang et al., 1996). In unserem Modell

mul3 diese These allerdings noch tberprift werden.

4.4.4 Indirekte LPS-Wirkung

Administration von LPS fuhrt zusatzlich zu den direkten Effekten zu Veranderungen
des zum jeweiligen Zeitpunkt vorherrschenden Zytokin-Profils der betroffenen
Region. Dabei kommt es zum Beispiel zu einem deutlichen Anstieg von IFNy
(Chung, Norris, and Benveniste, 1991). Dies kénnte eventuell die molekulare Basis
fur den verstarkenden Effekt, den eine vorausgegangenen Axotomie auf die ICAM-1
Expression und die Granulozyteneinwanderung hat, bilden. Die Expression von IFN
y ist im verletzten Fazialiskern erhoht und erreicht den Maximalwert um Tag 14
(Raivich et al., 1998a). Interessanterweise wirkt LPS aber nicht auf alle an Tag 14
maximalen Reaktionen in gleicher Weise verstarkend, sondern zeigt eine selektive
Modulation der verschiedenen parallel stattfindenden Ereignisse. Wahrend sich bei
der Granulozyten und Lymphozyten Rekrutierung ein deutlich additiver Effekt zeigt,
wird zum Beispiel die sehr starke Expression von MHC1 am Tag 14 im axotomierten

Kerngebiet reduziert.
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Tabelle 9: Effekte von Axotomie und peripherer LPS-Gabe

Axotomie LPS Axotomie & LPS
ICAM-1-IR 1 1 M additiv
Granulozyten — 0 ™M additiv
Lymphozyten ) 1 ™" additiv
IBA1-IR (mikroglial) 1 0 1 nicht - additiv
MHC1-IR (mikroglial) ™M > 1 gegen-regulatorisch

Unabhangig davon ob IFNy oder ein anderes Zytokin das Schlisselmolekul fur die
kombinierten Effekte von Trauma und Endotoxin ist, ist das grundsatzliche Prinzip
der Wirkungsverstarkung und -abschwachung in einem so eng vernetztem Gewebe
wie dem ZNS von grof3em Interesse. Bakterielle Infektionen und Fieber
verschlechtern die Prognose bei Schlaganféllen und ZNS-Traumen (Gourmala et
al.,, 1997; Saper, 1998; Matsuoka et al., 1999). Dies kann eine Reihe
pathophysiologischer Mechanismen, einschlie3lich der Produktion zytotoxischer
Molekule durch Mikroglia, der Zerstérung der BHS oder Effekte der einwandernden
Leukozyten, zur Ursache haben. Da sich in dem hier verwendeten Tier-Modell die
verschiedenen Dosis-abhangigen Effekte von LPS, von leichter mikroglialer
Aktivierung bis hin zur Granulozyten Einwanderung graduiert reproduzieren und
jeweils hinsichtlich ihres Effekts auf verletzes Gehirnparenchym néher untersuchen
lassen konnen, ist es fiur die weitere Aufklarung der Interaktion zwischen

Endotoxinen und ZNS Trauma ideal geeignet.
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5. Zusammenfassung

Nach Verletzung des zentralen Nervensystems kommt es in dem betroffenen Areal
nicht nur zu zellularen und molekularen Veranderungen der Neurone, Mikroglia und
Astrozyten, sondern ebenso zu einer Interaktion mit dem peripheren Immunsystem.
Fur die reibungslose Abfolge dieser in wohl-definierten Stufen fortschreitenden
Reaktion, ist eine effiziente Kommunikation zwischen den einzelnen Zellarten
essentiell. Wahrend die zellularen Veranderungen nach Hirntrauma detailiert
bekannt sind, ist das Wissen hinsichtlich der regulierenden Zytokine noch
lickenhatft.

Die vorliegende Arbeit untersucht am Modell der peripheren Fazialisaxotomie in der
Maus, den Einflul3 verschiedener proinflammatorischer Zytokine auf neuronales
Uberleben, Expression antigen-prasentierender Molekile durch Mikroglia und
Einwanderung  peripherer  Blutzellen in das ZNS. Dafur wurden
immunhistochemische Untersuchungen in Tieren mit deletiertem Interferon gamma
Rezeptor Typ 1 (IFNyR1-/-), Interleukin 1 Rezeptor (IL1R1-/-), Tumor Necrosis
Factor Rezeptor Typ 1 (TNFR1-/-), Tumor Necrosis Factor Rezeptor Typ 2 (TNFR2-
/-) und Tumor Necrosis Factor Rezeptor Typ 1&2 (TNFR1&2-/-) und den jeweils
entsprechenden Wildtypkontrollen durchgefihrt.

Nach Durchtrennung der Nervus facialis sterben im betroffenen Kerngebiet etwa 20-
30% der Motoneurone. Dieser Untergang von Nervenzellen ist in Mausen, denen
sowohl der Rezeptor Typ 1 als auch Typ 2 fur Tumor Necrosis Factor alpha (TNFa)
fehlt, fast vollstdndig aufgehoben. Zudem ist in TNFR1&2 defizienten Tieren kein
verzogerter, kompensatorischer Zelluntergang zu spateren Zeitpunkten
nachzuweisen. Nach muriner Fazialisaxotomie scheint TNFa ein entscheidender
pro-degenerativer Faktor zu sein, wobei protektive Effekte nur nach Ausschaltung
beider TNF-Rezeptoren gesehen werden. Interferon gamma (IFNy) und Interleukin
1 haben keinen Effekt auf neuronales Uberleben.

Das nach dem Untergang von Motoneuronen anfallende Debris wird von aktivierten
Mikrogliazellen phagozytiert. Die Mikroglia wandelt sich dabei in amdboide
Markophagen-adhnliche Zellen um. Wahrend ruhende, ramifizierte Mikroglia
praktisch keine antigen-prasentierenden oder ko-stimulatorischen Molekile
exprimiert, kommt es nach Fazialisaxotomie insbesondere um Tag 14 zu einem

Anstieg der MHC1 und B7-2 Immunreaktivitdt. Die Expression ist auf
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phagozytotischen Kndtchen besonders stark, aber sowohl MHC1 als auch B7-2 sind
ebenfalls auf benachbarter, nicht-phagozytotischen Mikroglia nachzuweisen.
Deletion von TNFR1&2 und TNFR1 fuhrt zu einer statistisch signifikanten Abnahme
der MHC1 und B7-2 Immunreaktivitat. In Mausen, die defizient fur TNFR2 und
ILIR1 sind, kommt es zu einer Reduktion der B7-2, nicht aber der MHC1,
Expression.

Nach indirektem Hirntrauma wandern periphere Lymphozyten durch die intakte Blut-
Hirn-Schranke in das verletze Areal ein und gruppieren sich um phagozytierende
oder aktivierte Mikroglia. Maximale Lymphozytenzahlen werden nach
Fazialisaxotomie um Tag 14 gesehen. Deletion von TNFR1&2, TNFR2 und IL1R1
fuhren zu verminderter Rekrutierung peripherer Leukozyten in das betroffene
Kerngbiet. Obwohl sowohl neuronaler Zelltod, mikrogliale Aktivierung als auch
Einwanderung von Lymphozyten um Tag 14 ihren Hohepunkt erreichen, scheinen
sie verschiedenen regulierenden Einflissen zu unterliegen.

Periphere Applikation von Lipopolysacchariden (LPS) fuhrt zu einer Offnung der
Blut-Hirn-Schranke und Einstrom von neutrophilen Granulozyten in das Zentrale
Nervensystem. Bei gleichzeitig bestehendem indirektem Hirntrauma sind additive
Effekte auf die Rekrutierung peripherer Leukozyten zu sehen. Die Einwanderung
neutrophiler Granulozyten ist zumindest teilweise von der ICAM1-Expression auf
neurovaskularem Endothel abhangig und in Tieren die defizient fir Intercellular
Adhesion Moleule 1 (ICAM1) sind deutlich reduziert.
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Tabelle 10: Zusammenfassung der Effekte in Zytokin-Rezeptor defizienten Mausen (statistisch signifikante Ergebnisse sind fett

gedruckt)
Neuronaler Zelltod MHC1 B7-2 L?/mphozyten-
einwanderung
IFNYR1 <> d29 <~ <> d14 | di4
IL1R1 <5 dog R L] ai 1] d7&14
} d21
TNFR1 <> d29 L] dia L] dia <> d14
TNFR2 <> d29 > 1| d14 1] d7,14 821
INFR1E2 L] 4208 60 1| di14, 21829 1| d14 L] aa
Knotchen || d14,21&29|  Knétchen || d14
ScID T 14
Knotchen TT di4
TT d14 unverletzte Seite
LPS + Ax 1| di4
T d14 verletzter Seite




6. Abktrzungen und Fremdwa0rter

%

°C
Abb.
ABC
AF
BHS
bidest.
BSA
BT
cAMP
CD
CGRP

CR3
Da
DAB
dest.
DIFF-RISC
DKO
DMSO
EAE
EZM
FA

Fl
FITC
FMN

g

GA
GFAP
GMCSF
HEV
HRP
hSA
IBA1
ICAM
ICC

Ig

IgG
IHC

IL

in vitro
in vivo
IFNy
iINOS
IR
kDa
KO

I

Prozent

Grad Celsius

Abbildung

Vectorstain ABC Kit

Autofluoreszenz

Blut-Hirn-Schranke

bidestilliert

Rinderalbumin

biotinyliertes Tyramin

zyklisches Adenosinmonophosphat

Unterscheidungsmerkmal (englisch "cluster of differentiation™)
Kalzitoningen-verwandtes Protein (englisch "calcitonin gene related
peptide™)

Komplement-Rezeptor 3

Dalton

3,3'-Diaminobenzidin (3,3',4,4'-Tetraaminobiphenyl)

destilliert

Differenz des Relative Intensity of Stainig Coefficient operiert - normal
Doppel-knockout Maus

Dimethylsulfoxid

experimentelle Autoimmunenzephalitis

extrazellulare Matrix

Formaldehyd

Farbeintensitat

Fluoreszein-5-Isothiozyanat

Facial motor nucleus

Gramm bzw. Konstante der Erdbeschleunigung
Glutaraldehyd

saueres Gliafaserprotein (englisch "glial fibrillary acidic protein™)
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor
hohe, endotheliale Venuolen

Meerrettichperoxidase (englisch "horse radish peroxidase")
humanes Serumalbumin

ionized Ca-binding adaptor protein 1

interzellulares Adhasionsmolekul (“intercellular adhesion molecule™)
Immunzytochemie

Immunglobuline

Immunglobulin G

Immunhistochemie

Interleukin

in Kultur

im Gewebe

Interferon-gamma

induzierbare Stickstoffmonoxids-Synthase

Immunreaktivitat

Kilo-Dalton

knock-out Maus
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LPS
LTa
MCSF
MCSFR
MHC

Hg

pl

pum

ml

MPI
MS
NADPH
NK - Zellen
nm
NO
oLw
p

PB
PBS
PFA
Pixel
RGB
RISC

ROI
rpm
RT
SCID
SEM
TIFF
TR
Tsp
U

\%
VCAM

WT
ZNS

Lipopolysaccharide

Lymphotoxin a

Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor

Rezeptor fur MCSF

Haupthistokompatibilitatsantigen (englisch "major histocompatibility
complex)

Mikrogramm ( = 10° g)

Mikroliter (=107 1)

Mirkometer (=10 m)

Milliliter (= 107 1)

Max-Planck-Institut

Multiple Sklerose

reduziertes Nikotinsaureamid-adenin-dinucleotid-phosphat
Naturliche Killer Zellen

Nanometer ( =10 m)

Stickstoffmonoxid

optischer Lichtwert (englisch "optical luminosity value™)
Fehler erster Art

Phosphat-Puffer

Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung

Paraformaldehyd

Bildpunkt

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

relativer Farbefaktor (englisch "relative intensity of staining or contrast
factor”)

Auswertungsgebiet (englisch "region of interest")
Umdrehungen pro Minute (englisch "rounds per minute™)
Raumtemperatur

Severe Comined Immunodeficiency

Standard Error of Mean

englisch "tagged image file format"

TexasRed

Thrombospondin

Einheiten

Volt

vaskulares Zelladhasionsmolekil (englisch "vascular cell adhesion
molecule”)

Wildtyp Maus

zentrales Nervensystem
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