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1 Einleitung

1.1 Neurone, Glia und extrazelluläre Matrix im gesunden Gehirn

In ihrer Anzahl übersteigen Gliazellen die Neurone im zentralen Nervensystem von Säugern

um ein Vielfaches. Während die Nervenzellen Träger der spezifischen Funktion des Gehirns

sind, erfüllt die Neuroglia unter physiologischen Bedingungen eine Vielzahl von

Hilfsfunktionen. Sie isolieren die Axone elektrisch durch Markscheiden (Oligodendroglia),

halten das innere Milieu konstant, tauschen Nährstoffe mit dem Blut aus, sind an der Blut-

Hirn-Schranke beteiligt (Astrozyten; Janzer und Raff, 1987; Tsacopoulos und Magistretti,

1996) und gehören zum intrinsischen Immunsystem des ZNS (Mikroglia; Kreutzberg, 1995a,

1996; Raivich et al., 1999). In der Neuropathologie haben die Gliazellen eine zentrale

Bedeutung. Die meisten hirneigenen Tumore gehen von der Neuroglia aus. Sie ist an

infektiösen und autoimmunen Entzündungen, direktem und indirektem Trauma sowie

ischämischen, toxischen und degenerativen Erkrankungen beteiligt (Streit et al., 1988;

Eddleston und Mucke, 1993; Norenberg, 1994; Perry et al., 1995; Kreutzberg, 1996).

Die namensgebende Funktion der Glia ist aber das "Leimen" des Hirngewebes (griechisch

�� ���.� GHU /HLP� YJO� GDV VWDPPYHUZDQGWH� GHXWVFKH :RUW �.OHEHU��� 1HEHQ GHQ Iür

nervales Gewebe typischen Gliazellen bildet die extrazelluläre Matrix (EZM) den anderen

Teil der stützenden Bausubstanz des ZNS (Carbonetto, 1984). Im zentralen Nervensystem

sind die zwischenzelligen Spalträume nahezu überall nur 20 nm weit, und damit gibt es dort

im Vergleich zu extrazerebralen Geweben nur sehr wenig extrazelluläre Matrix. Trotzdem

kommt ihr besonders in der Embryogenese des Nervensystems eine große Bedeutung zu,

unter anderem als Leitstrukturen für die wandernden Zellen (Erickson und Bourdon, 1989;

Reichardt und Tomaselli, 1991; Martini, 1994; Crossin, 1996; Fässler et al., 1996; Pearlman

und Sheppard, 1996). Im adulten Nervensystem ist noch wenig über ihre normale und

pathophysiologische Funktion bekannt.

Die Zellen des Nervensystems machen mit der EZM und untereinander über

Zelladhäsionsmoleküle Kontakt. Diese Verbindung muß stark genug sein, um das Gewebe
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zu "leimen", und gleichzeitig plastisch genug, um im pathologischen Fall leicht moduliert

werden zu können. Die strukturelle Veränderung des Zellverbandes ist ein wichtiger Teil der

Reaktion des Nervensystems auf Verletzung und Voraussetzung für die Wahrung der

Integrität und eine erfolgreiche Wiederherstellung der Funktion des Gehirns. Von

regenerativen Vorgängen ist bekannt, daß häufig molekulare Mechanismen wiederauftreten,

die bereits während der Entwicklung eine Rolle gespielt haben (Westerfield, 1987; Miller et

al., 1989; Tetzlaff et al., 1991; Lefcort et al., 1992; Martini, 1994; Sakaguchi und Radke,

1996; Cotman et al., 1998). Es liegt also nahe, daß an der Entwicklung beteiligte

Zelladhäsionsmoleküle auch eine Rolle bei de- und regenerativen Vorgängen nach

Verletzung des zentralen Nervensystems spielen können.

1.2 Die Integrine – eine Familie von Zelladhäsions-Molekülen

1.2.1 Struktur und Funktion

Die Integrine stellen neben Cadherinen, Immunglobulinen und Selektinen eine vierte, große

Gruppe von Zelladhäsionsmolekülen dar. Sie bilden eine Familie von membranständigen

Glykoproteinen und interagieren mit Liganden auf anderen Zellen und mit der extrazellulären

Matrix. Jedes vollständige Integrin besteht aus einem nicht-kovalent gebundenen

Heterodimer von einer D- und einer E-Untereinheit mit jeweils einer großen extrazellulären,

einer membranspannenden und in den meisten Fällen einer zytoplasmatischen Domäne

(Abbildung 1, Seite 10; Übersichten bei Ruoslahti, 1991; Hynes, 1992; Albeda und Buck,

1994; Eble, 1997; Kim und Yamada, 1997; Aplin et al., 1998). Bei Vertebraten gibt es

wenigstens 16 verschiedene D- und 8 verschiedene E-Integrin-Untereinheiten, die mehr als

20 Integrin-Heterodimere bilden können. Die DE-Paarung legt die Spezifität für die Liganden

fest, oft sind das große EZM-Moleküle wie Kollagen, Laminin, Fibronektin, Tenascin und

Thrombospondin (Abbildung 2, Seite 12; Eble, 1997). Manche Integrine erkennen aber auch

kurze Peptidsequenzen in großen Proteinen, z.B. das RGD-Motiv (Arginin-Glyzin-Aspartat)

im Fibronektin und Vitronektin (Ruoslahti, 1996b), oder sie binden Adhäsionsmoleküle auf
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Abbildung 1. Struktur  und Interaktionen eines idealt ypisches Integrins
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anderen Zellen wie z.B. den E2-Integrin-Liganden interzelluläres Adhäsionsmolekül (ICAM;

Eble, 1997). Auf der zytoplasmatischen Seite sind Integrine häufig an Moleküle des

Zytoskeletts wie z.B. Talin, D-Actinin, Tensin, Vinculin, Paxillin und Filamin gekoppelt und

aggregieren oft in sogenannten "fokale Adhäsionspunkte", die die Anheftung der Zelle an die

EZM gewährleisten (Abbildung 1, Seite 10; Aplin et al., 1998). Neben der strukturellen

Funktion sind die Integrine durch mögliche Konformationsänderungen auch an der

transzellulären Signalübermittelung beteiligt (Damsky und Werb, 1992; Schwartz et al., 1995;

Akiyama, 1996; Ruoslahti, 1996a; Martin und Sanes, 1997; Newton et al., 1997; Aplin et al.,

1998). Der zytoplasmatische Integrinteil kann Kinasen wie die Tyrosinkinase "focal adhesion

kinase" (FAK), die "mitogen-activated protein kinase cascade" (MAPK) oder die Rho Familie

der Guanosin-5'-Triphosphatasen aktivieren und damit Signale über ein komplexes System

von zwischengeschalteten Botenmolekülen an die Zelle weitergeben ("outside-in signaling").

In der anderen Richtung können auch Signale aus der Zelle "von innen heraus" die

Rezeptoraffinität regulieren ("inside-out signaling"; Hynes, 1992; O'Toole et al., 1994;

Humphries, 1996).

Seit der ersten Beschreibungen der Integrine vor etwa eineinhalb Jahrzehnten (Tamkun et

al., 1986) wurde früh ihre Bedeutung in der Entwicklung und für die Zelldifferenzierung

erkannt (Bronner-Fraser, 1987; Terpe et al., 1994; Prieto et al., 1994; Etzioni, 1994;

Sheppard et al., 1994; Fässler und Meyer, 1995; Fässler et al., 1995, 1996; Einheber et al.,

1996; Kil und Bronner-Fraser, 1996; Velling et al., 1996; Cousin et al., 1997; Murase und

Hayashi, 1998a, b). Bald wurde auch eine immer weiter wachsende Anzahl von Krankheiten

identifiziert, bei denen Integrine eine Rolle spielen (Mazzone und Ricevuti, 1995; Akiyama et

al., 1995; Hillis und Macleod, 1997).

1.2.2 Integrine bei Erkrankungen des zentralen Nervensystems (ZNS)

Neuere Befunde deuten auf eine breitgefächerte Rolle der Integrine in der Neuropathologie

hin (Übersicht siehe Tabelle I, Seite 15). Eine Vielzahl von Untersuchungen hat eine große

Menge an sich teils widersprechenden Einzelbefunden erhoben.
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Abbildung 2. Heterod imerisierung der Integrin-Untereinheit en
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Bei der zerebralen Ischämie und Reperfusion kommt es zu einer Regulation von

Integrinen auf Mikrogliazellen, Astrozyten, Gefäßendothelien sowie infiltrierenden und frei

zirkulierenden Lymphozyten (Kim et al., 1995; Kato et al., 1996; Okada et al., 1996;

Yoshimoto et al., 1996; Wagner et al., 1997; Ellison et al., 1998; Abumiya et al., 1999).

Pharmakologische oder genetische Ausschaltung der E2-Integrine verringert die

Infarktgröße, wobei ein günstiger Effekt auf die Leukozytenextravasation und die Apoptose

angenommen wird (Clark et al., 1991; Chen et al., 1994; Chopp et al., 1994; Zhang et al.,

1995; Chopp et al., 1996; Yenari et al., 1998; Soriano et al., 1999). Auch in der Prävention

des Schlaganfalls ermöglicht die Inhibition des Plättchen-Integrins DIIbE3 (Glykoprotein IIb-

IIIa) eine vielfach stärkere Plättchen-Aggregationshemmung als die Hemmung der

Zyklooxygenase durch Azetylsalizylsäure oder von Adenosinrezeptoren durch Clopidogrel

(Coller et al., 1995; Mousa et al., 1997; Kaku et al., 1998; Choudhri et al., 1998). Schließlich

ist die hohe Expression des D2E1-Integrins (Plättchenkollagen-Rezeptor Glykoprotein IaIIa)

ein unabhängiger Risikofaktor für einen Schlaganfall bei jüngeren Patienten (Carlsson et al.,

1999).

Bei Autoimmunerkrankungen des ZNS wie der Multiplen Sklerose (MS) bzw. der

experimentellen Autoimmunenzephalitis (EAE) findet sich eine Integrin-Regulation auf

Mikroglia, Astrozyten, Oligodendrozyten, Gefäßendothelien, einwandernden und

zirkulierenden Lymphozyten (Sobel et al., 1995; Bo et al., 1996; Previtali et al., 1997, 1998;

Sobel et al., 1998). Hier hatte eine Blockierung der für die Leukozyteninfiltration wichtigen

Integrine DME2, DLE2 und D4E1 in vielen Versuchen einen günstigen Effekt auf den

experimentellen Krankheitsverlauf (Yednock et al., 1992; Huitinga et al., 1993; Kent et al.,

1995; Gordon et al., 1995; Soilu-Hanninen et al., 1997; Graesser et al., 1998; Archelos et al.,

1999).

Unter den Neoplasmen exprimieren vor allem Gliome eine Vielzahl von Integrinen und das

Expressionsmuster verändert ihr Invasionsverhalten (Rossino et al., 1991; Bozzo et al.,

1994; Carmeliet et al., 1994; Giese und Westphal, 1996; Gladson et al., 1996; Goldbrunner

et al., 1998; Tonn et al., 1998; Giese et al., 1998; Goldbrunner et al., 1999). Hier wird eine
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Beeinflussung der Neoangiogenese über Integrine als neues Therapieprinzip diskutiert

(Mousa, 1999).

Wie bei systemischen Infektionen so spielen auch bei bakteriellen, viralen (z.B. HIV),

plasmodialen (z.B. Malaria) oder parasitären (z.B. Toxoplamose) Neuroinfektionen

leukozytäre Integrine eine wichtige Rolle für das Anheften, Rollen und die Transmigration

von Blutleukozyten (Parent und Eichacker, 1900; Larson und Springer, 1990; Hemler, 1990;

Rosen und Gordon, 1990; Hommel, 1993; Mazzone und Ricevuti, 1995; Gahmberg et al.,

1997; Newton et al., 1997; Weeks, 1998). Der Leukozyten-Adhäsionsionsdefizienz Typ I,

einem Krankheitsbild mit Neigung zu bakteriellen Infektionen, liegt sogar ein genetisches

Fehlen der E2-Integrin-Untereinheit zugrunde (Etzioni, 1994). Bei experimentell ausgelösten,

limbischen Krampfanfällen konnte ein Anstieg von E1-mRNA in Neuronen und Astrozyten

gezeigt werden (Pinkstaff et al., 1998). Auch bei der Alzheimerschen Demenz findet sich

eine Hochregulation von Integrinen in Plaques und auf Mikroglia (Akiyama und McGeer,

1990; Akiyama et al., 1991; McGeer et al., 1993; Eikelenboom et al., 1994; van Gool et al.,

1994).

Trotz der Vielzahl der Einzelbefunde bei ganz unterschiedlichen zerebralen Erkrankungen

fehlt für ein besseres Verständnis der Integrin-Funktion auf zellulärer Ebene eine

umfassende Studie an einer größeren Zahl von Integrin-Untereinheiten in einem

pathologisch gut definierten Modell. Die vorliegende Arbeit, versucht hierzu einen Beitrag zu

leisten und untersucht die Integrin-Expression im Nucleus facialis der Maus nach peripherer

Durchtrennung des Nervus facialis, einem sehr gut erforschten Modell für zentralnervöse

Degeneration und Regeneration. In weiteren Versuchen wird dann die Reaktion der Integrin-

Expression nach Stimulation mit Lipopolysaccharide (LPS) in lebenden Mäusen und in

kultivierten Mikrogliazellen untersucht.
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Tabelle I. Regulation von Integrinen bei Erkrankungen des ZNS

Integrin Lokalisation Spezies Quelle
Ischämie und Reperfusion
DME2n Mikroglia um Infarkt Ratte Kato et al., 1996
D6E4p perivaskuläre Astrozyten Pavian Wagner et al., 1997
DVE3n Astrozyten am Infarktrand Ratte Ellison et al., 1998
DVE3n Gefäßendothelien Pavian Okada et al., 1996;

Abumiya et al., 1999
DLE2n infiltrierende Lymphozyten Ratte Kato et al., 1996;

Yoshimoto et al., 1996
DLE2n peripheren Lymphozyten Mensch Kim et al., 1995
Multiple Sklerose (MS) und experimentelle Autoimmunenzephalitis (EAE)
DVn, E3n aktivierte Mikroglia Mensch Sobel et al., 1995
DVn, E4n Astrozyten in aktiven Läsionen Ratte Previtali et al., 1997
D2n Oligodendrozyten in aktiven Läsionen Ratte Previtali et al., 1997
DVn, E3n, D1n,
D6p, E1p

Gefäßendothelien in aktiven Läsionen Mensch Sobel et al., 1995, 1998

D1n Gefäßendothelien in inaktiven Läsionen Mensch Sobel et al., 1998
DLE2n infiltrierende Leukozyten und Monozyten,

aktivierte Mikroglia
Mensch Bo et al., 1996

D3n, D4n, D5n,
DLn

T-Lymphozyten im Liquor cerebrospinalis Mensch Svenningsson et al., 1993

D4, E4 enzephalitogene T-Lymphozyten Maus Baron et al., 1993;
Engelhardt et al., 1998

D4p, D5p, E2p periphere T-Lymphozyten Mensch Svenningsson et al., 1993;
Vora et al., 1996

DLE2n periphere Leukozyten Mensch Lou et al., 1997; Ziaber et
al., 1998

Neoplasmen
D2n, D3n, D5n,
D6n, E1n, DVn,
E3n

Glioblastoma multiforme Mensch Gingras et al., 1995

D2E1n, D4E1n,
D6E1p, DVE3, E4p

Gefäßendothelien im GBM Mensch Paulus et al., 1993;
Gingras et al., 1995;
Gladson, 1996

D3n Glioblastom, Medulloblastom Mensch Kishima et al., 1999
D3n, E1n, D5, DVn,
E3n, E4p, E5n

neoplastische Astrozyten Mensch Paulus et al., 1993;
Gladson et al., 1995;
Previtali et al., 1996

D6n, E4n reaktive und neoplastische Astrozyten Ratte Previtali et al., 1999
E4p Gefäßendothelien im Astrozytom Mensch Previtali et al., 1996
DL, DM, DX, D3, D4,
D5, D4, E1, E2, E7

Primäres ZNS-Lymphom Mensch Paulus und Jellinger, 1993

DLn, E2n zerebrale Lymphome Mensch /
Maus

Bashir et al., 1992

D2n, D4n, D6n Meningeome Mensch Figarella-Branger et al.,
1997

Neuroinfektionen
D4E1 AIDS Enzephalitis: Monozyten-Rekrutierung Rhesusaffe Sasseville et al., 1994
D4, DLE2n T-Lymphozyten bei lymphozytischen

Chriomeningitisvirus
Maus Christensen et al., 1995;

Andersson et al., 1995
Krampfanfälle
E1n Neurone und Astrozyten bei limbischen

Anfällen
Ratte Pinkstaff et al., 1998

Alzheimersche Demenz
DME2n, DLE2n,
DVn

Mikroglia Mensch Akiyama et al., 1991;
McGeer et al., 1993;
Akiyama et al., 1993;
Eikelenboom et al., 1994

D4n neuritische Plaques Mensch van Gool et al., 1994
D3, D6, E1 amyloide Plaques Mensch Eikelenboom et al., 1994
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1.3 Reaktion des zentralen Nervensystems auf Verletzung

Eine akute Verletzung des Nervensystems löst ein komplexes Netzwerk von

morphologischen, metabolischen und funktionellen Veränderungen aus, die letztlich darauf

abzielen, eine weitere Schädigung zu verhindern und im günstigen Falle die Funktion

wiederherzustellen. Die verletzten Nervenzellen aktivieren ein Notprogramm, ändern ihre

Genexpression und stimulieren umgebene Mikrogliazellen und Astrozyten (Grafstein und

McQuarrie, 1978; Barron, 1983; Streit et al., 1989a; Kreutzberg, 1995b; Raivich et al., 1995,

1996; Kreutzberg und Raivich, 1999). Die Mikroglia reagiert auf unterschiedliche

Schädigungsmechanismen gleichförmig mit einer abgestuften, stereotypen Antwort (Raivich

et al., 1999). Ihre Aktivierung wird von der Produktion von proinflammatorischen Zytokinen,

Endothelveränderungen und der Rekrutierung von Immunzellen ins verletzte Gewebe

begleitet (Raivich et al., 1998b). Die Einheitlichkeit der Glia-Reaktion auf verschiede Noxen

deuten darauf hin, daß das Aktivationsprogramm stark konserviert und sein exakter Ablauf

wichtig für die Gewebserhaltung und Regeneration im zentralen Nervensystems ist. Ein

besseres Verständnis dieses hoch konservierten Programms kann eine rationale Basis für

eine gezielte, therapeutische Intervention bei Erkrankungen des Nervensystems legen.

1.3.1 Durchtrennung des Nervus facialis

Das breite Spektrum des Neuroglia-Aktivationsrepertoirs kann nach der Fazialis-

Durchtrennung in der Maus beobachtet werden. Im diesem gut charakterisierten Modell geht

die De- und Regeneration der Motoneuronen im Anschluß an die periphere Durchtrennung

des Nervus facialis mit einer zeitlich wohl definierten, stereotypen Antwort der Neuroglia im

motorischen Nervenkern mit starken Veränderungen der Zelladhäsion einher.

Zwei Tage nach der Durchtrennung beginnt die Mikroglia zu proliferieren, adhäriert an die

neuronalen Zellkörper und verdrängt die präsynaptischen, terminalen Neuritenendigungen

vom Zellkörper des Neurons in einem Prozeß, der "synaptic stripping" genannt wird

(Blinzinger und Kreutzberg, 1968). Nur in der Maus kommt es nach zwei bis drei Wochen zu
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Abbildung 3. Reaktion  im Kerngeb iet nach Durchtrennung  des Faz ialis-N erven
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einem späten Neuronenuntergang und der Bildung von Mikroglia-Knötchen um die

sterbenden Neurone, gefolgt von der Phagozytose des neuronalen Debris (Möller et al.,

1996) und einer Einwanderung von Lymphozyten aus dem Blut (Raivich et al., 1998b).

Später werden die aktivierten Mikrogliazellen von Astrozyten verdrängt, die die Neurone mit

mehreren Lamellen umschlingen und elektrisch isolieren (Chen, 1978; Graeber und

Kreutzberg, 1988). Es gehen aber nicht alle Neurone zugrunde, sondern ca. 80% überleben

und regenerieren wieder. Abbildung 3 (Seite 17) zeigt eine schematische Zusammenfassung

der Veränderungen im Nucleus facialis nach peripherer Axotomie. Obwohl die zelluläre

Reaktion im Nervenkern nach Fazialis-Durchtrennung gut beschrieben ist und starke

Veränderungen der Zelladhäsion auftreten, ist bislang wenig über die Beteiligung von

Integrin-Zelladhäsionsmolekülen an der posttraumatischen De- und Regeneration bekannt.

1.3.1.1 Neuronale Reaktion nach Fazialis-Durchtrennung

Nach der Durchtrennung des Nervus facialis geht der distale Teil des Axons durch

Wallersche Degeneration zugrunde. Auch proximal kommt es im Zellkörper rasch zu einer

Reaktion mit bis zu zweifacher Schwellung des Zellkerns, Verdrängung des Nukleolus an

den Rand und Auflösung der Nissl-Substanz (Nissl, 1894; Jessell, 1991). Ultrastrukturell

vermehren sich die Zellorganellen und besonders die zur Proteinsynthese befähigten

Ribosomen (Barron, 1983). Im Rahmen der Chromatolyse verändern sich auch

Zellmorphologie, Proteinsynthese und Nährstoffaufnahme (Grafstein und McQuarrie, 1978;

Singer und Mehler, 1986; Tetzlaff et al., 1988a; Graeber et al., 1989; Kreutzberg et al., 1990;

Bisby und Tetzlaff, 1992; Kreutzberg, 1995b; Guntinas-Lichius et al., 1996). Der

chromatolytische Zellkörper verliert seine Kontur und die synaptischen Endigungen anderer

Neurone werden im sog. "synaptic stripping" separiert (Blinzinger und Kreutzberg, 1968).

Auf molekularer Ebene werden die für die spezifische Funktion der Nervenzellen wichtigen

Molekülen verringert, z.B. die für die Neurotransmission benötigten synthetisierenden und

abbauenden Enzyme und postsynaptische Proteine (Kreutzberg et al., 1984; Tetzlaff et al.,

1988a; Nakayama et al., 1995). Statt dessen steigt der Synthese der strukturerhaltenden
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Eiweiße. Es kommt zur Vermehrung von in der Embryonalperiode schon einmal

aufgetretenen Wachstumsproteinen wie z.B. GAP-43 (Skene, 1989; Benowitz und Perrone-

Bizzozero, 1989; Miller et al., 1989; Tetzlaff et al., 1989, 1991; Saika et al., 1993; Palacios et

al., 1994). "Immediate early genes" und nukleäre Transkriptionsfaktoren wie c-jun, junB und

junD werden hochreguliert und sind wahrscheinlich an der veränderten Genregulation

beteiligt (Jenkins und Hunt, 1991; Herdegen et al., 1991; Haas et al., 1993).

Zusätzlich zu den strukturellen Veränderungen vermehren die axotomierten Neurone auch

eine große Anzahl von Signalmolekülen wie die Neuropeptide CGRP und Galinin (Streit et

al., 1989a; Haas et al., 1990; Dumoulin et al., 1992; Übersicht bei Raivich et al., 1995) sowie

die Stickstoffmonoxid synthetisierende NADPH-Diaphorase (Kreutzberg, 1963; Yu, 1994).

Über diese Botenstoffe können die Neurone mit ihrer Mikroumgebung interagieren.

Schließlich ändern die Neurone auch die Zelladhäsionsmoleküle an ihrer Oberfläche, z.B.

werden CD44 und der Integrin E3-Ligand Thrombospondin vermehrt exprimiert (Möller et al.,

1996; Jones et al., 1997). Über die so veränderten Adhäsionseigenschaften des Neurons

kann die Anheftung umgebener Zellen beeinflußt werden.

Während Spezies-spezifisch einige Neurone nach der Axotomie zugrunde gehen, gelingt

den meisten Nervenzellen die Regeneration. Sie treiben axonale Wachstumskegel aus und

können ihre Zielmuskeln reinnervieren (Sinatra und Ford, 1979; Soreide, 1981a, b; Vaughan,

1990; Ito und Kudo, 1994; Guntinas-Lichius et al., 1996; Ferri et al., 1998). Gegenwärtig ist

noch wenig über die Faktoren bekannt, die steuern, ob ein Neuron untergeht oder

regeneriert (Yu, 1989; Fawcett et al., 1998; Baumgartner und Shine, 1998; Angelov et al.,

1998). Insbesondere ist unklar, inwieweit Adhäsionsmoleküle an der Regeneration beteiligt

sind.

1.3.1.2 Astrozytäre Reaktion nach Fazialis-Durchtrennung

Die posttraumatische Reaktion im Nucleus facialis nach der Axotomie bleibt aber nicht auf

die Neurone beschränkt, sondern ergreift auch die benachbarten Mikrogliazellen und

Astrozyten. Die Signalmoleküle, die zur Glia-Aktivierung führen, sind Gegenstand großen
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wissenschaftlichen Interesses (Raivich et al., 1996). Die morphologische Reaktion und

molekulare Aktivierungsmarker der perineuronalen Mikrogliazellen und Astrozyten sind

besser bekannt und durchlaufen stereotypisch bestimmte Stadien (Raivich et al., 1999).

Die Astrozyten sind die häufigste Zellart im ZNS (Eddleston und Mucke, 1993). Im gesunden

Gehirn kommen die Astrozyten in zwei Hauptformen vor, stellarisiert-fibrillär und

protoplasmatisch. Die fibrillären Astrozyten finden sich fast ausschließlich in der weißen

Substanz und können leicht an ihrer starken Immunoreaktivität gegen das saure

Gliafaserprotein (GFAP) erkannt werden (Bignami et al., 1972). Die protoplasmatischen

Astrozyten dagegen finden sich fast exklusiv in der grauen Substanz, sind in der Regel

GFAP-negative und haben viele kurze Fortsätze mit großen, flappigen

Membranverzweigungen. Die komplette Membrankontur der protoplasmatischen Astrozyten

ist immunhistochemisch schwer sichtbar zu machen, Marker wie S100b und endotheliale

Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) können lediglich die proximalen Verzweigungen

darstellen (Cammer und Tansey, 1988; Gabbott und Bacon, 1996; Kloss et al., 1999; Didier

et al., 2000). Die zerebelläre Bergmann-Glia nimmt phänotypisch eine Mittelstellung

zwischen protoplasmatischer und fibrillärer Morphologie ein (Grosche et al., 1999). Sie hat

einen GFAP-positiven zentralen Fortsatz umgeben von GFAP-negativer Membran.

Tabelle II. Marker der Astrozytenaktivierung in der Maus nach Verletzung

protoplasmatische Astrozyten fibrilläre Astrozyten

Ruhezustand proximal: eNOS-IR1,2, S100b2

distal: –

proximal: eNOS-IR1,2, S100b3, GFAP 4

distal: GFAP 4

Aktivierung o stellar-fibrillär GFAPn 4, eNOS-IRn2

1 Gabbott und Bacon, 1996, 2 Kloss et al., 1999, 3 Didier et al., 2000, 4 Graeber und Kreutzberg, 1986; Tetzlaff et
al., 1988b

Nach peripherer Durchtrennung des Nervus facialis kommt es rasch zu einer Reaktion der

perineuronalen, protoplasmatischen Astrozyten im Nucleus facialis mit starken

Veränderungen der Morphologie und des Immunphänotypes (Tabelle II, Seite 20). Innerhalb

von 24 Stunden nach der Verletzung verändern die protoplasmatischen Astrozyten ihr
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Zytoskelett und steigern die GFAP-Synthese (Graeber und Kreutzberg, 1986; Tetzlaff et al.,

1988a, b). Innerhalb von 2 bis 3 Tagen werden sie zu voll stellarisierten, fibrillären Astrozyten

und steigern die Zytoskelett-assoziierte eNOS-artige Immunoreaktivität (Graeber und

Kreutzberg, 1986; Kloss et al., 1999). Obwohl die Astrozyten stark reagieren, vermehren sie

sich dabei nicht (Graeber et al., 1988c). Etwa 14 Tage nach der Fazialis-Durchtrennung

verdrängen die Astrozyten die Mikrogliazellen teilweise von der Oberfläche der axotomierten

Neurone und hüllen sie in einen Stapel von dünnen zytoplasmatischen Fortsätzen ein, was

zu funktioneller Ruhe für die Neurone führen kann (Graeber und Kreutzberg, 1988; Guntinas-

Lichius et al., 1997). Nach erfolgreicher Regeneration ziehen die Astrozyten die Fortsätze

teilweise wieder zurück, um den Axonendigungen den Kontakt zum Neuron wieder zu

ermöglichen (Raivich et al., 1999).

1.3.1.3 Mikroglia-Reaktion nach Fazialis-Durchtrennung

Die Mikroglia, ca. 10-20% der gesamten Neuroglia, wurde Anfang des letzten Jahrhunderts

von Pio del Rio-Hortega als dritter Zelltyp der Neuroglia beschrieben (del Rio-Hortega, 1919,

1932). Sie ist funktionell mit dem peripheren Makrophagen-Monozyten-System verwandt.

Obwohl es einige Diskussion über die Abstammung der Mikroglia gab und noch gibt, wird

heute allgemein angenommen, daß sie von peripheren Monozyten abstammt, die während

der Embryonalentwicklung durch die offene Blut-Hirn-Schranke in das Parenchym

eingewandert und dort seßhaft geworden sind (Ling, 1981; Jordan und Thomas, 1988;

Hickey et al., 1992; Ling und Wong, 1993; Eglitis und Mezey, 1997; Kurz und Christ, 1998).

Im ruhenden Zustand im normalen Gehirn (Stadium 0 der Mikroglia-Aktivierung; Raivich et

al., 1999) hat die Mikroglia einen relativ kleinen Zellkörper und streckt viele schlanke, lange

Fortsätze aus, die sich distal vielfältig verästeln (ramifizieren). In der weißen Substanz

orientieren sich die Mikrogliazellen am Verlauf der Nervenfasern, während sie in der grauen

Substanz eine stellare Morphologie haben und ca. ein Volumen von 30-40 Pm Durchmesser

abdecken (Compston et al., 1997). Wie seßhafte Makrophagen in anderen Geweben

scheinen sie an der Immunüberwachung des ZNS beteiligt zu sein; so exprimiert die
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Mikroglia konstitutiv den Komplement-Rezeptor 3 (CR3; Integrin DME2) und Rezeptoren für

den Fc-Teil von J-Immunglobulinen (Graeber et al., 1988a; Fishman und Savitt, 1989;

Akiyama und McGeer, 1990; Reid et al., 1993; Peress et al., 1993; Werner et al., 1998). Die

ruhende Mikroglia kann aber rapide aktiviert werden (Nissl, 1894; Merzbacher, 1909; del Rio-

Hortega, 1932). Die Aktivation drückt sich morphologisch in einem Anschwellen des

Zellkörpers, einer Verdickung der proximalen Fortsätze und einem Verlust der distalen

Ramifizierung aus. Kommt es zu einem Defekt der Blut-Hirn-Schranke deutet das Kräuseln

der Membran auf ein exploratives Verhalten hin, das vermutlich mit einer Änderung der

Zelladhäsionseigenschaften verbunden ist. Die Aktivierung durchläuft verschiedene Stadien,

die mit dem Auftreten bestimmter pathologischer Prozesse und der Regulation von

Oberflächen- und Zytoskelettproteinen einhergehen (Tabelle III, Seite 22; Definition und

Übersicht bei Raivich et al., 1999).

Tabelle III. Marker der Mikroglia-Aktivierung nach Verletzung

Stadium Marker

Stadium 0 Normales Gehirn FcJR, IgG, DME2

Stadium 1 Alarm IgGn, DME2n, ICAM1n, Tspn

Stadium 2 Zielfindung & Adhäsion MCSFRn, MHC1n, B7.2n, Vimn

Stadium 3a Phagozytose MHC1n, B7.2n, IgGn, DME2n, ICAM1n, Tspn

Stadium 3b Umgebungsaktivierung MHC1n, B7.2n, ICAM1n

0 bis 3 Immunantwort MHC2n, iNOSn

modifiziert nach Raivich et al., 1999

Im Alarm-Stadium (Stadium 1) kommt es innerhalb von 24 Stunden nach Aktivierung der

Mikroglia zu einem rapiden Anstieg der Immunoreaktivität für Immunmolekülen wie

Komplement-Rezeptor 3 (CR3), Immunglobulin G (IgG) und Zelladhäsionsmolekülen wie

Thrombospondin, ICAM1 und seinem Rezeptor, dem Integrin DME2 (Graeber et al., 1988a;

Möller et al., 1996; Raivich et al., 1998a; Werner et al., 1998). Über die veränderten

Adhäsionsmoleküle könnte der Kontakt der Mikroglia zu Immunzellen aus dem Blut
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hergestellt werden, deren Einwanderung im Alarm-Stadium so antizipiert werden kann

(Raivich et al., 1998a, b).

Im Zielfindungs-Stadium (Stadium 2) wandern die Mikrogliazellen zu den verletzen Neuronen

und adhärieren. Die Umstrukturierung des Zytoskeletts geht mit einer Vermehrung des

Vimentins und einem weiteren Verlust der Ramifizierung einher (Graeber et al., 1988b) und

scheint zu einer Mobilitätssteigerung der Mikroglia zu führen (Angelov et al., 1995). Die

Mikrogliazellen adhärieren an die axotomierten Neurone und verdrängen die

präsynaptischen Axonendigungen ("synaptic stripping"). Sie regulieren die Wachstumsfaktor-

Rezeptoren für den Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor (MCSF) und den

Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor (GMCSF) hoch und proliferieren

maximal (Raivich et al., 1991, 1994, 1998a). Die molekularen Signale, die die Proliferation

der Mikroglia steuern, sind immer noch zum großen Teil unklar (siehe 1.3.2). Die mitotische

Aktivität setzt schon früher, zwischen Tag 1 und 2 ein, wird aber 2 bis 3 Tage nach der

Durchtrennung des Nerven maximal und führt zu einer 4 bis 6-fachen Zunahme der

Mikroglia-Zellzahl. Jetzt werden auf den Mikroglia auch Proteine dargestellt, die bei der

Antigenpräsentation eine Rolle spielen, wie MHC1 und B7.2 (Streit et al., 1989c; Raivich et

al., 1993; Bohatschek et al., 1998).

Ohne eine weitere Neuronenschädigung (d.h. in Abwesenheit von phagozytierbarem

Material) kehren die Mikrogliazellen nun langsam wieder in ihren ursprünglichen,

ramifizierten Ruhezustand zurück. Tritt jedoch neuronaler Zelltod ein, werden die

Mikrogliazellen zu Freßzellen, die den neuronalen Debris phagozytieren (Stadium 3a). Oft

bilden sich Knötchen von mehr als 12 Mikrogliazellen, um die Reste der großen

Motoneurone abzuräumen (Streit und Kreutzberg, 1988; Möller et al., 1996). Die

Phagozytose bewirkt einen massiven Anstieg der Aktivierungsmarker der Stadien 1 und 2.

ICAM1 und Thrombospondin zeigen sogar jetzt nach vorangehendem Abfall eine zweite

Induktion auf den phagozytischen Knötchen (Möller et al., 1996; Werner et al., 1998). Für die

Regulation der Immunmoleküle FcJ-Rezeptor, B7.2, MHC1 und MHC2 in der Phagozytose

ergibt sich ein komplexes Bild mit beträchtlichen Unterschieden zwischen den
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Mikrogliazellen in der weißen und grauen Substanz und zwischen verschiedenen Spezies

(Übersicht bei Raivich et al., 1999). In den Mikrogliazellen der grauen Substanz in der Maus

kommt es zu einem Anstieg von FcJ-Rezeptor, B7 und MHC1, im Allgemeinen jedoch nicht

von MHC2 (Streit et al., 1989b; Bohatschek et al., 1998). Über diese Immunmoleküle können

die Mikroglia mit Lymphozyten interagieren, die im Zusammenhang mit dem neuronalen

Zelltod in das ZNS einwandern und mit den Knötchen der phagozytischen Mikroglia Kontakt

machen (Raivich et al., 1998b).

Zusätzlich zu der Aktivierung der Mikrogliazellen in den phagozytischen Knötchen kommt es

auch zu einer Reaktion der umgebenden, nicht-phagozytischen Mikroglia (Stadium 3b).

Diese umgebende Mikroglia reguliert MHC1 und B7.2 hoch. Im Falle von MHC1 erstreckt

sich diese Aktivierung 60-100 Pm um ein zentrales Mikrogliaknötchen. Für die

Umgebungsaktivierung ist die die Phagozytose begleitende Induktion von

proinflammatorischen Zytokinen wie Interleukin-1 (IL1) oder Tumornekrosefaktor-D (TNFD)

von Bedeutung (Raivich et al., 1999).

Alle Aktivierungsstadien finden sich auch bei floriden Entzündungsprozessen. Als

Besonderheit fällt hier jedoch der besonders starke Anstieg von MHC2 und induzierbarem

NOS (iNOS) auf. Diese Induktion scheint auf Lymphozyteneinfluß zurückzugehen und zur

Antigenpräsentation und der Bildung von zytotoxischem Peroxynitrit, einem Produkt aus

Stickstoffmonoxid (NO), zu führen (Raivich et al., 1999).

1.3.2 Lipopolysaccharide

Viele Moleküle, die bei der Mikroglia-Aktivierung induziert werden, sind Bestandteil der

Infektionsabwehr des Organismus, so kann z.B. der Kontakt von Lymphozyten zu der

Mikroglia über das Mikroglia-Integrin DME2 hergestellt und dann von der aktivierten Mikroglia

über hochregulierte Proteine wie B7.2, MHC1 und MHC2 Antigen präsentiert werden.

Zusätzlich kann die Mikroglia zytotoxische Substanzen bilden wie Sauerstoffradikale und

NO, das weiter zu Peroxynitrit verstoffwechselt werden kann (Banati und Kreutzberg, 1993;

Banati et al., 1993; Banati und Graeber, 1994; Kreutzberg, 1996). Insgesamt erscheint die
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Aktivierung die Mikroglia besonders gut zu einer verbesserten Bekämpfung von

einwandernden Infektionserregern zu befähigen (Raivich et al., 1999).

In diesem Sinne läßt sich die Mikroglia-Aktivierung besonders gut durch infektiöse Reize

auslösen (Andersson et al., 1992; Rinaman et al., 1993; Davis et al., 1994; Deckert-Schlüter

et al., 1994; Zielasek und Hartung, 1996; Schlüter et al., 1998; Deckert-Schlüter et al., 1999).

Es reichen sogar isolierte Zellwand-Bestandteile wie die Lipopolysaccharide (LPS) aus

Gram-negativen Bakterien für eine deutliche Mikroglia-Aktivierung aus. Beim Menschen

spiele diese löslichen Lipopolysaccharide (LPS) für das Fieber und den septischen Schock

eine wichtige Rolle (Mayer, 1998). In Nagern führt die Gabe von LPS in vivo zu einer

Induktion von Zytokinen und Mikroglia-Oberflächenmolekülen wie MHC1 und MHC2,

induzierbarer Stickstoffmonoxidsynthase und dem DM-Integrin (Xu und Ling, 1994; Buttini et

al., 1996; Ng und Ling, 1997; Jou et al., 1998; Garcion et al., 1998; Buttini et al., 1996). Es

werden also ähnliche Aktivierungsmarker induziert, wie sie auch auf der Mikroglia im

axotomierten Nucleus facialis beobachtet werden können (1.3.1.3), und das unterstreicht die

Stereotypie der Mikroglia-Aktivierung. Bislang ist nur wenig über die Regulation von

Zelladhäsionsmolekülen wie Integrinen bei der Reaktion des Gehirns auf LPS-Gabe bekannt.

In vorliegender Arbeit soll deshalb die Regulation von Integrinen im zentralen Nervensystem

nach peripherer LPS-Injektion in der Maus untersucht werden.

Ein zusätzlicher Vorteil der Mikroglia-Aktivierung mit LPS ist, daß sich dieses Modell leicht

auf die Zellkultur übertragen läßt, und dort die Reaktion in einem Zellsystem mit reduzierter

Komplexität untersucht werden kann. Ein Vergleich der Expressionsmuster von

Zelladhäsionsmolekülen nach Fazialis-Durchtrennung, nach LPS-Exposition in vivo und in

vitro ermöglicht die Einordnung des Aktivierungszustandes der Mikroglia bei den drei

Aktivierungsmodellen. Besonders interessant ist dabei das Staging der Mikroglia in Zellkultur

anhand der Integrin-Expression, weil sich durch die Immunotypisierung des

Aktivationszustandes der Zellen das Kulturexperiment zu der Situation in vivo in Bezug

setzen läßt.
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1.3.3 Signalmoleküle der Mikroglia-Aktivierung

In den letzten Jahren konnten erste Signalmoleküle für die stadienspezifische Aktivierung der

Mikroglia in vivo identifiziert werden (Raivich, 1997, 1999). Wichtige Hinweise für die

Bedeutung einzelner Botenstoffe gaben Untersuchungen an genetisch defizienten Tieren

(natürliche Mutanten und "Knockout" Mäuse). So findet sich im axotomierten Fazialis-Kern

bei homozygoten Tieren, die durch eine natürliche "frame shift" Mutation defizient für MCSF

sind (osteopetrotische Mäuse = op/op Mäuse), eine 70 bis 80% Reduktion der Mikroglia-

Proliferation und einer Abnahme der frühen Mikroglia-Aktivierungsmarker wie MCSFR und

Integrin DME2 (Raivich et al., 1994, 1996). Tiere, denen das Neurotrophin-3 (NT3) Gen fehlt,

zeigen eine defiziente Mikroglia-Aktivierung (Kahn et al., 1999). Das genetische Fehlen von

Rezeptoren für den Tumornekrosefaktor-D interferiert nach der Axotomie mit der Bildung der

phagozytischen Mikrogliaknötchen (Stadium 3a) und der Induktion der phagozytose-

assozierten Antigene wie MHC1, B7.2 und TSP (Bohatschek et al., 1998).

Interessanterweise beeinträchtigt eine Ausschaltung des Interleukins 6 (IL6) die Proliferation

von muriner Mikroglia, obwohl die Mikrogliazellen selbst keine Rezeptoren für dieses Zytokin

tragen (Klein et al., 1997). Ähnlich verhält es sich mit TGFE1. Trotzdem kommt es bei

genetischer Abwesenheit dieses Zytokins zu einem verringerten, Verletzung-induzierten

Anstieg der Adhäsionsmoleküle DME2 und ICAM1 auf der Mikroglia (Jones et al., 1998). Es

ist anzunehmen, daß diese Zytokine nicht direkt auf die Mikroglia wirken, sondern ihre

Effekte über andere Zellen vermittelt werden – bei IL6 möglicherweise über Neurone und

Astrozyten, die in vivo den IL6-Rezeptor tragen, und im Falle von TGFE1 könnten die

Neurone die Wirkung mediieren. Diese Beispiele veranschaulichen besonders deutlich die

komplizierte Interaktion der verschieden Zelltypen im Gehirn. Diese Vernetzung ist ein

prinzipielles Hindernis bei der Aufklärung der spezifischen Bedeutung einzelner

Signalmoleküle. Ein Mittel, die Komplexität des Zellsystems zu reduzieren, ist die

Untersuchung von Neuroglia in der Zellkultur.
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1.4 Steuerung der Mikroglia-Proliferation

Eines der hervorstechendsten Merkmale der Mikroglia-Aktivierung ist die posttraumatische

Proliferation. Die Vermehrung der Mikrogliazellen ist nicht nur ein wichtiger Bestandteil der

Neuroglia-Reaktion auf das indirekte Trauma der Fazialis-Durchtrennung (siehe 1.3.1.3),

sondern kommt in einer breiten Palette von Gehirnerkrankungen vor, einschließlich direkter

Gehirnschädigung, zerebrale Ischämie, Infektionen, autoimmunen und neurodegenerativen

Erkrankungen (Perry und Gordon, 1988; Dickson et al., 1993; Ohna et al., 1993; McGeer et

al., 1993; Giordana et al., 1994; Lassmann et al., 1994; Kreutzberg, 1996; Tornquist et al.,

1997; Norton, 1999). Wie die Mikroglia im gesunden Nervensystem behalten die meisten

proliferierenden Mikrogliazellen in der initialen Phase der posttraumatischen Glia-Reaktion

ihre ramifizierte Morphologie bei (Lawson et al., 1992; Ohna et al., 1993; Raivich et al., 1994;

Mander und Morris, 1996).

Eine wichtige Frage ist hierbei, welche Botenstoffe die Mikroglia-Proliferation steuern. In

einigen wenigen Studien ist es mit "knock-out" Mäusen oder direkter Injektion gelungen, die

Bedeutung von MCSF, GMCSF und IL3 als Mikroglia-Mitogene in vivo zu sichern (Giulian

und Ingeman, 1988; Raivich et al., 1994). Der weitaus größte Teil der Untersuchungen zur

Mikroglia-Proliferation stammt aber aus Zellkulturstudien. Neben den klassischen Mitogenen,

MCSF, GMCSF und IL3, deren Mitogenität auch in vivo gezeigt werden konnte, zeigen in

Kultur auch viele andere Substanzen, wie Interleukine und Wachstumsfaktoren, einen Effekt

auf die Mikroglia-Proliferation (Tabelle IV, Seite 28).
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Tabelle IV. Substanzen mit Einfluß auf die Mikroglia-Proliferation

Substanz Effekt Quelle
in vivo
MCSF Stimulation Raivich et al., 1994

GMCSF Stimulation Giulian und Ingeman, 1988

IL3 Stimulation Giulian und Ingeman, 1988

in vitro
MCSF Stimulation Giulian und Ingeman, 1988; Hao et al., 1990;

Sawada et al., 1990; Lee et al., 1993b, 1994
GMCSF Stimulation Giulian und Ingeman, 1988; Sawada et al.,

1990; Suzumura et al., 1990; Lee et al., 1994
IL1 Stimulation Lee et al., 1994

IL2 Stimulation (LPS-abhängig) Sawada et al., 1995

IL3 Stimulation Giulian und Ingeman, 1988; Suzumura et al.,
1990

IL4 Stimulation Suzumura et al., 1993a

IL5 Stimulation Ringheim, 1995

TNFD Stimulation Ganter et al., 1992; Théry und Mallat, 1993;
Lee et al., 1994

BDNF Stimulation Elkabes et al., 1996

NT3 Stimulation Elkabes et al., 1996

TGFE Inhibition Suzumura et al., 1993b; Xiao et al., 1996

TPA Stimulation Sawada et al., 1990

bFGF Stimulation Dipucchio et al., 1996

LPS Inhibition (adulte Mikroglia)
Stimulation (fötale Mikroglia)

Lee et al., 1994

E2-Rezeptor
Agonisten

Inhibition Fujita et al., 1998

Adenosin-Rezeptor
Agonisten

Stimulation Gebicke-Haerter et al., 1996

Propentofylline Inhibition Si et al., 1998

Eine Gemeinsamkeit dieser Studien besteht aber darin, daß durch die Kulturbedingungen die

Mikrogliazellen bereits in den Kontrollkulturen deramifizierten, aktivierten Makrophagen

ähneln. Hierin liegt das Problem dieser Studien, denn Makrophagen unterscheiden sich in

einer Reihe von Aspekten von der ramifizierten Mikroglia im normalen Gehirn, den Trägern

der frühen posttraumatischen Proliferation (Raivich et al., 1994). So finden sich u.a.

Unterschiede in der enzymatischen Aktivität (Suzumura et al., 1991), den

elektrophysiologischen Eigenschaften (Kettenmann et al., 1990; Schmidtmayer et al., 1994;

Eder et al., 2000) und dem zytoskelettären Aufbau (Perry und Gordon, 1988; Chamak und

Mallat, 1991; Ilschner und Brandt, 1996). Diese Differenzen haben die Frage aufgeworfen,

inwieweit die Resultate der Proliferationsbeeinflussung an Gehirnmakrophagenkulturen auf

die ramifizierte Mikroglia des ZNS rückschließen lassen.
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1.5 Mikroglia in der Zellkultur

In letzter Zeit sind Methoden zur Induktion der Ramifikation von Mikroglia in Zellkultur

beschrieben worden, unter anderem wurden Substanzen wie Retinoinsäure,

Dimethylsulfoxid (DMSO), Fibronektin, Makrophagen-Mitogene wie MCSF und GMCSF und

Überstand von LPS-konditionierten Astrozytenkulturen eingesetzt (siehe Tabelle V, Seite 29;

Giulian und Baker, 1986; Suzumura et al., 1991; Chamak und Mallat, 1991; Liu et al., 1994;

Giulian et al., 1995; Eder et al., 2000).

Tabelle V. Methoden zur Kultur von ramifizierten Mikrogliazellen

Methode Quelle

DMSO, Retinoinsäure Giulian und Baker, 1986

Fibronektin Chamak und Mallat, 1991

Kulturüberstand von Astrozyten Suzumura et al., 1991;
Eder et al., 2000

MCSF, LPS, gemischte Gliakulturen Liu et al., 1994

GMCSF Giulian et al., 1995

Astrozyten-Einzelzellschicht Sievers et al., 1994a

auf fixierten Astrozyten, in Astrozytenkultur-Überstand Tanaka und Maeda, 1996

Kulturüberstand von Endothelien Wilms et al., 1997

Vitamin E Heppner et al., 1998

Die einzige Methode, die vermeidet, den unstimulierten Kontrollkulturen a priori

unphysiologische Substanzen wie (DMSO) oder bekannte Makrophagen-Mitogene (MCSF,

GMCSF) zuzusetzen und verläßlich eine hohe Anzahl von ramifizierten Mikrogliazellen

liefert, besteht in der Kultur von stark ramifizierten Mikrogliazellen auf einer konfluenten

Einzelzellschicht von Astrozyten. Sie wurde zuerst von Sievers beschrieben (Sievers et al.,

1994a, b; Schmidtmayer et al., 1994; Wilms et al., 1997) und konnte mittlerweile in anderen

Laboratorien reproduziert werden (Tanaka und Maeda, 1996).

In der vorliegenden Arbeit soll zuerst die Expression von Integrin-Zelladhäsionsmolekülen in

normalen und stimulierten Kulturen mit dem intakten und verletzen Nervensystem in Bezug

gesetzt werden. Dann soll die Wirkung verschiedener Zytokine auf die Mikroglia-Proliferation
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in vitro untersucht werden.

1.6 Fragestellung der Arbeit

Eine Verletzung des zentralen Nervensystems geht mit einer Reaktion der Neurone, der

Astrozyten und der Mikroglia einher, die Veränderungen der Morphologie und eine

Reorganisation des Zellverbandes beinhaltet. Wichtige Voraussetzung für diese Plastizität ist

eine Modulierbarkeit der Adhäsionseigenschaften der Zellen. Über die Rolle der

Zelladhäsionsmoleküle bei der Reaktionen von Neuronen und Glia während De- und

Regeneration des Nervensystems ist bislang wenig bekannt. In der vorliegenden Arbeit wird

die Beteiligung von Integrin-Zelladhäsionsmoleküle an der Reaktion auf Verletzung des

zentralen Nervensystems immunhistochemisch quantifiziert. Besonderes Interesse gilt

hierbei der Rolle der Mikroglia-Aktivierung und der Steuerung ihrer Proliferation.

Im ersten Teil der Arbeit wird die Integrin-Expression im gesunden Gehirn und ihre

Veränderung nach Verletzung untersucht. Hierzu wurde das experimentell gut beschriebene

Modell der peripheren Durchtrennung des Nervus facialis und die periphere Injektion von

Lipopolysacchariden (LPS), einem Bestandteil Gram-negativer Bakterien, in der Maus

gewählt. Die stereotype Reaktion der Mikroglia soll in den beiden Modellen verglichen und

aus der Lokalisation sowie der zeitlichen und Zelltyp-spezifischen Messung der Integrin-

Expression Rückschlüsse auf eine mögliche Funktion der Integrine gezogen werden.

Schließlich soll die Komplexität des lebenden Organismus reduziert werden und in der

Zellkultur der Effekt von Stimulation auf die Integrin-Expression und die Proliferation von

Mikrogliazellen untersucht werden. Sievers et al. haben 1994 eine Methode beschrieben,

ramifizierte Mikroglia zu kultivieren, die morphologisch der Mikroglia im ruhenden Gehirn

gleicht (Sievers et al., 1994a). Der Aktivierungszustand dieser ramifizierten Mikrogliazellen

soll zuerst anhand eines Vergleiches des Integrin-Expressionsmusters in normalen Kulturen

bzw. nach LPS-Gabe mit der Mikroglia im gesunden und verletzten ZNS bestimmt werden.

Letztlich soll in den so definierten Mikrogliakulturen, die Beeinflußbarkeit der Proliferations

durch verschiedene Zytokine untersucht werden.
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2 Methoden und Materialien

Erstes Ziel der vorliegenden Arbeit war die Aufklärung des Vorkommens von Integrinen im

zentralen Nervensystem der Maus und ihre Rolle bei der Mikroglia-Reaktion in der De- und

Regeneration. In einem ersten Schritt wurde die Integrin-Expression im gesunden und

verletzten Nervensystem der Maus untersucht (2.1). Als Verletzungsmodelle wurde die

Fazialis-Durchtrennung gewählt, hier sind die neuropathologischen Veränderungen im

Nucleus facialis nach Durchtrennung des Nervus facialis besonders gut bekannt. Als

ergänzendes Modell wurde die Integrin-Expression nach peripherer Gabe von

Lipopolysacchariden (LPS), einem Zellwandbestandteil Gram-negativer Bakterien

untersucht. Zur Vereinfachung der komplexen Verhältnisse im neuralen Gewebeverband

wurden ramifizierte Mikrogliazellen in Kultur untersucht (2.2.1) und dabei das

Aktivierungsstadium anhand der Integrin-Expression in unstimulierten Kulturen und nach

LPS-Stimulation bestimmt (2.2.2). Schließlich wurde die Wirkung verschiedener Zytokine auf

die Proliferation der ramifizierten Mikrogliazellen in Kultur untersucht (2.2.3).

2.1 Integrine im gesunden und verletzten Nervensytem

Die Integrin-Expression im gesunden und verletzten Nervensystem wurde im Gehirn von

C57/BL6 Mäusen untersucht. Zur Bestimmung der Integrine wurden ausschließlich

monoklonale Antikörper aus Hybridomzellen von Ratten oder Hamstern gegen Integrin-

Untereinheiten von Mäusen benutzt (Tabelle VIII, Seite 68). Polyklonale Antiseren,

beispielsweise aus dem Kaninchen, zeigen neben der spezifischen Bindung an das Antigen

regelmäßig eine starke Affinität zu Neuronen im Mäusehirn. Diese Färbung tritt auch bei

Seren von nicht immunisierten Kaninchen auf und erschwert die Identifizierung und Messung

des gesuchten Proteinen erheblich bis hin zur Unmöglichkeit eines sicheren Nachweises mit

dieser Methode. Dieses Problem tritt bei monoklonalen Antikörpern aus Ratte und Hamster

nicht auf, deshalb sind in dieser Arbeit ausschließlich monoklonale Antikörper für die

Integrin-Erkennung in der Maus verwendet worden.

Zuerst mußte sichergestellt werden, daß die kommerziell erhältlichen Antikörper unter den
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gewählten Versuchs-Bedingungen (Tierstamm, Fixationsmethode, Nachweissystem) auch

spezifisch die Antigene erkennen. Dazu wurde als Positivkontrolle für die Integrin-Antikörper

die Milz gewählt. Sie besteht zum großen Teil aus Bindegewebe und Blutzelle, auf denen

alle bekannten Integrin-Untereinheiten vorkommen. Nach der Titration der Integrin-Antikörper

in der Milz (2.1.3.1) wurde die Integrin-Expression im Kleinhirn und Hirnstamm, und ihrer

Veränderung nach Durchtrennung des Nervus facialis (2.1.3.2) oder systemischer Injektion

von Lipopolysacchariden (2.1.1.2) untersucht und quantifiziert. Dann wurden die

immunoreaktiven Zellen mit Immunfluoreszenz-Doppelfärbungen (2.1.5) oder

Immunelektronenmikroskopie (2.1.6) weiter charakterisiert und der Verlauf des relativen

Färbefaktoren (RISC) der Integrin-Antikörper im Nucleus facialis nach Durchtrennung des

Nerven immunhistochemisch auf den einzelnen Zellarten mit konfokaler Laser-Scanning-

Mikroskopie quantifiziert (2.1.5).

2.1.1 Tiermodelle

2.1.1.1 Durchtrennung des Nervus facialis

Eine Fragestellung dieser Studie war die Charakterisierung der Integrin-Expression auf

hirneigenen Zellen im ruhenden ZNS und nach Verletzung. Die meisten Tiermodelle für

Hirnverletzungen (z.B. direktes Trauma, Ischämie, Infektionen oder allergische

Enzephalomyelitis) zerstören örtlich die Blut-Hirn-Schranke und sind dadurch mit dem

Problem der frühen Einwanderung von Blutmakrophagen ins Hirngewebe belastet (Dickson

et al., 1993; McGeer et al., 1993; Lassmann et al., 1994). Diese Blutzellen zeigen in ihrem

Antigenprofil eine weitgehende Übereinstimmung und können sehr schwer von der

residenten, aktivierten Mikroglia unterschieden werden (Perry und Gordon, 1988; Graeber et

al., 1990; Perry et al., 1991; Williams et al., 1992; Kreutzberg, 1996). In dieser Arbeit wurde

dieses Problem durch das Tiermodell der Fazialis-Durchtrennung vermieden. Da hierbei die

Verletzungsstelle außerhalb des zentralen Nervensystems liegt, tritt keine Einwanderung von

Makrophagen oder Granulozyten ins ZNS auf, noch wird die Blut-Hirn-Schranke für
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Tabelle VI. Vorteile der Fazialis-Durchtrennung für das Studium Glia-Aktivierung

•  keine frühe Einwanderung von Blutmakrophagen Æ eindeutige Identität der Mikroglia

•  relativ großer, scharf umrissener Nucleus facialis (0,7 mm3) Æ genügend

Untersuchungsmaterial für quantitative Studien

•  ausschließlich Motoneurone, keine Interneurone; alle Neurone werden axotomiert

•  endogene Kontrolle im kontralateralen Nucleus facialis

•  morphologische Sequenz der Aktivierung ist sehr gut bekannt

•  partielle Regeneration mit Reinnervation der Gesichtsmuskulatur

•  Nervenzelltod mit Phagozytose

•  hohe Inzidenz von Facialisparesen Æ klinischer Bezug

Serumproteine durchlässig (Kreutzberg, 1996; Werner et al., 1998). Somit ist die

Untersuchung der spezifischen Aktivierung hirneigener Zellen in diesem Modell gut möglich.

Es hat aber noch andere experimentelle Vorteile. Der Nucleus facialis der Maus ist eindeutig

vom umgebenden Hirnstamm abgrenzbar, mit 0,7 mm3 der größte, motorische

Hirnnervenkern und liefert genug Gewebe für quantitative, immunhistochemische Studien. Er

enthält ausschließlich motorische Neurone, die zudem alle gleichzeitig durch einen einzigen

Schnitt verletzt werden können. Gleichzeitig ist in jedem Gehirnschnitt mit dem unverletzten,

kontralateralen Nucleus facialis eine endogene Negativkontrolle vorhanden. Ferner ist das

Modell für die zeitlich wohl definierte und charakterisierte Sequenz der zellulären

Veränderungen bekannt, die zu einer erfolgreichen Regeneration mit Reinnervation der

Gesichtsmuskulatur und der Muskulatur der langen Whisker-Barthaare führt (Abbildung 4;

Seite 34;  Kreutzberg, 1996; Raivich et al., 1996, 1999). Auf der anderen Seite tritt aber bei

der Maus auch später Tod von Nervenzellen auf und führt zu einer spezifischer

Einwanderung von Lymphozyten und Aggregation an Knötchen von phagozytischer Mikroglia

(Möller et al., 1996; Raivich et al., 1998b; Werner et al., 1998). Letztlich hat das Tiermodell

Fazialis-Durchtrennung wegen der Inzidenz von Fazialis-Paresen bei neurologischen
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Abbildung 4. Anatomie des N ervus facialis

Patienten auch eine hohen klinische Relevanz.

Die Durchtrennung des Fazialis-Nerven1 erfolgte an erwachsenen, 3 Monate alten Mäusen

(Charles River). Die Tiere wurden im Äthertopf tief narkotisiert. Während der Operation

atmeten die Mäuse selbständig Raumluft oder bei Bedarf durch eine Maske mit einer in

Äther getränkte Watte. Zuerst wurde die mit Alkohol desinfizierte Haut kaudal des rechten

Ohres ausrasiert und eingeschnitten. Das unterliegende Bindegewebe wurde stumpf

gespreizt, der rechte Nervus facialis dargestellt und kurz nach seinem Austritt aus dem

Foramen stylomastoideus durchtrennt. Dabei wurde besondere Obacht gegeben, auch den

Ramus auricularis posterior zu durchschneiden, der wegen seines frühen Abganges vom

Nervenstamm dem ungeübten Operateur leicht entgehen kann (Abb. 4, Seite 34). Schließlich

                                               

1 Vor allen Tierversuchen erging eine Genehmigung der Tierschutzbehörde der Regierung von

Oberbayern (AZ 211-2531-10/93 und AZ 211-2531-37/97).
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wurde die Haut geklammert und das Erwachen der Mäuse aus der Narkose abgewartet.

2.1.1.2 Systemische Injektion von Lipopolysacchariden

Als die Fazialis-Durchtrennung ergänzendes Tiermodell der Glia-Aktivierung wurde die

Integrin-Regulation nach der systemischen Injektion von Lipopolysacchariden (LPS)

untersucht. LPS ist ein Bestandteil der Zellwand Gram-negativer Bakterien. Freies LPS führt

im Körper zu einer systemischen Entzündung mit Fieber und begleitender vegetativer

Reaktion (Saper, 1998; Luheshi, 1998). Wegen der subkutanen Injektion erfolgt auch bei

diesem Modell kein direkter Eingriff ins ZNS mit mechanischer Zerstörung der Blut-Hirn-

Schranke (BHS). In einigen anatomischen Regionen ist die BHS aber unvollständig

ausgebildet, so erfüllt zum Beispiel die Area postrema mit fehlender BHS die Funktion eines

Chemosensors und die Gliazellen der Area postrema sind schon im gesunden Gehirn durch

den steten Serumkontakt leicht aktiviert (Heck, 1990; Broadwell und Sofroniew, 1993;

Pedersen et al., 1997). Außerdem scheint eine gewisse Permeabilität durch die Blut-Hirn-

Schranke für Moleküle wie Interferon-J und LPS auch im normalen Gehirn zu existieren

(Grau et al., 1997). Nach systemischer LPS-Injektion läßt sich somit in einem Gewebsschnitt

eine Dosis-Wirkungsbeziehung des LPS auf Integrin-Expression ableiten und mit gesunden

Tieren vergleichen. Als weiteren Vorteil ist das LPS-Modell auch nahe an den

Humanpathologie, z.B. beim Zerfall Gram-negativen Bakterien im septischen Schock.

Tabelle VII. Vorteile des LPS-Injektionsmodells

•  kein direkter Eingriff ins ZNS mit lokaler Zerstörung der Blut-Hirn-Schranke

•  hochpotentes, dosierbares Stimulans des Monozyten-Makrophagen-Systems

•  nahe an der Pathophysiologie des septischen Schocks

•  leicht in die Zellkultur übertragbar

Für die LPS-Stimulation wurden 3 Monate alte Mäuse (Charles River) kurz im Äthertopf

narkotisiert, dann einmalig LPS (Sigma) in 1 ml Phosphat-gepufferter Kochsalzlösung (PBS)
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subkutan unter die Nackenhaut injiziert und die Tiere nach zwei Tagen getötet. Um die

Wirkung vom LPS zu titrieren, wurde in einem Vorversuch LPS-Dosen von 1 Pg, 10 Pg,

100 Pg, 1 mg und 3 mg pro Tier verabreicht. Später wurde dann eine Dosis von 100 Pg

gewählt, weil die Mikroglia-Stimulierung bei dieser Dosis bereits maximal war (Abbildung 21,

Seite 87).

2.1.2 Gewebsentnahme für lichtmikroskopische Immunhistochemie

Für die lichtmikroskopische Immunohistochemie wurden die Mäuse nach definierten

Überlebensperioden in Diäthyl-Äther getötet, für das Fazialismodell 4 Tiere am Tag 1, 4

Tiere am Tag 2, 5 Tiere am Tag 4, 4 Tiere am Tag 7, 4 Tiere am Tag 14, 4 Tiere am Tag 21,

5 Tiere am Tag 42 nach der Operation und 4 nicht operierte Tiere als Kontrolle (Tag 0). Für

die LPS-Versuche wurden 4 LPS und 4 nur mit dem Vehikel PBS injizierte Tiere 2 Tage nach

der Stimulation geopfert. Unmittelbar nach Todeseintritt der Tiere, wurde der Herzbeutel

eröffnet und der rechte Ventrikel kanüliert. Dann wurden 200 ml isotone Phosphat-gepufferte

Kochsalzlösung (PBS) und dann 200 ml 4% Paraformaldehyd (in PBS) mit einer

peristaltischen Pumpe und einer Geschwindigkeit von 40 ml/min transkardial perfundiert, um

Blutzellen und -bestandteile aus dem Gefäßsystem herauszuspülen. Das rechte Herzohr

wurde für den Austritt der Perfusionslösungen eingeschnitten. Dann wurde der Hirnstamm

und die Milz entnommen und 2 Stunden in 1% Paraformaldehyd (in PBS) auf einem Drehrad

bei 4ºC nachfixiert, das Gewebe über Nacht bei 4ºC auf dem Drehrad in 30% Saccharose (in

1 mm PB) zum Gefrierschutz eingelegt und schließlich auf Trockeneis eingefroren und im

Gefrierschrank bei -80ºC bis zur weiteren Verwendung gelagert. Das Gewebe wurde dann

mit einem Kryostaten (Reichert-Jung, Med. 2700, Frigocut) bei einer Kammertemperatur von

-20ºC und einer Objekttemperatur von -10ºC in 20Pm dicke Schnitte geschnitten, auf

warmen, mit 0,5% Gelatine beschichteten Objektträgern aufgefangen, sofort wieder auf

Trockeneis gefroren und bei –80ºC bis zum weiteren Gebrauch gelagert.
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2.1.3 Titration der Integrin-Antikörper mit DAB-Immunhistochemie

2.1.3.1 Titration in der Milz

Auf Blutzellen ist die Expression einer Vielzahl von Integrin-Untereinheiten beschrieben.

Deshalb diente die zum großen Teil aus Blutzellen bestehende Milz als Positivkontrolle für

den Nachweis von Integrinen mit monoklonalen Antikörper. Um die optimalen Bedingungen

für die Immunhistochemie zu ermitteln, wurden für jeden primären Antikörper 7

Verdünnungen, 1:25, 1:100, 1:400, 1:1.600, 1:6.400, 1:25.000 und 1:100.000 sowie eine

Negativkontrolle, jeweils mit und ohne Azetonvorbehandlung des Gewebes eingesetzt,

insgesamt also für jeden Antikörper 16 Milzschnitte. Tabelle VIII (Seite 68) gibt eine

Übersicht über die Antikörper in dieser Studie. Abbildung 5a (Seite 39) zeigt die

immunhistochemische Nachweismethode schematisch.

Die Schnitte wurden 10 Minuten an der Luft aufgetaut und getrocknet und dann 5 Minuten in

4% Paraformaldehyd (in PB) fixiert, dabei wurde das Gewebe kovalent an den gelatinierten

Objektträger gebunden, anschließend wurde das Paraformaldehyd in PB ausgewaschen und

die eine Hälfte der Schnitte in einer Azeton-Reihe entfettet (2 Minuten in 50% Azeton in Aqua

dest., 2 Minuten 100% Azeton, 2 Minuten 50% Azeton in Aqua dest., 2 Minuten PB, 2

Minuten PB und dann in PB/BSA (PB mit 1g/l Rinderalbumin), die andere Hälfte wurde direkt

in PB/BSA überführt. Alle Schnitte wurden zum Absättigen unspezifischer Bindungsstellen 30

Minuten in PB mit 5% Ziegenserum bei RT inkubiert. Anschließend wurde das Ziegenserum

abgenommen und der primäre Antikörper in der jeweiligen Verdünnung (in PB/BSA) oder nur

PB/BSA als Negativkontrolle zugesetzt und über Nacht bei 4ºC inkubiert.

Der primäre Antikörper wurden mit einem biotinylierten, sekundären Antikörper von der Ziege

nachgewiesen. Als sekundäre Antikörper (siehe Tabelle X, Seite 69) wurden Antiseren

verwendet, die Immunglobuline derjenigen Wirtstiere erkennen, in denen die primären

Antikörper hergestellt sind (hier also Immunglobuline aus Ratte oder Hamster). Die

sekundären Antikörper wurden 30 Minuten mit normalem Mäuseserum präinkubiert um

Kreuzreaktivität der sekundären Antikörper gegen Maus-Immunglobuline abzubinden und so
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Abbildung 5. Immunh istochemische Nachweismethoden

im Schnitt zu vermeiden. Der präinkubierte,

sekundäre Antikörper wurde in PB/BSA mit

5% Ziegenserum 1:100 verdünnt. Die

Schnitte wurden nun gründlich in PB/BSA,

PB, PB und PB/BSA gewaschen und dann in

den präinkubierten, endverdünnten,

sekundären Antikörpern 1 Stunde bei RT

inkubiert und wieder gründlich in PB/BSA,

PB/BSA, PB und PB gewaschen. Der

Komplex aus biotinylierten, sekundären

Antikörper, primären Antikörper und

gesuchtem Integrin (Abbildung 5a, Seite 39)

wurde nun mit dem Avidin-Biotin-

Peroxidasesystem sichtbar gemacht, bei dem

an den biotinylierten Antikörper über eine

Biotin-Avidin-Biotin-Brücke eine biotinylierte Peroxidase gebunden wird. Die Peroxidase

oxidiert dann gelöstes 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) unter Reduktion von H2O2. Das oxidierte

Diaminobenzidin polymerisiert und bildet einen hochgradig unlöslichen, rot-bräunlichen

Niederschlag (Abbildung 6, Seite 39; Graham und Karnovsky, 1965; Sternberger, 1986).

Abbildung 6. Niedersch lagsreaktion  des 3,3'-Diaminobenzidins (D AB)

Für die ABC-DAB-Reaktion wurden die Schnitte zuerst 1 Stunde lang in ABC (Vector,

Lösung A 1:125 und Lösung B 1:125 in PB, 30 Minuten vor Gebrauch angesetzt) inkubiert,

dann das ABC gründlich in PB, PB, PB und PBS ausgewaschen, schließlich wurde die

Reaktion durch Zusatz vom DAB (0,5 mg/1 ml in PBS; filtriert) mit H2O2 (1:3000 verdünnt)

gestartet und nach 5 Minuten in Aqua dest. abgestoppt und gewaschen. Die Schnitte wurden

nun in einer Alkoholreihe (jeweils 1 Minute in Ethanol 70%, 70%, 90%, 95%, 100%, 100%;

Isopropanol 100%; Xylol 100%, 100%) entfettet und mit DEPEX eingebettet.

Auch endogene Peroxidasen im Schnitt können DAB oxidieren, ihre Aktivität konnte in der
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Negativkontrolle beurteilt werden. Der Schnitt mit dem besten Signal-Rausch-Verhältnis

zeigte die optimale Konzentration des Antikörpers.

2.1.3.2 Titration im Gehirn

Um die optimale Verdünnung der Integrin-Antikörper für Immunhistochemie im Gehirn zu

bestimmen, wurde die in der Milz gefundene, optimale Verdünnung als Basis benutzt und

dann für jeden Antikörper 2 bis 3 angrenzende Verdünnungen getestet. Für die Antikörper,

die in der Milz keine Immunoreaktivität zeigten, wurden Verdünnungen von 1:100, 1:1.000

und 1:6.000 verwandt. Es wurden für jeden Antikörper Schnitte durch den Hirnstamm jeweils

vom Tag 3, 7 und 14 nach Durchtrennung des Nervus facialis benutzt, auf denen auch das

Kleinhirn angeschnitten war.

Die Schnitte wurden dem -80ºC-Gefrierschrank entnommen, aufgetaut, in Aqua bidest.

rehydriert und unter einem binokularen Mikroskop auf den gelatinierten Objektträgern in

Aqua bidest. ausgebreitet um Falten- und Luftblasenbildung im Schnitt zu vermeiden. Dann

wurden die Schnitte 5 Minuten an der Luft getrocknet und dann 5 Minuten in 4%

Paraformaldehyd (in PB) fixiert. Anschließend folgte die gleiche Prozedur wie bei der

Immunhistochemie in der Milz nach der Fixierung unter 2.1.3.1 beschrieben, wobei nur das

Gewebe für diejenigen Antikörper mit Azeton behandelt, für die auch in der Milz die

Azetonbehandlung für das optimale Resultat nötig war. Wieder wurde für die optimale

Verdünnung jedes Antikörpers der Schnitt gesucht, der das beste Signal-Rausch-Verhältnis

zeigte. Jetzt konnte an den benutzten Tagen 3, 7 und 14 nach Fazialis-Durchtrennung der

Unterschied in der Färbung im operierten Nucleus facialis und dem als Kontrolle dienenden

kontralateralen Nucleus facialis untersucht werden.

2.1.4 Zeitverlauf der Integrin-Immunoreaktivität mit DAB/Co/Ni-Immunhistochemie

Einige Integrine zeigten ein unterschiedliches Färbemuster im operierten gegenüber dem als

Kontrolle im selben Schnitt dienenden kontralateralen Nucleus facialis. Der Zeitverlauf der

Immunoreaktivität dieser Integrin-Untereinheiten im Nucleus facialis wurde nun in einer DAB-
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Niederschlagsfärbung lichtmikroskopisch quantifiziert.

2.1.4.1 Lichtextinktion der digitalen Kamera

Um die Stärke einer Färbung mit einer digitalen Kamera quantifizieren zu können, ist es

notwendig zu wissen, wie der mathematische Zusammenhang zwischen Abschwächung des

durch den Gewebsschnitt tretenden Lichtstrahls und der resultierenden optischen Lichtwerte

(OLV) der digitalen Kamera ist. Dazu wurde ein leerer Glasobjektträger mit einem Graufilter

bezogen. Dann wurde die Kante des Filters in die Mitte des Bildausschnittes der Kamera

eingestellt, die Mittelwerte der optischen Lichtwerte im Bereich des Parafilms (OLVFilter) und

des leeren Objektträgers (OLVLeer) im selben Gesichtsfeld bestimmt und die Extinktion (H) =

OLVFilter : OLVLeer des Graufilters berechnet. Die Beleuchtungsspannung wurde dann variiert

und der Extinktionskoeffizient (H) gegen OLVLeer graphisch aufgetragen (Abbildung 7, Seite

41).
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Abbildung 7. Kennline der  Lichtextinktion in der L ichtmikroskop ie

Der Extinktion (H) variiert über einen weiten Bereich (48 bis 250) nur wenig und kann hier als

näherungsweise als konstant betrachtet werden. Es gilt also für diesen Bereich:
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H = OLVFilter : OLVLeer = konstant (1)

Wenn das Licht von mehreren, gleichen, in Reihe geschalteten Filtern abgeschwächt wird,

kann der optische Lichtwert nach f Filtern wegen der Konstanz von H im Meßbereich als

Funktion von f ausgedrückt werden:

OLV (1) = H OLV (0), (mit OLV (f=1) = OLVFilter, OLV (f=0) = OLVFilter) (2)

OLV (f) = H OLV (f-1), (3)

Aus (2) und (3) ergibt sich durch vollständige Induktion:

OLV (f) = Hf OLV (0), (4)

Im Experiment wird der OLV gemessen und f gesucht. Umformung von (4) ergibt:

OLV (0) - 1
f =  k  x  ln FFFFFFF (mit k = FFF ) (5)

OLV (f) ln H

In vorliegender Arbeit ist die Konzentration des Farbstoffes (Färbestärke) aufgrund seiner

physikalisch-chemischen Eigenschaften seiner Filterwirkung proportional. OLV(0) ist der

optische Lichtwert der Referenz (Hintergrund) und OLV(f) der Lichtwert der zu messenden

Färbung. Es gilt

OLVReferenz

Färbestärke   ~   ln FFFFFFFFFFFFFFFF (6a)
OLVzu messende Färbung

In dieser Arbeit treten nur relativ kleine Unterschiede der OLV auf. Für diese kleinen Zahlen,

ist die Differenz der Werte annähernd dem Logarithmus ihres Quotienten proportional und

damit kann näherungsweise berechnet werden:

Färbestärke ~ OLVReferenz – OLVzu messende Färbung (6b)

Zusammenfassend, lassen sich mit den Formeln (6) die Stärken zweier Färbungen auf dem

Verhältnisniveau vergleichen. Diese Vergleichbarkeit ist in vorliegender Arbeit die Grundlage

für die Messung aller Niederschlagsfärbungen.

2.1.4.2 Immunhistochemie mit der DAB/Co/Ni-Methode

Für die Messung wurden die Schnitte wie unter 2.1.3.2 beschrieben immunhistochemisch

gefärbt, mit dem einzigen Unterschied, daß der DAB-Reaktion außer H2O2 (1:3000 verdünnt)
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noch 0,25 g/l CoCl2 und 0,2 g/l NiSO4 zugesetzt wurden. Die Kobalt- und Nickelionen

chelatieren das polymerisierte DAB, intensivieren die Niederschlagsfarbe und geben ihr

einen blau-schwarzen Ton, ohne die Hintergrundsfärbung zu erhöhen (Hsu und Soban,

1982). Je nach gesuchten Antigen wurde das Gewebe gegebenenfalls mit Azeton

vorbehandelt. Die Antikörper wurden gemäß der in der Milz bestimmten, optimalen

Verdünnung eingesetzt (siehe 2.1.3.2; Tabelle VIII, Seite 68).

2.1.4.3 Messung der Färbeintensität, MEAN-SD Algorithmus

Um den Zeitverlauf der Gesamtimmunoreaktivität im Nucleus facialis zu untersuchen,

wurden jeweils 4 Schnitte vom Tag 0, 4 Schnitte vom Tag 1, 4 Schnitte vom Tag 2, 5

Schnitte vom Tag 4, 4 Schnitte vom Tag 7, 4 Schnitte vom Tag 14, 4 Schnitte vom Tag 21, 5

Schnitte vom Tag 42 nach der Fazialis-Durchtrennung gefärbt. Die Schnitte wurden nun in

einem Zeiss Axiophot Mikroskop bei einer konstanten Beleuchtungsspannung mit einem 2,5x

Objektiv und einer Sony 89B CCD Kamera (Model CX-77CC) aufgenommen. Diese Kamera

hat eine Auflösung von 640 x 400 Bildpunkten und liefert pro Bildpunkt (Pixel) einen optische

Lichtwert (OLV) von 0-255. Das digitalisierte Bild wurde mit einen Rechner und einer Image

Technology OFG Card (VP-1100-768) in das Bildverarbeitungsprogramm OPTIMAS 6.1

eingelesen. Nun wurde der Nucleus facialis als Auswertungsgebiet (ROI) markiert und

Mittelwert und Standardabweichung der Pixel-OLV im ROI von OPTIMAS nach der

Maximum-Likelihood-Methode geschätzt.

Als Maß für die Stärke der Färbung, wurde die Färbeintensität mit dem MEAN-SD-

Algorithmus berechnet. Die Zusammenfassung des Mittelwertes und der

Standardabweichung liefert besonders stabile und zuverlässige Ergebnisse für die

Quantifizierung von Immunhistochemie (Möller et al., 1996). Als Ausgangsbasis des

Algorithmus dient der Mittelwert und die Standardabweichung der OLV im ROI eines

Schnittes, ein OLV von 0 bedeutet dabei minimale Lichtintensität, also maximale Färbung

(schwarz) und 255 maximale Lichtintensität, also keine Färbung (weiß). Ein gleichmäßiger

Anstieg der Stärke der Färbung macht sich in einem gleichmäßigen Abfall des optischen
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Lichtwertes (OLV) und damit des mittleren OLV bemerkbar. Es ist aber auch möglich, daß

nur wenige Pixel einen sehr deutlich Färbeanstieg zeigen, subjektiv entspricht auch dieses

Reaktionsmuster einer stärkeren Färbung. Der Mittelwert sinkt wegen der geringen Zahl der

beteiligten Pixel nur wenig ab, in diesem Fall bewirkt aber der Färbeanstieg einen starken

Anstieg der Standardabweichung der OLV. Da sich also Mittelwert und die

Standardabweichung bei ansteigender Färbung gegenläufig verhalten, dient Mittelwert minus

Standardabweichung (MEAN-SD) als Maß für die Färbung (Möller et al., 1996). Zum Schluß

wird diese Differenz noch von 255 subtrahiert und dann Färbeintensität (FI) genannt, damit

steigt mit steigender Färbung auch die FI an. Es ergibt sich also folgende Formel für den

MEAN-SD Algorithmus:

Färbeintensität (FI) = 255 – (Mittelwert – Standardabweichung),

wobei hier 255 der maximale OLV ist und sich Mittelwert und Standardabweichung auf den

Auswertungsbereich (ROI) beziehen.

2.1.4.4 Statistische Auswertung des Zeitverlaufs der gesamten Integrin-

Immunoreaktivität

Zur Errechnung der Färbestärke in diesem Experiment wurde nun zu definierten Zeitpunkten

nach Fazialis-Durchtrennung die Färbeintensität (FI) des operierten und kontralateralen

Fazialis-Kerns bei 4 bis 5 Schnitten von verschiedenen Tieren nach dem MEAN-SD

Algorithmus berechnet, dann die Mittelwerte der Färbeintensitäten getrennt für die operierten

und die kontralateralen Seiten gebildet, graphisch aufgetragen und schließlich mit einem

gepaarten t-Test bei einem Signifikanzniveau von 5% auf statistische signifikanten

Unterschied getestet (siehe Abbildung 15, Seite 76). Die Berechnung wurde durch das

Programmieren einer Makrofamilie in OPTIMAS teilautomatisiert. Die Daten wurden von

OPTIMAS nach EXCEL exportiert und dort statistisch ausgewertet.
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2.1.5 Zelluläre Lokalisation und Zeitverlauf der Integrin-Immunoreaktivität mit

Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen und konfokaler Laser-Scanning-

Mikroskopie

Mit der DAB-Niederschlagsfärbung konnte die Integrin-Immunoreaktivität gut sichtbar

gemacht werden. Die Einordnung der gefärbten Zellen als Neurone, Astrozyten,

Oligodendroglia, Mikroglia, Endothelien oder Leukozyten war aber mit dieser Methode nur

anhand der Morphologie der Zellen möglich. Im Falle eines Neurons ist diese Zuordnung

meist leicht möglich, schwieriger verhält es sich aber bei der Glia und den Leukozyten. Diese

Zellen ändern sich in ihren jeweiligen Funktionszuständen teilweise stark und können sich

dann im Lichtmikroskop zum Verwechseln ähnlich sehen.

Eine Lösung dieses Problems bietet die Doppelfärbung mit einem zellulären Marker in der

Fluoreszenzmikroskopie. Das gesuchte Integrin wird hierbei als ein Antigen und ein

konstitutiv exprimierter, Zelltyp-spezifischer Marker als das andere Antigen benutzt. In dieser

Studie diente das saure Gliafaserprotein (GFAP) als Astrozytenmarker, IBA1 oder

intrinsisches Mäuse-IgG als Marker für Mikroglia, Laminin als Marker für Endothelien und

Galanin als Marker für axotomierte Motoneurone und ihre Fortsätze (Moore, 1989; Klein et

al., 1997). Die Integrin-Antikörper wurden mit an sekundäre und tertiäre Antikörper

gekoppelten Fluoreszein-5-Isothiozyanat (FITC) markiert, dieser Farbstoff fluoresziert grün.

Die Zellmarker wurden über das rot fluoreszierende TexasRed sichtbar gemacht.

Die Doppelmarkierung ermöglicht auch die zelluläre Quantifizierung der Integrin-

Immunoreaktivität auf den Zelltypmasken. Hierzu wurde der relative Färbefaktor (RISC-

Algorithmus) verwendet. Während die mit den MEAN-SD Algorithmus ermittelte

Färbeintensität die Gesamtfärbung widerspiegelt und sowohl bei steigender Färbung einer

Zelle als auch bei bloßer Vermehrung der Zellen ohne individuelle Färbungszunahme

ansteigt, ermöglicht der RISC-Algorithmus die Errechnung des relativen Färbefaktoren und

damit die durchschnittliche Färbung einer einzelnen Zelle im Verhältnis zum Hintergrund,

unabhängig von Veränderungen der Zellzahl.
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2.1.5.1 Immunhistochemie mit Fluoreszenz-Doppelmarkierungen

Zur Untersuchung der zellulären Lokalisation wurden Schnitte vom Tag 2 und Tag 14 nach

Fazialis-Durchtrennung verwendet. Für die Messung des Zeitverlaufs der relativen

Färbefaktoren von Integrinen auf Mikroglia wurden jeweils 4 Schnitte von Tag 0, 4 Schnitte

von Tag 1, 4 Schnitte von Tag 2, 5 Schnitte von Tag 4, 4 Schnitte von Tag 7, 4 Schnitte von

Tag 14, 4 Schnitte von Tag 21, 5 Schnitte von Tag 42 nach Fazialis-Durchtrennung

untersucht. Für die Messung der Immunoreaktivität auf Endothelien wurden jeweils 3 bis 5

verschiedene Tiere am Tag 4 bzw. 14 nach Fazialis-Durchtrennung berücksichtigt.

Für die Immunfluoreszenz-Doppelfärbungen wurden die 20 Pm dicken Schnitte initial wie

unter 2.1.3.2 beschrieben behandelt. Die Präinkubation erfolgte dabei mit 5% Eselserum (in

PB). Die weitere Behandlung unterschied sich jetzt je nachdem, ob intrinsisches IgG oder

einer der polyklonalen Kaninchenantikörper zur Zellmarkierung benutzt wurde.

2.1.5.1.1 Doppelmarkierung mit intrinsischem IgG

Im Gehirn einer jeder normalen Maus haben Mikrogliazellen über ihren Fc-Rezeptor

Immunglobuline gebunden (Fishman und Savitt, 1989; Werner et al., 1998). Diese

Immunglobuline wurden in dieser Arbeit als Mikroglia-Zellmarker benutzt. Abbildung 5b

(Seite 39) zeigt das Schema der Nachweismethode. Hierzu wurden die Schnitte nach der

Präinkubation in Eselserum, mit einem Peroxidase-konjugiertem Antiserum gegen Maus-IgG

aus dem Pferd (1:400 in PB/BSA verdünnt) für 1 Stunde bei Raumtemperatur (RT) inkubiert

und dann gründlich in PB/BSA, PB/BSA, PB und PB gewaschen. Die Peroxidase oxidierte

als Substrat zugegebenes biotinyliertes Tyramin (1:3.000 in PB verdünnt) unter Reduktion

von H2O2 (1:10,000 in PB). Bei dieser Reaktion bindet das Tyramin kovalent an den

Gewebsschnitt (Bobrow et al., 1989, 1991, 1992), und das konjugierte Biotin kann später

nachgewiesen werden (Abbildung 8, Seite 47; "catalyzed reporter deposition"; Adams, 1992).

Die Reaktion wurde nach 10 Minuten bei RT in PB gestoppt. Der Schnitt wurde jetzt in PB,

PB/BSA und PB/BSA und erneut mit 5% Eselserum (in PB) für 30 Minuten bei RT
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Abbildung 8. Tyramin-B iotin-Reaktion ("catalyzed  reporter deposition")

präinkubiert, um durch die Peroxidase-Reaktion freigelegte, unspezifischen Bindungsstellen

abzusättigen. Das Eselserum wurde abgenommen und der Schnitt mit einem monoklonalen

Antikörper gegen das gesuchte Integrin in PB/BSA verdünnt (siehe 2.1.3.2; Tabelle VIII,

Seite 68), über Nacht bei 4ºC inkubiert und dann in PB/BSA, PB, PB und PB/BSA

gewaschen. Nun wurde der Schnitt mit einem sekundären FITC-konjugiertem Antiserum

gegen Ratten-IgG bzw. gegen Hamster-IgG (für primäre Antikörper aus dem Hamster) aus

der Ziege (1:100 in PB/BSA verdünnt) für 1 Stunde bei RT inkubiert und dann in PB, PB und

PB/BSA gewaschen. Schließlich wurde der Schnitt simultan mit einem sekundären FITC-

konjugierten Antiserum gegen Ziegen-IgG aus dem Esel (1:100 verdünnt, zur Verstärkung

der FITC-Markierung) und dem TexasRed-Avidin-Komplex (zum Nachweis des gebunden

Biotins, 1:1.000 verdünnt, beide in PB/BSA) für eine Stunde bei RT inkubiert. Der Schnitt

wurde dann gründlich in PB/BSA, PB, PB und PB gewaschen und mit VectaShield

eingedeckelt. Um ein Ausbleichen der Fluoreszenz zu minimieren, wurden die Schnitte bei

4ºC in der Dunkelheit gelagert und innerhalb von sieben Tagen nach der Färbung digitalisiert

(siehe 2.1.5.2).

2.1.5.1.2 Doppelmarkierung mit IBA1, GFAP, Laminin und Galanin

Als weitere Marker zur ZellIdentifizierung wurden Antiseren gegen IBA1 für Mikroglia, GFAP
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für Astrozyten, Laminin für Endothelien und Galanin für Motoneurone verwendet. Abbildung

5c (Seite 39) zeigt ein Schema der Nachweismethode.

Nach der Präinkubation in Eselserum wurde das Serum abgenommen und die Schnitte

simultan mit den monoklonalen Antikörper gegen das gesuchte Integrin (in der

entsprechenden Verdünnung; siehe 2.1.3.2 und Tabelle VIII, Seite 68) und Antiseren gegen

IBA1, GFAP oder Laminin (alle 1:100 in PB/BSA verdünnt) über Nacht bei 4ºC inkubiert und

dann in PB/BSA, PB, PB und PB/BSA gewaschen. Die Schnitte wurden nun wieder simultan

mit einem sekundären FITC-konjugierten Antiserum gegen Ratten-IgG bzw. gegen Hamster-

IgG (für primäre Antikörper aus dem Hamster) aus der Ziege und einem biotin-konjugierten

Antiserum gegen Kaninchen-IgG aus dem Esel (beide 1:100 in PB/BSA verdünnt) für 1

Stunde bei RT inkubiert und dann in PB/BSA, PB, PB und PB/BSA gewaschen. Danach

wurden simultan ein tertiäres FITC-konjugiertes Antiserum gegen Ziegen-IgG aus dem Esel

(zur Verstärkung des FITC-Signals; 1:100 verdünnt) und TexasRed-Avidin (zum Nachweis

des Biotins, 1:1.000 verdünnt; beide in PB/BSA) zugegeben und für 1 Stunde bei RT

inkubiert. Nach dem gründlichen Waschen in PB/BSA, PB, PB und PB wurden die Schnitte

mit VectaShield eingedeckelt und - um ein Ausbleichen der Fluoreszenz zu minimieren - bei

4ºC in der Dunkelheit gelagert und innerhalb von sieben Tagen nach der Färbung digitalisiert

(siehe 2.1.5.2).

2.1.5.2 Digitalisierung der Fluoreszenz im konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop und

Autofluoreszenzextraktion

Die Immunofluoreszenz-Doppelmarkierung wurde in einem LEICA TCS 4D konfokalen

Laser-Scanning-Mikroskop sichtbar gemacht und digitale Mikrographien von der FITC-

Markierung für die Integrine, von der TexasRed-Fluoreszenz für den jeweils verwandten

Zellmarker und von der Autofluoreszenz aufgezeichnet. Die resultierenden Mikrographien

hatten dabei eine Größe von 1024 x 1024 Pixel pro Bild, wobei jedes Pixel optische

Lichtwerte (OLV) von 0 (maximal dunkel; keine Färbung) bis 255 (maximal hell; maximale

Färbung) annehmen kann. Schließlich wurden die FITC und TexasRed-Mikrographien um
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die Autofluoreszenz korrigiert.

2.1.5.2.1 Aufnahme der Mikrographien

Das Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie basiert darauf, daß fluoreszente Farbstoffe von

Licht bestimmter Wellenlängen angeregt werden und dann Licht anderer Wellenlängen

emittieren. Wegen der verschiedenen Wellenlängen kann das Emissionssignal vom

möglicherweise reflektierten Anregungssignal unterschieden werden. Verschiedene

Farbstoffe unterscheiden sich nun in Anregungs- und Emissionsspektrum und können

deshalb simultan eingesetzt werden. In diesen Versuchen diente ein Argon-Krypton-Laser

zur Erzeugung des Lichtes. Die Farbstoffe wurden bei einer minimalen Laserspannung von

0,25 V angeregt. FITC wurde bei einer Wellenlänge von 488 nm angeregt und mit einem BP-

FITC-Filter gemessen, der Licht in den Wellenlängen 510 bis 530 berücksichtigt. TexasRed

wurde bei einer Wellenlänge von 588 nm angeregt und die Emission oberhalb von 590 nm

mit einem LP590-Filter gemessen. Die Detektionsspannung wurde für die jeweilige Färbung

so gewählt, daß die Bilder gerade nicht übersteuert waren, aber eine möglichst große

Bandbreite erhältlich war, in der Regel bewegte sie sich zwischen 750 und 850 von 1000

(willkürliche Einheiten des Leica Mikroskops). Für die Messung der Daten wurde jeweils

dieselbe Detektionsspannung beibehalten.

Von besonderem Interesse ist hier auch das Prinzip der Autofluoreszenz. Im Gewebe gibt es

Strukturen die von sich aus fluoreszieren. Im Mäusehirn autofluoreszieren insbesondere die

Mikrogliazellen. Die Autofluoreszenz kann hier ein Signal auch ohne Farbstoff vortäuschen.

Interessanterweise hat die Autofluoreszenz kein scharfes Emissionsmaximum sondern

emittiert über ein sehr breites Spektrum. Um dem Problem der Autofluoreszenz

beizukommen, wurden die Raivichsche Korrektur durchgeführt (Raivich et al., 1998a). Dazu

wurde der Schnitt bei maximaler Laserstärke (4,0 V) und einer Wellenlänge von 647 nm

angeregt und die Emission autofluoreszenter Strukturen im Infrarotbereich bei Wellenlängen

über 665 nm mit dem LP655-Filter und maximaler Detektionsspannung (1000 von 1000)

gemessen.
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Für die Quantifizierung wurde ein 10x Objektiv benutzt, hier entspricht eine Mikrographie

einer Fläche von 1 mm x 1 mm. Für höher auflösende Darstellungen wurden 40x und 100x

Objektive eingesetzt. Das konfokale Laser-Scanning-Mikroskop ermöglicht neben der

zweidimensionalen Auflösung konventioneller Mikroskope auch das dreidimensionale

Fokussieren des Laserstrahls in einer scharf definierten Tiefenebene. In diesen

Experimenten wurde für jedes Bild 11 aufeinanderfolgende Schnittebenen im selben Abstand

aufgenommen und dann mit dem MaxIntens-Algorithmus in ein einziges Bild kondensiert.

Dieser Algorithmus wählt an jeder der 1024x1024 korrespondierenden Bildpunkte jeweils das

hellste Pixel (entspricht größter OLV) aus den 11 Schnittebenen aus und setzt sie zu einer

neuen Bildmatrix zusammen. Diese Technik entspricht also einer hochauflösenden Camera

lucida-Zeichnung. Pro Bild resultierten drei originale Bildmatrizen, eine FITC-Matrix (OMFITC)

für die Integrin-Färbung, eine TexasRed (TR)-Matrix (OMFITC) für den Zellmarker und eine

Autofluoreszenzmatrix (OMAF). Diese Matrizen wurden als drei Graustufenbildern im Tagged

Image File Format (TIFF) gespeichert.

2.1.5.2.2 Extraktion der Autofluoreszenz

Die Korrektur der Autofluoreszenz erfolgte nach Raivich (Raivich et al., 1998a). Das Prinzip

der Korrektur beruht darauf, daß autofluoreszente Strukturen in einem breiten Spektrum

anregbar sind und Licht emittieren. Eine stärkere Autofluoreszenz führt daher zu einem

prozentual gleichen Anstieg der optischen Lichtwerte (OLV) in einem breiten Spektrum von

Wellenlängen. Für die Autofluoreszenz wird der Schnitt in einem Wellenlängenbereich

angeregt, bei der die anderen Farbstoffe nicht reagieren. In dieser Arbeit wurde 647 nm zur

Anregung gewählt. Die Detektion erfolgt jenseits von 665 nm im Infrarotbereich, wo auch die

Farbstoffe nicht mehr emittieren. Das so gewonnene Bild zeigt die autofluoreszenten

Strukturen. Diese Strukturen emittieren auch in dem FITC- und TexasRed-Bereich. Nun

werden besonders stark reagierende Strukturen im Autofluoreszenzbild aufgesucht und mit

den korrespondierenden Stellen im FITC- und TexasRed-Bild in Bezug gesetzt. Aus diesem

Vergleich werden dann lineare Extraktionskoeffizienten bestimmt. Vom FITC- und TexasRed-
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Bild wird dann die Autofluoreszenz korrigiert, indem von jedem Pixel im FITC- und

TexasRed-Bild der optische Lichtwert des korrespondierenden Pixels im Autofluoreszenzbild

unter Gewichtung mit dem jeweiligen Koeffizienten abgezogen wird. Die einzelnen

Rechenschritte sollen im folgenden kurz dargestellt werden.

Zuerst wurden die drei TIFF-Mikrographien für FITC, TR und die Autofluoreszenz (AF) in

OPTIMAS importiert. Dann wurden der Mittelwert (MWAF) und die Standardabweichung

(SDAF) aller Pixel einer AF-Mikrographie (OMAF) bestimmt. Die Profile besonders stark

autofluoreszente Strukturen wurden dann mit der Flächensuchfunktion von OPTIMAS und

einem Schwellenwert von MWAF + 5 x SDAF markiert. Der Mittelwert der OLV dieser

hochautofluoreszenten Strukturen (MWHAS[AF]) wurde berechnet. Diese Profile wurden

nacheinander in die korrespondierende FITC- und TexasRed-Matrix (OMFITC bzw. OMTR)

übertragen, wobei ihre Position dort den hochautofluoreszenten Strukturen in der AF-Matrix

entsprach. Die Mittelwerte der OLV der Pixel in den Profilen wurden nun getrennt für FITC

(MWHAS[FITC]) und TexasRed (MWHAS[TR]) berechnet. Schließlich wurde noch der Mittelwert

aller OLV für FITC (MWFITC) und TexasRed (MWTR) berechnet. Die linearen

Extraktionskoeffizienten für FITC (LEKFITC) und TexasRed (LEKTR) wurden dann wie folgt

errechnet.

LEKFITC = (MWHAS[FITC] - MWFITC) : (MWHAS[AF] - MWAF) (7a)

LEKTR = (MWHAS[TR] - MWTR) : (MWHAS[AF] - M AF) (7b)

Dann wurden die korrigierten Matrizen für FITC (KMFITC) und TexasRed (KMTR) berechnet,

indem für jeden der 1024 x 1024 Bildpunkte pro Matrix folgende Formel angewandt wurde:

KMFITC[x,y] = OMFITC[x,y] - LEKFITC x OMAF[x,y] (8a)

KMTR[x,y] = OMTR[x,y] - LEKTR x OMAF[x,y] (8b)

wobei x und y die Position des Pixels in X- und Y-Richtung indizieren (jeweils 0-1023). Die

korrigierten Matrizen KMFITC und KMTR wurden nun wieder als Graustufenbildern im Tagged

Image File Format (TIFF) zwischengespeichert. Die Extraktion der Autofluoreszenz erfolgte

teilautomatisch durch Programmierung einer Makrofamilie in OPTIMAS und EXCEL.
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2.1.5.3 Messung des relativen Färbefaktoren der Immunfluoreszenz-Doppelfärbungen

mit dem RISC-Algorithmus

Von besonderem Interesse für die Fragestellung dieser Arbeit war, wie sich die Integrin-

Immunoreaktivität im Nucleus facialis auf zellulärer Ebene nach Durchtrennung des Nerven

veränderte. Hierzu wurde der RISC-Algorithmus als Maß des relativen Färbefaktoren

entwickelt (Raivich et al., 1998a). Dieser Algorithmus definiert zuerst die gesuchten

zellulären Profile in der Mikrographie mit der zellulären Maske (hier IgG, IBA1, GFAP oder

Laminin im TexasRed-Bild). Dann wird diese Maske der Zellart von Interesse auf die

Mikrographie der zu quantifizierenden Färbung übertragen (hier Integrin-Färbung im FITC-

Bild) und das Verhältnis des Mittelwertes der Pixel innerhalb der Maske zum Mittelwert aller

Pixel im Bild berechnet. Der Logarithmus dieses Verhältnisses liefert den relativen

Färbefaktor. Abbildung 9 (Seite 53) zeigt ein Schema der Methode. Im folgenden werden die

Rechenschritte im Einzelnen beschrieben.

Zur Ermittlung des relativen Färbefaktoren wurden die um die Autofluoreszenz korrigierten

Matrizen OMFITC und OMTR als TIFF in OPTIMAS importiert und mit der "Local Smoothing

and Averaging" Funktion und einer 100 x 100 Pixel großen Rechteck geglättet. Dann wurden

für jedes Matrizenpaar die Position des Nucleus facialis markiert und die Lage von OPTIMAS

nach EXCEL exportiert und festgehalten. Danach wurden im korrigierten, geglätteten

TexasRed-Bild (KMTR) der Mittelwert (kMWTR) und die Standardabweichung (kSDTR) der

optischen Lichtwerte (OLV) der Pixel, die den Nucleus facialis repräsentieren, berechnet und

die zellulären Profile von OPTIMAS mit der Flächenfunktion und einem Schwellenwert von

Mittelwert (kMWTR) + Standardabweichung (kSDTR) bestimmt. Diese Maske wurde auf das

korrigierte, geglättete FITC-Bild übertragen und hier der Mittelwert der OLV aller Pixel im

Nucleus facialis (MWNucleus facialis) und der Mittelwert von den Pixeln innerhalb der Maske

(MWzelluläre Maske) berechnet. Schließlich wurde der relative Färbefaktor (RISC) wie folgt

errechnet:

RISC = log (MWzelluläre Maske : MWNucleus facialis), (9)

wobei log den dekadische Logarithmus bezeichnet.
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Abbildung 9. Messung des R elativen Intensit äts- und Kontrastf aktors (RISC)
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Der relative Färbefaktor wurde jeweils auf der operierten Seite (RISCOperiert) und der

kontralateralen, gesunden Seite als endogene Kontrolle (RISCKontrolle) berechnet. Die

Differenz dieser Werte

DIFF-RISC = RISCOperiert - RISCKontrolle (10)

ist ein Maß für die Veränderung Integrin-Immunoreaktivität nach dem Trauma.

Die Berechnung der relativen Färbefaktoren erfolgte teilautomatisch durch Programmierung

einer Makrofamilie in OPTIMAS und die Ergebnisse wurden nach EXCEL exportiert.

2.1.5.4 Statistische Auswertung des Zeitverlaufs der zellulären Integrin-

Immunoreaktivität

Zur statistischen Auswertung wurde zuerst an acht definierten Zeitpunkten nach Fazialis-

Durchtrennung (Tage 0, 1, 2, 4, 7, 14, 21, 42) die relativen Färbefaktoren (RISC) der

operierten und der kontralateralen Fazialis-Kerne bei 4 bis 5 Schnitten von verschiedenen

Tieren nach dem RISC Algorithmus berechnet, dann die Mittelwerte der Färbeintensitäten

getrennt für die operierten und die kontralateralen Seiten gebildet, graphisch aufgetragen

und schließlich mit einem gepaarten t-Test bei einem Signifikanzniveau von 5% auf

statistisch signifikante Unterschiede getestet (Abbildung 19, Seite 83). Die Daten wurden mit

OPTIMAS erfaßt nach EXCEL exportiert und dort statistisch ausgewertet.

2.1.6 Zelluläre Lokalisation der Integrin-Immunoreaktivität mit

Immunelektronenmikroskopie

Am Tag 14 nach der Axotomie fanden sich einige kleine runde Zellen im Nucleus facialis, die

positiv für die Integrin-Untereinheiten DL, E2, D4, E1 und E7 färbten. Um diese Zellen weiter

zu charakterisieren, wurde ein immunhistochemische Färbung mit dem Antikörper gegen die

Integrin-Untereinheit DL am Tag 14 mit einem Zeiss EM 10 Elektronenmikroskop untersucht.

2.1.6.1 Gewebsentnahme und -behandlung für Immunelektronenmikroskopie

Für die Elektronenmikroskopie wurden die Mäuse 14 Tage nach Durchtrennung des Nervus

facialis wie unter 2.1.2 beschrieben in Äther getötet und dann transkardial perfundiert,
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allerdings diesmal zuerst mit 100 ml PBS, danach mit 100 ml 4% Paraformaldehyd und 0,5%

Glutaraldehyd (in PBS) und schließlich mit 100 ml 4% Paraformaldehyd (in PBS). Dann

wurde der Hirnstamm entnommen, für 2 Stunden in 2% Paraformaldehyd (in PBS) bei 4ºC

nachfixiert, in Agarose eingebettet und mit einem Vibratom in 80 Pm dicke Schnitte

geschnitten und sofort weiterbearbeitet.

2.1.6.2 Immunhistochemie für die Elektronenmikroskopie

Der immunhistochemische Nachweis der Integrin-Immunoreaktivität erfolgte ähnlich wie in

der Lichtmikroskopie (siehe 2.1.3; Abbildung 5a, Seite 39) aber mit einigen, kleinen

Unterschieden. Eine Vorbehandlung mit Azeton entfiel. Die Schnitte wurden dann für 4

Stunden bei Raumtemperatur in 5% Ziegenserum (in PB) inkubiert, um unspezifische

Bindungsstellen im Schnitt abzusättigen, und anschließend mit einem primären,

monoklonalen Antikörper gegen das DL-Integrin aus der Ratte (Verdünnung 1:3.000 in

PB/BSA; siehe Tabelle VIII, Seite 68) über Nacht bei 4ºC inkubiert. Im Gegensatz zu der

Behandlung für die Lichtmikroskopie wurden die Schnitte nicht an einen Objektträger fixiert,

sondern schwammen frei in den Lösungen und wurden auf einem Schütteltisch bei minimaler

Umdrehungszahl gelagert. Der primäre Antikörper wurde dann in PB/BSA, PB, PB und

PB/BSA ausgewaschen und das sekundäre, biotinylierte Ziegenserum gegen Ratten-IgG für

8 Stunden bei 4ºC zugesetzt und dann in PB/BSA, PB/BSA, PB und PB gewaschen. Als

Nachweissystem wurde erneut ein Peroxidasesystem mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB), H2O2,

CoCl2 und NiSO4 als Substrate verwendet. Die Schnitte wurden zuerst über Nacht im ABC

bei 4ºC inkubiert, danach in PB, PB, PB und PBS gewaschen, dann für 20 Minuten bei

Raumtemperatur nur in DAB (0,5 mg/1 ml; filtriert) inkubiert, anschließend wurde die

Peroxidasereaktion in DAB (0,5 mg/1 ml; filtriert) mit 0,25 g/l CoCl2, 0,2 g/l NiSO4 und H2O2

(1:3000 verdünnt) gestartet und schließlich nach 20 Minuten in Aqua dest. wieder gestoppt.

Die Schnitte wurden dann sieben Tage lang in 2% Glutaraldehyd (in PBS) bei 4ºC fixiert,

dann in Dalton-Lösung I (1,1 g K2Cr2O7, 0,9 g NaCl und 1 g OsO4 in 100 ml Aqua dest., mit

1N KOH auf pH 7 eingestellt) osmiert, in einer Alkoholreihe dehydriert und in Araldit
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eingebettet. Zur lichtmikroskopischen Orientierung wurden die halbdünnen 80 Pm Schnitte

dann mit Richardson-Lösung (100 ml Azur II, 100 ml Methylenblau, 80 g Sacharose und 5

Tropfen 4% Paraformaldehyd in 100 ml Aqua dest.) 4 Minuten gegengefärbt, dann

ultradünne 100 nm Schnitte angefertigt und mit einem Leica UltraStain mit Uranylazetat und

Bleizitrat nachkontrastiert. Schließlich wurde das Gewebe mit einem Zeiss EM 10 untersucht

und Photographien angefertigt.

2.2 Ramifizierte Mikroglia in Zellkultur

Die in vivo-Experimente haben gezeigt, daß die Mikroglia im gesunden Gehirn eine Vielzahl

von Integrin-Untereinheiten exprimiert und einige Integrine bereits innerhalb eines Tages

nach der Verletzung hochreguliert werden. Die früheste Induktion von Integrinen erfolgt

damit noch vor Beginn der Mikroglia-Proliferation zwischen Tag 1 und 2 nach Fazialis-

Durchtrennung (Raivich et al., 1998a). Zum Zeitpunkt des Proliferationsbeginns zeigt die

große Mehrzahl der Mikrogliazellen eine ramifizierte Morphologie (Lawson et al., 1992; Ohna

et al., 1993; Raivich et al., 1994; Mander und Morris, 1996). Wie in 1.5 erläutert, wurde in

dieser Arbeit zum Studium der ramifizierten Mikroglia eine Modifikation der von Sievers

beschriebenen Kulturmethode benutzt (Sievers et al., 1994a). Nach Etablierung der

Kulturmethode (2.2.1) wurde zuerst die Integrin-Expression der ramifizierten Mikroglia in

ruhenden Kulturen und nach Stimulation mit LPS untersucht (2.2.2). Der Aktivierungszustand

der Mikroglia in vitro wurde durch Vergleich mit dem Integrin-Expressionsmuster in vivo

bestimmt. In den so definierten Kulturen von ramifizierter Mikroglia wurde dann das

Proliferationsverhalten der Mikrogliazellen unter Zugabe verschiedener Zytokine analysiert

(2.2.3) und anschließend die Veränderung der Integrin-Expression auf der ramifizierten

Mikroglia nach LPS-Stimulation in Zellkultur untersucht.

2.2.1 Anlage der Zellkulturen

Zuerst wurden reine Kulturen von Astrozyten aus der Ratte und Mikroglia aus der Maus

getrennt angelegt. Nachdem die Astrozyten zu einer konfluenten Einzelzellschicht
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gewachsen waren, wurden die Mikrogliazellen auf den Astrozytenrasen ausgesät und ihnen

dort Zeit zum Ramifizieren gegeben. Dann wurden verschiedene Zytokine oder LPS

zugegeben und die Proliferation bzw. die Integrin-Expression der Mikroglia untersucht. Zur

Kontrolle der Zellmorphologie wurden auch einige Monokulturen aus von Mikroglia

abstammenden Makrophagen angelegt. Einen Überblick über die gesamte Kokulturmethode

gibt Abbildung 10 (Seite 60).

Die Präparation und Handhabung der Zellen erfolgte unter sterilen Bedingungen, es wurden

nur sterilisierte oder autoklavierte Instrumente benutzt und alle Medien wurden steril filtriert.

Als Kulturmedium wurde grundsätzlich DMEM mit 15% FCS verwendet, dem 100 IU/ml

Penizillin und 100 Pg/ml Streptomyzin zugesetzt wurden, um Infektionen der Kulturen zu

vermeiden.

2.2.1.1 Astrozyten aus der Ratte

Zur Kultur von Astrozyten wurde die Methode von McCarthy und de Vellis (McCarthy und de

Vellis, 1980) mit leichten Veränderungen benutzt. Neugeborene Wistar-Ratten wurden

geköpft und das Gehirn entnommen. Die Meningen wurden mit einem Wattetupfer entfernt.

Die Hirnrinde wurde abpräpariert, in Kulturmedium (DMEM, 15% FCS, 100 IU/ml Penizillin,

100 Pg/ml Streptomyzin) aufgenommen und durch mehrfaches Aufziehen mit einer

Pasteurpipette homogenisiert. Diese Zellsuspension wurde in einer 75 cm3 unbeschichteten

NUNC Kulturflasche in Kulturmedium (DMEM, 15% FCS, 100 IU/ml Penizillin und 100 Pg/ml

Streptomyzin) bei 37ºC in einem Gasgemisch aus Raumluft und 5% CO2 für 14 Tage

inkubiert. Alle 2-3 Tage erfolgte ein Medienwechsel.

Nach 14 Tagen hatten die Astrozyten einen konfluenten Zellrasen gebildet. Jetzt wurden die

noch vereinzelt auf dem Zellrasen aufsitzenden Mikroglia, Oligodendrozyten und Neurone

durch mehrfaches Waschen in DMEM und kräftiges Abklopfen entfernt. Die so gereinigten

Astrozyten wurden mit Trypsin (0,25% in PBS) abgelöst und in einer Neubauer-Kammer

gezählt. Schließlich wurden die Astrozyten auf eine Vier-Kammer-Platte mit einer

Einzelkammergröße von 2,2 x 1,1 cm in einer Dichte von 85,000 Astrozyten/Kammer (für
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LPS-Versuche) oder auf ein Glasplättchen in einer Petrischale mit 2 cm Durchmesser in

einer Dichte von 20.000 Zellen/Petrischale (für Proliferationsversuche) ausgesät, dann wie

zuvor in Kulturmedium bei 5% CO2 gehalten und alle 2-3 Tage das Medium gewechselt.

Nach 4 (Vier-Kammer-Platte) bzw. 7 (Petrischale) Tagen waren die Astrozyten zu einer

konfluenten Einzelschicht zusammengewachsen und standen für Kokulturen mit

Mikrogliazellen bereit.

2.2.1.1.1 Immunzytochemische Reinheitsbestimmung der Kulturen

Um die Reinheit der Astrozytenkulturen zu bestimmen, wurden möglicherweise

kontaminierende Oligodendrozyten und Mikroglia aus der Ratte immunzytochemisch sichtbar

gemacht. Dazu wurden das Kulturmedium durch -20ºC kaltes Methanol ersetzt und die

Kulturen 30 Minuten lang bei 4ºC fixiert. Anschließend wurden die Kulturen in 50% Methanol

(in H2O bidest.) und dann in Phosphat-Puffer (PB) gewaschen. Die Kulturen wurden nun für

30 Minuten bei Raumtemperatur in 5% Ziegenserum bzw. für OX42 5% Pferdeserum (beide

in PB) inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzusättigen. Anschließend wurde das

Serum abgenommen und den Kulturen der jeweilige, primäre Antikörper verdünnt in PB/BSA

(PB mit 1g/l BSA) zugesetzt; zum Nachweis von Ratten-Mikroglia wurde der OX42-

Antikörper aus der Maus in einer Verdünnung von 1:1000 benutzt und für die

Oligodendrozyten ein Antikörper gegen Galaktozerebroside (GalC, 1:100) aus dem

Kaninchen. Die Kulturen wurden über Nacht bei 4ºC inkubiert, dann in PB/BSA, PB und PB

gründlich gewaschen und schließlich in PB/BSA gesammelt. Zur Detektion des GalC-

Antikörper wurden biotinylierte, sekundäre Antikörper aus Ziege gegen Kaninchen-IgG, für

OX42 Antikörper aus dem Pferd gegen Maus-IgG zugegeben (jeweils 1:100 in PB/BSA

verdünnt mit 5% Ziegenserum). Nach 1 Stunde Inkubation bei Raumtemperatur wurden dann

die Antikörper gründlich in PB/BSA, PB/BSA, PB und PB ausgewaschen. Der Nachweis der

biotinylierten Antikörper erfolgte mit dem Avidin-Biotin-Peroxidasesystem, bei dem gelöstes

3,3'-Diaminobenzidin (DAB) als Substrat unter Reduktion von H2O2 oxidiert wird,

polymerisiert und sich als unlöslicher rot-bräunlicher Niederschlag im Schnitt festsetzt (siehe



59

Abbildung 5a, Seite 39). Dazu wurden die Kulturen mit ABC (1:125 verdünnt) für eine Stunde

bei Raumtemperatur inkubiert. Das ABC wurde dann in PB, PB und PB ausgewaschen und

die Kulturen in PBS gesammelt. Jetzt wurde die Reaktion durch Zusatz von DAB (0,5 mg/1

ml; filtriert) mit H2O2 (1:3000 verdünnt) gestartet, nach 5 Minuten durch Aqua dest.

abgestoppt und in Aqua dest. gewaschen. Die Rückseite der Glasplättchen wurde nun mit

Depex auf einen Objektträger befestigt. Alle Kulturen wurden nun in einer Alkoholreihe

(Ethanol 70%, 70%, 90%, 95%, 100%, 100%; Isopropanol 100%, 100%; Xylol 100%, 100%)

entfettet und mit DEPEX eingebettet.

Es fanden sich regelmäßig weniger als 3% Mikroglia und weniger als 1,5% Oligodendrozyten

in den Rattenastrozytenkulturen.

2.2.1.2 Mikroglia aus der Maus

Kulturen von Mikroglia aus der Maus wurden nach der leicht veränderten Methode von

Giulian und Baker angelegt (Giulian und Baker, 1986). Neugeborene oder bis zu zwei Tage

alte FVB-Mäuse wurden dekapitiert. Das gesamte Gehirn wurde entnommen, in

Kulturmedium (DMEM, 15% FCS, 100 IU/ml Penizillin, 100 Pg/ml Streptomyzin)

aufgenommen und durch mehrfaches Aufziehen mit einer Pasteurpipette homogenisiert. Die

Zellsuspension wurde in einer 25 cm3 unbeschichteten NUNC Kulturflasche in Kulturmedium

(DMEM, 15% FCS, 100 IU/ml Penizillin, 100 Pg/ml Streptomyzin) bei 37ºC in einem

Gasgemisch aus Raumluft und 5% CO2 für zwei Wochen inkubiert. Medium wurde am Tag 7

und 12 gewechselt.

Nach 14 Tagen wurden die Kulturen 2 Stunden lang auf einem Schütteltisch bei 200 rpm

geschüttelt. Dabei lösten sich die Mikrogliazellen und schwammen dann frei im Medium.

Dieser Überstand wurde abgenommen und die Mikroglia in einer Neubauer-Zählkammer

gezählt. Für Kokulturen wurden die Mikrogliazellen jetzt auf die konfluente Einzelschicht von

Astrozyten (siehe 2.2.1.1) ausgesät und dann wie unter 2.2.1.3 weiterbehandelt. Um reine

Mikrogliakulturen zu erhalten, wurden die Zellen direkt auf ein Glasplättchen in einer

Petrischalen mit 2 cm Durchmesser in einer Dichte von 50.000 Zellen/Petrischale ausgesät
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Abbildung 10. Kultur von ramifizierter Mikrog lia
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und wie zuvor in Kulturmedium bei 5% CO2 gehalten. Nach 7 Tagen in Monokultur erfolgte

ein Medienwechsel, und die Zellen wurden nach weiteren drei Tagen in Kultur

photographiert.

2.2.1.3 Ramifizierten Mikroglia in Kokultur

Ramifizierte Mikroglia wurde nach einer leicht modifizierten Methode von Sievers kultiviert

(Sievers et al., 1994a). Einen Überblick über die Kulturmethode gibt Abbildung 10 (Seite 60).

Ein konfluenter Astrozytenrasen wurde, wie unter 2.2.1.1 beschrieben, angelegt. Auf diese

Einzelzellschicht wurden dann Mikrogliazellen (siehe 2.2.1.2) in einer Dichte von 15.000

Zellen/Petrischale ausgesät. Die Kokulturen wurden 10 Tage lang in Kulturmedium (DMEM,

15% FCS, 100 IU/ml Penizillin, 100 Pg/ml Streptomyzin) bei 37ºC in einem Gasgemisch aus

Raumluft und 5% CO2 gehalten, alle 2-3 Tage wurde das Kulturmedium gewechselt. Für die

Proliferationsexperimente wurden die Zellen dann drei Tage lang in serumfreien Medium

inkubiert (SFM; DMEM, 100 IU/ml Penizillin, 100 Pg/ml Streptomyzin, 5 Pg/ml humanes

Transferrin, 5 Pg/ml Rinderinsulin, 12 ng/ml Progesteron, 60 nM Na2SeO2); für die LPS-

Stimulation wurden sie die ganze Zeit in dem fötales Kälberserum enthaltenden

Kulturmedium (DMEM mit 15% FCS, 100 IU/ml Penizillin und 100 Pg/ml Streptomyzin)

belassen. Die Kokulturen standen nun für die Stimulationsversuche mit LPS oder Zytokinen

und Wachstumsfaktoren zur Verfügung.

2.2.2 Integrin-Expression in ruhenden Kulturen von ramifizierter Mikroglia und nach

Stimulation mit LPS

Nachdem in 2.2.1 die Kultur von ramifizierter Mikroglia auf einem Astrozytenrasen realisiert

werden konnte, wurden die Integrin-Expression der ramifizierten Mikroglia untersucht. Zuerst

wurde das Integrin-Immunoreaktivitätsmuster in unstimulierten Kulturen mit einer ganzen

Reihe von monoklonalen Antikörpern, die spezifisch Integrin-Untereinheiten in der Milz oder

dem Nervensystem der Maus erkennen, analysiert. Danach wurden die Kokulturen mit

Lipopolysacchariden (LPS) aus E. coli (Stamm 055:B5) stimuliert. Von LPS ist bekannt, daß
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es Zellen des Monozyten-Makrophagen-Systems in Kultur stark aktiviert. Um die Dosis-

Wirkungsbeziehung zu ermitteln, wurden die Kulturen in Voruntersuchungen 2 Tage lang mit

Lipopolysacchariden in Kulturmedium in Konzentrationen von 50n/ml, 500ng/ml, 5Pg/ml,

50Pg/ml und 500Pg/ml inkubiert. Zur Kontrolle erhielten parallele Kokulturen nur

Kulturmedium. Nachdem sich eine maximale morphologische Aktivierung der Mikroglia

bereits bei einer Konzentration von 5Pg/ml LPS fand (Abbildung 24, Seite 94), wurde diese

Konzentration für die weiteren Untersuchungen der Integrin-Expression gewählt.

2.2.2.1 Immunzytochemie

Die verschiedenen Integrin-Untereinheiten wurden dann in den Kokulturen

immunzytochemisch nachgewiesen. Dabei kam die unter 2.2.1.1.1 ausführlich beschriebene

Methode mit leichten Modifikationen zur Anwendung. Die Kulturen wurden in -20ºC kalten

Methanol für 30 Minuten bei 4ºC fixiert. Währenddessen wurden die Kammeraufbauten von

den Kunststoffobjektträgern der verwendeten Vier-Kammer-Platten entfernt. Dann wurden

die Zellen 5 Minuten durch Fixation in 4% Paraformaldehyd (in PB) kovalent an den

Kunststoffobjektträger gebunden, gefolgt von einer Präinkubation in 5% Ziegenserum für 1

Stunde. Dann wurden die Kulturen mit den monoklonalen Antikörpern gegen die gesuchten

Integrin-Untereinheiten (Verdünnungen in PB/BSA siehe Tabelle VIII, Seite 68) über Nacht

bei 4ºC inkubiert. Die primären Antikörper wurden nun mit sekundären, biotinylierten,

präinkubierten (siehe 2.1.3.1) Antiseren aus Ziege gegen Immunglobuline aus Ratte oder

Hamster (entsprechend des Wirtes des Primärantikörpers) detektiert und dann mit ABC und

DAB/H2O2 sichtbar gemacht. Die Kulturen wurden nach gründlicher Wässerung in KAISERS

Glyzerin-Gelatine eingebettet und bei 4ºC gelagert.

2.2.2.2 Quantifizierung der Färbeintensität

Zur Messung der immunzytochemischen Färbeintensität der einzelnen Integrin-Antikörper

wurde der MEAN-SD Algorithmus angewandt (siehe 2.1.4.3). Dazu wurden von jeder Kultur

5 zufällig ausgewählte Gesichtsfelder mit ca. 50 Mikrogliazellen pro Gesichtsfeld in einem
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Zeiss Axiophot Mikroskop bei einer konstanten Beleuchtungsspannung (Stellung 5) mit

einem 2,5x Objektiv und einer Sony 3CCD Color Video Kamera aufgenommen. Diese

Farbkamera hat eine Auflösung von 640 x 400 Bildpunkten und liefert pro Bildpunkt (Pixel)

einen Farbwert im 24-Bit RGB-Format. Das digitalisierte Bild wurde mit einem Computer und

einer Image Technology OFG card (VP-1100-768) in das Bildverarbeitungsprogramm

OPTIMAS eingelesen. Nun wurde das blaue Band in ein Graubild mit Pixelwerten von 0 bis

255 umgewandelt und die Färbeintensität für jedes Gesichtsfeld mit dem MEAN-SD

Algorithmus nach 2.1.4.3 berechnet. Zur Erfassung des Hintergrundes wurde dann in jedem

Gesichtsfeld eine möglichst große, von Mikrogliazellen freie Fläche als Auswertungsgebiet

(ROI) markiert und die Färbeintensität des Hintergrundes auf dieselbe Weise berechnet. Die

Färbeintensität einer jeden Kulturkammer ergab sich dann aus dem Mittelwert der

Färbeintensitäten der 5 Gesichtsfelder minus dem Mittelwert der Färbeintensitäten der

Hintergründe.

2.2.2.3 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurden die Mittelwerte und Standardfehler jeder Gruppe gleich

behandelter und gefärbter Kulturen gebildet (4 bis 6 Kulturen pro Gruppe) und graphisch

aufgetragen. Die Integrin-Färbungen in den LPS-behandelten Gruppen wurden dann mit den

unbehandelten Kontrollgruppen mit dem t-Test nach Student für unabhängige Stichproben

auf statistisch signifikante Unterschiede auf dem 5% Niveau geprüft. Die Daten wurden mit

OPTIMAS erfaßt, nach EXCEL exportiert und dort statistisch ausgewertet.

2.2.3 Proliferationsstudien in Zellkultur

Nachdem anhand der Integrin-Expression in ruhenden Kulturen und nach LPS-Stimulation

der Aktivierungszustand der ramifizierten Mikroglia bestimmt werden konnte (2.2.2), standen

die so definierten Kulturen nun zu Proliferationsstudien zur Verfügung.

2.2.3.1 Stimulation der Kokulturen mit Zytokinen und neutralisierenden Antikörpern

Nach 3-tägiger Inkubation der Kokulturen von ramifizierter Mikroglia auf einem
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Astrozytenrasen in serumfreien Medium (SFM) (siehe 2.2.1.3), erfolgte eine 2-tägige

Stimulation der Kulturen mit verschiedenen Zytokinen und neutralisierenden Antikörpern.

Hierzu wurden dem SFM beim Medienwechsel folgende Stimulantien zugesetzt: fötales

Kälberserum (FCS; 0%, 1%, 5%, 10%, 20%), Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor

(MCSF) in Konzentrationen von 0, 0,2, 2, 20 und 200 ng/ml, Granulozyten-Makrophagen-

Kolonie-stimulierender Faktor (GMCSF; 0, 4, 40, 400 ng/ml), Interleukin 1 (IL1; 0, 0,5, 5, 50,

500 ng/ml), Interleukin 2 (IL2; 0, 0,4, 4, 40 ng/ml), Interleukin 3 (IL3; 0, 0,2, 2, 20 ng/ml),

Interleukin 4 (IL4; 0, 0,5, 5, 50), Interleukin 6 (IL6; 1, 10, 100); Interleukin 10 (IL10; 0, 0,2, 2,

20); Interferon-J (IFNJ; 0, 0,4, 4, 40 ng/ml), Leukämie inhibierender Faktor (LIF; 50, 500,

5000) und Tumornekrosefaktor-D (TNFD; 0, 0,2, 2, 20). Um möglicherweise im Kultursystem

vorhandene endogene Zytokine zu antagonisieren, wurde den Kulturen jeweils getrennt

Antikörper gegen IL3, gegen GMCSF und gegen MCSF oder eine Kombination aus

Antikörpern gegen MCSF und GMCSF (alle 25 mg/ml in SFM) zugegeben. Um den Effekt

von IL1 besser zu analysieren, wurden die Kulturen schließlich mit 500 ng/ml IL1 stimuliert

und gleichzeitig mit den neutralisierenden Antikörpern behandelt. Die Untersuchungen für die

verschiedenen Stimulantien fanden in verschiedenen Tierpräparationen statt, was zu der

interexperimentellen Variabilität in den unstimulierten Kontrollkulturen beigetragen haben

könnte.

2.2.3.2 Autoradiographie und Immunzytochemie

Um proliferierende Zellen zu markieren, wurde den Kokulturen, zwei Tage nach der

Stimulation (siehe 2.2.2) für zwei Stunden 5 PCi/ml 3H-Thymidin zugesetzt. Proliferierende

Zellen bauen dieses Thymidin in neu synthetisierte DNA ein und können durch die

radioaktive Markierung später von nicht-proliferierenden Zellen unterschieden werden.

Zur Identifizierung der Mikroglia wurden die Kulturen dann analog zur der ausführlichen

Beschreibung 2.2.1.1.1 das DME2-Integrin (CD11b/CD18) immunzytochemisch gefärbt. Dazu

wurden die Kulturen zuerst in Methanol bei 4ºC für 30 Minuten fixiert, dann mit einem

monoklonalen Antikörper aus der Ratte gegen das DME2-Integrin (1:1000) inkubiert, dieser
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primäre Antikörper mit einem sekundären, biotinylierten Antiserum aus der Ziege gegen

Ratten-IgG (1:100) detektiert und schließlich mit ABC und der DAB/H2O2-Reaktion sichtbar

gemacht. Wie oben beschrieben wurden die Kulturen nun auf der Rückseite mit Depex an

einen Objektträger geklebt und in einer Alkoholreihe (Ethanol 70%, 70%, 90%, 95%, 100%,

100%; Isopropanol 100%, 100%; Xylol 100%, 100%) entfettet, dann wurden sie aber wieder

rehydriert (Ethanol 100%, 100%, 95%, 90%, 70%, 70%) und an der Luft getrocknet.

Für die Autoradiographie wurden die Objektträger dann in NTB2 Filmemulsion (1:1 in Aqua

dest. verdünnt, für 2 bis 3 Wochen im Dunkeln bei 4ºC exponiert und dann in D-19

entwickelt, in Tetenal-Superfix fixiert, wieder in einer Alkoholreihe (Ethanol 70%, 70%, 90%,

95%, 100%, 100%; Isopropanol 100%, 100%; Xylol 100%, 100%) dehydriert und schließlich

auf der Vorderseite in Depex eingebettet.

2.2.3.3 Bestimmung des Proliferationsindexes

Die Mikroglia konnte anhand der DME2-Immunzytochemie identifiziert werden.

Proliferierende konnten leicht von nicht-proliferierenden Zellen durch die Markierung ihres

Kernes mit den Silberkörnchen unterschieden werden, mit denen der 3H-Thymidin-Einbau

sichtbar gemacht wurde. Als ramifizierte Mikroglia wurden Zellen mit wenigstens zwei

Fortsätzen gewertet, die wenigstens einen halben Zellkörper lang sein mußten (Tanaka und

Maeda, 1996). Für jeden Objektträger wurden wenigstens zehn zufällig gewählte

Gesichtsfelder mit insgesamt wenigstens 100 Zellen und einer Objektivvergrößerung von 10x

ausgewertet und anhand der DME2-Morphologie die Zahl aller ramifizierten Mikrogliazellen

sowie der proliferierenden und ramifizierten Mikroglia gezählt. Das Verhältnis der

proliferierenden zu allen Mikrogliazellen definiert den Proliferationsindex:

Anzahl proliferierender Mikroglia
Proliferationsindex = FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF (11)

Gesamtzahl der Mikroglia

2.2.3.4 Statistische Auswertung

Für jede Kultur wurde der Proliferationsindex einzeln errechnet. Für Gruppen identisch

behandelter Kulturen (jeweils 4 bis 8) wurde dann der Mittelwert und Standardfehler der
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Proliferationsindizes errechnet, graphisch aufgetragen und gegen die jeweiligen

unbehandelten Kontrollgruppen mit dem t-Test nach Student für unabhängige Stichproben

auf einen statistisch signifikanten Unterschied auf dem 5%-Niveau geprüft.

2.2.3.5 Proliferation in vivo nach Fazialis-Durchtrennung

Zum Vergleich der Mikroglia-Proliferation in vitro mit der Situation nach einer Verletzung in

vivo wurde das oben beschriebene Modell der Fazialis-Durchtrennung gewählt (2.1.1). Hier

kommt es nach der Verletzung ausschließlich zu einer Vermehrung der Mikroglia (Graeber et

al., 1988c). Zur Identifizierung proliferierender Zellen wurde den Mäusen zwei Tage nach der

Durchtrennung 200 mCi 3H-Thymidin (NEN Dupont, Dreieich) intraperitoneal injiziert und das

Gehirn zwei Stunden später analog zu 2.1.2 entnommen und geschnitten. In den

Gewebsschnitten wurde dann, wie für die Zellkulturen in 2.2.3.2 beschrieben, die Mikroglia

anhand des DME2-Integrins und die proliferierenden Zellen durch Autoradiographie

identifiziert (Abbildung 23, Seite 90).
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2.3 Materialien

2.3.1 Tiere
Mäuse, B6/C57 Charles River, Sulzfeld
Mäuse, FVB Tierhaus des MPI für Neurobiologie
Ratten, Wistar Tierhaus des MPI für Neurobiologie

2.3.2 Zellkulturmaterialien und -zusätze
Dibutyryl-cAMP N6:2'-O-Dibutyryladenosin-3':5'-zyklisches

Monophosphat, Sigma, Deisenhofen
Dulbeccos Modifiziertes Eagle Medium GIBCO
Lipopolysacchariden aus E. coli, Stamm 055:B5, Sigma,

Deisenhofen
Penizillin Sigma
Streptomyzin Sigma
Transferrin Sigma
Rinderinsulin Sigma
Progesteron Sigma
Na2SeO2 Sigma
Kälberserum, fötales GIBCO
Kulturflaschen NUNC
Petrischalen NUNC
3H-Thymidin NEN, Dreieich
Vier-Kammer-Kulturobjektträger, Permanox NUNC

2.3.2.1 Zytokine für die Zellkultur
Alle eingesetzten Zytokine sind rekombinante Mäuseproteine.
GMCSF Amimed
IL1β Amimed
IL4 Amimed
IL10 Amimed
LIF Amimed
IFNγ Genzyme
IL3 PeproTech
IL6 PeproTech
MCSF R&D-Systems, Minneapolis, MN, USA
IL2 R&D-Systems, Minneapolis, MN, USA
TNFα R&D-Systems, Minneapolis, MN, USA

2.3.2.2 Neutralisierende Antikörper für die Zellkultur
Alle benutzten Antikörper sind gegen Mäuseproteine.
GMCSF R&D-Systems, Minneapolis, MN, USA
MCSF R&D-Systems, Minneapolis, MN, USA
IL3 R&D-Systems, Minneapolis, MN, USA

2.3.3 Chemikalien
Araldit FLUKA
Azeton Merck
Azur II Merck
Bleizitrat Leica
D-19 Entwickler Kodak
Diaminobenzidin (3-3'-Diaminobenzidin) Sigma, Deisenhofen
DiäthylÄther Merck
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Äther zur Narkose Chinosol
Ethanol Merck
Paraformaldehyd Merck
Gelatine Merck
Glutaraldehyd Merck
Isopropanol Merck
Perhydrol (H2O2) Merck
Kobaltchlorid (CoCl2) Merck
Kochsalz (NaCl) Merck
Methylenblau Merck
Natriumdihydrogenphosphat Merck
Natriumhydrogenphosphat Merck
Nickelsulfat (NiSO4) Merck
NTB2 Filmemulsion Kodak
Rinderalbumin Sigma, Deisenhofen
Saccharose Merck
Superfix Tetenal
Uranyl-Azetat Leica
Xylol Merck

2.3.4 Antikörper, Tierseren und Immunoreagentien

Tabelle VIII. Primäre, monoklonale Antikörper

Antigen CD Spezifität Wirt Klon Azeton optimale
Verdünn
ung

Herkunft

DD4 49d Maus Ratte R1-2 nein 1:1.000 Pharmingen, San Diego, CA, USA
DD5 49e Maus Ratte BMA5 nein 1:2,000 Chemicon, Temecula, CA, USA

Maus Ratte 5H10-27 nein 1:2,000 Pharmingen, San Diego, CA, USA
DD6 49f Maus Ratte MA6 ja 1:1.000 Chemicon, Temecula, CA, USA

Maus Ratte GoH3 ja 1:3.000 Serotec, Kidlington, England
DDL 11a Maus Ratte KBA nein 1:6.000 Serotec, Kidlington, England
DDM 11b Maus Ratte 5C6 ja 1:4.000 Serotec, Kidlington, England
DDX 11c Maus Hamster N418 ja 1:100 Endogen
DDE 103 Maus Ratte M290 - - Pharmingen, San Diego, CA, USA
DDV 51 Maus Hamster H9.2B8 - - Pharmingen, San Diego, CA, USA
EE1 29 Maus Ratte MB1.2 ja 1:3.000 Chemicon, Temecula, CA, USA

Maus Ratte 9EG7 ja 1:800 Pharmingen, San Diego, CA, USA
Maus Ratte KMI6 ja 1:600 Pharmingen, San Diego, CA, USA

EE2 18 Maus Ratte YTS 213.1 ja 1:2.000 Serotec, Kidlington, England
EE3 61 Maus Hamster HmE3 nein 1:800 Pharmingen, San Diego, CA, USA
EE4 104 Maus Ratte 346-11A ja 1:100 Pharmingen, San Diego, CA, USA
EE7 Maus Ratte M293 ja 1:1.600 Pharmingen, San Diego, CA, USA
DDMEE2 Ratte Maus OX42 nein 1:1.000 Serotec, Kidlington, England

Tabelle IX. Primäre, polyklonale Antikörper

Antigen Spezifität Wirt Verdünnung Herkunft
Galanin Kaninchen 1:1.000 Peninsula, Heidelberg
GalC Kaninchen 1:100 Sigma, Deisenhofen
GFAP Rind Kaninchen 1:6.000 DAKO, Hamburg
IBA1 Kaninchen 1:400 Dr. Y. Imai, Japan
Laminin Kaninchen 1:1.000 DAKO
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Tabelle X. Sekundäre Antikörper

Antigen Wirt Konjugat Verdünnung Herkunft
Hamster-Ig Ziege Biotin 1:100 Vector, Wiesbaden
Hamster-Ig Ziege FITC 1:100 Dianova, Hamburg
Kaninchen-Ig Ziege Biotin 1:100 Vector, Wiesbaden
Kaninchen-Ig Esel Biotin 1:100 Dianova, Hamburg
Maus- IgG Pferd Peroxidase 1:100 Vector, Wiesbaden
Maus-Ig Pferd Biotin 1:100 Vector, Wiesbaden
Ratte-Ig Ziege Biotin 1:100 Vector, Wiesbaden
Ratte-Ig Ziege FITC 1:100 Sigma, Deisenhofen
Ziege-Ig Esel FITC 1:100 Dianova, Hamburg

Tierseren
Eselserum Vector, Wiesbaden
Pferdeserum Vector, Wiesbaden
Mäuseserum Sigma, Deisenhofen
Ziegenserum Vector, Wiesbaden

Weitere Reagentien
Vectorstain® ABC Kit Vector, Wiesbaden
DePeX (Gurr®) BDH Laboratory Supplies
KAISERS Glyzeringelatine Merck
TexasRed-Avidin Vector, Wiesbaden
Tyramin, biotinyliert Dupont
VectaShield Vector, Wiesbaden

2.3.5 Lösungen, Puffer, Kulturmedien

Phosphat-Puffer (PB)
100 mM Na2HPO4,
mit H3PO4 auf pH 7,4 eingestellt.

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

Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung (PBS)
10 mM Na2HPO4,
8,4 g/l NaCl,
mit H3PO4 auf pH 7,4 eingestellt.

Kulturmedium
Dulbeccos Modifiziertes Eagle Medium
mit 15% fötales Kälberserum (FCS),
100 IU/ml Penizillin,
100 Pg/ml Streptomyzin

Serumfreies Medium (SFM)
Dulbeccos Modifiziertes Eagle Medium
mit 100 IU/ml Penizillin,
100 Pg/ml Streptomyzin,
5 Pg/ml humanes Transferrin,
5 Pg/ml Rinderinsulin,
12 ng/ml Progesteron,
60 nM Na2SeO2
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3 Ergebnisse

3.1 Integrine im Gehirn der Maus

3.1.1 Die Milz zum Nachweis der Integrin-Immunoreaktivität

In vorliegender Arbeit wurde zuerst die Fähigkeit der monoklonalen Antikörpern gezeigt,

Integrine mit der benutzten immunhistochemischen Methode zu erkennen. Dazu wurde die

Milz als Positivkontrolle eingesetzt. Von den 17 verwendeten Antikörper-Klonen (Tabelle VIII,

Seite 68) zeigten 15 in der Milz deutliche Immunoreaktivität. Mit den beiden in der Milz

negativen Klonen gegen das DE und DV-Integrin konnte auch im gesunden und verletzten

ZNS keine Immunoreaktivität nachgewiesen werden (Tabelle XI, Seite 82).

Bei der Titration der Antikörper in der Milz fanden sich bereits in Leerkontrolle ohne

Antikörperzugabe vereinzelt angefärbte Zellen, die durch ihre endogenen Peroxidasen das

DAB umsetzen konnten (Abbildung 11, Seite 71). Mit steigender Antikörperkonzentration

reagierten zuerst die spezifischen Integrin-Epitope mit dem Antikörper und danach wurden

auch unspezifische, niederaffine Bindungsstellen besetzt, bis schließlich der ganze Schnitt

gefärbt war. Für jeden Antikörper konnte auf diese Weise die Konzentration mit dem besten

Signal-Rausch-Verhältnis bestimmt werden (Tabelle VIII, Seite 68), und das spezifische

Verteilungsmuster der Immunoreaktivität unterschied sich deutlich von den oben erwähnten

endogenen Peroxidasen. Nach Vorbehandlung mit Azeton trat generell eine geringere

Hintergrundfärbung auf, bei manchen Integrinen jedoch auch eine schlechtere Bindung der

Antikörper und damit eine schwächere Anfärbung. Für den Nachweis dieser Integrine wurde

im Weiteren auf eine Vorbehandlung des Gewebes mit Azeton verzichtet.

Die verschiedenen monoklonalen Antikörper zeigten eine charakteristische,

immunhistologische Verteilung (Abbildung 12, Seite 72; Tabelle XI, Seite 82). Die Integrine

der E2-Familie (DL, DM, DX, E2) kamen hauptsächlich in der periarteriellen

Lymphozytenscheide (PALS) der weißen Pulpa vor und nur in deutlich geringerem Maße auf

Zellen der roten Pulpa. $M und DX fand sich häufig auf dendritischen Zellen. Die D4- und E7-
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Abbildung 11. Titration  in der  Milz
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Abbildung 12. Integrine in der  Milz
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Untereinheiten kamen ebenfalls in der PALS vor, aber zusätzlich fand sich D4 auf hohen,

endothelialen Venuolen (HEV) und E7 in der Marginalzone. Die restlichen Integrine der E1-

Familie (D5, D6 und E1) sowie die E3- und E4-Untereinheit lokalisierten auf Retikula in der

weißen Pulpa, Trabekeln, Gefäßen und HEV (Zusammenfassung in Tabelle XI, Seite 82).

Verschiedene Hybridom-Klone gegen dieselbe Integrin-Untereinheit wiesen ein identisches

immunhistochemisches Färbungsmuster auf.

3.1.2 Integrine im normalen Zentral-Nervensystem

Im gesunden, ventralen Hirnstamm und im Kleinhirn zeigten nur die Integrin-Untereinheiten

DM, E2, D6 und E1 deutliche Immunoreaktivität. Die DME2-Immunoreaktivtät fand sich dabei

ausschließlich auf Zellen mit der typischen ramifizierten Morphologie von ruhenden

Mikrogliazellen. Die Untereinheiten D6 und E1 lokalisierten auf Blutgefäßen und E1 zusätzlich

schwach auf den Neuronen des Nucleus facialis und den Purkinjezellen des Kleinhirns. Sehr

diskrete D5-Immunoreaktivität fand sich auf Blutgefäßen und dem Neuropil der grauen

Substanz des Nucleus facialis. Die Astrozyten nahe der Glia limitans und die zerebelläre

Bergmann-Glia zeigten zusätzlich eine spärliche, gepunktete Anfärbung für die D4- und die

E1-Untereinheit auf Strukturen mit dem Morphologie von Bergmann-Glia, wobei D4 nur in den

Pia-nahen Anteilen zu sehen war und in der grauen Substanz die Anfärbung ganz

verschwand.

Für die Integrine E3, E4 und E7 fand sich keine spezifische Immunoreaktivität, obwohl sich

diese Integrine unter Verwendung derselben Methodik in der Milz nachweisen ließen.

3.1.3 Regulation von Integrinen im axotomierten Nucleus facialis

Nach peripherer Durchtrennung des Nervus facialis fand sich ein starker Anstieg der

Immunoreaktivität verschiedener Integrin-Untereinheiten im betroffenen, motorischen

Nervenkern auf Neuronen, Mikroglia, Lymphozyten und dem Neuropil (Abbildung 13, Seite

74; Abbildung 14, Seite 75; Abbildung 15, Seite 76). Die axotomierten Neurone zeigten einen

deutlichen Anstieg der E1-Untereinheit (Abbildung 13, Seite 74). Der Anstieg war bereits 2
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Abbildung 13. EE1-Int egrine im axotomiert en Nucleus facialis
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Abbildung 14. EE2-Int egrine im axotomiert en Nucleus facialis
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Abbildung 15. Zeitver lauf der  Gesamt-Immunoreaktivität für  Integrine im axotomierten  Nucleus facialis



77

Tage nach Fazialis-Durchtrennung statistisch signifikant, hatte sein Maximum bei Tag 14 und

war auch nach 42 Tagen noch nachweisbar (Abbildung 15, Seite 76). Dieses Maximum

koinzidierte mit dem Auftauchen von E1-Immunoreaktivität auf Wachstumskegeln von

axonalen Aussprossungen im Nucleus facialis und dem intrazerebralen Teil des Nervus

facialis (siehe 3.1.3.1). Die benachbarte Mikroglia im Nucleus facialis zeigte schon 1 Tag

nach der Axotomie eine starke Steigerung der Immunoreaktivität für das DME2-Integrin

(Abbildung 13, Seite 74). Ab Tag 2 zeigte sich auch Immunoreaktivität für die D5-, D6- und

E1-Integrin-Untereinheiten auf Zellen mit Mikroglia-Morphologie (Abbildung 14, Seite 75). Die

deutliche Vermehrung der Mikroglia an Tag 4 und Tag 7 ging mit einem Anstieg der

Färbeintensität der Gesamtfärbung dieser Integrin-Untereinheiten einher (Abbildung 15,

Seite 76). An Tag 14, fand sich nun auch DX-Immunoreaktivität, die ausschließlich auf

Knötchen im Nucleus facialis lokalisiert war und von einem schwachen Anstieg des D4-

Integrins in Neuropil des Nucleus facialis begleitet wurde. Zusätzlich zu den Neuronen und

Mikroglia konnte auch Immunoreaktivität gegen die Integrin-Untereinheiten D4, E1, E7, DL

und E2 auf ca. 6 bis 8 Pm großen, runden Zellen mit lymphozytärer Morphologie beobachtet

werden. Einzelne DL-positive Zellen traten bereits einen Tag nach dem Trauma auf und an

Tag 14 nach der Fazialis-Durchtrennung wurde ihre Zahl maximal (Abbildung 14, Seite 75;

Abbildung 15, Seite 76).

3.1.3.1 Zelluläre Lokalisation von Integrin-Untereinheiten

Um die zelluläre Lokalisation der Integrin-Untereinheiten auf Mikroglia, Astrozyten,

Endothelien und axonalen Wachstumskegeln zu bestätigen, wurden Immunfluoreszenz-

Doppelfärbungen angefertigt und mit konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie ausgewertet

(Abbildung 16, Seite 78; Abbildung 16, Seite 78; Abbildung 17, Seite 79). Die Mikroglia

wurde entweder über das endogen gebundene Immunglobulin G oder mit dem polyklonalen

IBA1 Antikörper identifiziert und die Integrine von monoklonalen Antikörpern aus der Ratte

oder dem Hamster detektiert und dann kolokalisiert. Sowohl endogenes Immunglobulin G als
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Abbildung 16. Kolokalisation der  Integrine DD5, DD6, EE1, DDL , DDM und  EE2 mit Mikroglia Kolokalisation der Integrine DD4, DD5, DD6, EE1, DDM, DDL , DDX und EE2 am Tag 14 nach  Faz ialis-Durchtrennung
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Abbildung 17. Kolokalisation der  Integrine DD5, DD6 und EE1 mit Endothelien und Astrozyten



80

Abbildung 18. 
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Ultrastrukturelle Lokalisation  der DDL-Immunoreaktivit ät

auch IBA1 sind spezifische Marker für

Mikroglia (Fishman und Savitt, 1989;

Vedeler et al., 1994; Imai et al., 1996;

Werner et al., 1998). Wie in Abbildung 16

(Seite 78) gezeigt, kolokalisiert am Tag 2

nach Fazialis-Durchtrennung die

Immunoreaktivität für DM und E2 komplett

mit der durch endogenen IgG detektierten

Mikroglia. Diese IgG-positive Mikroglia

zeigt ebenfalls eine klare aber

unvollständige Kolokalisation mit den

Untereinheiten D5, D6 und E1. Abbildung

16 (Seite 78) zeigt bei Tag 14 eine

besonders starke Mikroglia-Immunoreaktivität für die DM-, DX-, D5-, D6- und E1-Integrin-

Untereinheiten auf Knötchen von phagozytischer, IBA1-positiver Mikroglia. Diese Knötchen

zeigten auch eine E2-Anfärbung. Aktivierte Mikroglia zeigte bei Tag 14 ebenfalls eine

Immunoreaktivität für das D4-Integrin, allerdings war sie auf allen Mikrogliazellen etwa gleich

stark und nicht vorzugsweise auf den phagozytischen Knötchen zu finden (Abbildung 16,

Seite 78). Zusätzlich zu der Mikroglia-Färbung fanden sich in der Doppelmarkierung auch

D4-, DL- und E2-Immunoreaktivität auf ca. 8 Pm großen, runden Zellen, die IgG- und IBA1-

negativ waren. Diese DL- und D4-positiven Zellen tendierten dazu, an den IgG- und IBA1-

immunoreaktive, Mikroglia-Knötchen zu aggregieren (Abbildung 16; Seite 78; Abbildung 16,

Seite 78). Eine ähnliche Lokalisation fand sich auch für die E1-Immunoreaktivität, und einige

wenige runde Zellen zeigten auch Immunoreaktivität für das E7-Integrin (nicht abgebildet).

Die Identität dieser kleinen, runden Zellen wurde in der Immunelektronenmikroskopie

untersucht. Die Abbildung 18 (Seite 81) zeigt die DL-Immunoreaktivität auf der

Plasmamembran von Zellen mit der typischen Morphologie reaktiver Lymphozyten, mit
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einem elektronendurchlässigen Zytoplasma und einem tief eingekerbten Zellkern (Mori und

Lennert, 1969).

Tabelle XI. Lokalisation der Integrin-Immunoreaktivität in der Maus

Antigen CD Milz Zerebellum normaler
Nucleus facialis

axotomierter
Nucleus facialis

DD4 49d PALS, RP, HEV Bergmann-Glia - Lymphozyten, Mikroglia

DD5 49e T, RWP, G, RP Gefäße Neuropil , Gefäße Mikroglia, Neuropil, Gefäße

DD6 49f RWP, G, HEV Gefäße Gefäße Mikroglia, Gefäße

DDL 11a PALS, RP - - Lymphozyten

DDM 11b PALS, DZ, RP Mikroglia Mikroglia Mikroglia

DDX 11c PALS, DZ, RP - - Mikroglia

DDE 103 - - - -

DDV 51 - - - -

EE1 29 RP, HEV, T, G Neurone, Gefäße,
Bergmann-Glia

Neurone, Gefäße Neurone, Gefäße, Mikroglia,
Lymphozyten

EE2 18 PALS, DZ, RP Mikroglia Mikroglia Mikroglia, Lymphozyten

EE3 61 HEV, RP - - -

EE4 104 RWP, G - - -

EE7 PALS, MZ - - Lymphozyten

Abkürzungen. DZ dendritische Zellen, G Gefäße, HEV hohe, endotheliale Venuolen, MZ Marginalzone, PALS
periarterielle Lymphozytenscheide, RP rote Pulpa, RWP Retikula in WP, T Trabekel, WS weiße Substanz.

Starke Immunoreaktivität für die E1-Integrin-Untereinheit fand sich auch auf benachbarten

Motoneuronen (Abbildung 16, Seite 78). Diese E1-Immunoreaktivität tauchte auch auf den

axonalen Wachstumskegeln im Nucleus facialis und dem intrazerebralen Teil der Nervus

facialis auf (Abbildung 16, Seite 78), wo sie mit Galanin, einem Neuropeptid, das in einer

großen Subpopulation von axotomierten Motoneuronen der Maus vorkommt, kolokalisierte

(Moore, 1989; Klein et al., 1997). Eine deutliche Immunoreaktivität für das D5-, D6- und E1-

Integrin fand sich auf Laminin-positiven Endothelien (Abbildung 17, Seite 79). Im Gegensatz

zu Neuronen, Mikroglia und Endothelien fand sich in dieser Studie bei keinem Integrin eine

Kolokalisation mit GFAP-positiven Astrozyten in der grauen Substanz des axotomierten

Nucleus facialis. Allerdings zeigte sich eine punktförmige Anfärbung von E1 auf GFAP-

positiven Astrozyten in der Nähe der Glia limitans in der weißen Substanz und etwas
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Abbildung 19. Zeitver lauf der  zellu lären  Integrin-Immunoreaktivit ät im axotomierten  Nucleus f acialis
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schwächer auf der zerebellären Bergmann-Glia (Abbildung 17, Seite 79). Auch das D4-

Integrin fand sich auf den Pia-nahen Astrozytenfortsätzen an der Glia limitans und der

Bergmann-Glia.

3.1.3.2 Quantitative Integrin-Immunoreaktivität auf Mikroglia und Endothelien

Die Dichte der Integrin-Immunoreaktivität wurde wie in 2.1.5 beschrieben auf einzelnen

Mikrogliazellen und Endothelien mit Hilfe von Immunfluoreszenz-Doppelfärbungen, dem

Laser-Scanning-Mikroskop und dem RISC-Algorithmus bestimmt. Endogenes IgG diente als

Mikroglia-Zellmarker, Laminin um Endothelien zu identifizieren (Abbildung 19, Seite 83).

Messung der DM-Immunoreaktivität auf der Mikroglia zeigte einen biphasischen Verlauf mit

einem Maximum bei Tag 1 nach Fazialis-Durchtrennung, einer langsamen Abnahme bis Tag

7, und einem zweiten, kleineren Anstieg zu einem Plateau von Tag 14 bis Tag 42. Die

Untereinheiten D5 und D6 zeigten auf der Mikroglia einen stetigen, monophasischen Anstieg

mit einem Gipfel bei Tag 14, gefolgt von einem langsamen Rückgang bis Tag 84.

Die Messung der D5-Untereinheit zeigte einen statistisch signifikaten Anstieg der

Immunoreaktivität auf den Laminin-positiven Endothelien im axotomierten Nucleus facialis

am Tag 14 nach dem Trauma (Abbildung 19, Seite 83). Zusätzlich fand sich ein Trend zu

einem Anstieg des D6- und E1-Integrins zu diesem Zeitpunkt auf den Endothelien, der aber

keine statistische Signifikanz erreichte. Am Tag 4 nach Fazilias-Durchtrennung fand sich für

keine Integrin-Untereinheit ein Anstieg auf den Endothelien der axotomierten Seite.

3.1.4 Integrine auf der Mikroglia im normalen Hirnstamm und nach LPS-Gabe

3.1.4.1 Mikroglia-Morphologie im dorsalen Hirnstamm

Wie im Nucleus facialis gezeigt, erkennt der monoklonale 5C6-Antikörper spezifisch die

murine Mikroglia im normalem Hirnstamm anhand ihres konstitutiv exprimierten Integrins

DME2 und kann deshalb zur Darstellung der Mikroglia-Morphologie benutzt werden (Perry et

al., 1985; Raivich et al., 1994). Im normalen, lateralen Hirnstamm fand sich die typische

ramifizierte Morphologie ruhender Mikroglia mit kleinem Zellkörper, vielen, verzweigten,
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schlanken Fortsätzen und extensiver Ramifizierung der distalen Zellausläufer (Abbildung 20,

Seite 86). In der Area postrema hatte die Mikroglia etwas plumpere Fortsätze, reduzierte

Ramifizierung der distalen Ausläufer und eine intensivere Anfärbung für das Integrin DME2,

alles Zeichen einer leichten Aktivierung (Kreutzberg, 1996; Raivich et al., 1999). In der Area

postrema gibt es keine Blut-Hirn-Schranke und Serumbestandteile haben Zugang zum

Gehirnparenchym, wo sie die Mikroglia aktivieren können (Broadwell und Sofroniew, 1993;

Pedersen et al., 1997). Diese Aktivierung nahm innerhalb von 200 Pm um die Area postrema

rapide ab, bis die Mikroglia wieder eine stark ramifizierte Morphologie zeigte (Abbildung 20,

Seite 86).

3.1.4.2 Mikroglia-Morphologie im LPS-stimulierten Hirnstamm

Bereits 12 Stunden nach der Injektion der bakteriellen Lipopolysaccharide (LPS) kam es zu

ersten Veränderungen der Mikroglia-Morphologie im Sinne einer Aktivierung, die nach 48

Stunden maximal wurde und dann wieder abnahm. Wie in Abbildung 20 (Seite 86) gezeigt,

kam es zwei Tage nach peripherer LPS-Injektion zu einer dosisabhängigen,

morphologischen Aktivierung der Mikroglia im dorso-lateralen Hirnstamm und der Area

postrema. Applikation von 1 Pg LPS hatte nur einen Einfluß auf die Mikroglia in der BHS-

defizienten Area postrema. Ab Dosen von 10 Pg LPS fand sich zusätzlich eine Aktivierung

der Mikroglia im dorso-lateralen Hirnstamm, die ab 100 Pg LPS maximal wurde. Höhere

Gaben von LPS bis zu 3 mg führten zu keiner weiteren Änderung der Mikroglia-Morphologie.

Die vollständig aktivierte Mikroglia im Hirnstamm zeigte große Zellkörper, starke proximale

Fortsätze, eine deutliche Reduktion der distalen Ramifikation und einen Anstieg der DME2-

Immunoreaktivität. Interessanterweise verlor die Mikroglia ihre Ramifikation nicht vollständig

und nahm trotz maximaler LPS-Dosen weder in der Area postrema noch im lateralen

Hirnstamm die runde Morphologie typischer Makrophagen an (Abbildung 21, Seite 87).
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Abbildung 20. Mikrog lia-Aktivierung  bei steigender LPS-Dosis
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Abbildung 21. Morphologie normaler und LPS-aktivierter Mikrog lia
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Abbildung 22. Lipopolysaccharid-Effekt auf Int egrin- Expression im H irnstamm
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3.1.4.3 Integrin-Expression im normalen LPS-stimulierten Hirnstamm

Wie im Nucleus facialis fand sich auch im normalen, dorsalen Hirnstamm deutliche

Immunoreaktivität für die Integrine DM, E2, D6 und E1, wobei die DME2-Immunoreaktivität auf

Mikroglia beschränkt war, D6E1 vornehmlich Gefäßendothelien färbte und E1 auch noch auf

Neuronen zu finden war. Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie mit Immunfluoreszenz-

Doppelmarkierungen zeigte aber im Gegensatz zum Nucleus facialis im dorsalen Hirnstamm,

200 Pm von der Area postrema entfernt, zusätzlich eine schwache Anfärbung für die Integrin-

Untereinheiten D5, D6 und E1 sowie eine kaum detektierbare D4-Immunoreaktivität, die alle

mit der IBA1-positiven Mikroglia kolokaliserten (Abbildung 22, Seite 88).

Die periphere Injektion von 100 Pg LPS aktivierte nach zwei Tagen die Mikroglia im

gesamten Hirnstamm (vgl. Abbildung 20, Seite 86) und führte zu deutlichen Veränderungen

in der Integrin-Expression. Die LPS-Stimulation führte 200 Pm von der Area postrema

entfernt zu einer drastischen Hochregulation der Integrin-Untereinheiten D4, D5, D6, DM, E1

und E2 (Abbildung 22, Seite 88). In der grauen Substanz kolokalisierten die Integrine nur mit

IBA1-positiver Mikroglia, nicht aber mit GFAP-positiven Astrozyten (nicht abgebildet). Die

D6E1-Expression der Gefäßendothelien und das neuronale E1 wurden durch die LPS-

Stimulation nicht beeinflußt. Für die Integrin-Untereinheiten DL, DX, E3, E4 und E7 fand sich

im normalen oder LPS-stimulierten dorsalen Hirnstamm keine Immunoreaktivität für

Antikörper, die in der Milz und im axotomierten Nucleus facialis spezifisch Integrine

erkannten.

3.2 Ramifizierte Mikroglia in Zellkultur

3.2.1 Morphologie der ramifizierten Mikroglia

Wie in vivo konnte die Mikroglia auch in vitro eindeutig anhand der konstitutiven Expression

des DME2-Integrins identifiziert werden. Im Gegensatz zu der Morphologie im normalen
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Abbildung 23. Mikrog lia in  vivo und in vitro
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Gehirn fanden sich in den Monokulturen von Mikroglia nur runde, Makrophagen ähnelnde

Zellen, einige mit Pseudopodien und kurzen filopodischen Fortsätzen (Abbildung 14, Seite

75 und Abbildung 23d, Seite 90). Keiner dieser Makrophagen zeigte eine Ramifikation wie

die Mikroglia in vivo. Da Mikroglia ihre Morphologie je nach ihren Funktionszustand ändert,

stellt sich die Frage, inwieweit Studien an diesen Makrophagen in Monokulturen zum

Studium der Mikroglia geeignet sind.

Aus diesem Grunde wurde in dieser Arbeit die von Sievers et al. beschriebene Methode

einer heterologen Kokultur benutzt, um die Ramifikation von Mikroglia zu induzieren (Sievers

et al., 1994a; siehe 1.5). Diese Technik erlaubt es, eine uniforme Population von Maus-

Mikroglia zu untersuchen, die an einem definierten Zeitpunkt auf eine Einzelzellschicht von

Astrozyten ausgesät worden sind. Verunreinigungen mit Ratten-Mikroglia, die beim Anlegen

des Astrozytenrasen entstanden sind und deshalb aus älteren Mikroglia bestehen, werden

vom Maus-spezifischen Antikörperklon 5C6 gegen das DME2-Integrin nicht erkannt, konnten

aber mit dem OX42-Antikörper nachgewiesen werden, der DME2 in der Ratte und in der

Maus erkennt (Reid et al., 1993). Wie in Abbildung 23c (Seite 90) gezeigt, sind diese

zeitgleich mit den Astrozyten ausgesäten OX42-positiven Ratten-Mikrogliazellen sehr groß

und haben häufig eine runde, flache Morphologie wie Makrophagen. In den Kokulturen

machte die Ratten-Mikroglia etwa 20% der Gesamtmikroglia aus, konnte aber von der

quantitativen Auswertung ausgeschlossen werden, da sie nicht vom 5C6-Antikörper erkannt

wurde.

Die Maus-Mikroglia begann bereits zwei Tage nach der Aussaat auf dem Astrozytenrasen

erste Fortsätze zu entwickeln und nach 14 Tagen zeigten über 90% der Zellen eine gute

Ramifikation (Abbildung 23a,b; Seite 90). Diese ramifizierte Mikroglia war in der Lage zu

proliferieren und ihre Morphologie erinnerte an die proliferierende Mikroglia in vivo

(Abbildung 23e,f; Seite 90).

3.2.2 Wirkung von LPS auf ramifizierte Mikroglia in Kultur

Im lebenden Organismus ist nicht geklärt, ob das Endotoxin LPS direkt auf die Neuroglia
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wirkt oder sein Effekt durch Gefäßendothelien, Ependym, Makrophagen im Plexus

choroideus oder andere Mediatoren vermittelt wird (van Dam et al., 1995; Buttini et al.,

1996). Eine Möglichkeit, dieses Problem anzugehen, ist die Reduktion der Komplexität des

Gewebsverbandes in der Zellkultur.

3.2.2.1 Morphologie von LPS-stimulierter Mikroglia in vitro

Die Gabe von Lipopolysacchariden führte in vitro zu einer morphologischen Veränderung der

Mikroglia, die parallel zu der Aktivierung durch LPS im zentralen Nervensystem verlief

(vergleiche Abbildung 20, Seite 86 und Abbildung 24, Seite 94). In den ruhenden Kokulturen

hatte die Mikroglia kleine Zellkörper, lange, schlanke Ausläufer und distale Ramifikation.

Bereits eine 2-tägige Inkubation mit 50 ng/ml LPS induzierte eine milde Aktivierung. Höhere

Konzentrationen als 5 Pg/ml LPS führten zu keiner zusätzlichen morphologischen

Veränderung. Im maximal LPS-aktivierten Zustand hatten die meisten Mikrogliazellen einen

vergrößerten Zellkörper, dicke, kurze, proximale Fortsätze, einen Verlust der distalen

Ramifikation und einen Anstieg der DME2-Immunoreaktivität (Abbildung 24, Seite 94). Sie

ähnelten auffällig den vollständig LPS-aktivierten Zellen im dorsalen Hirnstamm (Abbildung

20, Seite 86). Wie in vivo führte auch in vitro keine LPS-Konzentration zu einer vollständigen

Umwandlung der Mikroglia zu kleinen runden Makrophagen. Interessanterweise traten

bereits ab sehr geringen LPS-Konzentrationen von 50 ng/ml große, runde, flache Zellen mit

schwacher DME2-Immunoreaktivität auf, die ca. 5% der gesamten DME2-positiven Zellen

ausmachten (Abbildung 21, Seite 87). Der Anteil dieser Zellen an den gesamten DME2-

positiven Zellen stieg bei höheren LPS-Konzentrationen nicht weiter an.

3.2.2.2 Integrin-Expression in LPS-stimulierten, Mikroglia-Zellkulturen

Zum Nachweis der Integrine in den Mikroglia-Zellkulturen wurden die gleichen,

monoklonalen Antikörper benutzt wie in der Mäusemilz, dem axotomierten Nucleus facialis

und dem LPS-stimulierten Hirnstamm (Tabelle VIII, Seite 68). Wie in Abbildung 25 (Seite 94)

zu sehen, fand sich in den unstimulierten Kokulturen eine starke Immunoreaktivität für die



93



94

Abbildung 24. Dosisabhäng iger Eff ekt von  LPS auf kultivierte, ramif izierte Mikroglia

Abbildung 25. LPS- Effekt auf Integrin-Immunoreaktivit ät ramifizierter  Mikroglia in Ku ltur
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DM-Integrin-Untereinheit und eine schwächere, aber deutliche Anfärbung für die Integrine D5,

D6, E1 und E2 auf ramifizierter Mikroglia. Die Untereinheiten D4, DL, DX, E3, E4 und E7

zeigten in Kontrollkulturen keine Anfärbung mit monoklonalen Antikörpern, die in der Lage

waren, diese Integrine in anderen Geweben bei gleicher Färbetechnik zu erkennen.

Abbildung 24 (Seite 94) zeigt die vollständige, morphologische Aktivierung der Mikroglia bei

einer Dosis von 5 Pg/ml LPS. In Abbildung 25 (Seite 94) ist die Integrin-Immunoreaktivität für

die Integrin-Untereinheiten D4, D5, D6, E1, DM und E2 nach LPS-Stimulation zu sehen und in

Abbildung 26 (Seite 96) quantifiziert. Zwei Tage nach LPS-Exposition zeigte die aktivierte

Mikroglia einen 5,7-fachen Anstieg der D5-Immunoreaktivität, einen 3,1-fachen Anstieg für

D4, einen 2,3-fachen Anstieg für E1 und einen 1,5-fachen Anstieg der Untereinheit DM.

Lediglich die D6-Anfärbung nahm um 39% statistisch signifikant nach der LPS-Stimulation ab

(Abbildung 26, Seite 96; Rohdaten im Anhang). Für alle Integrin-Untereinheiten war die

Immunoreaktivität auf den 5% immunoreaktiven, großen, runden, flachen Zellen geringer als

auf der ramifizierten Mikrogliazellen in derselben Kultur. Die in dem Kokultursystem

anwesenden kokultivierten Astrozyten aus der Ratte zeigten keine Immunoreaktivität für die

untersuchten Integrin-Untereinheiten (Abbildung 25, Seite 94).
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Abbildung 26. Messung des LPS- Effekt es auf die Int egrin-Immunoreaktivität in Mikrog lia-Koku lturen

3.2.3 Effekt von Zytokinen und Wachstumsfaktoren auf die ramifizierte Mikroglia

Die posttraumatische Proliferation von Mikroglia im Nucleus facialis zwei Tage nach

Axotomie diente als positive Kontrolle für die Immunhistochemie und die 3H-Thymidin-

Markierung mit nachfolgender Autoradiographie für die Proliferationsstudien. Wie in

Abbildung 23e,f (Seite 90) gezeigt, lag die autoradiographische Markierung des 3H-Thymidin

zwei Tage nach Fazialis-Durchtrennung ausschließlich auf den Zellkernen DME2-positiver

Mikroglia. In der Zellkultur fand sich zusätzlich vereinzelt auch 3H-Thymidin-Markierung auf

Kernen von DME2-negativen Zellen der Astrozyten oder der Ratten-Mikroglia, diese

Markierung wurde bei der Quantifizierung der Proliferation nicht berücksichtigt.
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Abbildung 27. W irkung klassischer M itogene auf die M ikroglia-Prolif eration

3.2.3.1 Proliferation von ramifizierten Mikroglia in Kultur nach Stimulierung

In den Kokulturen von ramifizierter Mikroglia wurde nun die Wirkung verschiedener Zytokine

auf die Mikroglia-Proliferation untersucht. Der Zusatz der klassischen Makrophagen-

Mitogene Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (MCSF), Granulozyten-Makrophagen-

Kolonie-stimulierender Faktor (GMCSF) und Interleukin 3 (IL3) führte unter serumfreien

Bedingungen zu einem starken Anstieg der Proliferation ramifizierten Mikroglia (Abbildung

27, Seite 97). Im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollkulturen bewirkte die Stimulation

mit 200 ng/ml MCSF einen 7,2-fachen Anstieg der Proliferation, 400 ng/ml GMCSF führten

zu einem 3,5-fachen und 20 ng/ml IL3 zu einem 1,5-fachen Anstieg. Fötales Kälberserum

(FCS) hatte ebenfalls einen deutlichen, mitogenen Einfluß auf die Mikroglia mit maximaler

Abbildung 28. W irkung weiterer Zyt okine auf d ie Mikroglia- Proliferation
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Stimulation auf die 2,9-fachen Proliferationsrate bei 10% FCS. Höhere Konzentrationen von

FCS führten wieder zu einer Abnahme der Proliferation. Um den mitogenen Effekt des
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fötalen Kälberserums (FCS) auf die Mikroglia bei dem Studium der anderen Zytokine in

vorliegender Arbeit zu vermeiden, wurde bei der Zellkultur auf Zusatz von FCS vor der

Stimulation verzichtet und die Zellen in serumfreien Medium gehalten.

Abbildung 28 (Seite 97) zeigt die Wirkung der Interleukine 1E (IL1E�, IL2, IL4, IL10,

Interferon-J �IFNJ) und Tumornekrosefaktor D �TNFD) auf die ramifizierte Mikroglia. Nur

IL1E stimulierte die Proliferation deutlich mit einem 2,4-fachen Anstieg nach 500 ng/ml IL1E.

Die meisten anderen Zytokine inhibierten die Mikroglia. Die Abnahme der Proliferation betrug

nach Zugabe von 40 ng/ml IL2 28%, nach 50 ng/ml IL4 68%, nach 20 ng/ml IL10 44% und

nach Gabe von 40 ng/ml IFNJ 47%. TNFD hatte in niedrigen Dosen einen leicht mitogenen

Effekt (+25% bei 2 ng/ml TNFD), in höheren Konzentrationen inhibierte es aber die

Proliferation stark (-70% bei 20 ng/ml TNFD). Die Zugabe von 2 ng/ml IL6 oder 5 ng/ml

Leukämie-inhibierenden Faktor (LIF) zeigten einen leichten (+37% bzw. +54%), aber

statistisch nicht signifikanten Trend zu einer Stimulation der Mikroglia-Proliferation (p=0,17

bzw. 0,09). Bei höheren Konzentrationen war die Wirkung noch geringer.

3.2.3.2 Inhibition der Proliferation durch neutralisierende Antikörper

Von IL1 ist bekannt, daß es astrozytäre Freisetzung einer Reihe von Zytokinen bewirkt

(Giulian und Lachman, 1985; Merrill, 1991; Théry et al., 1992). Um festzustellen, ob in dem

hier angewandten Kokulturmodell IL1 direkt oder über andere Zytokine wirkt, wurden

neutralisierende Antikörper gegen alle vorher identifizierten Mitogene (MCSF, GMCSF und

IL3) zu unbehandelten und IL1-stimulierten Kokulturen zugesetzt (Abbildung 29, Seite 100).

In den unbehandelten Kokulturen (Abbildung 29a, Seite 100) führten nur die

neutralisierenden Antikörper gegen MCSF zu einer signifikanten Reduktion der Proliferation

(-27%), Antiseren gegen GMCSF und IL3 bewirkten lediglich eine geringe und statistisch

nicht signifikante Abnahme (-12% bzw. –1%). Die gleichzeitige Gabe von anti-MCSF und

anti-GMCSF führte zu einer Abnahme von 3% der Ausgangsproliferation bezogen auf anti-

MCSF allein. Wurden die Kokulturen nun gleichzeitig mit IL1 und den neutralisierenden

Antiseren behandelt (Abbildung 29b, Seite 100), führten Antikörper gegen MCSF und
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GMCSF zu einer signifikanten Reduktion der Proliferation (-32% bzw. –42%). Antiseren

gegen IL3 konnten auch bei Stimulation mit IL1 die Proliferation nur gering und nicht

signifikant senken (-4%). In den IL1-behandelten Kokulturen führte die gleichzeitige Gabe

von anti-MCSF und anti-GMCSF zu einer Reduktion der Proliferation um 56%. Bei Gabe

dieser beiden Antiseren war das Proliferationsniveau der Mikroglia nach gleichzeitiger IL1-

Stimulation etwa gleich groß wie ohne die IL1-Stimulation und ohne neutralisierende

Antikörper (2,4% vs. 2,9%; Abbildung 29, Seite 100).

Abbildung 29. W irkung neutralisierender Antikörper auf die Mikroglia-Pro lif eration

3.2.3.3 Morphologie der Zytokin-stimulierten Mikroglia

Interessanterweise führte im Gegensatz zu LPS keiner der zugesetzen Faktoren, MCSF,

GMCSF, IL1, IL2, IL3, IL4, IL6, IL10, IFNJ, TNFD oder FCS zu einer deutlichen

morphologischen Umwandlung der Mikroglia. Vielmehr behielten die DME2-positiven Zellen

ihre kleinen Zellkörper, ihre schlanken Zellausläufer mit der distalen Ramifizierung bei.

Insbesondere konnte keine morphologische Umwandlung zu Makrophagen induziert werden.
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit untersucht die molekulare Regulation von Integrinen und der

Proliferation bei der Mikroglia-Aktivierung im verletzten, zentralen Nervensystems und in

stimulierten Zellkulturen.

4.1 Integrine im normalen Nucleus facialis und nach Axotomie

Der erste Teil der Arbeit beschreibt die zelluläre Lokalisation der Integrine im normalen ZNS

und ihre Veränderung nach Durchtrennung des Fazialis-Nerven. Diese reversible, neuronale

Verletzung führte zu einem starken Anstieg verschiedener Integrin-Untereinheiten auf

Neuronen, Mikroglia, Gefäßendothelien und Lymphozyten in betroffenen Nucleus facialis mit

jeweils charakteristische Zeitverläufe. Axotomierte Neuronen exprimierten die E1-Integrin-

Untereinheit. Aktivierte Mikroglia in der Umgebung zeigte zu verschiedenen Zeitpunkten

einen Anstieg der Integrine D4E1, D5E1, D6E1, DME2 und DXE2. $LE2-, D4-, E1- und E7-

positive Lymphozyten invadierten den axotomierten Nucleus facialis zum Zeitpunkt des

späten neuronalen Todes mit einem Maximum 14 Tage nach der Axotomie (Möller et al.,

1996; Raivich et al., 1998b). Der neuronale Zelltod und die Leukozyteneinwanderung wurden

von einem Anstieg des D5E1-Integrins auf den Gefäßendothelien begleitet. Astrozyten

zeigten im Nucleus facialis keine Immunoreaktivität für Integrine, auf Astrozyten nahe der

Glia limitans fand sich aber die E1-Untereinheit und auf zerebellärer Bergmann-Glia

zusätzlich noch D4-Immunoreaktivität.

4.1.1 Milz und Fazialis-Kern zum Nachweis der Integrin-Expression

Leukozyten exprimieren eine große Anzahl von Integrinen, die für ihre Funktion eine

essentielle Rolle spielen (Larson und Springer, 1990; Hemler, 1990; Etzioni, 1994; Mazzone

und Ricevuti, 1995; Rozdzinski und Tuomanen, 1995; Stewart und Hogg, 1996; Gahmberg et

al., 1997; Newton et al., 1997; Wei et al., 1997). Die Milz enthält sehr viele Integrin-

exprimierenden Leukozyten und kann deshalb als gute Positivkontrolle dienen, um den

Färbeerfolg und die Spezifität der Integrin-Immunoreaktivität zu belegen. Alle Antiköper in
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dieser Studie, die Immunoreaktivität im normalen oder verletzten ZNS nachwiesen,

erkannten die Integrine auch in der Milz. Auf der anderen Seite argumentiert die erfolgreiche

Detektion von E3- und E4-Integrin-Immunoreaktivität in der Milz und ihr gleichzeitiges Fehlen

im normalen oder verletzten Gehirn dagegen, daß es sich bei der ausgebliebenen Färbung

um ein technisches Problem handelt, sondern legt nahe, daß diese Integrine im Gehirn nicht

vorkommen.

Im ersten Teil dieser Arbeit war die initale Fragestellung, die Integrin-Expression auf

hirneigenen Zellen zu untersuchen. Ein Problem bei den meisten Modellen der ZNS-

Verletzung (wie direktes Trauma, Ischämie, Infektion und Enzephalomyelitis) ist aber der

frühe Einstrom von Blutmakrophagen, der nur schwer von der seßhaften, aktivierten

Mikroglia unterschieden werden können (Perry und Gordon, 1988; Williams et al., 1992;

Dickson et al., 1993; McGeer et al., 1993; Lassmann et al., 1994; Kreutzberg, 1996). Hier

bietet die Fazialis-Durchtrennung eine Reihe von Vorteilen (siehe auch Tabelle VI, Seite 39).

Wegen der Distanz zwischen Läsion und Nucleus facialis, kommt es zu keiner Einwanderung

von Blutmakrophagen oder Permeabilitätssteigerung der Blut-Hirn-Schranke für

Serumproteine (Kreutzberg, 1996; Raivich et al., 1998b). Dieses Modell ermöglicht damit das

Studium der spezifischen Aktivierung der endogenen Mikroglia. Ferner ist es für die gut

charakterisierte Folge von Zellveränderungen bekannt, die zu erfolgreicher, neuronaler

Regeneration führen kann (Sinatra und Ford, 1979; Soreide, 1981a, b; Vaughan, 1990; Ito

und Kudo, 1994; Raivich et al., 1996; Kreutzberg, 1996; Guntinas-Lichius et al., 1996; Ferri

et al., 1998). Auf der anderen Seite tritt aber im Nucleus facialis der erwachsenen Maus auch

neuronaler Zelltod auf (Torvik und Skjörten, 1971; Torvik und Soreide, 1975; Möller et al.,

1996), was mit dem Einstrom von Lymphozyten und ihrer Aggregation an Mikroglia-Knötchen

assoziiert ist (Raivich et al., 1998b; Werner et al., 1998). Welche Moleküle hierbei

Proliferation, Migration, Adhäsion und Interaktion der Zellen im verletzten, zentralen

Nervensystem steuern, ist noch weitgehend ungeklärt.
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4.1.2 Neuronale Integrine

4.1.2.1 Monophasischer Anstieg von EE1-Integrinen auf Motoneuronen

Auf den Neuronen konnte in dieser Arbeit nur Immunoreaktivität für die E1-Integrin-

Untereinheit (CD29) nachgewiesen werden, die bereits im normalen Gehirn vorhanden war

und in den verletzten und regenerierenden Motoneuronen stark anstieg (Abbildung 13, Seite

74). Die Hochregulation des E1-Integrins war zeitlich mit dem Beginn der axonalen

Regeneration assoziiert (Bisby, 1988; Taskinen et al., 1995), und deutliche Immunoreaktivität

für die E1-Integrin-Untereinheit konnte auf Wachtstumskegeln der Axonaussprossungen im

verletzten Nucleus facialis und dem intrazerebralen Anteil des Nervus facialis beobachtet

werden, ein ähnliches Phänomen existiert auch im peripheren Nerven (Werner et al., 2000).

In vitro sind E1-Integrine an das Zytoskelett am vorderen Rand der Wachstumskegels

gekoppelt (Schmidt et al., 1995) und essentiell für die neuronale Adhäsion und das

Neuritenwachstum auf Laminin (Wang et al., 1992; McKerracher et al., 1996). Nach

peripherer Transektion des Nerven führt die Wallersche Degeneration distal zum Zerfall der

diskonnektierten Axone und des zugehörigen Myelins, gefolgt von der Überbrückung der

Lücke zwischen proximalem und distalem Nervenstumpf mit proliferierenden Schwannzellen

und Fibroblasten. Diese Zellen bilden eine lamininreiche Matrix für das Einsprossen der

Axone durch das röhrenartige Basalmembrangerüst in den distalen Teil des Nerven. Von

verschiedenen Lamininformen ist bekannt, daß sie auf der Oberfläche der denervierten

Schwannzellen akkumulieren, die innere, dem axonalen Wachstumskegel zugewandte Seite

der Basalmembran auskleiden und dort eine wichtige permissive Funktion für die axonale

Regeneration haben (Westerfield, 1987; Kuecherer-Ehret et al., 1990; Letourneau et al.,

1992; Agius et al., 1996; Luckenbill-Edds, 1997).

4.1.2.2 Neuronale EE1-Integrin-Rezeptoren für Laminin bei der Regeneration

Bisher sind fünf Integrine der E1-Familie beschrieben, die Laminin binden und die auf

Neuronen vorkommen, D1E1, D2E1, D3E1, D6E1 und D7E1 (Tomaselli et al., 1993;



104

McKerracher et al., 1996; Powell und Kleinman, 1997; Luckenbill-Edds, 1997). Die fehlende

Nachweisbarkeit neuronaler Expression der E1-assoziierten Untereinheiten D4, D5 und D6

mit fünf verschiedenen, monoklonalen Antikörpern spricht gegen ihre Beteiligung an der

neuronalen Regeneration im Nucleus facialis. Obwohl das D5-Integrin in Motoneuronen des

Rattenrückenmarkes beschrieben worden ist, spricht die prominente, nukleäre Anfärbung in

der betreffenden Studie gegen eine spezifische Reaktion mit dem angewandten,

polyklonalen Antikörper (Grooms und Jones, 1997). Im Lichte der vorliegenden Studie, sind

noch die Integrine D1E1, D2E1, D3E1 und D7E1 Kandidaten für den Lamin-Rezeptor auf

regenerierenden Neuronen. In vitro interferieren neutralisierende Antikörper gegen das

Integrin D3E1 und in geringerem Maße auch gegen D1E1 mit dem Auswachsen von Neuriten

auf Laminin (Tomaselli et al., 1993). Interessanterweise ist das D3E1-Integrin auch an der

Neuritenausprossung auf Thrombospondin und Tenascin beteiligt (DeFreitas et al., 1995).

Diese beiden Moleküle der extrazellulären Matrix (EZM) sind im verletzten, peripheren

Nerven vorhanden und könnten bei der neuralen Regeration involviert sein (Hoffman et al.,

1994; Fruttiger et al., 1995). Das Fehlen von monoklonalen Antikörpern gegen die restlichen

erwähnten D-Untereinheiten könnte z.B. mit Studien auf der mRNA-Eben überprüft werden,

um die an der Neuroregeneration beteiligten Integrine zu identifizieren. Interessanterweise

fand sich in einer Studie mit einem polyklonalen Antikörper ein starker Anstieg des D7-

Integrins auf regenerierenden Motoneuronen und Wachstumskegeln nach Fazialis-

Durchtrennung, und genetisch für die D7-Untereinheit defiziente Mäuse zeigten eine deutlich

verzögerte Auswachsgeschwindigkeit der regenerierenden Axone (Werner et al., 2000).

Diese Arbeit deutet also darauf hin, daß der D7E1-Lamin-Rezeptor eine funktionelle Rolle bei

der Neuroregeneration hat. Sie schließt aber eine Beteiligung der anderen diskutierten E1-

Laminin-Rezeptoren nicht aus.
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4.1.3 Integrine auf aktivierter Mikroglia

4.1.3.1 Integrine bei der stadienspezifischen Mikroglia-Aktivierung

Die Aktivierung der Mikroglia im ZNS verläuft in verschiedenen Aktivierungsstadien (siehe

auch 1.3.1.3; Tabelle III, Seite 22; Abbildung 3, Seite 17; Raivich et al., 1999). Die Mikroglia

verändert ihre Morphologie mit einer Hypertrophie des Zellkerns und der proximalen

Fortsätze und einem Verlust der distalen Ramifikation (Stadium 1, Alarm), gefolgt von

Proliferation, der Adhäsion an neuronale Zellkörper (Stadium 2, Zielfindung und Adhäsion)

und dem Entfernen der synaptischen Boutons ("synaptic stripping"; Blinzinger und

Kreutzberg, 1968). Im Nucleus facialis der Maus hat der neuronale Zelltod 14 Tage nach der

Axotomie ein Maximum und führt zum Auftreten phagozytischer Mikroglia (Stadium 3a,

Phagozytose), die den neuronalen Debris entfernt, begleitet von einer massiven Induktion

proinflammatorischer Zytokine, die die benachbarte Mikroglia aktivieren können (Stadium 3b,

Umgebungsaktivierung; Raivich et al., 1998a, b; Werner et al., 1998). Die vorliegende Studie

beschreibt nun eine ganze Reihe von Integrinen, wie D4E1, D5E1, D6E1, DME2 und DXE2, die

auf der aktivierten Mikroglia hochreguliert werden und deren charakteristicher Zeitverlauf mit

der frühen Aktivierung im Alarm-Stadium (DME2), der Zielfindung und Adhäsion (D5E1, D6E1)

und der Umgebungsaktivierung (D4E1, DME2) einhergeht. Alle Integrine außer D4E1 wurden

auch auf phagozytischen Mikroglia hochreguliert. Interessanterweise stehen das Fehlen

einer Expression von DLE2 und der Nachweis von D4E1 auf ramizierten, nicht-

phagozytischen Mikroglia im Kontrast zu Studien im Rattenhirn (Moneta et al., 1993; Hailer

et al., 1997) und deuten auf eine Spezies-spezifische Regulation dieser

Zelladhäsionsmoleküle nach Verletzung und bei der Regeneration hin.

Tabelle XII (Seite 106) faßt die Integrin-Expressionsmuster zu den verschiedenen Stadien

der Mikroglia-Aktivierung im Nucleus facialis nach Axotomie zusammen (vgl. Tabelle III,

Seite 22). Jedes Stadium ist mit der Regulation bestimmter Mikroglia-Integrine assoziiert.

Umgekehrt läßt sich auch vom Expressionsmuster der Integrine auf der Mikroglia auf ihren

Aktivierungszustand schließen und ermöglicht damit ein einfaches immunhistochemisches
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Staging des Mikroglia-Aktivierungszustandes.

Tabelle XII. Integrin-Expression zu den verschiedenen Stadien der Mikroglia-
Aktivierung

Stadium Integrine andere Marker

0 Normales Gehirn DME2 FcJR, IgG

1 Alarm DME2n IgGn, DME2n, ICAM1n, Tspn

2 Zielfindung & Adhäsion D5E1n, D6E1n MCSFRn, MHC1n, B7.2n, Vimn

3a Phagozytose DXE2n, DME2n,
D5E1n, D6E1n

MHC1n, B7.2n, IgGn, ICAM1n, Tspn

3b Umgebungsaktivierung D4E1n, DME2n MHC1n, B7.2n, ICAM1n

vgl.Tabelle III (Seite 22), modifiziert nach Raivich et al., 1999

4.1.3.2 Biphasischer Anstieg von DDMEE2

Im Mäusehirn konnte als erstes ein Anstieg der Immunoreaktivität für das DME2-Integrin

(CD11b/CD18, CR3, Mac-1) beobachtet werden. Obwohl eine ähnlich starke Zunahme

dieses Glykoproteins nach Axotomie schon früher beschrieben worden ist (Graeber et al.,

1988a; Eriksson et al., 1993), war nicht klar, ob der Anstieg der DME2-Färbeintensität nach

Verletzung nur durch die massive Proliferation der Mikroglia zustande kam oder ob auch die

einzelne Mikrogliazelle auf ihrer Membran die Dichte des DME2-Proteins erhöht. Dieser

Unterschied ist aber erheblich, weil die Einzelzelle über die Rezeptordichte ihre

Adhäsionseigenschaften verändert und dadurch erst die Funktion der Mikroglia im verletzten

ZNS reguliert wird. In dieser Studie zeigt die Messung der DME2-Immunoreaktivität auf zuvor

durch Fluoreszenzdoppelmarkierung identifizierten Mikrogliazellen bereits an Tag 1 ein

Maximum, obwohl die Gesamtimmunoreaktivität für DME2 im axotomierten Nucleus facialis

erst am Tag 7 ihren Gipfel erreicht (vgl. Abbildung 15, Seite 76 mit Abbildung 19, Seite 83).

Diese frühe Induktion von DME2 am Tag 1 geht dem Beginn der Mikroglia-Proliferation

zwischen Tag 1 und Tag 2 nach Axotomie unmittelbar voraus (Raivich et al., 1994) und

deutet auf eine Beteiligung des DME2-Integrins am schnellen Alarmsystem der Mikroglia-

Aktivierung hin (Stadium 1, Alarm). Interessanterweise ist das interzelluläre
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Adhäsionsmolekül 1 (ICAM1), der Hauptligand von DME2, ebenfalls auf der Mikroglia

exprimiert und wird mit einem nahezu identischen Zeitverlauf nach Fazialis-Durchtrennung

reguliert, mit einem frühen Gipfel am Tag 1 und einen späten um Tag 14 (Werner et al.,

1998). Diese simultane Hochregulation des Rezeptors und seines Liganden auf der Mikroglia

ist Basis für eine stärkere Adhäsion zwischen Mikrogliazellen und könnte durch

Zusammenarbeit die synaptische Deafferenzierung oder die Phagozytose erleichtern. ICAM1

auf infiltirerenden Leukozyten (Werner et al., 1998) kann ferner zum Kontakt zwischen

Immunsystem und Gehirnparenchym beitragen und die Antigenpräsentation erleichtern.

4.1.3.3 Anstieg von DD5EE1 und DD6EE1 bei der Zielfindung und Adhäsion

Im Gegensatz zu den DME2-Integrin, zeigen die D-Untereinheiten des Integrins D5E1

(CD49e/CD29, VLA-5) und D6E1 (CD49f/CD29, VLA-6) einen langsameren, graduellen

Anstieg mit einem Maximum um Tag 4. Zu dieser Zeitpunkt werden die verletzten Neurone

von den umgebenden Mikroglia eingeschlossen und die afferenten Synapsen von der

Oberfläche der axotomierten Neurone entfernt (Stadium 2, Zielfindung und Adhäsion).

Obwohl auch die Mikroglia E1-positiv ist, ist die neuronale Färbung viel stärker (Abbildung

13, Seite 74) und der Anstieg der E1-Immunoreaktivität mit seinem Maximum am Tag 14

hauptsächlich auf die neuronale Induktion zurückzuführen (Abbildung 15, Seite 76). Sowohl

D5E1 als auch D6E1 sind Rezeptoren für Moleküle der extrazellulären Matrix (EZM): D5E1 für

Fibronektion und D6E1 für Laminin. Diese beiden Liganden spielen eine Rolle in der

embryonalen Entwicklung und tauchen in der Neuroregeneration wieder auf (Egan und

Vijayan, 1991; Lefcort et al., 1992; Brodkey et al., 1993; Pasinetti et al., 1993). Eine

gleichzeitige Hochregulation von Laminin und Fibronektin auf verletzten Neuronen (Le Beau

et al., 1995; Kerber et al., 1997) und ihren Rezeptoren D6E1 und D5E1 auf der umgebenden

Mikroglia könnte für die Mikroglia-Adhäsion an die Neurone während des "synaptic stripping"

(Zielfindung und Adhäsion) aber auch für die spätere Phagozytose wichtig sein.

Interessanterweise üben Fibronektin und Laminin in vitro gegenteilige Effekte auf die

Differentierung der Mikroglia aus. Während Laminin die Umwandlung von Mikroglia zu
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Makrophages begünstigt, führt Fibronektin zu einer Reduktion der Makrophagen-assoziierten

Eigenschaften wie Phagozytose, Esteraseaktivität und Superoxidanionen-Produktion und

induziert eine ramifizierte Morphologie (Chamak und Mallat, 1991; Varner et al., 1995).

Ebenso führt eine Inhibition der D5E1-Bindung an Fibronektin mit RGD-Tripeptiden in vitro zu

einer Reduktion der Ramifizierung der Mikroglia (Tanaka und Maeda, 1996). In der

vorliegenden Arbeit folgt die Regulation der Integrine D5E1 und D6E1 auf der Mikroglia einem

nahezu identischen Zeitverlauf mit einem Maximum am Tag 4 nach Fazialis-Durchtrennung.

Dieser simultane Anstieg von den scheinbar gegensätzlich wirkenden Rezeptoren D5E1 und

D6E1 deutet auf die feine Balance der Rezeptor-Liganden-Interaktion hin, die bei der

Regulation der Morphologie und der Funktion der Mikroglia wichtig sein kann.

4.1.3.4 Integrine auf Mikroglia bei der Phagozytose

Die phagozytische Mikroglia zeigt eine besonders hohe Expression von verschiedenen

Integrinen (Akiyama und McGeer, 1990; Möller et al., 1996; Raivich et al., 1998a). Das

Integrin DXE2 (CD11c/CD18, p150,95) war ausschließlich auf den phagozytischen Zellen

lokalisiert (Abbildung 16, Seite 78). Immunoreaktivität für die D5E1-, D6E1- und DME2-

Integrine war ebenfalls stärker auf den Mikroglia-Knötchen als auf der umliegenden,

ramifizierten Mikroglia. Die Phagozytose geht mit der Induktion von Makrophagen-

Aktivationsmarkern einher (Streit et al., 1988; Kreutzberg, 1996; Hailer et al., 1997; Raivich

et al., 1999). Der Anstieg der Immunoreaktivität für DME2, DXE2, D5E1 und D6E1 auf der

Mikroglia könnte diesen Prozeß reflektieren, aber gleichzeitig auch die Adhäsion,

Endozytose und Degradation des zellulären Debris erleichtern. Interessanterweise ist der

Neuronenuntergang im axotomierten Nucleus facialis der Maus von der Produktion von

proinflammatorischen Zytokinen wie Interleukin 1, Tumornekrosefaktor-D und Interferon-J

begleitet (Raivich et al., 1998b). Diese löslichen Zytokine könnten lokal diffundieren und die

umgebende, nicht-phagozytische Mikroglia und Gefäßendothelien aktivieren

(Umgebungsaktivierung, Stadium 3b). Die aktivierte Mikroglia zeigt einen Anstieg in der

DME2-Expression, von Tag 14 bis Tag 42 nach Fazialis-Durchtrennung (Abbildung 19, Seite
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83), der mit einem zweiten Anstieg von ICAM1 (Werner et al., 1998) und erstmaligen

Auftreten von D4-Immunoreaktivität auf der Mikroglia einhergeht (Abbildung 16, Seite 78). In

dieser Situation, könnte die lokale Wirkung der proinflammatorischen Zytokine die

Phagozytose erleichtern, anderseits aber die Entzündungsreaktion mit nachfolgenden

Gewebsschaden verstärken.

4.1.4 Integrine auf Astrozyten

Das Fehlen von Integrinen auf protoplasmatischen und reaktiven Astrozyten im axotomierten

Nucleus facialis in vorliegender Arbiet bildet einen Kontrast zu dem Integrin-Nachweis auf

den umliegenden Neuronen, Mikrogliazellen und Gefäßendothelien. Im Pavian konnte das

Laminin-bindende Integrin D6E4 auf den perivaskulären Endfüßen der Astrozytenfortsätze in

der grauen Substanz nachgewiesen werden (Wagner et al., 1997). Es ist möglich, daß in der

Maus diese Laminin-Rezeptorfunktion auf die 5'-Nukleotidase (Zimmermann et al., 1993)

oder Dystroglykan (Tian et al., 1996) übergegangen ist. Im Gegensatz zu den Astrozyten in

der grauen Substanz zeigen die fibrillären Astrozyten in Nähe der Glia limitans und stärker

noch die zerebelläre Bergmann-Glia deutliche E1-Expression. Die EZM-bindenden E1-

Integrine sind oft in sogenannten fokalen Adhäsionspunkten ("focal adhesions points")

zusammengezogen und die Inhomogenität der Verteilung der Astrozytenimmunoreaktivität

für E1 könnte diese Organisation wiederspiegeln (Abbildung 17, Seite 79; Grooms et al.,

1993). Obwohl sich in vorliegender Studie nur die D4-Untereinheiten als möglicher,

astrozytärer Bindungspartner für E1 fand, zeigen Astrozyten in vitro Expression der E1-

Integrine D1, D2, D3 und DV (Aloisi et al., 1992a; Paulus et al., 1993; Tawil et al., 1994;

Yamazaki et al., 1997) und in vivo könnten diese D-Untereinheiten mit E1 funktionale

Integrine bilden. Jedenfalls verdeutlicht der Unterschied in der Expression der E1-Integrin-

Untereinheit die Diversität protoplasmatischer und fibrillärer Astrozyten in der grauen und

weißen Substanz und deutet auf verschiedene Adhäsionsmechanismen der Astrozyten im

adulten Gehirn hin.
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4.1.5 Integrine auf Leukozyten

Extravasation von Lymphozyten ist eine wichtige Komponente der zellulären Antwort im

axotomierten Nucleus facialis. Die vorliegende Studie zeigt die Einwanderung von DLE2-,

D4E1- und D4E7-immunoreaktiven Lymphozyten, deren Zahl am Tag 14 maximal wurde.

Gleichartige Befunde konnten auch für CD3-, CD43- und CD44-immunoreaktive T-

Lymphozyten erhoben werden (Raivich et al., 1998b). Diese Einwanderung ist

lymphozytenspezifisch, es finden sich keine Makrophagen oder Granulozyten, noch kommt

es zu einer Verletzung der Blut-Hirn-Schranke (Rieske et al., 1989; Kreutzberg, 1996;

Raivich et al., 1998b). Alle drei Integrine, DLE2 (CD11a/CD18, LFA-1), D4E1 (CD49d/CD29,

VLA-4) und D4E7 (LPAM-1) spielen eine wichtige Rolle in der lymphozytären Biologie (Baron

et al., 1993; Luscinskas und Lawler, 1994; Berlin et al., 1995; Greenwood et al., 1995;

Springer, 1995). Sowohl D4E1 als auch D4E7 können endotheliales VCAM binden und damit

das initale Lymphozytenrollen an der luminalen Endothelseite stoppen, der erste Schritt der

Leukozytenextravasation. Das Integrin D4E7 besitzt jedoch eine höhere Affinität zu dem

"mucosal addressing cell adhesion molecule" (MAdCAM) und aggregiert vorzugsweise in

Peyerschen Plaques (Wagner und Müller, 1998; Yang et al., 1998; Kunkel et al., 1998). Bei

der experimentellen Autoimmunenzephalitis scheint das D4E7-Integrin für die

Leukozyteninvasion in das Gehirn nicht notwendig zu sein (Engelhardt et al., 1995, 1998).

Die Einwanderung von vereinzelten D4E7-positiven Lymphozyten in den axotomierten

Nucleus facialis in vorliegender Studie zeigt jedoch, daß dieses Integrin kein Hindernis für

die Extravasation ins Gehirnparenchym darstellt. Dennoch tragen weitaus mehr

Lymphozyten das D4E1-Heterodimer, so daß diesem Rezeptor wohl die größere Bedeutung

bei der Extravasation zukommt. Die Interaktion von lymphozytären DLE2 mit vaskulärem

ICAM1 oder verwandten Moleküle verstärkt die Adhäsion weiter und partizipiert so ebenfalls

im Extravasationsprozeß. Im verletzten ZNS der Maus kann zusätzlich die Bindung von DLE2

an ICAM1 auf den Mikroglia-Knötchen die Antigenpräsentation dieser MHC-tragenden,

residenten Gehirnmakrophagen vereinfachen (Streit et al., 1988; Lassmann et al., 1994;
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Kreutzberg, 1996; Werner et al., 1998).

4.1.6 Integrine auf Gefäßendothelien

Wie in dieser Studie gezeigt, wurde der neuronale Zelltod, die phagozytische Umwandlung

der Mikroglia und die Einwanderung von Lymphozyten am Tag 14 nach Fazialis-

Durchtrennung von einem Anstieg der Immunoreaktivität für das D5-Immunoreaktivität auf

Gefäßendothelien begleitet. Für die Immunoreaktivität der Integrin-Untereinheiten D6 und E1

zeigte sich ebenfalls ein Anstieg, der jedoch statistisch nicht signifikant war. Von

proinflammatorischen Zytokinen ist bekannt, daß sie endotheliale Zelladhäsionsmoleküle

induzieren können (Swerlick et al., 1991; Jiang et al., 1997; Kim und Yamada, 1997), und der

Anstieg von D5E1 kann Teil dieser Entzündungsreaktion sein. Integrine finden sich sowohl

auf der der luminalen als auch auf der basalen Zellmembran (Conforti et al., 1992; Navratil et

al., 1997). An der Basalseite können sie an viele Basalmembranmoleküle wie Laminin,

Kollagen und Fibronektin binden (Webersinke et al., 1992). Ferner kann spekuliert werden,

daß das luminale D5E1-Integrin an einer Interaktion mit fibronektinartigen Domänen auf

zirkulierenden Leukozyten und ihrer posttraumatischen Extravasation beteiligt ist.

4.1.7 Integrine im axotomierten Nucleus facialis

Zusammenfassend zeigt der erste Teil dieser Arbeit die zelluläre Lokalisation von

Zelladhäsionsmolekülen der E1- und E2-Integrinfamilie im normalen und im regenerierenden

zentralen Nervensystem der Maus (Tabelle XIII, Seite 112). Die posttraumatischen

Veränderungen der Integrin-Expression können zu veränderter Zell-Zell- und Zell-Matrix-

Interaktion führen und so eine Rolle bei der axonalen Regeneration wie auch bei der

Adhäsion zwischen Neuronen, Mikroglia und Lymphozyten während der Reparaturvorgänge

im verletzten Gehirn spielen. Spezifische Einflußnahme auf diese Zelladhäsionsmoleküle

könnte Licht auf ihre Funktion im verletzten ZNS werfen.
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Tabelle XIII. Zusammenfassung der zellulären Lokalisation von EE1- und EE2-Integrinen
im normalen und verletzten Nucleus facialis

Zelltyp Normaler Hirnstamm Axotomierter Nucleus facialis
(Tag der maximalen Immunoreaktivität)

Neurone D7†E1 D7†E1n (Tag 14)

Mikroglia DME2 DME2n (Tag 1 und Tag 7-21)

D5E1n, D6E1n (Tag 4)

D4E1n, DXE2n (Tag 14)

Astrozyten (graue Substanz) � �

Astrozyten (weiße Substanz) D4E1 nicht vorhanden

Gefäßendothelien D5E1, D6E1 D5E1n, D6E1 (Tag 14)

Lymphozyten nicht vorhanden DLE2, D4E1, D4E7 (Tag 14)

Ergebnisse diser Studie; † Werner et al., 2000

4.2 Proliferation ramifizierter Mikroglia in Zellkultur

Neben der Modulation der Integrin-Zelladhäsionsmolekülen ist die Proliferation ein zentraler

Bestandteil der frühen Reaktion der Mikroglia auf Verletzung des zentralen Nervensystems

(Graeber et al., 1988c). Bereis ein bis zwei Tage nach Fazialis-Durchtrennung beginnt die

den verletzten Neuronen benachbarte, ramifizierte Mikroglia sich zu vermehren (Raivich et

al., 1994). Bisher ist nur wenig darüber bekannt, wie diese Proliferation der ramifizierten

Mikroglia ausgelöst und gesteuert wird. In dieser Arbeit wurden deshalb die Effekte

verschiedener Zytokine auf die Proliferation der ramifizierten Mikroglia untersucht.

Die ramifizierte Mikroglia in vorliegender Studie behält auch bei Kultur in serumfreien

Medium die Fähigkeit zur Proliferation bei. Unter diesen Bedingungen stimulieren die gut

bekannten Makrophagen-Mitogene MCSF, GMCSF und IL3 die Mikroglia-Proliferation stark.

Von den anderen Zytokine hatten die meisten (IL2, IL4, IL10, IFNγ und TNFα) einen

inhibierenden Effekt, nur IL1 steigerte die Proliferation. Die Stimulation durch IL1 war aber

indirekt und konnte mit Antikörpern gegen MCSF und GMCSF blockiert werden, vereinbar

mit früheren Studien, wo IL1 die Synthese von Makrophagen-Mitogen in Astrozyten steigerte

(Théry et al., 1992; Aloisi et al., 1992b; Liu et al., 1994).
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4.2.1 Ramifizierte Mikroglia in Kokultur auf einen konfluenten Rasen von Astrozyten

Die Ähnlichkeit zwischen der kultivierten Mikroglia und den runden, amöboiden, aktivierten

Makrophagen ist ein prinzipielles Problem der meisten bisherigen Studien an reinen

Mikroglia-Kulturen. Bezeichnenderweise gibt es viele physiologische Unterschiede zwischen

ramifizierter Mikroglia und Makrophagen z.B. die Zelladhäsions-Molekülexpression (Tabelle

XII, Seite 106), die enzymatische Aktivität (Suzumura et al., 1991), elektrophysiologische

Eigenschaften (Kettenmann et al., 1990; Schmidtmayer et al., 1994; Eder et al., 2000) und

den zytoskelettären Aufbau (Perry und Gordon, 1988; Chamak und Mallat, 1991; Ilschner

und Brandt, 1996). Es ist daher fraglich, inwieweit sich von Versuchen in den Kulturen von

Makrophagen-ähnlicher Mikroglia auf die ramifizierte Mikroglia schließen läßt, die die

vorherrschende Morphologie im normalem Gehirn repräsentiert. Von der Vielzahl der

Methoden, die beschrieben worden sind, um die Ramifikation der Mikroglia in Kultur zu

induzieren (Tabelle V, Seite 29), liefert einzig die Kokultur von Mausmikroglia auf einem

konfluenten Astrozytenrasen einen hohen Anteil an stark ramifizierter Mikroglia und konnte in

mehreren Laboratorien reproduziert werden (Liu et al., 1994; Sievers et al., 1994a;

Schmidtmayer et al., 1994; Tanaka und Maeda, 1996; Wilms et al., 1997; Wilms et al., 1999;

Tanaka et al., 1999). Außerdem vermeidet diese Methode, den Kulturen bereits zur Induktion

der Ramifizierung unphysiologische Substanzen oder Stoffe, deren Rolle für die Aktivierung

bereits bekannt ist, zuzusetzen. Neben der morphologischen Ähnlichkeit zwischen der

kokultivierten Mikroglia und der ramifizierten Mikroglia im normalen Gehirn spricht auch das

vergleichbare Integrin-Expressionsmuster in vorliegender Studie dafür, daß das

Aktivitätsstadium der Mikrogliazellen in dieser Kulturmethode den Zellen im normalen Gehirn

entspricht.

4.2.2 Zytokineffekt auf Proliferation von ramifizierter Mikroglia und Makrophagen

Wie in dieser Arbeit gezeigt, stimulieren die klassischen Monozyten-Mitogene MCSF,

GMCSF und IL3 die Proliferation der ramifizierten Mikroglia. Dieser Effekt ist sehr ähnlich

dem Effekt auf kultivierte Gehirnmakrophagen in früheren Arbeiten (Giulian und Ingeman,
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1988; Suzumura et al., 1990). Der antiproliferative Effekt von IL10 war ebenfalls vereinbar

mit dem generell inhibierenden Effekt dieses Zytokines auf Gehirnmakrophagen (Howard

und O'Garra, 1992; Oswald et al., 1992; Frei et al., 1994; Lodge und Sriram, 1996). Auf der

anderen Seite, hatten einige Zytokine auch eine entgegengesetzte Wirkung. IL2 und IL4

hemmten die Proliferation von ramifizierter Mikroglia, stimulierten aber Makrophagen

(Sawada et al., 1993; Brodie und Goldreich, 1994; Sawada et al., 1995). IFNJ und TNFD

schienen keinen Einfluß auf die Proliferation von Makrophagen in Monokulturen zu haben

(Giulian und Ingeman, 1988) oder erhöhten die Anzahl der leicht angehefteten,

proliferierenden Makrophagen in reinen oder gemischten Gliakulturen (Ganter et al., 1992;

Théry und Mallat, 1993; Lee et al., 1994). Im Gegensatz dazu inhibierten in vorliegender

Studie die proinflammatorischen Zytokine IFNJ und TNFD die Proliferation der ramifizierten

Mikroglia dramatisch. Dieser Unterschied könnte auch durch einen indirekten Effekt der

kokultivierten Astrozyten vermittelt werden. Hier bietet die neuere Kulturmethode mittelstark

ramifizierter Mikroglia in Astrozyten-konditionierten Medium (Tanaka und Maeda, 1996; Eder

et al., 2000) eine Möglichkeit, um zwischen direktem und indirektem Effekt zu unterscheiden.

Auf jeden Fall ist die divergierende Wirkung von IL2 und IL4 – Inhibition von ramifizierter

Mikroglia und Stimulation von amöboiden Makrophagen – von großem physiologischem

Interesse. Obwohl in der späten Embryonalentwicklung und der frühen Reaktion auf

Verletzung die große Mehrzahl der proliferierenden Mikroglia ramifiziert ist (Abbildung 23,

Seite 90; Ohna et al., 1993; Raivich et al., 1994), tritt nach extensivem Neurotrauma eine

substantielle Proliferation von amöboiden Makrophagen auf (Giulian, 1987, 1991; Amat et

al., 1996). In dieser Situation könnte die Umwandlung der Mikroglia vom ramifizierten zum

phagozytischen Phänotyp die Wirkung von proinflammatorischen Zytokine wie IL2 und IL4

verstärken und die feine Balance zwischen stimulierenden und inhibierenden Molekülen

beeinflussen.

Die vorliegende Studie zeigt, daß die meisten Zytokine (IL2, IL4, IL10, IFNJ und TNFD) die

Proliferation der ramifizierten Mikroglia inhibieren. Die große Redundanz der inhibitorischen

Zytokine unterstreicht die Bedeutung der Kontrolle Mikroglia-Proliferation in vivo, wo diese
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Zytokine eine Rolle bei der Balance zwischen nützlichem und schädlichem Einfluß der

Mikroglia auf das zentrale Nervensystem spielen könnten (Banati et al., 1993; Mallat und

Chamak, 1994). Ein besseres Verständnis der Regulation und Wirkung dieser

multifunktionalen Moleküle könnte Licht auf die molekularen Mechanismen werfen, die zur

Entzündung und ihrer Auflösung im Gehirnparenchym führen.

Tabelle XIV. Zytokine und Proliferation in vitro – Makrophagen und Mikroglia

Zytokin Ramifizierte Mikroglia

Auf Astrozytenrasen

Makrophagen

"klassische" Mitogene

MCSF Stimulation Stimulation

GMCSF Stimulation Stimulation

IL3 Stimulation Stimulation

andere Zytokine

IL1 Stimulation (indirekt) Stimulation

IL2 Inhibition Stimulation

IL4 Inhibition Stimulation

IL6 Kein Effekt –

IL10 Inhibition –

TNFD Inhibition kein Effekt / Stimulation

IFNJ Inhibition kein Effekt

LIF kein Effekt –

Daten für ramifizierte Mikroglia aus dieser Studie, für Makrophagen vgl. Tabelle IV (Seite 28)

4.2.3 Endogene Mitogene in der Kokultur

Die Fähigkeit, die morphologischen Differenzierung und die proliferative Kapazität in Kultur

aufrechtzuerhalten, ist eine wichtige Voraussetzung für die Erforschung der Biologie der

ramifizierten Mikroglia. Da Serum große Mengen an MCSF enthält (Wiktor-Jedrejczak et al.,

1990) könnte dieses Serum-Mitogen leicht den Effekt anderer Wachstumsfaktoren
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maskieren. Deshalb war für die Proliferationsexperimente der konstitutive Zusatz von Serum

zum Kulturmedium unerwünscht. Wie in vorliegender Studie gezeigt wurde, behält die

Mikroglia auf einem Astrozytenrasen auch in serumfreien Medium die Fähigkeit zu

ramifizieren, und diese Kulturmethode ermöglicht so die Erforschung der spezifischen

Wirkung einzelner Zytokine auf die Proliferation. Obwohl Astrozyten MCSF und GMCSF

sezernieren können (Giulian und Lachman, 1985; Hao et al., 1990; Ohno et al., 1990;

Malipiero et al., 1990; Théry et al., 1992; Aloisi et al., 1992b; Liu et al., 1994; Lee et al.,

1994), scheint ihre Konzentration im Kokultursystem gering zu sein. Neutralisation des

endogenen MCSF und GMCSF mit spezifischen Antikörpern führte nur zu einer geringen

Inhibition der Mikroglia-Proliferation (28% Abnahme für MCSF-Antikörper und 12% für

GMCSF-Antikörper). Die vollständige Inhibition der mitogenen Wirkung von IL1 durch diese

beiden polyklonalen Antikörper unterstreicht ihre Wirkung. Auf der anderen Seite, verstärkte

exogenes MCSF oder GMCSF massiv die Mikroglia-Proliferation (7,2-fach bzw. 3,5-fach),

was auf eine niedrige Konzentration dieser Mitogene in den unstimulierten Kokulturen

hindeutet. Die Abwesenheit eines signifikanten Effektes des Antikörper gegen IL3 spricht

gegen eine funktionell signifikante Expression dieses Wachstumsfaktors in dem in dieser

Studie benutzten System (siehe auch Malipiero et al., 1990). Interessanterweise deutet die

relativ hohe, residuale Proliferation auch in Gegenwart von neutralisierenden Antikörpern

gegen MCSF und GMCSF auf die Wirkung von weiteren, bislang nicht identifizierten

Wachstumsfaktoren wie MM1 oder MM2 auf die Mikroglia hin (Giulian et al., 1991).

4.2.4 Zusammenfassung Zytokine und ramifizierte Mikroglia-Kokulturen

Die ramifizierte Mikroglia behält auch bei Kultur die Fähigkeit zur Proliferation bei. Unter

diesen Bedingungen stimulieren die gut bekannten Makrophagen-Mitogene MCSF, GMCSF

und IL3 die Proliferation. Allerdings hatten die meisten Zytokine wie IL2, IL4, IL10, IFNJ und

TNFJ einen hemmenden Effekt. Die große Redundanz der inhibitorischen Zytokine

unterstreicht die Bedeutung der Kontrolle Mikroglia-Proliferation in vivo, wo diese Zytokine
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eine Rolle bei der Balance zwischen nützlichem und schädlichen Effekt der Mikroglia auf das

zentrale Nervensystem spielen könnten (Banati et al., 1993; Mallat und Chamak, 1994).

Bezeichnenderweise hatte keines der hier untersuchten Zytokine eine durchschlagende

Wirkung auf die Morphologie der ramifizierten Mikroglia. Zwar stellt die Mikroglia-

Vermehrung ein sehr wichtiger Bestandteil der ihrer Antwort auf Verletzung dar. Andererseits

können die möglicherweise beteiligten Zytokine wie stimulierenden (MCSF, GMCSF, IL3)

und hemmenden Zytokine (IL2, IL4, IL10, IFNγ und TNFα� nur ein Teil dieser Antwort,

nämlich die Proliferation, nicht aber die morphologischen Veränderungen direkt auslösen.

Dies zeigt deutlich, daß andere molekulare Signale für diese morphologischen

Veränderungen verantwortlich sein müssen. Im folgenden Teil wird deshalb die Wirkung von

Lipopolysaccharid (LPS) untersucht, von dem bekannt ist, daß es das Monozyten-

Makrophagen-Systems stark aktiviert.

4.3 Mikroglia-Aktivierung durch Lipopolysaccharide

Aktivierung von Mikroglia tritt aber nicht nur mit der De- und Regeneration von

Motoneuronen nach Axotomie auf, sondern läßt sich in stereotyper Weise auch durch eine

Vielzahl anderer Noxen auslösen (Raivich et al., 1999). Insbesondere Infektionen sind

potente Aktivatoren der Mikroglia. So wird die recht stereotype Reaktion der Mikroglia,

Astrozyten und einwandernden Leukozyten zunehmend als eine evolutionäre Anpassung an

verschiedene ZNS-Infektionen gesehen (Kreutzberg, 1995a; Raivich et al., 1999). In der

vorliegenden Arbeit wurde deshalb der Effekt von Lipopolysacchariden, einem Bestandteil

der Zellwand Gram-negativer Bakterien und Mediator des septischen Schocks, auf das sonst

unverletzte zentrale Nervensystem untersucht. Periphere, subkutane Injektion von LPS

führte zu einer starken, dosisabhängigen, morphologischen Aktivierung der ramifizierten

Mikroglia im Hirnstamm, die bereits nach 12 Stunden auftrat, nach 2 Tagen ein Maximum

hatte und dann wieder abnahm. Die Aktivierung der Mikroglia im Hirnstamm ging mit einem

starken Anstieg der Integrine D4E1, D5E1, D6E1 und DME2 einher. Trotz maximaler LPS-

Dosen wurde jedoch weder das Phagozytose-assoziierte Integrin DXE2 induziert, noch
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deramifizierte die aktivierte Mikroglia vollständig und wurden zu runden Makrophagen. Das

Integrin-Expressionsmuster der LPS-aktivierten Mikroglia entsprach dem Stadium 3b der

Mikroglia-Aktivierung nach Raivich (Umgebungsaktivierung, Tabelle III, Seite 22; Raivich et

al., 1999). Interessanterweise beeinflußte die LPS-Stimulation ausschließlich die Mikroglia-

Integrine, die D6E1-Integrin-Expression der Blutgefäße und die neuronale E1-

Immunoreaktivität im zentralen Nervensystem blieben unverändert.

Im komplexen Organismus könnten Lipopolysaccharide sowohl direkt als auch indirekt über

andere Zellen auf die Mikroglia wirken. Um dieser Frage nachzugehen, wurde die LPS-

Wirkung auf ramifizierte Mikroglia in Kokultur auf einem Astrozytenrasen untersucht. Dieses

System hat gegenüber dem Gehirn den Vorteil der reduzierten Komplexität und schaltet

mögliche indirekte Effekte von LPS über Gefäßendothelien, Neurone oder Blutmakrophagen

aus. Wie im Gehirn führte auch in Kultur die LPS-Stimulation zu einer morphologischen

Aktivierung der Mikroglia, ohne den phagozytischen Phänotyp zu induzieren. Die Integrin-

Expression der ramifizierten Mikroglia in den Kontrollkulturen und nach LPS-Stimulation glich

ebenfalls der Regulation in vivo, mit dem einzigen Unterschied, daß das D6-Integrin in Kultur

abnahm, während es im Gehirn nach LPS-Stimulation anstieg. Nach der Integrin-Expression

und Morphologie zu urteilen, sind die ramifizierten Mikrogliazellen in der Kokultur höchstens

leicht aktiviert (Stadium 1).  Nach LPS-Stimulation induzieren sie – wie ihre Verwandten in

vivo – die Integrine des Aktivierungsstadiums 3b (Tabelle III, Seite 22).

4.3.1 Mechanismus der Mikroglia-Aktivierung durch LPS

Lipopolysaccharide (LPS, Endotoxin) sind als starke Aktivatoren des Makrophagen-

Monozyten-Systems sowie als Mediatoren des Fiebers und des septischen Schocks bekannt

(Bowton, 1989; Kang et al., 1995; Rubio et al., 1995; Park und Shin, 1996; Saper, 1998;

Luheshi, 1998; Mayer, 1998; Caldwell et al., 1998). Für die experimentelle LPS-Stimulation

des zentralen Nervensystems sind verschiedene Wege beschritten worden. Die häufig

gewählte, direkte Injektion des Endotoxins in das Parenchym hat das Problem der

traumatischen Zerstörung der Blut-Hirn-Schranke (BHS) mit dem nachfolgenden frühen
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Einstrom von Blutmakrophagen (Andersson et al., 1992; Montero-Menei et al., 1996), die

schwer von der residenten, aktivierten Mikroglia zu unterscheiden sind (Perry und Gordon,

1988; Williams et al., 1992; Lassmann et al., 1994; Toku et al., 1999). Eine Möglichkeit,

diese Schwierigkeit zu umgehen, bietet die periphere Applikation von LPS – intravenös,

intraperitoneal oder subkutan (Xu und Ling, 1994; Buttini und Boddeke, 1995; Sagar et al.,

1995; Liu et al., 1996b; Buttini et al., 1996, 1997; Gourmala et al., 1997; Ng und Ling, 1997;

Quan et al., 1998; Caldwell et al., 1998; van Koughnet et al., 1999). Dabei tritt Aktivierung

der Mikroglia im gesamten Gehirn auf, sowohl in BHS-defizienten Gehirngebieten wie der

Area postrema, als auch in Regionen mit intakter BHS. Weil LPS wegen seiner Größe die

BHS nicht leicht passieren kann (Coceani et al., 1988) und trotzdem Effekte auf die

parenchymatöse Mikroglia hat, stellt sich die Frage nach seiner Wirkungsweise. Für einige

hochmolekulare Substanzen wie Transferrin oder "low density lipoproteins" (LDL) ist ein

spezifischer Transport über die intakte Blut-Hirn-Schranke beschrieben worden (Descamps

et al., 1996; Dehouck et al., 1997) und auch peripheres Interferon-J wirkt jenseits der

unverletzten BHS (Grau et al., 1997). Ein anderer möglicher Zugangsweg besteht darin, daß

LPS zuerst die BHS durchlässiger macht und so den Eintritt für sich selbst und andere

Substanzen ins ZNS erleichtert (Tunkel et al., 1991). So ist gezeigt worden, daß LPS –

wahrscheinlich über die Wirkung von Tumornekrosefaktor-D (TNFD) auf "tight junctions" – die

BHS für große Moleküle wie Meerrettichperoxidase (HRP; Liu et al., 1996b) oder

Serumproteine wie Albumin (Bohatschek, unveröffentlichte Studien) durchlässig machen

kann. Neben diesem parazellulären Diffusionsweg stimuliert LPS aber auch die spezifische,

adsorptive, endotheliale Transzytose für große Glykoproteine wie das HIV-gp120 (Banks et

al., 1999). Schließlich gibt es für hochmolekulare Substanzen wie Albumin, IgG,

Komplement, Immunglobulin M und HRP extrazelluläre Umgehungswege für die Blut-Hirn-

Schranke des Säugetieres (Broadwell und Sofroniew, 1993). Was immer der Mechanismus

ist, die vorliegende Studie zeigt, daß 100-fach höhere periphere Gaben von LPS benötigt

werden, um bei intakter BHS im lateralen Hirnstamm die gleiche Mikroglia-Aktivierung zu

erreichen wie in der BHS-defizienten Area postrema.
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4.3.2 Staging der Mikroglia-Aktivierung anhand des Integrin-Musters

Unabhängig vom Eintrittsmechanismus führt das Endotoxin zu einer reproduzierbaren,

dosisabhängigen, morphologischen und immunhistochemisch nachweisbaren Aktivierung

der Mikroglia im Hirnstamm. Dabei verplumpten die proximalen Fortsätze der Mikroglia, die

distale Verästelung wurde reduziert und es zeigte sich ein Anstieg der Integrine DME2, D4E1,

D5E1, D6E1 nicht aber DXE2 auf der ramifizierten Mikroglia (Abbildung 22, Seite 88). Der

Vergleich dieses Musters mit der örtlich und zeitlich definierten Integrin-Expression im

experimentell gut untersuchten Modell nach Fazialisaxotomie (4.1.3; Tabelle XII, Seite 106)

erlaubt ein Staging der Mikroglia-Aktivierung nach LPS-Stimulation. Die Integrine DME2,

D5E1 und D6E1 sind in fast allen Aktivierungsstadien exprimiert, im Unterschied dazu ist aber

die Hochregulation von D4E1 spezifisch für die Umgebungsaktivierung (Stadium 3b). Auch

die ebenfalls für das Stadium 3 spezifische, starke Induktion von MHC1, B7.2 und ICAM1

nach peripherer LPS-Gabe (Bohatschek, unveröffentlichte Studien) und die Abwesenheit

vom Stadium 3a-spezifischen Integrin DXE2 oder phagozytischer Morphologie unterstreichen

die Einordnung der LPS-aktivierten Mikroglia in das Stadium 3b.

4.3.3 Signalmoleküle der LPS-induzierten Mikroglia-Aktivierung

Nach Fazialisaxotomie ist der neuronale Zelltod mit dem Auftreten von phagozytischer

Mikroglia und der Aktivierung der umgebenden Mikroglia verbunden (Stadium 3). Das

Ausbleiben der Bildung dieser Knötchen bei genetischem Fehlen beider Rezeptoren für

TNFD deutet darauf hin, daß die Mikroglia-Aktivierung im phagozytischen Stadium 3 nach

Fazialisaxotomie Tumornekrosefaktor-D (TNFD)-abhängig ist (Raivich et al., 1999). Nach

LPS-Stimulation tritt zwar keine Phagozytose und kein neuronaler Zelltod auf, es gibt aber

auch andere mögliche, zerebrale Quellen für dieses proinflammatorische Zytokin. So findet

sich in vivo nach der Endotoxingabe eine Hochregulation von TNFD-Protein und -mRNA in

Meningen, Ependym, Kapillaren, Neuronen in BHS-freien Arealen, perivaskulären Zellen und

besonders in parenchymatöser Mikroglia, nicht jedoch in Astrozyten (Breder et al., 1994; Liu

et al., 1996b; Buttini et al., 1997; Quan et al., 1999). In vitro sezernieren LPS-stimulierte
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Mikrogliazellen und etwas schwächer Astrozyten dieses Zytokin (Sawada et al., 1989; Chung

und Benveniste, 1990; Chiang und McBride, 1991; Lee et al., 1993a; Peterson et al., 1995;

Lafortune et al., 1996; Liu et al., 1996a; Du und Li, 1998).  Das Ausbleiben einer

morphologischen Aktivierung der kultivierten, ramifizierten Mikroglia und die Hemmung der

Proliferation nach Gabe des TNFD in dieser Studie (Abbildung 28, Seite 97) sprechen

allerdings gegen eine Rolle des TNFD als Mediator der LPS-Wirkung auf die Mikroglia.

Inwieweit dieses Zytokin überhaupt an der Mikroglia-Aktivierung nach LPS-Stimulation

beteiligt ist, können erst Versuche mit neutralisierenden Antikörpern oder mit genetisch

TNFD-defizienten "knock-out" Mäusen zeigen. Auf der anderen Seite könnte LPS die

Mikroglia auch direkt über ihren Membran-Rezeptor CD14 aktivieren (Becher et al., 1996;

Galea et al., 1996). Versuche mit CD14-Inhibitoren können deshalb zur Aufklärung des

exakten Aktivierungsmechanismus beitragen. Von Interesse für die Biologie der Mikroglia ist

hier, ob die Aktivierung nach LPS-Stimulation und die den neuronalen Zelltod begleitende

TNFD-abhängige Aktivierung nach Fazialis-Durchtrennung zwei getrennte Wege darstellen

oder ob sie in einer gemeinsamen Endstrecke münden.

4.3.4 Integrin-Regulation und Mikroglia-Morphologie nach LPS-Stimulation

Unabhängig vom exakten Induktionsmechanismus haben die Integrin-Zelladhäsionsmoleküle

eine enge Beziehung zu der Mikroglia-Morphologie. Von den vielen Integrinen, die nach

LPS-Stimulation hochreguliert werden, sind der Fibronektin-Rezeptor D5E1 (CD49e/CD29,

VLA-5) und der Laminin-Rezeptor D6E1 (CD49f/CD29, VLA-6) von besonderem Interesse, da

ihre Expression bei der Mikroglia-Aktivierung nach Fazialisaxotomie mit Zielfindung,

Zelladhäsion und starker Deramifizierung einhergeht (Tabelle XII, Seite 106). In vitro haben

Fibronektin und Laminin eine gegensätzliche Wirkung auf die Morphologie der Mikroglia

(siehe auch 4.1.3.3). Laminin fördert die Umwandlung von Mikroglia zu Makrophagen,

während Fibronektin eine Ramifizierung begünstigt (Chamak und Mallat, 1991; Tanaka und

Maeda, 1996). Die neuronale Synthese von Laminin kann nach Axotomie den Verlust der

Verästelung der Mikroglia fördern (Le Beau et al., 1995; Kerber et al., 1997). In vitro führt die
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Gabe des LPS in zu einer vermehrten Synthese von Fibronektin durch kultivierte Astrozyten

(Mahler et al., 1997), zur Zunahme des Fibronektin-Rezeptors D5E1 und zu einer

gleichzeitigen Abnahme des Laminin-Rezeptors D6E1 auf der Mikroglia (Abbildung 26, Seite

96). Diese Induktion des Ramifizierung-fördernden Integrins D5E1 auf Mikroglia, seines

Liganden auf Astrozyten und die gleichzeitige Abnahme des Ramifizierung-hemmenden

Integrins D6E1 weist auf die Bedeutung der Ramifizierung für die Aufrechterhaltung des

Phänotyps der Mikroglia. Insgesamt unterstreichen diese Befunde den Stellenwert der

differentiellen Zell-Zell und Zell-Matrix-Interaktion für die Mikroglia-Differenzierung in vivo und

in vitro.

4.3.5 LPS-Stimulation von ramifizierter Mikroglia in Kokultur

Die Zellkultur bietet durch die Reduktion der Komplexität des Zellverbandes unter Ausschluß

von Neuronen, Oligodendrozyten, Endothelien, Meningen, perivaskulären Zellen und

Plexusmakrophagen und ihrem indirekten Einfluß die Möglichkeit, den direkten Effekt von

LPS auf die Mikroglia zu untersuchen. Ein prinzipielles Problem der meisten bisherigen

Studien an Kulturen von reiner Mikroglia ist aber, daß sie bereits in den Kontrollkulturen

runden, amöboiden, aktivierten Makrophagen ähnelt. Zwischen ramifizierter Mikroglia und

Makrophagen bestehen aber viele physiologische Unterschiede (siehe 4.2.1). In vorliegender

Arbeit wurde gezeigt, daß in Zellkultur die Mikroglia gut ramifiziert, wenn man sie auf einem

Astrozytenrasen aussät. Sie ähnelt dann Mikroglia im normalen Gehirn sowohl in

Morphologie als auch in Integrin-Expression. Damit eignen sich diese Kulturen besonders

gut zum Studium der LPS-Aktivierung normaler, ramifizierter Mikroglia. Bei der Stimulation

der ramifizierten Mikrogliazellkulturen mit steigenden Konzentrationen von LPS fand sich

eine progressive Hypertrophie des Zellkörpers und der proximalen Fortsätze verbunden mit

einer Reduktion der distalen Ramifizierung, die der Reaktion der Mikroglia in vivo auf das

Endotoxin stark ähnelte (Tabelle XV, Seite 123).
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Tabelle XV. Mikroglia-Reaktion auf LPS-Stimulation in vivo und in vitro

Hirnstamm-Mikroglia nach
peripherer LPS-Injektion

Kokultivierte Mikroglia
nach LPS-Inkubation

Morphologie

Zellkern Hypertrophie Hypertrophie

proximale Fortsätze Verplumpung Verplumpung

distale Fortsätze Reduktion der Ramifikation Reduktion der Ramifikation

Immunoreaktivität

DME2 Zunahme Zunahme

D4E1 Zunahme Zunahme

D5E1 Zunahme Zunahme

D6E1 Zunahme Abnahme

Aktivierungsstadium Stadium 3b
(Umgebungsaktivierung)

Stadium 3b
(Umgebungsaktivierung)

Interessanterweise fand sich in der Zellkultur aber auch noch ein zweites Reaktionsmuster.

Bereits bei minimalen Dosen wurden ca. 5% der Mikrogliazellen zu großen, flachen, runden

Zellen, die an Spiegeleier erinnerten. Dieser Effekt war nicht dosisabhängig und der Anteil

der Spiegelei-Zellen an der gesamten Mikroglia vergrößerte sich nicht mit steigender LPS-

Konzentration. Neben ihrer Morphologie zeichnen sich diese Spiegelei-Zellen durch

besondere Motilität und Zytoskelettorganisation aus, die eine Umordnung der Aktinfilamente

und Mikrotubuli, das Auftreten von zwei Ringen kondensierter Intermediärfilamente und eine

Abnahme von MHC2 einschließt (Abd-el-Basset und Fedoroff, 1995). Diese Reduktion und

eine im Vergleich zu der ramifizierten Mikroglia geringere Expression der Phagozytose-

assoziierten Integrine sprechen dagegen, daß es sich bei den Spiegelei-Zellen um aktive

Makrophagen handelt. Ihr Vorkommen und ihre Bedeutung in vivo bleiben unbekannt (Abd-

el-Basset und Fedoroff, 1995).

Wie ihre dosisabhängige, morphologische Aktivierung ähnelte auch die Integrin-Regulation

der ramifizierten Mikroglia in Kultur der LPS-stimulierten Mikroglia in vivo mit einer

Hochregulation der Integrine D4E1, D5E1 und DME2 (vgl. Abbildung 22, Seite 88 und
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Abbildung 25, Seite 94). Reine Kulturen von Makrophagen-ähnelnder Mikroglia reagieren nur

zum Teil in der gleichen Weise. Diese Makrophagen-ähnelnde Zellen zeigen zwar bei LPS-

Exposition eine Hochregulation der E1-Untereinheit, die Expression von DME2-Expression

bleibt dagegen unbeeinflußt (Zuckerman et al., 1998).

Diese Unterschiede haben vermutlich mit dem jeweiligen Aktiverungsstadium der Mikroglia

zu tun. Das Integrin DME2 ist einer der frühesten Aktivierungsmarker und steigt bei

Stimulation der Mikroglia in vivo am schnellsten und am stärksten an (Tabelle III, Seite 22;

Abbildung 19, Seite 83; Raivich et al., 1999). Makrophagen-ähnliche Mikroglia (Stadium 3a),

die DME2 wahrscheinlich bereits maximal exprimiert, kann deshalb bei LPS-Stimulation keine

weitere Induktion zeigen. Dagegen kann die ramifizierte Mikroglia (Stadium 0) sehr wohl auf

LPS mit einer DME2-Induktion reagieren, wie in vorliegender Studie gezeigt wurde

(Abbildung 26, Seite 96). Dieser Unterschied unterstreicht die Bedeutung des ramifizierten

Phänotyps für die Untersuchung der frühen Aktivierung  in Zellkultur.

4.3.6 LPS und phagozytische Mikroglia

Phagozytische Mikroglia zeigt eine starke Expression vieler verschiedener Integrine und das

Integrin DXE2 (CD11c/CD18, p150,95) findet sich ausschließlich auf Mikroglia-Phagozyten

(Tabelle XII, Seite 106; Abbildung 16, Seite 78; Akiyama und McGeer, 1990; Möller et al.,

1996; Raivich et al., 1998a). In vorliegender Arbeit konnte nach LPS-Stimulation weder in

vitro noch in vivo die runde, Makrophagen-ähnliche Morphologie oder eine Phagozytose-

assoziierte DXE2-Expression auf der Mikroglia beobachtet werden. Für das Fehlen einer

Umwandlung von Mikroglia zu aktiven Phagozyten in vivo spricht auch das Ausbleiben von

Gewebsschäden nach peripherer LPS-Injektion im sonst unverletzten Gehirn (Buttini und

Boddeke, 1995; Buttini et al., 1996). Interessanterweise scheinen diese Befunde im

Gegensatz zu Zellkulturexperimenten zu stehen, die eine LPS-induzierte Verstärkung der

phagozytischen Aktivität in reinen Kulturen von Mikroglia zeigten (Zielasek und Hartung,

1996; Smith et al., 1998). In diesen Studien fand sich aber bereits in den unstimulierten

Ausgangskulturen der runden, amöboiden, von Mikroglia abstammenden Makrophagen
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phagozytische Aktivität. Die unterschiedliche Wirkung von LPS könnte sich also durch die

Diversität der Ausgangskulturen erklären, dort Makrophagen hier Mikroglia. Obwohl LPS

offenbar Makrophagen noch stärker aktivieren kann, vermag es nicht die ramifizierte

Mikroglia zu Makrophagen umzuwandeln. Die Steuerung dieser Umwandlung ist aber von

großem physiologischen und pathologischen Interesse, denn bis heute ist nicht geklärt, ob

die Mikroglia einen günstigen oder schädlichen Einfluß auf die Neuroregeneration hat (Banati

und Graeber, 1994; Streit et al., 1999).

Welche Stimuli sind für diese Umwandlung notwendig? Einen Hinweis kann die vorliegenden

Arbeit geben. Nach Fazialisaxotomie tritt in vivo die Umwandlung zu Makrophagen ein, nach

peripherer Gabe hoher Dosen von LPS oder Stimulation mit einer ganzen Reihe von

Zytokinen wie IL1, IL2, IL3, IL4, IL6, IL10, MCSF, GMCSF, TNFD und IFNJ bleibt sie in vitro

aber aus. Ein wichtiger Unterschied dieser beiden Aktivierungsmodelle ist das Auftreten von

neuronalem Zelltod in verletztem Gehirn und das damit verbundene Vorhandensein von

phagozytierbaren, zellulären Debris. In diesem Sinne zeigen erste Experimente in Kokulturen

von ramifizierter Mikroglia, daß Stimulation mit neuronalem Debris eine schnelle und

vollständige Umwandlung zu Makrophagen bewirken kann (Bohatschek, Kloss et al.,

Veröffentlichung in Vorbereitung). Es scheint also, daß nur phagozytierbares Material ein

adäquater Reiz für die Umwandlung von ramifizierter Mikroglia zu Makrophagen ist, wobei

noch zu klären ist, über welche Botenstoffe dieser Effekt vermittelt wird.
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5 Zusammenfassung

Verletzungen des zentralen Nervensystems lösen zelluläre Veränderungen der

traumatisierten Neuronen, der benachbarten Gliazellen und der lokalen Umgebung aus.

Diese Reaktion führt in mehreren Stadien zu einer Umorganisation des Gehirngewebes, die

letztlich darauf zielt, die Integrität des zentralen Nervensystems zu wahren und im

güngstigsten Falle zu einer funktionellen Regeneration führt. Ein wichtige Rolle bei der

Reorganisation des Gehirnparenchyms nach Verletzung spielen die Veränderung der

adhäsiven Eigenschaften und die Vermehrung von Zellen. Das Wissen um die molekularen

Mechanismen dieser Reaktion ist aber noch lückenhaft. Die vorliegende Arbeit untersucht im

verletzten Nervensystem und in vitro die zelluläre Regulation der Integrin-

Zelladhäsionsmoleküle sowie die Steuerung der Proliferation der viele Integrine

exprimierenden Mikroglia in der Zellkultur.

Nach peripherer Durchtrennung des Fazialis-Nerven fand sich im Kerngebiet deutliche

Veränderungen der Integrin-Immunoreaktivität. Die Verletzung führte zu einem starken

Anstieg verschiedener Integrine auf den axotomierten Neuronen, der Mikroglia, den

Gefäßendothelien und den Lymphozyten mit jeweils charakteristischem Zeitverlauf. Die

verletzten Neurone regulierten die bereits konstitutiv exprimierte E1-Integrin-Untereinheit

hoch und das E1-Integrin fand sich auf axonalen Wachstumskegeln regenerierender

Nervenzellen. Aktivierte Mikroglia zeigte einen Anstieg von D4E1, D5E1, D6E1, DME2 und

DXE2 mit je nach Aktivierungsstadium deutlich unterschiedlichen Mustern. Zum Zeitpunkt des

neuronalen Zelltodes fand sich auch eine Einwanderung von D4E1, D4E7 und DLE2-positiven

Lymphozyten und ein Anstieg des mikrovaskulären Integrins D5E1. Das endotheliale D6E1-

Integrin und D4E1 auf Astrozyten der weißen Substanz zeigten keine Veränderung.

In Zellkulturen entsprach die ramifizierte Mikroglia in Morphologie und Integrin-Muster der

Mikroglia im normalen Gehirn. Sie eignet sich daher für das Studium der Steuerung der

frühen Aktivierungsphänomene der Mikroglia wie der Proliferation. Hier waren nur die

klassischen Makrophagen-Mitogene MCSF, GMCSF und IL3 in der Lage, die Proliferation
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der ramifizierten Mikroglia zu stimulieren. Die meisten anderen Zytokine (IL2, IL4, IL10, IFNJ

und TNFD) hatten dagegen eine hemmende Wirkung. Einige dieser Zytokine zeigten eine

gegensätzliche Wirkung auf die kultivierte, ramifizierte Mikroglia und die von Mikroglia

abstammenden Makrophagen. Diese Unterschiede unterstreichen die Bedeutung der

Einordnung des Aktivitätszustandes der Mikroglia für die adäquate Beurteilung der Wirkung

von Botenstoffen auf die Mikroglia-Aktivierung. Die Integrin-Immunoreaktivität bietet hierfür

ein einfaches Werkzeug.

Die Mikroglia wies nach Fazialisaxotomie einen besonders starken Anstieg vieler Integrin-

Untereinheiten auf. Diese intrinsische, immunkompetente Zelle des zentralen

Nervensystems (ZNS) reagiert auf viele verschiedene Noxen mit einer stereotypen

Aktivierung, die besonders auf die Abwehr von Infektionen und die Phagozytose von

neuralem Debris ausgelegt ist. So konnte in vorliegender Studie gezeigt werden, daß die

periphere Injektion von Lipopolysacchariden (LPS), einem Zellwandbestandteil Gram-

negativer Bakterien, zu einer Aktivierung der Mikroglia in vivo führt. Von der Morphologie und

dem Integrin-Expressionsmuster gleicht sie der späten Mikroglia-Aktivierung in der

Umgebung von phagozytischen Mikroglia-Knötchen um die untergehenden Neurone. Das

Modell der LPS-Stimulation läßt sich besonders leicht in die Zellkultur übertragen. Auch hier

bewirkt LPS analoge, morphologische Veränderungen und eine weitgehend

übereinstimmende, immunhistochemische Integrin-Regulation der kultivierten, ramifizierten

Mikrogliazellen. Wie die untersuchten Zytokine war auch LPS weder in vivo noch in vitro in

der Lage, die ramifizierte Mikrogliazellen zu runden Makrophagen umzuwandeln oder die

Phagozytose-assoziierten Integrine zu induzieren. Das unterstreicht die spezifische Wirkung

des neuralen Zelldebris auf die Mikroglia und die Stabilität des ramifizierten Phänotyps der

Mikroglia.
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7 Abkürzungen und Fremdwörter

% Prozent
ºC Grad Celsius
Abb. Abbildung
ABC Vectorstain® ABC Kit
AF Autofluoreszenz
AIDS erworbenes Immunschwächesyndrom (englisch "acquired immuno-deficiency

syndrome")
BDNF Gehirnnervenwachstumsfaktor (englisch "brain derived neurotrophic factor")
BHS Blut-Hirn-Schranke
bFGF basischer Fibroblastenwachstumsfaktor (englisch "basic fibroblast growth

factor")
bidest. bidestilliert
BSA Rinderalbumin
cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
Ci Curie
CD Unterscheidungsmerkmal (englisch "cluster of differentiation")
CGRP Kalzitoningen-verwandtes Protein (englisch "calcitonin gene related peptide")
CR3 Komplement-Rezeptor 3
DAB 3,3'-Diaminobenzidin (3,3',4,4'-Tetraaminobiphenyl)
dest. destilliert
DMSO Dimethylsulfoxid
DMEM Dulbeccos Modifiziertes Eagle Medium
eNOS endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase
EAE experimentelle Autoimmunenzephalitis
EZM extrazelluläre Matrix
FAK fokale Adhäsionskinase
FCJ Fc-Teil der IgG
FCJR Rezeptor für den Fc-Teil der IgG
FCS Fötales Kälberserum
FI Färbeintensität
FITC Fluoreszein-5-Isothiozyanat
g Gramm bzw. Konstante der Erdbeschleunigung (9,81 kg x m2:s2)
gp Glykoprotein
GalC Galaktozerebroside
GAP wachstumsassoziierte Protein (englisch "growth associated protein")
GBM Glioblastoma multiforme
GFAP saueres Gliafaserprotein (englisch "glial fibrillary acidic protein")
GMCSF Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor
HEV hohe, endotheliale Venuolen
HIV Humanes Immundefizienzvirus (englisch "human immunodeficiency virus")
HRP Meerrettichperoxidase (englisch "horse radish peroxidase")
ICAM interzelluläres Adhäsionsmolekül (englisch "intercellular adhesion molecule")
ICC Immunzytochemie
Ig Immunglobuline
IgG Immunglobulin G
IHC Immunhistochemie
IL Interleukin
in vitro in Kultur
in vivo im Gewebe
IFNJ Interferon-J
iNOS induzierbare Stickstoffmonoxids-Synthase
IR Immunoreaktivität
l Liter
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LDL englisch "low density lipoproteins"
LIF Leukämie inhibierender Faktor
LPAM1 englisch "leukocyte Peyer's patch HEV adhesion molecule"
LPS Lipopolysaccharide
MAdCAM englisch "mucosal addressing cell adhesion molecule"
MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase
MCSF Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor
MCSFR Rezeptor für MCSF
MHC Haupthistokompatibilitätsantigen (englisch "major histocompatibility complex)
MS Multiple Sklerose
Pg Mikrogramm (= 10-6 Gramm)
Pl Mikroliter (= 10-6 Liter)
ml Milliliter (= 10-3 Liter)
MPI Max-Planck-Institut
NADPH reduziertes Nikotinsäureamid-adenin-dinucleotid-phosphat
NO Stickstoffmonoxid
NT3 Neurotrophin-3
OLV optischer Lichtwert (englisch "optical luminosity value")
p Fehler erster Art
PB Phosphat-Puffer
PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung
PFA Paraformaldehyd
Pixel Bildpunkt
RGB Rot-Grün-Blau (englisch "Red Green Blue")
RISC relativer Färbefaktor (englisch "relative intensity of staining or contrast factor")
ROI Auswertungsgebiet (englisch "region of interest")
rpm Umdrehungen pro Minute (englisch "rounds per minute")
RT Raumtemperatur
SFM serumfreies Medium
TGFE Tumorwachstumsfaktor-E (englisch "tumor growth factor E")
TIFF englisch "tagged image file format"
TNFD Tumornekrosefaktor D
TPA 12-O-Tetradecanoylphrobol-13-Azetat
TR TexasRed
Tsp Thrombospondin
U Einheiten
V Volt
VCAM vaskuläres Zelladhäsionsmolekül (englisch "vascular cell adhesion molecule")
Vim Vimentin
VIP vasoaktives, intestinales Polypeptid (englisch "vasoactive intestinal

polypeptide")
ZNS zentrales Nervensystem
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8 Datenanhang

8.1 Färbeintensität der Integrine DD5, DD6, EE1, DDM und EE2 im gesamten Nucleus facialis

nach Axotomie

EE1 Färbeintensität
Tag Seite Tier A Tier B Tier C Tier D Tier E Mittelwert Standardfehler t-Test [p]

0 Kontrolle 7,4 7,4 10,5 11,2 9,13 1,00
Axotomie 10,6 8,4 7,6 12,5 9,79 1,10 0,6377

1 Kontrolle 10,3 14,3 13,4 13,7 12,95 0,89
Axotomie 8,9 5,8 8,5 11,6 8,69 1,18 0,0782

2 Kontrolle 8,1 8,5 12,3 9,62 1,35
Axotomie 16,9 16,4 16,8 16,70 0,15 0,0328

4 Kontrolle 8,1 8,2 10,6 7,7 21,3 11,20 2,57
Axotomie 18,0 16,0 20,3 17,4 33,5 21,04 3,19 0,0002

7 Kontrolle 11,6 12,5 10,5 7,7 10,59 1,05
Axotomie 31,9 26,0 38,1 23,7 29,92 3,22 0,0082

14 Kontrolle 5,8 9,1 16,2 26,0 14,26 4,47
Axotomie 42,0 23,3 36,3 40,4 35,47 4,22 0,0260

21 Kontrolle 12,0 19,5 12,4 14,6 14,62 1,73
Axotomie 21,0 24,0 26,3 20,8 23,03 1,31 0,0266

42 Kontrolle 11,5 10,0 12,4 3,3 9,31 2,08
Axotomie 14,5 16,6 11,7 10,6 13,37 1,36 0,1178

DD5 Färbeintensität
Tag Seite Tier A Tier B Tier C Tier D Tier E Mittelwert Standardfehler t-Test [p]

0 Kontrolle 2,6 7,8 7,0 8,3 6,44 1,30
Axotomie 4,6 5,0 10,7 13,2 8,36 2,12 0,3394

1 Kontrolle 7,4 5,4 15,1 14,7 10,65 2,49
Axotomie 11,5 12,8 11,7 14,7 12,69 0,74 0,4522

2 Kontrolle 4,2 3,8 4,4 4,8 4,32 0,21
Axotomie 15,1 14,9 15,9 19,1 16,25 0,98 0,0006

4 Kontrolle 8,9 7,5 9,8 12,3 7,7 9,24 0,88
Axotomie 25,9 19,3 22,5 24,4 24,2 23,25 1,13 0,0002

7 Kontrolle 2,8 7,5 6,9 5,75 1,48
Axotomie 28,3 27,2 26,4 27,31 0,54 0,0082

14 Kontrolle 8,1 5,4 9,6 8,2 7,83 0,88
Axotomie 21,9 24,7 25,0 21,7 23,31 0,87 0,0014

21 Kontrolle 3,5 5,7 7,1 2,3 4,65 1,06
Axotomie 12,0 18,1 18,2 9,1 14,34 2,26 0,0046

42 Kontrolle 7,6 9,1 6,9 5,3 7,22 0,78
Axotomie 14,3 11,9 10,7 14,3 12,78 0,90 0,0293

DD6 Färbeintensität
Tag Seite Tier A Tier B Tier C Tier D Tier E Mittelwert Standardfehler t-Test [p]

0 Kontrolle 13,8 19,2 16,0 9,8 14,70 1,97
Axotomie 16,8 16,1 11,7 24,7 17,34 2,70 0,5898

1 Kontrolle 10,1 13,5 15,7 14,9 13,56 1,23
Axotomie 16,6 16,5 19,4 18,9 17,86 0,75 0,0112

2 Kontrolle 12,5 16,3 10,4 13,09 1,72
Axotomie 31,2 25,6 30,5 29,11 1,75 0,0414

4 Kontrolle 13,1 39,0 12,2 14,1 20,4 19,77 5,01
Axotomie 45,6 63,9 53,7 45,9 50,3 51,88 3,37 0,0003

7 Kontrolle 9,3 19,2 13,9 22,5 16,22 2,91
Axotomie 55,9 52,5 41,1 47,2 49,16 3,24 0,0067

14 Kontrolle 7,8 17,3 15,2 12,3 13,12 2,06
Axotomie 38,5 43,5 44,3 51,7 44,50 2,71 0,0016

21 Kontrolle 15,4 10,3 19,6 25,9 17,82 3,30
Axotomie 27,5 25,6 43,3 41,4 34,43 4,60 0,0067

42 Kontrolle 14,5 15,5 10,7 5,1 11,45 2,36
Axotomie 14,4 14,5 17,3 20,6 16,71 1,47 0,2621
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EE2 Färbeintensität
Tag Seite Tier A Tier B Tier C Tier D Tier E Mittelwert Standardfehler t-Test [p]

0 Kontrolle 6,6 9,8 5,7 7,37 1,25
Axotomie 9,7 4,5 9,6 7,95 1,72 0,8613

1 Kontrolle 6,7 6,1 9,1 9,3 7,80 0,82
Axotomie 5,0 13,7 15,1 9,3 10,74 2,28 0,2803

2 Kontrolle 2,9 7,3 1,3 5,0 4,12 1,29
Axotomie 16,0 16,3 20,7 21,5 18,64 1,43 0,0073

4 Kontrolle 5,5 6,1 5,0 8,3 10,2 7,03 0,97
Axotomie 42,0 44,3 32,1 36,3 34,0 37,74 2,34 0,0004

7 Kontrolle 2,6 3,4 10,1 10,0 6,51 2,05
Axotomie 41,5 50,2 44,9 44,0 45,14 1,82 0,0009

14 Kontrolle 8,5 12,6 8,4 10,4 9,96 0,99
Axotomie 36,8 27,5 42,1 53,9 40,05 5,50 0,0150

21 Kontrolle 4,4 9,5 7,9 -2,5 4,82 2,66
Axotomie 20,2 20,4 27,4 25,1 23,26 1,78 0,0136

42 Kontrolle 4,4 4,4 8,2 8,5 6,39 1,15
Axotomie 9,0 11,6 15,1 18,0 13,44 1,97 0,0060

DDM Färbeintensität
Tag Seite Tier A Tier B Tier C Tier D Tier E Mittelwert Standardfehler t-Test [p]

0 Kontrolle -4,3 -2,6 4,9 -0,8 -0,71 1,99
Axotomie -2,8 -1,3 1,1 0,0 -0,74 0,83 0,9776

1 Kontrolle 4,4 4,1 13,5 1,1 5,79 2,69
Axotomie 13,5 16,8 26,5 14,6 17,82 2,97 0,0013

2 Kontrolle 7,6 5,1 9,2 4,8 6,69 1,06
Axotomie 41,6 39,0 45,3 33,0 39,73 2,59 0,0003

4 Kontrolle -4,0 -3,9 -0,7 3,2 4,5 -0,19 1,77
Axotomie 68,3 67,6 70,7 77,3 63,4 69,47 2,28 0,0000

7 Kontrolle -1,6 1,2 -4,2 9,1 1,10 2,88
Axotomie 74,1 84,6 74,4 82,5 78,90 2,73 0,0000

14 Kontrolle -0,4 -1,5 2,3 -6,1 -1,43 1,76
Axotomie 70,0 67,4 83,9 74,8 74,03 3,64 0,0002

21 Kontrolle -0,3 3,6 -3,0 1,6 0,49 1,42
Axotomie 47,4 37,7 48,9 54,9 47,24 3,57 0,0018

42 Kontrolle -4,2 -0,5 -1,6 2,0 -4,7 -1,79 1,23
Axotomie 21,7 21,9 24,9 25,3 28,0 24,36 1,17 0,0001

8.2 Zahl DDL-positiver Zellen nach Fazialisaxotomie

DDL Zellzahl
Tag Seite Tier A Tier B Tier C Tier D Tier E Mittelwert Standardfehler t-Test [p]

0 Kontrolle 0 0 0 0 0,00 0,00
Axotomie 0 0 0 0 0,00 0,00 1,0000

1 Kontrolle 0 0 0 1 0,25 0,25
Axotomie 0 1 1 3 1,25 0,63 0,0917

2 Kontrolle 0 0 0 0 0,00 0,00
Axotomie 6 1 9 8 6,00 1,78 0,0434

4 Kontrolle 0 0 0 0 0 0,00 0,00
Axotomie 2 4 8 10 6 6,00 1,41 0,0132

7 Kontrolle 0 0 0 0 0,00 0,00
Axotomie 26 30 3 9 17,00 6,52 0,0798

14 Kontrolle 0 0 0 1 0,25 0,25
Axotomie 78 39 47 40 51,00 9,17 0,0120

21 Kontrolle 0 4 0 0 1,00 1,00
Axotomie 21 25 19 33 24,50 3,10 0,0052

42 Kontrolle 0 0 0 0 0 0,00 0,00
Axotomie 9 2 0 0 3 2,80 1,66 0,1660



150

8.3 Relativer Färbefaktor (RISC) der Integrine DD5, DD6 und DDM auf IgG-positiven

Mikroglia im Nucleus Facialis nach Axotomie

DD5 RISCKontrolle RISCAxotomie DIFF-RISC
Tag Tier A Tier B Tier C Tier D Tier A Tier B Tier C Tier D Tier A Tier B Tier C Tier D

Mittel-
wert

Standard-
fehler

t-Test
[p]

0 0,0662 0,0401 0,0641 0,0397 0,0582 0,0438 0,0584 0,0361 -0,0081 0,0037 -0,0057 -0,0035 -0,0034 0,0025 0,2728
1 0,0277 0,0438 0,0494 0,0405 0,0570 0,0972 0,0828 0,0854 0,0293 0,0534 0,0334 0,0450 0,0403 0,0055 0,0053
2 0,0564 0,0728 0,0912 0,0722 0,1243 0,1438 0,1611 0,1599 0,0679 0,0711 0,0699 0,0878 0,0742 0,0046 0,0005
4 0,0829 0,0887 0,0572 0,1642 0,2054 0,1679 0,5604 0,0813 0,1166 0,1107 0,1029 0,0109 0,0111
7 0,0576 0,0583 0,0427 0,5219 0,1572 0,1327 0,1104 0,0997 0,0744 0,0677 0,0806 0,0097 0,0142
14 0,0497 0,0541 0,0652 0,0782 0,1217 0,1512 0,1441 0,1371 0,0720 0,0971 0,0789 0,0589 0,0767 0,0080 0,0024
21 0,0676 0,0647 0,0725 0,0445 0,1254 0,1021 0,1310 0,0977 0,0578 0,0374 0,0585 0,0531 0,0517 0,0049 0,0018
42 0,0625 0,0563 0,0671 0,1104 0,0896 0,0762 0,0479 0,0333 0,0091 0,0301 0,0113 0,1169
84 0,0465 0,0431 0,0642 0,0424 0,0652 0,0539 0,0836 0,0716 0,0187 0,0109 0,0194 0,0292 0,0195 0,0038 0,0138

DD6 RISCKontrolle RISCAxotomie DIFF-RISC
Tag Tier A Tier B Tier C Tier D Tier A Tier B Tier C Tier D Tier A Tier B Tier C Tier D

Mittel-
wert

Standard-
fehler

t-Test
[p]

0 0,1322 0,1057 0,1442 0,1682 0,1575 0,1475 0,1519 0,1464 0,0253 0,0417 0,0077 -0,0217 0,0133 0,0136 0,4001
1 0,1708 0,1855 0,1620 0,1514 0,2465 0,2806 0,2787 0,2218 0,0757 0,0950 0,1167 0,0704 0,0895 0,0105 0,0034
2 0,1353 0,1706 0,1426 0,1049 0,3273 0,3898 0,3037 0,2317 0,1920 0,2192 0,1611 0,1268 0,1748 0,0199 0,0031
4 0,1797 0,1759 0,1485 0,4087 0,3899 0,3918 0,2632 0,2290 0,2140 0,2433 0,2288 0,0085 0,0014
7 0,1676 0,1294 0,1344 0,4009 0,3906 0,2928 0,3001 0,2229 0,1634 0,1657 0,1840 0,0195 0,0110
14 0,1375 0,2236 0,1986 0,1316 0,3062 0,3292 0,3342 0,3147 0,1687 0,1055 0,1356 0,1831 0,1482 0,0174 0,0034
21 0,1241 0,1557 0,1472 0,1443 0,2440 0,2381 0,2688 0,2848 0,1199 0,0824 0,1216 0,1405 0,1161 0,0122 0,0024
42 0,1951 0,1620 0,1935 0,1426 0,2914 0,2201 0,1814 0,1569 0,0964 0,0581 -0,0120 0,0143 0,0392 0,0239 0,2000
84 0,1187 0,0894 0,1169 0,0424 0,1484 0,1249 0,1505 0,0716 0,0297 0,0354 0,0336 0,0292 0,0320 0,0015 0,0002

DDM RISCKontrolle RISCAxotomie DIFF-RISC
Tag Tier A Tier B Tier C Tier D Tier A Tier B Tier C Tier D Tier A Tier B Tier C Tier D

Mittel-
wert

Standard-
fehler

t-Test
[p]

0 0,2528 0,2951 0,2826 0,0000 0,2702 0,3076 0,2512 0,0174 0,0125 -0,0313 -0,0005 0,0155 0,9772
1 0,2889 0,2890 0,2776 0,4166 0,5074 0,5310 0,4276 0,1277 0,2184 0,2535 0,0000 0,0375 0,0334
2 0,2959 0,2485 0,1698 0,2195 0,4301 0,3924 0,3714 0,3681 0,1342 0,1439 0,2016 0,1487 0,1571 0,0151 0,0019
4 0,3284 0,3102 0,3278 0,4110 0,4099 0,5029 0,4889 0,0827 0,0997 0,1751 0,1192 0,0284 0,0523
7 0,2792 0,3044 0,2867 0,4038 0,3364 0,3667 0,3591 0,0572 0,0623 0,0724 0,0640 0,0045 0,0049
14 0,2201 0,2231 0,2027 0,2283 0,3310 0,3214 0,3298 0,3831 0,1109 0,0983 0,1271 0,1548 0,1228 0,0122 0,0021
21 0,2555 0,2331 0,2435 0,2797 0,4121 0,2675 0,3126 0,4444 0,1566 0,0344 0,0690 0,1647 0,1062 0,0323 0,0461
42 0,2481 0,2081 0,2324 0,2117 0,4119 0,3480 0,3317 0,2950 0,1638 0,1399 0,0992 0,0833 0,1216 0,0184 0,0071
84 0,2825 0,2624 0,3005 0,3352 0,3948 0,2915 0,3788 0,4321 0,1122 0,0291 0,0783 0,0969 0,0791 0,0181 0,0221

8.4 Relativer Färbefaktor (RISC) der Integrine DD5, DD6 und EE1 auf Laminin-positiven

Endothelien im Nucleus Facialis nach Axotomie

RISC
Integrin Tag Seite Tier A Tier B Tier C Mittelwert Standardfehler t-Test [p]

DD5 4 Kontrolle 0,0813 0,1311 0,1423 0,1182 0,0188
Axotomie 0,1130 0,0964 0,1501 0,1198 0,0159 0,9415

14 Kontrolle 0,0834 0,1135 0,1211 0,1060 0,0115
Axotomie 0,1476 0,1672 0,1773 0,1640 0,0087 0,0030

DD6 4 Kontrolle 0,1326 0,1470 0,1410 0,1402 0,0042
Axotomie 0,1495 0,1206 0,0886 0,1196 0,0176 0,4150

14 Kontrolle 0,1526 0,1401 0,1580 0,1502 0,0053
Axotomie 0,1635 0,1439 0,2450 0,1841 0,0310 0,3314

DDM 4 Kontrolle 0,4851 0,3771 0,4318 0,4313 0,0312
Axotomie 0,4670 0,3955 0,4402 0,4343 0,0209 0,8129

14 Kontrolle 0,3765 0,5013 0,6399 0,5059 0,0761
Axotomie 0,4247 0,6134 0,6482 0,5621 0,0694 0,2039
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8.5 Proliferation ramifizierter Mikroglia in der Zellkultur

Stimulus Konzentration Proliferationsindex t-Test

[ng/ml] Kulturzahl Mittelwert Standardfehler vs. Kontrolle [p]
FCS 0% (Kontrolle) 5 2,4% 0,5% 100%

1% 4 3,6% 0,8% 150% 0,0300
5% 3 5,4% 0,8% 226% 0,0007

10% 3 6,9% 1,2% 291% 0,0003
20% 3 4,0% 0,9% 168% 0,0194

GMCSF 0 (Kontrolle) 5 2,4% 0,5% 100%
4 4 3,5% 1,8% 146% 0,2310

40 4 4,9% 1,0% 205% 0,0021
400 4 7,5% 1,8% 313% 0,0005

IL1E 0 (Kontrolle) 5 3,9% 0,5% 100%
0,5 5 5,5% 2,0% 140% 0,1280
5 5 5,7% 1,0% 145% 0,0077

50 5 7,3% 2,3% 185% 0,0141
500 6 8,7% 2,7% 221% 0,0040

IL2 0 (Kontrolle) 8 5,1% 0,8% 100%
0,4 4 4,9% 0,7% 96% 0,6760
4 3 3,8% 0,6% 76% 0,0482

40 4 3,7% 1,3% 72% 0,0470
IL3 0 (Kontrolle) 4 9,9% 1,7% 100%

0,2 5 10,6% 2,7% 107% 0,6851
2 5 14,0% 2,1% 141% 0,0175

20 5 14,5% 2,6% 146% 0,0212
IL4 0 (Kontrolle) 4 7,3% 1,4% 100%

0,5 5 7,3% 1,0% 100% 0,9898
5 5 4,5% 0,5% 62% 0,0052

50 5 2,3% 0,3% 32% 0,0001
IL6 0 (Kontrolle) 4 9,9% 1,7% 100%

0,2 5 12,0% 1,5% 121% 0,0944
2 4 13,6% 4,4% 137% 0,1721

20 3 8,7% 4,2% 88% 0,6185
IL10 0 (Kontrolle) 5 2,4% 0,5% 100%

0,2 3 2,3% 0,2% 95% 0,7446
2 4 1,5% 0,1% 62% 0,0125

20 3 1,3% 0,3% 56% 0,0203
IFNJ 0 (Kontrolle) 5 3,9% 0,5% 100%

4 5 3,2% 0,8% 81% 0,1281
40 5 2,7% 0,8% 70% 0,0252
400 5 2,1% 0,6% 53% 0,0008

LIF 0 (Kontrolle) 4 7,3% 1,4% 100%
0,5 4 7,8% 1,3% 108% 0,5672
5 4 11,2% 3,6% 154% 0,0906

50 4 6,4% 1,4% 88% 0,4297
MCSF 0 (Kontrolle) 5 2,4% 0,5% 100%

0,2 3 2,6% 0,9% 109% 0,6736
2 3 2,8% 0,8% 119% 0,3819

20 4 9,0% 1,1% 376% 0,0000
200 4 17,3% 3,6% 725% 0,0000

TNFD 0 (Kontrolle) 8 5,1% 0,8% 100%
0,2 3 5,2% 0,8% 104% 0,7555
2 4 6,3% 0,9% 125% 0,0389

20 5 1,5% 0,9% 30% 0,0000

Stimulus Antiserum Proliferationsindex t-Test

Kulturzahl Mittelwert Standardfehler vs. Kontrolle [p]
keiner keiner (Kontrolle) 6 3,5% 0,8% 100%

anti-IL3 4 3,5% 0,7% 99% 0,9499
anti-GMCSF 5 3,1% 0,6% 88% 0,3476
anti-MCSF 6 2,6% 0,7% 73% 0,0462

anti-GMCSF + anti-MCSF 6 2,4% 0,5% 70% 0,0198
IL1 keiner (Kontrolle) 7 6,6% 0,6% 100%

anti-IL3 5 6,3% 1,6% 96% 0,6840
anti-GMCSF 3 3,8% 1,2% 58% 0,0010
anti-MCSF 5 4,5% 1,5% 68% 0,0072

anti-GMCSF + anti-MCSF 5 2,9% 1,3% 44% 0,0001
keiner keiner 5 3,8% 0,4% 58% 0,0000
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8.6 Integrin-Färbeintensität von kultivierten Mikroglia nach LPS-Stimulation

Färbeintensität
Integrin Stimulation Kultur A Kultur B Kultur C Kultur D Kultur E Kultur F Mittelwert Standardfehler t-Test [p]

D4 Kontrolle 0,70 0,44 0,14 0,58 0,61 0,25 0,45 0,09
5 Pg/ml LPS 0,98 1,07 2,47 1,72 0,65 1,63 1,42 0,27 0,0064

D5 Kontrolle 2,38 1,04 0,98 1,05 1,50 1,59 1,42 0,22
5 Pg/ml LPS 7,64 8,49 6,89 8,61 8,59 8,56 8,13 0,29 0,0000

D6 Kontrolle 1,11 1,42 1,19 0,95 0,97 1,52 1,19 0,10
5 Pg/ml LPS 0,69 0,64 0,69 0,45 0,70 1,19 0,73 0,10 0,0073

DM Kontrolle 7,22 6,18 6,91 6,81 6,78 0,22
5 Pg/ml LPS 10,27 13,10 9,22 9,07 10,42 0,93 0,0091

E1 Kontrolle 1,53 2,70 1,20 1,82 1,81 0,32
5 Pg/ml LPS 3,87 4,26 5,31 3,24 4,17 0,44 0,0047

E2 Kontrolle 1,52 1,54 1,98 1,49 1,63 0,12
5 Pg/ml LPS 1,24 1,80 2,10 1,06 1,55 0,24 0,7784
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