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1 Einleitung

1.1 Neurone, Glia und extrazellulare Matrix im gesunden Gehirn

In ihrer Anzahl Gbersteigen Gliazellen die Neurone im zentralen Nervensystem von Saugern
um ein Vielfaches. Wahrend die Nervenzellen Trager der spezifischen Funktion des Gehirns
sind, erfullt die Neuroglia unter physiologischen Bedingungen eine Vielzahl von
Hilfsfunktionen. Sie isolieren die Axone elektrisch durch Markscheiden (Oligodendroglia),
halten das innere Milieu konstant, tauschen Nahrstoffe mit dem Blut aus, sind an der Blut-
Hirn-Schranke beteiligt (Astrozyten; Janzer und Raff, 1987; Tsacopoulos und Magistretti,
1996) und gehoéren 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
infektibsen und autoimmunen Entzindungen, direktem und indirektem Trauma sowie
ischamischen, 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
" yAia" der Leim, vgl. das stammverwandte, deutsche Wort "Kleber"). Neben den fiir
nervales Gewebe typischen Gliazellen bildet die extrazellulare Matrix (EZM) den anderen
Teil der stitzenden Bausubstanz des ZNS (Carbonetto, 1984). Im zentralen Nervensystem
sind die zwischenzelligen Spaltraume nahezu tUberall nur 20 nm weit, und damit gibt es dort
im Vergleich zu extrazerebralen Geweben nur sehr wenig extrazellulare Matrix. Trotzdem
kommt ihr besonders in der Embryogenese des Nervensystems eine grof3e Bedeutung zu,
unter anderem als Leitstrukturen fir die wandernden Zellen (Erickson und Bourdon, 1989;
Reichardt und Tomaselli, 1991; Martini, 1994; Crossin, 1996; Fassler et al., 1996; Pearlman
und Sheppard, 1996). Im adulten Nervensystem ist noch wenig Uber ihre normale und
pathophysiologische Funktion bekannt.

Die Zellen des Nervensystems machen mit der EZM und untereinander Uber

Zelladhasionsmolekile Kontakt. Diese Verbindung mufd stark genug sein, um das Gewebe



zu "leimen", und gleichzeitig plastisch genug, um im pathologischen Fall leicht moduliert
werden zu kénnen. Die strukturelle Veranderung des Zellverbandes ist ein wichtiger Teil der
Reaktion des Nervensystems auf Verletzung und Voraussetzung fir die Wahrung der
Integritat und eine erfolgreiche Wiederherstellung der Funktion des Gehirns. Von
regenerativen VVorgangen ist bekannt, dal3 haufig molekulare Mechanismen wiederauftreten,
die bereits wahrend 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, dald an der Entwicklung beteiligte
Zelladhasionsmolekile auch eine Rolle bei de- und regenerativen Vorgangen nach

Verletzung des zentralen Nervensystems spielen kénnen.

1.2 Die Integrine — eine Familie von Zelladhasions-Molekilen

1.2.1 Struktur und Funktion

Die Integrine stellen neben Cadherinen, Immunglobulinen und Selektinen eine vierte, grol3e
Gruppe von Zelladh&sionsmolekilen dar. Sie bilden eine Familie von membranstandigen
Glykoproteinen und interagieren mit Liganden auf anderen Zellen und mit der extrazellularen
Matrix. Jedes vollstandige Integrin besteht aus einem nicht-kovalent gebundenen
Heterodimer von einer - und einer B-Untereinheit mit jeweils einer grof3en extrazelluléaren,
einer membranspannenden und in den meisten Féllen einer zytoplasmatischen Domane
(Abbildung 1, Seite 10; Ubersichten 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 a- und 8 verschiedene g-Integrin-Untereinheiten, die mehr als
20 Integrin-Heterodimere bilden konnen. Die af-Paarung legt die Spezifitat fur die Liganden
fest, oft sind das groRe EZM-Molekile wie Kollagen, Laminin, Fibronektin, Tenascin und
Thrombospondin (Abbildung 2, Seite 12; Eble, 1997). Manche Integrine erkennen aber auch
kurze Peptidsequenzen in grol3en Proteinen, z.B. das RGD-Motiv (Arginin-Glyzin-Aspartat)

im Fibronektin und Vitronektin (Ruoslahti, 1996b), oder sie binden Adhasionsmolekile auf
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Abbildung 1. Struktur und Interaktionen eines idealtypisches Integrin. Das modellhaft
dargestellte Integrindimer besteht aus einer a- und einer B-Untereinheit; mutmallich
metallbindende Doménen sind mit “m” bezelchnet Cystein-Wiederholungen mit “c” und
tertiarstrukturbildende Querverbindungen mit “-s-”. Der gréRere, extrazelluldre Te|I des
Glykoproteins interagiert mit vielen Komponenten der extrazelluldren Matrix (EZM) wie
Kollagen, Laminin, Fibronektin, Tenascin. Der kleinere, intrazelluldre Anteil bindet Uber
intermedidre Proteine wie Talin, a-Actinin, Tensin und Vinculin in variabelen Kombinationen
letztlich an das Actin des Zytoskeletts. Die dargestellten Interaktionen sind hauptséchlich in
extrazerebralen Gewebe bekannt, im Gehirn ist bislang wenig Uber diese Assoziation erforscht.

modifiziert nach Jones, 1996.
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anderen Zellen wie z.B. den p2-Integrin-Liganden interzellulares Adhasionsmolekul (ICAM;
Eble, 1997). Auf der zytoplasmatischen Seite sind Integrine haufig an Molekile des
Zytoskeletts wie z.B. Talin, a-Actinin, Tensin, Vinculin, Paxillin und Filamin gekoppelt und
aggregieren oft in sogenannten "fokale Adhéasionspunkte", die die Anheftung der Zelle an die
EZM gewahrleisten (Abbildung 1, Seite 10; Aplin et al., 1998). Neben der strukturellen
Funktion sind die Integrine durch mdgliche Konformationsédnderungen auch an der
transzellularen Signalibermittelung 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 Uber ein komplexes System
von zwischengeschalteten Botenmolekilen an die Zelle weitergeben ("outside-in signaling").
In der anderen Richtung konnen auch Signale aus der Zelle "von innen heraus" die
Rezeptoraffinitat 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 frih ihre Bedeutung in der Entwicklung und fiir die Zelldifferenzierung
erkannt (Bronner-Fraser, 1987; Terpe et al., 1994; Prieto et al., 1994; Etzioni, 1994;
Sheppard et al., 1994; Fassler und Meyer, 1995; Fassler 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 breitgefacherte Rolle der Integrine in der Neuropathologie
hin (Ubersicht siehe Tabelle I, Seite 15). Eine Vielzahl von Untersuchungen hat eine groRe

Menge an sich teils widersprechenden Einzelbefunden erhoben.
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Abbildung 2. Heterodimerisierung der Integrin-Untereinheiten. Integrinuntereinheiten,
mdgliche Kombinationen von Untereinheiten und Liganden der bekannten a3-Heterodimere.

Abkiirzungen fiir die Liganden: Fb Fibrinogen, Fbu Fibulin, Fib Fibrillin, Fn Fibronektin, FX
Faktor X, Gel Gelatine, iC3b inactivater Komplementfactor 3b, ICAM Interzelluldres
Adhasionsmolekiil, Kol Kollagen, Ln Laminin, LPAM "leukocyte Peyer's patch HEV adhesion
molecule", MAACAM “mucosal addressin cell adhesion molecule”, Opn Osteopontin, Tn
Tenascin, Tsp Thrombospondin, VCAM vaskuléres Zelladhasionsmolekl, Vn Vitronectin, vWF

von Willebrand-Factor.
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Bei der zerebralen Ischamie und Reperfusion kommt es zu einer Regulation von
Integrinen auf Mikrogliazellen, Astrozyten, Gefaliendothelien 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 g2-Integrine verringert die
InfarktgroRe, wobei ein gunstiger 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 Pravention
des Schlaganfalls ermdglicht die Inhibition des Plattchen-Integrins allbg3 (Glykoprotein Il1b-
llla) eine vielfach starkere Plattchen-Aggregationshemmung als die Hemmung der
Zyklooxygenase durch Azetylsalizylsaure oder von Adenosinrezeptoren durch Clopidogrel
(Coller et al., 1995; Mousa et al., 1997; Kaku et al., 1998; Choudhri et al., 1998). Schlie3lich
ist die hohe Expression des a281-Integrins (Plattchenkollagen-Rezeptor Glykoprotein lalla)
ein unabhangiger Risikofaktor fur einen Schlaganfall bei jingeren 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, GefaRendothelien, 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 fur die Leukozyteninfiltration wichtigen
Integrine aMB2, alLB2 und a4B1l in vielen Versuchen einen gunstigen 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 verdndert 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 Uber 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 parasitaren (z.B. Toxoplamose) Neuroinfektionen
leukozytére Integrine eine wichtige Rolle fir 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-Adhasionsionsdefizienz Typ |,
einem Krankheitsbild mit Neigung zu bakteriellen Infektionen, liegt sogar ein genetisches
Fehlen der g2-Integrin-Untereinheit zugrunde (Etzioni, 1994). Bei experimentell ausgeldsten,
limbischen Krampfanfallen konnte ein Anstieg von 1-mRNA in Neuronen und Astrozyten
gezeigt werden (Pinkstaff et al., 1998). Auch bei der Alzheimerschen Demenz findet sich
eine Hochregulation von Integrinen in Plagques 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 fir ein besseres Verstandnis der Integrin-Funktion auf zellularer Ebene eine
umfassende Studie an einer groBeren 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 flir zentralnervise
Degeneration und Regeneration. In weiteren Versuchen wird dann die Reaktion der Integrin-
Expression nach Stimulation mit Lipopolysaccharide (LPS) in lebenden Mausen und in

kultivierten Mikrogliazellen untersucht.
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Tabelle I.

Regulation von Integrinen bei Erkrankungen des ZNS

Integrin Lokalisation Spezies  Quelle

Ischamie und Reperfusion

aMB21? Mikroglia um Infarkt Ratte Kato et al., 1996

abp4 | perivaskulare Astrozyten Pavian Wagner et al., 1997

aVp3 1 Astrozyten am Infarktrand Ratte Ellison et al., 1998

aVp31 GefaRendothelien Pavian Okada et al., 1996;
Abumiya et al., 1999

alf21 infiltrierende Lymphozyten Ratte Kato et al., 1996;
Yoshimoto et al., 1996

alf21 peripheren Lymphozyten Mensch Kim et al., 1995

Multiple Sklerose (MS) und experimentelle Autoimmunenzephalitis (EAE)

aVvt,p31 aktivierte Mikroglia Mensch Sobel et al., 1995
aVt, pat Astrozyten in aktiven Lasionen Ratte Previtali et al., 1997
a2’ Oligodendrozyten in aktiven Lasionen Ratte Previtali et al., 1997
avV?t,83%,al?, GefaRendothelien in aktiven Lasionen Mensch Sobel et al., 1995, 1998
ab |, pll
al?t GefaRendothelien in inaktiven Lasionen Mensch Sobel et al., 1998
alf21 infiltrierende Leukozyten und Monozyten, Mensch Bo et al., 1996
aktivierte Mikroglia
a3t,adt,ab7, T-Lymphozyten im Liquor cerebrospinalis Mensch Svenningsson et al., 1993
alLt
a4, pa enzephalitogene T-Lymphozyten Maus Baron et al., 1993;
Engelhardt et al., 1998
adl,a5|,p2| periphere T-Lymphozyten Mensch Svenningsson et al., 1993;
Vora et al., 1996
alf21 periphere Leukozyten Mensch Lou et al., 1997; Ziaber et
al., 1998
Neoplasmen
a2t,a31,a57, Glioblastoma multiforme Mensch Gingras et al., 1995
a6t,plt,aVv?,
831
a2Bl1,adpln, GefalRendothelien im GBM Mensch Paulus et al., 1993;
abpl|, aVp3, 4| Gingras et al., 1995;
Gladson, 1996
a3t Glioblastom, Medulloblastom Mensch Kishima et al., 1999
a3?t,p1t,a5,aVl, neoplastische Astrozyten Mensch Paulus et al., 1993;
B31, p4l,B51 Gladson et al., 1995;
Previtali et al., 1996
ab?, pat reaktive und neoplastische Astrozyten Ratte Previtali et al., 1999
pa| GefalRendothelien im Astrozytom Mensch Previtali et al., 1996
al, aM, aX, a3, a4, Primares ZNS-Lymphom Mensch Paulus und Jellinger, 1993
ab, a4, B, 52, p7
alL?t,p21 zerebrale Lymphome Mensch / Bashir et al., 1992
Maus
a2t,adt, a6t Meningeome Mensch Figarella-Branger et al.,
1997
Neuroinfektionen
adfl AIDS Enzephalitis: Monozyten-Rekrutierung Rhesusaffe Sasseville et al., 1994
ad, alf21 T-Lymphozyten bei lymphozytischen Maus Christensen et al., 1995;
Chriomeningitisvirus Andersson et al., 1995
Krampfanfalle
BLY Neurone und Astrozyten bei limbischen Ratte Pinkstaff et al., 1998
Anfallen
Alzheimersche Demenz
aMB2 1, alp2 1, Mikroglia Mensch Akiyama et al., 1991;
aVv? McGeer et al., 1993;
Akiyama et al., 1993;
Eikelenboom et al., 1994
adt neuritische Plaques Mensch van Gool et al., 1994
a3, a6, f1 amyloide Plaques Mensch Eikelenboom et al., 1994
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1.3 Reaktion des zentralen Nervensystems auf Verletzung

Eine akute Verletzung des Nervensystems Ilost ein komplexes Netzwerk von
morphologischen, metabolischen und funktionellen Verénderungen aus, die letztlich darauf
abzielen, eine weitere Schadigung zu verhindern und im glnstigen Falle die Funktion
wiederherzustellen. Die verletzten Nervenzellen aktivieren ein Notprogramm, andern 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
Schadigungsmechanismen gleichférmig mit einer abgestuften, stereotypen Antwort (Raivich
et al., 1999). Ihre Aktivierung wird von der Produktion von proinflammatorischen Zytokinen,
Endothelveranderungen und der Rekrutierung von Immunzellen ins verletzte Gewebe
begleitet (Raivich et al., 1998b). Die Einheitlichkeit der Glia-Reaktion auf verschiede Noxen
deuten darauf hin, daf3 das Aktivationsprogramm stark konserviert und sein exakter Ablauf
wichtig fur die Gewebserhaltung und Regeneration im zentralen Nervensystems ist. Ein
besseres Verstandnis dieses hoch konservierten Programms kann eine rationale Basis fur

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 Anschluf3 an die periphere Durchtrennung
des Nervus facialis mit einer zeitlich wohl definierten, stereotypen Antwort der Neuroglia im
motorischen Nervenkern mit starken Veranderungen der Zelladhasion einher.

Zwei Tage nach der Durchtrennung beginnt die Mikroglia zu proliferieren, adhériert an die
neuronalen Zellkdrper und verdrangt die prasynaptischen, terminalen Neuritenendigungen
vom Zellkérper des Neurons in einem Prozel3, 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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& Phagozytose

Abbildung 3. Reaktion im Kerngebiet nach Durchtrennung des Fazialis-Nerven.

A. Schematische Darstellung der Fazialis-Durchtrennung. Der Nervus facialis wird unmittelbar
nach seinem Austritt aus dem Foramen stylomastoideus extrakranial durchschnitten.

B. Schema der zelluldren Reaktion im Fazialis-Kern. Links. Im normalen Hirnstamm finden sich
protoplasmatische Astrozyten (AZ) und Mikrogliazellen (MG) mit kleinem Zellkern, langen,
schlanken Fortsatzen und starker distaler Verastelung. Oben. Neuronale Verletzung fuhrt frih
zur Glia-Aktivierung. Die aktivierte Mikroglia proliferiert, nimmt eine perineuronale Position ein,
verplumpt ihre Fortsatze, verliert die distale Ramifizierung und isoliert die Synapsen vom
Neuron (N; “synaptic stripping”). Die Astrozyten nehmen die stellarisiert-fibrillare Form an.
Rechts. Bei neuronaler Regeneration verdrangen spater Astrozyten-Lamellen die Mikroglia-
zellen vom neuronalen Zellkérper, wahrend sich bei Neuronenuntergang Mikroglia-Knétchen
bilden, gefolgt von Phagozytose und Einwanderung von Lymphozyten (L). Uber die Beteiligung
von Zelladasionsmolekilen an dieser Reaktion ist derzeit noch wenig bekannt.
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einem spaten Neuronenuntergang und der Bildung von Mikroglia-Knétchen um die
sterbenden Neurone, gefolgt von der Phagozytose des neuronalen Debris (Moéller et al.,
1996) und einer Einwanderung von Lymphozyten aus dem Blut (Raivich et al., 1998b).
Spater werden die aktivierten Mikrogliazellen von Astrozyten verdrangt, 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% uberleben
und regenerieren wieder. Abbildung 3 (Seite 17) zeigt eine schematische Zusammenfassung
der Veranderungen im Nucleus facialis nach peripherer Axotomie. Obwohl die zellulare
Reaktion im Nervenkern nach Fazialis-Durchtrennung gut beschrieben ist und starke
Veranderungen der Zelladhasion auftreten, ist bislang wenig Uber die Beteiligung von

Integrin-Zelladh&asionsmolekiilen 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 Zellkorper rasch zu einer
Reaktion mit bis zu zweifacher Schwellung des Zellkerns, Verdrdngung des Nukleolus an
den Rand und Auflésung der Nissl-Substanz (Nissl, 1894; Jessell, 1991). Ultrastrukturell
vermehren sich die Zellorganellen und besonders die zur Proteinsynthese befahigten
Ribosomen (Barron, 1983). Im Rahmen der Chromatolyse verdndern sich auch
Zellmorphologie, Proteinsynthese und Nahrstoffaufnahme (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 Zellkdrper verliert seine Kontur und die synaptischen Endigungen anderer
Neurone werden im sog. "synaptic stripping" separiert (Blinzinger und Kreutzberg, 1968).

Auf molekularer Ebene werden die fir die spezifische Funktion der Nervenzellen wichtigen
Molekulen verringert, z.B. die fir die Neurotransmission benétigten 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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EiweiBe. 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 nukle&re Transkriptionsfaktoren wie c-jun, junB und
junD werden hochreguliert und sind wahrscheinlich an der veranderten Genregulation
beteiligt (Jenkins und Hunt, 1991; Herdegen et al., 1991; Haas et al., 1993).

Zusatzlich zu den strukturellen Veranderungen vermehren die axotomierten Neurone auch
eine groRe Anzahl von Signalmolekilen wie die Neuropeptide CGRP und Galinin (Streit et
al., 1989a; Haas et al., 1990; Dumoulin et al., 1992; Ubersicht bei Raivich et al., 1995) sowie
die Stickstoffmonoxid synthetisierende NADPH-Diaphorase (Kreutzberg, 1963; Yu, 1994).
Uber diese Botenstoffe kénnen die Neurone mit ihrer Mikroumgebung interagieren.
SchlieRRlich andern die Neurone auch die Zelladhasionsmolektiile an ihrer Oberflache, z.B.
werden CD44 und der Integrin 83-Ligand Thrombospondin vermehrt exprimiert (Mdller et al.,
1996; Jones et al., 1997). Uber die so veranderten Adhasionseigenschaften des Neurons
kann die Anheftung umgebener Zellen beeinflul3t werden.

Wahrend Spezies-spezifisch einige Neurone nach der Axotomie zugrunde gehen, gelingt
den meisten Nervenzellen die Regeneration. Sie treiben axonale Wachstumskegel aus und
kénnen 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). Gegenwartig ist
noch wenig Uber 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 Adhésionsmolekile an der Regeneration beteiligt

sind.

1.3.1.2 Astrozytare Reaktion nach Fazialis-Durchtrennung

Die posttraumatische Reaktion im Nucleus facialis nach der Axotomie bleibt aber nicht auf
die Neurone beschrankt, sondern ergreift auch die benachbarten Mikrogliazellen und

Astrozyten. Die Signalmolekiile, die zur Glia-Aktivierung fuhren, sind Gegenstand grof3en
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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 haufigste Zellart im ZNS (Eddleston und Mucke, 1993). Im gesunden
Gehirn  kommen die Astrozyten in zwei Hauptformen vor, stellarisiert-fibrillar und
protoplasmatisch. Die fibrillaren Astrozyten finden sich fast ausschliel3lich in der weil3en
Substanz und koénnen leicht an ihrer starken Immunoreaktivitit 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 Fortsatze mit grof3en, flappigen
Membranverzweigungen. Die komplette Membrankontur der protoplasmatischen Astrozyten
ist immunhistochemisch schwer sichtbar zu machen, Marker wie S100b und endotheliale
Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) koénnen lediglich die proximalen Verzweigungen
darstellen (Cammer und Tansey, 1988; Gabbott und Bacon, 1996; Kloss et al., 1999; Didier
et al.,, 2000). Die zerebellare Bergmann-Glia nimmt phanotypisch eine Mittelstellung
zwischen protoplasmatischer und fibrillarer Morphologie ein (Grosche et al., 1999). Sie hat

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

Tabelle Il. Marker der Astrozytenaktivierung in der Maus nach Verletzung

protoplasmatische Astrozyten fibrillare Astrozyten

Ruhezustand  proximal: eNOS-IR™? S100b? proximal: eNOS-IR"?, S100b°, GFAP*
distal: - distal: GFAP*
Aktivierung - stellar-fibrillar GFAP 1 % eNOS-IR 12

' Gabbott und Bacon, 1996, *Kloss et al., 1999, ° Didier et al., 2000, * 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
Veranderungen der Morphologie und des Immunphanotypes (Tabelle II, Seite 20). Innerhalb

von 24 Stunden nach der Verletzung verandern 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, fibrillaren Astrozyten
und steigern die Zytoskelett-assoziierte eNOS-artige Immunoreaktivitdt (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
verdrangen die Astrozyten die Mikrogliazellen teilweise von der Oberflache der axotomierten
Neurone und hillen sie in einen Stapel von dinnen zytoplasmatischen Fortsatzen ein, was
zu funktioneller Ruhe fir die Neurone fihren kann (Graeber und Kreutzberg, 1988; Guntinas-
Lichius et al., 1997). Nach erfolgreicher Regeneration ziehen die Astrozyten die Fortsatze
teilweise wieder zurtick, um den Axonendigungen den Kontakt zum Neuron wieder zu

ermoglichen (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 Uber die Abstammung der Mikroglia gab und noch gibt, wird
heute allgemein angenommen, daf} sie von peripheren Monozyten abstammt, die wahrend
der Embryonalentwicklung durch die offene Blut-Hirn-Schranke in das Parenchym
eingewandert und dort seB3haft 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 Zellkbrper und streckt viele schlanke, lange
Fortsétze aus, die sich distal vielfaltig verasteln (ramifizieren). In der weil3en Substanz
orientieren sich die Mikrogliazellen am Verlauf der Nervenfasern, wahrend sie in der grauen
Substanz eine stellare Morphologie haben und ca. ein Volumen von 30-40 um Durchmesser
abdecken (Compston et al., 1997). Wie sel3hafte Makrophagen in anderen Geweben

scheinen sie an der Immuniberwachung des ZNS beteiligt zu sein; so exprimiert die
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Mikroglia konstitutiv den Komplement-Rezeptor 3 (CR3; Integrin aMB2) und Rezeptoren fur
den Fc-Teil von y-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 druckt sich morphologisch in einem Anschwellen des
Zellkorpers, einer Verdickung der proximalen Fortsatze und einem Verlust der distalen
Ramifizierung aus. Kommt es zu einem Defekt der Blut-Hirn-Schranke deutet das Krauseln
der Membran auf ein exploratives Verhalten hin, das vermutlich mit einer Anderung der
Zelladhasionseigenschaften verbunden ist. Die Aktivierung durchlauft verschiedene Stadien,
die mit dem Auftreten bestimmter pathologischer Prozesse und der Regulation von
Oberflachen- und Zytoskelettproteinen einhergehen (Tabelle 1ll, Seite 22; Definition und

Ubersicht bei Raivich et al., 1999).

Tabelle Ill.  Marker der Mikroglia-Aktivierung nach Verletzung
Stadium Marker
Stadium 0 Normales Gehirn FcyR, 19G, aMB2
Stadium 1 Alarm IgG1,aMB21, ICAM11, Tsp?

Stadium 2 Zielfindung & Adhasion MCSFR{, MHC11¢,B7.21,Vim?
Stadium 3a  Phagozytose MHC11,B7.21,1gG?1,aMB21, ICAM1 1, Tsp?
Stadium 3b  Umgebungsaktivierung MHC11,B7.2¢1, ICAM1%

0 bis 3 Immunantwort MHC21, INOS ¢

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 Immunoreaktivitat fir Immunmolekilen wie
Komplement-Rezeptor 3 (CR3), Immunglobulin G (1gG) und Zelladh&sionsmolekilen wie
Thrombospondin, ICAM1 und seinem Rezeptor, dem Integrin aMB2 (Graeber et al., 1988a;
Moller et al., 1996; Raivich et al., 1998a; Werner et al., 1998). Uber die veranderten

Adhasionsmolekille koénnte 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 adhérieren. 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 Mobilitatssteigerung der Mikroglia zu fiihren (Angelov et al., 1995). Die
Mikrogliazellen adharieren an die axotomierten Neurone und verdrangen die
prasynaptischen Axonendigungen ("synaptic stripping"). Sie regulieren die Wachstumsfaktor-
Rezeptoren fur 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 grof3en Teil unklar (siehe 1.3.2). Die mitotische
Aktivitat setzt schon friher, zwischen Tag 1 und 2 ein, wird aber 2 bis 3 Tage nach der
Durchtrennung des Nerven maximal und fihrt zu einer 4 bis 6-fachen Zunahme der
Mikroglia-Zellzahl. Jetzt werden auf den Mikroglia auch Proteine dargestellt, die bei der
Antigenprasentation eine Rolle spielen, wie MHC1 und B7.2 (Streit et al., 1989c; Raivich et
al., 1993; Bohatschek et al., 1998).

Ohne eine weitere Neuronenschadigung (d.h. in Abwesenheit von phagozytierbarem
Material) kehren die Mikrogliazellen nun langsam wieder in ihren ursprunglichen,
ramifizierten Ruhezustand zurlick. Tritt jedoch neuronaler Zelltod ein, werden die
Mikrogliazellen zu Frel3zellen, die den neuronalen Debris phagozytieren (Stadium 3a). Oft
bilden sich Knétchen von mehr als 12 Mikrogliazellen, um die Reste der groRRen
Motoneurone abzurdumen (Streit und Kreutzberg, 1988; Mdller 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 Knétchen (Moller et al., 1996; Werner et al., 1998). Fir die
Regulation der Immunmolekile Fcy-Rezeptor, B7.2, MHC1 und MHC2 in der Phagozytose

ergibt sich ein komplexes Bild mit Dbetrachtlichen Unterschieden zwischen den
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Mikrogliazellen in der weiRen und grauen Substanz und zwischen verschiedenen Spezies
(Ubersicht bei Raivich et al., 1999). In den Mikrogliazellen der grauen Substanz in der Maus
kommt es zu einem Anstieg von Fcy-Rezeptor, B7 und MHC1, im Allgemeinen jedoch nicht
von MHC2 (Streit et al., 1989b; Bohatschek et al., 1998). Uber diese Immunmolekiile kénnen
die Mikroglia mit Lymphozyten interagieren, die im Zusammenhang mit dem neuronalen
Zelltod in das ZNS einwandern und mit den Knotchen der phagozytischen Mikroglia Kontakt
machen (Raivich et al., 1998b).

Zusétzlich zu der Aktivierung der Mikrogliazellen in den phagozytischen Kndtchen 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 60-100um um ein zentrales Mikrogliaknétchen. Fir die
Umgebungsaktivierung ist die die Phagozytose begleitende Induktion von
proinflammatorischen Zytokinen wie Interleukin-1 (IL1) oder Tumornekrosefaktor-a (TNFea)
von Bedeutung (Raivich et al., 1999).

Alle Aktivierungsstadien finden sich auch bei floriden Entzindungsprozessen. Als
Besonderheit fallt hier jedoch der besonders starke Anstieg von MHC2 und induzierbarem
NOS (iNOS) auf. Diese Induktion scheint auf Lymphozyteneinflu zuriickzugehen und zur
Antigenprasentation und der Bildung von zytotoxischem Peroxynitrit, einem Produkt aus

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

1.3.2 Lipopolysaccharide

Viele Molekile, die bei der Mikroglia-Aktivierung induziert werden, sind Bestandteil der
Infektionsabwehr des Organismus, so kann z.B. der Kontakt von Lymphozyten zu der
Mikroglia Uber das Mikroglia-Integrin aMB2 hergestellt und dann von der aktivierten Mikroglia
Uber hochregulierte Proteine wie B7.2, MHC1 und MHC2 Antigen prasentiert werden.
Zusatzlich 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 Bekampfung von
einwandernden Infektionserregern zu befahigen (Raivich et al., 1999).

In diesem Sinne laft sich die Mikroglia-Aktivierung besonders gut durch infektibse Reize
ausldsen (Andersson et al., 1992; Rinaman et al., 1993; Davis et al., 1994; Deckert-Schliter
et al., 1994; Zielasek und Hartung, 1996; Schliter et al., 1998; Deckert-Schliiter et al., 1999).
Es reichen sogar isolierte Zellwand-Bestandteile wie die Lipopolysaccharide (LPS) aus
Gram-negativen Bakterien fur eine deutliche Mikroglia-Aktivierung aus. Beim Menschen
spiele diese léslichen Lipopolysaccharide (LPS) fur das Fieber und den septischen Schock
eine wichtige Rolle (Mayer, 1998). In Nagern fuihrt die Gabe von LPS in vivo zu einer
Induktion von Zytokinen und Mikroglia-Oberflachenmolekiilen wie MHC1 und MHC2,
induzierbarer Stickstoffmonoxidsynthase und dem aM-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 ahnliche Aktivierungsmarker induziert, wie sie auch auf der Mikroglia im
axotomierten Nucleus facialis beobachtet werden kénnen (1.3.1.3), und das unterstreicht die
Stereotypie der Mikroglia-Aktivierung. Bislang ist nur wenig (ber die Regulation von
Zelladhasionsmolekilen 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 zusatzlicher Vorteil der Mikroglia-Aktivierung mit LPS ist, da sich dieses Modell leicht
auf die Zellkultur Gbertragen l&R3t, und dort die Reaktion in einem Zellsystem mit reduzierter
Komplexitat untersucht werden kann. Ein Vergleich der Expressionsmuster von
Zelladhasionsmolekilen nach Fazialis-Durchtrennung, nach LPS-Exposition in vivo und in
vitro ermoglicht 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 laRt.
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1.3.3 Signalmolekile der Mikroglia-Aktivierung

In den letzten Jahren konnten erste Signalmolekle fiir die stadienspezifische Aktivierung der
Mikroglia in vivo identifiziert werden (Raivich, 1997, 1999). Wichtige Hinweise fur die
Bedeutung einzelner Botenstoffe gaben Untersuchungen an genetisch defizienten Tieren
(nattrliche Mutanten und "Knockout" Méause). So findet sich im axotomierten Fazialis-Kern
bei homozygoten Tieren, die durch eine natirliche "frame shift" Mutation defizient fir MCSF
sind (osteopetrotische Mause = op/op Mause), eine 70 bis 80% Reduktion der Mikroglia-
Proliferation und einer Abnahme der frihen Mikroglia-Aktivierungsmarker wie MCSFR und
Integrin aMB2 (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 fur den Tumornekrosefaktor-¢ interferiert nach der Axotomie mit der Bildung der
phagozytischen Mikrogliaknétchen (Stadium 3a) und der Induktion der phagozytose-
assozierten Antigene wie MHC1, B7.2 und TSP (Bohatschek et al, 1998).
Interessanterweise beeintrachtigt eine Ausschaltung des Interleukins 6 (IL6) die Proliferation
von muriner Mikroglia, obwohl die Mikrogliazellen selbst keine Rezeptoren flr dieses Zytokin
tragen (Klein et al., 1997). Ahnlich verhalt es sich mit TGFB1. Trotzdem kommt es bei
genetischer Abwesenheit dieses Zytokins zu einem verringerten, Verletzung-induzierten
Anstieg der Adhasionsmolekile aMB2 und ICAM1 auf der Mikroglia (Jones et al., 1998). Es
ist anzunehmen, dafl} diese Zytokine nicht direkt auf die Mikroglia wirken, sondern ihre
Effekte Uber andere Zellen vermittelt werden — bei IL6 mdglicherweise lber Neurone und
Astrozyten, die in vivo den IL6-Rezeptor tragen, und im Falle von TGFS1 kénnten 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 Aufklarung der spezifischen Bedeutung einzelner
Signalmolekile. Ein Mittel, die Komplexitdt 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, einschlie3lich direkter
Gehirnschadigung, zerebrale Ischamie, 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" Mausen 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 gro3te Teil der Untersuchungen zur
Mikroglia-Proliferation stammt aber aus Zellkulturstudien. Neben den klassischen Mitogenen,
MCSF, GMCSF und IL3, deren Mitogenitat auch in vivo gezeigt werden konnte, zeigen in
Kultur auch viele andere Substanzen, wie Interleukine und Wachstumsfaktoren, einen Effekt

auf die Mikroglia-Proliferation (Tabelle 1V, Seite 28).
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Tabelle IV.

Substanzen mit Einfluf 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-abhéngig)  Sawadaetal,, 1995

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

IL4 Stimulation Suzumura et al., 1993a

IL5 Stimulation Ringheim, 1995

TNFa 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

TGF3 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)  Leeetal, 1994

Stimulation (fétale Mikroglia)

B2-Rezeptor Inhibition Fujita et al., 1998
Agonisten

Adenosin-Rezeptor  Stimulation Gebicke-Haerter et al., 1996
Agonisten

Propentofylline Inhibition Sietal., 1998

Eine Gemeinsamkeit dieser Studien besteht aber darin, daf’ durch die Kulturbedingungen die
Mikrogliazellen bereits in den Kontrollkulturen deramifizierten, aktivierten Makrophagen
ahneln. Hierin liegt das Problem dieser Studien, denn Makrophagen unterscheiden sich in
einer Reihe von Aspekten von der ramifizierten Mikroglia im normalen Gehirn, den Tragern
der frihen posttraumatischen Proliferation (Raivich et al., 1994). So finden sich u.a.
Unterschiede in der enzymatischen Aktivitat (Suzumura et al., 1991), den
elektrophysiologischen Eigenschaften (Kettenmann et al., 1990; Schmidtmayer et al., 1994;
Eder et al., 2000) und dem zytoskelettaren Aufbau (Perry und Gordon, 1988; Chamak und
Mallat, 1991; llschner und Brandt, 1996). Diese Differenzen haben die Frage aufgeworfen,
inwieweit die Resultate der Proliferationsbeeinflussung an Gehirnmakrophagenkulturen auf

die ramifizierte Mikroglia des ZNS riickschlief3en lassen.
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1.5 Mikrogliain der Zellkultur

In letzter Zeit sind Methoden zur Induktion der Ramifikation von Mikroglia in Zellkultur
beschrieben worden, unter anderem wurden Substanzen wie Retinoinsaure,
Dimethylsulfoxid (DMSO), Fibronektin, Makrophagen-Mitogene wie MCSF und GMCSF und
Uberstand 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, Retinoinséure Giulian und Baker, 1986

Fibronektin Chamak und Mallat, 1991

Kulturiiberstand 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-Uberstand  Tanaka und Maeda, 1996
Kulturiiberstand 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 verlaZlich 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-Zelladhasionsmolekilen 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 Veranderungen der Morphologie und eine
Reorganisation des Zellverbandes beinhaltet. Wichtige Voraussetzung fir diese Plastizitat ist
eine Modulierbarkeit der Adhéasionseigenschaften der Zellen. Uber die Rolle der
Zelladhasionsmolekile bei der Reaktionen von Neuronen und Glia wéahrend De- und
Regeneration des Nervensystems ist bislang wenig bekannt. In der vorliegenden Arbeit wird
die Beteiligung von Integrin-Zelladhasionsmolekiille 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
Veranderung 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
gewahlt. 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 Rickschlisse auf eine mdgliche Funktion der Integrine gezogen werden.
SchlieB3lich soll die Komplexitdt 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 BeeinfluBbarkeit der Proliferations

durch verschiedene Zytokine untersucht werden.
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2 Methoden und Materialien

Erstes Ziel der vorliegenden Arbeit war die Aufklarung 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 gewahlt, hier sind die neuropathologischen Ver&nderungen im
Nucleus facialis nach Durchtrennung des Nervus facialis besonders gut bekannt. Als
erganzendes Modell wurde die Integrin-Expression nach peripherer Gabe von
Lipopolysacchariden (LPS), einem Zellwandbestandteil Gram-negativer Bakterien
untersucht. Zur Vereinfachung der komplexen Verhéltnisse 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). SchlieRlich 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 Mausen untersucht. Zur Bestimmung der Integrine wurden ausschlielich
monoklonale Antikérper aus Hybridomzellen von Ratten oder Hamstern gegen Integrin-
Untereinheiten von Mausen benutzt (Tabelle VIII, Seite 68). Polyklonale Antiseren,
beispielsweise aus dem Kaninchen, zeigen neben der spezifischen Bindung an das Antigen
regelmafig eine starke Affinitat zu Neuronen im Mausehirn. Diese Farbung tritt auch bei
Seren von nicht immunisierten Kaninchen auf und erschwert die Identifizierung und Messung
des gesuchten Proteinen erheblich bis hin zur Unmdglichkeit eines sicheren Nachweises mit
dieser Methode. Dieses Problem tritt bei monoklonalen Antikdrpern aus Ratte und Hamster
nicht auf, deshalb sind in dieser Arbeit ausschlieBlich monoklonale Antikérper fir die
Integrin-Erkennung in der Maus verwendet worden.

Zuerst mul3te sichergestellt werden, daf} die kommerziell erhaltlichen Antikdrper unter den
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gewahlten Versuchs-Bedingungen (Tierstamm, Fixationsmethode, Nachweissystem) auch
spezifisch die Antigene erkennen. Dazu wurde als Positivkontrolle fir die Integrin-Antikdrper
die Milz gewahlt. Sie besteht zum grof3en Teil aus Bindegewebe und Blutzelle, auf denen
alle bekannten Integrin-Untereinheiten vorkommen. Nach der Titration der Integrin-Antikdrper
in der Milz (2.1.3.1) wurde die Integrin-Expression im Kleinhirn und Hirnstamm, und ihrer
Veranderung 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-Doppelfarbungen  (2.1.5)  oder
Immunelektronenmikroskopie (2.1.6) weiter charakterisiert und der Verlauf des relativen
Farbefaktoren (RISC) der Integrin-Antikdrper 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 fur
Hirnverletzungen (z.B. direktes Trauma, Ischamie, Infektionen oder allergische
Enzephalomyelitis) zerstoren Ortlich die Blut-Hirn-Schranke und sind dadurch mit dem
Problem der frihen 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 Ubereinstimmung und konnen 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 aul3erhalb des zentralen Nervensystems liegt, tritt keine Einwanderung von

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

» keine frihe Einwanderung von Blutmakrophagen - eindeutige Identitat der Mikroglia

» relativ groRRer, scharf umrissener Nucleus facialis (0,7 mm3) - genligend
Untersuchungsmaterial flr quantitative Studien

« ausschlie3lich 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 - klinischer Bezug

Serumproteine durchlassig (Kreutzberg, 1996; Werner et al., 1998). Somit ist die
Untersuchung der spezifischen Aktivierung hirneigener Zellen in diesem Modell gut méglich.
Es hat aber noch andere experimentelle Vorteile. Der Nucleus facialis der Maus ist eindeutig
vom umgebenden Hirnstamm abgrenzbar, mit 0,7 mm?  der grofite, motorische
Hirnnervenkern und liefert genug Gewebe fir quantitative, immunhistochemische Studien. Er
enthalt ausschliel3lich motorische Neurone, die zudem alle gleichzeitig durch einen einzigen
Schnitt verletzt werden kénnen. Gleichzeitig ist in jedem Gehirnschnitt mit dem unverletzten,
kontralateralen Nucleus facialis eine endogene Negativkontrolle vorhanden. Ferner ist das
Modell fur die zeitlich wohl definierte und charakterisierte Sequenz der zellularen
Verdnderungen bekannt, die zu einer erfolgreichen Regeneration mit Reinnervation der
Gesichtsmuskulatur und der Muskulatur der langen Whisker-Barthaare fiihrt (Abbildung 4;
Seite 34; Kreutzberg, 1996; Raivich et al., 1996, 1999). Auf der anderen Seite tritt aber bei
der Maus auch spater Tod von Nervenzellen auf und fihrt zu einer spezifischer
Einwanderung von Lymphozyten und Aggregation an Knétchen von phagozytischer Mikroglia
(Mdller 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 Nervus facialis. Der Pfeil bezeichnet die Schnittstelle unmittelbar
nach Austritt des Nervus facialis aus der Schadelbasis. Fur die vollstédndige Durchtrennung des
Nerven ist besonders auf den Ramus auricularis posterior zu achten, der als erster Ast vom
Nervenstamm abgeht.

modifiziert nach Greene, 1963.

Patienten auch eine hohen klinische Relevanz.

Die Durchtrennung des Fazialis-Nerven® erfolgte an erwachsenen, 3 Monate alten Mausen
(Charles River). Die Tiere wurden im Athertopf tief narkotisiert. Wahrend der Operation
atmeten die Mause selbstéandig Raumluft oder bei Bedarf durch eine Maske mit einer in
Ather getrankte 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 friihen Abganges vom

Nervenstamm dem ungeiibten Operateur leicht entgehen kann (Abb. 4, Seite 34). Schliel3lich

! Vor allen Tierversuchen erging eine Genehmigung der Tierschutzbehdrde 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 Mause aus der Narkose abgewartet.

2.1.1.2 Systemische Injektion von Lipopolysacchariden

Als die Fazialis-Durchtrennung ergénzendes 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 fuhrt
im Korper zu einer systemischen Entzindung 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 Zerstérung der Blut-Hirn-
Schranke (BHS). In einigen anatomischen Regionen ist die BHS aber unvollstéandig
ausgebildet, so erfillt 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). AuRerdem scheint eine gewisse Permeabilitat durch die Blut-Hirn-
Schranke fur Molekile wie Interferon-y und LPS auch im normalen Gehirn zu existieren
(Grau et al., 1997). Nach systemischer LPS-Injektion laf3t 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 Zerstérung der Blut-Hirn-Schranke
* hochpotentes, dosierbares Stimulans des Monozyten-Makrophagen-Systems

* nahe an der Pathophysiologie des septischen Schocks

leicht in die Zellkultur tGbertragbar

Fur die LPS-Stimulation wurden 3 Monate alte Mause (Charles River) kurz im Athertopf

narkotisiert, dann einmalig LPS (Sigma) in 1 ml Phosphat-gepufferter Kochsalzlésung (PBS)
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subkutan unter die Nackenhaut injiziert und die Tiere nach zwei Tagen getttet. Um die
Wirkung vom LPS zu titrieren, wurde in einem Vorversuch LPS-Dosen von 1ug, 10 ug,
100 g, 1 mg und 3 mg pro Tier verabreicht. Spater wurde dann eine Dosis von 100 ug
gewabhlt, weil die Mikroglia-Stimulierung bei dieser Dosis bereits maximal war (Abbildung 21,

Seite 87).

2.1.2 Gewebsentnahme fir lichtmikroskopische Immunhistochemie

Fur die lichtmikroskopische Immunohistochemie wurden die Mause nach definierten
Uberlebensperioden in Diathyl-Ather getotet, fir 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). Fur
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
erdffnet und der rechte Ventrikel kandliert. Dann wurden 200 ml isotone Phosphat-gepufferte
Kochsalzlosung (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 Gefal3system herauszuspilen. Das rechte Herzohr
wurde fur den Austritt der Perfusionslésungen eingeschnitten. Dann wurde der Hirnstamm
und die Milz entnommen und 2 Stunden in 1% Paraformaldehyd (in PBS) auf einem Drehrad
bei 4°C nachfixiert, das Gewebe Uber Nacht bei 4°C auf dem Drehrad in 30% Saccharose (in
1 mm PB) zum Gefrierschutz eingelegt und schlieBlich auf Trockeneis eingefroren und im
Gefrierschrank bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Das Gewebe wurde dann
mit einem Kryostaten (Reichert-Jung, Med. 2700, Frigocut) bei einer Kammertemperatur von
-20°C und einer Objekttemperatur von -10°C in 20um dicke Schnitte geschnitten, auf
warmen, mit 0,5% Gelatine beschichteten Objekttragern aufgefangen, sofort wieder auf

Trockeneis gefroren und bei —80°C bis zum weiteren Gebrauch gelagert.
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2.1.3 Titration der Integrin-Antikdrper 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 grof3en Teil aus Blutzellen bestehende Milz als Positivkontrolle far
den Nachweis von Integrinen mit monoklonalen Antikérper. Um die optimalen Bedingungen
fur die Immunhistochemie zu ermitteln, wurden fir jeden primaren Antikbrper 7
Verdinnungen, 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 fir jeden Antikorper 16 Milzschnitte. Tabelle VIII (Seite 68) gibt eine
Ubersicht tber die Antikorper 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
Objekttrager gebunden, anschlieRend wurde das Paraformaldehyd in PB ausgewaschen und
die eine Halfte 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 Halfte wurde direkt
in PB/BSA Uberfihrt. Alle Schnitte wurden zum Abséattigen unspezifischer Bindungsstellen 30
Minuten in PB mit 5% Ziegenserum bei RT inkubiert. AnschlieRend wurde das Ziegenserum
abgenommen und der primare Antikdrper in der jeweiligen Verdinnung (in PB/BSA) oder nur
PB/BSA als Negativkontrolle zugesetzt und tber Nacht bei 4°C inkubiert.

Der primare Antikdrper wurden mit einem biotinylierten, sekundaren Antikérper von der Ziege
nachgewiesen. Als sekundare Antikorper (siehe Tabelle X, Seite 69) wurden Antiseren
verwendet, die Immunglobuline derjenigen Wirtstiere erkennen, in denen die primaren
Antikérper hergestellt sind (hier also Immunglobuline aus Ratte oder Hamster). Die
sekundaren Antikorper wurden 30 Minuten mit normalem Ma&useserum prainkubiert um

Kreuzreaktivitat der sekundaren Antikérper gegen Maus-Immunglobuline abzubinden und so
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im Schnitt zu vermeiden. Der prainkubierte, NHo HoN

sekundare Antikérper wurde in PB/BSA mit H2NNH2

5% Ziegenserum 1:100 verdinnt. Die
oxidative| Polymerisierung

Schnitte wurden nun grindlich in PB/BSA,

PB, PB und PB/BSA gewaschen und dann in . NH2 H2oN .

den prainkubierten, endverdiinnten, ' NN .

sekundaren Antikérpern 1 Stunde bei RT

. . , i . oxidative| Zyklisierung
inkubiert und wieder grindlich in PB/BSA,

PB/BSA, PB und PB gewaschen. Der O N N @
Komplex aus biotinylierten, sekundaren O NQ (DN @
Antikorper, primaren  Antikérper  und

gesuchtem Integrin (Abbildung 5a, Seite 39)  Appildung 6. Niederschlagsreaktion des

_ o 3,3'-Diaminobenzidins (DAB). In Anwesen-
wurde  nun  mit dem  Avidin-Biotin-  heit von H O wird das DAB von Peroxidasen

) _ _ zuerst oxidativ polymerisiert und zyklisiert und
Peroxidasesystem sichtbar gemacht, bei dem  bildet dann einen rot-braunlichen, unléslichen

Niederschlag.

an den biotinylierten Antikdrper Uber eine

Biotin-Avidin-Biotin-Briicke eine biotinylierte Peroxidase gebunden wird. Die Peroxidase
oxidiert dann geldstes 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) unter Reduktion von H,O,. Das oxidierte
Diaminobenzidin polymerisiert und bildet einen hochgradig unldslichen, rot-braunlichen
Niederschlag (Abbildung 6, Seite 39; Graham und Karnovsky, 1965; Sternberger, 1986).

Fir die ABC-DAB-Reaktion wurden die Schnitte zuerst 1 Stunde lang in ABC (Vector,
Losung A 1:125 und Losung B 1:125 in PB, 30 Minuten vor Gebrauch angesetzt) inkubiert,
dann das ABC grindlich in PB, PB, PB und PBS ausgewaschen, schliellich wurde die
Reaktion durch Zusatz vom DAB (0,5 mg/1 ml in PBS; filtriert) mit H,O, (1:3000 verdinnt)
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 kbnnen DAB oxidieren, ihre Aktivitat konnte in der
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Negativkontrolle beurteilt werden. Der Schnitt mit dem besten Signal-Rausch-Verhaltnis

zeigte die optimale Konzentration des Antikorpers.

2.1.3.2 Titration im Gehirn

Um die optimale Verdinnung der Integrin-Antikérper fir Immunhistochemie im Gehirn zu
bestimmen, wurde die in der Milz gefundene, optimale Verdiinnung als Basis benutzt und
dann fur jeden Antikorper 2 bis 3 angrenzende Verdinnungen getestet. Fiur die Antikdrper,
die in der Milz keine Immunoreaktivitat zeigten, wurden Verdinnungen von 1:100, 1:1.000
und 1:6.000 verwandt. Es wurden fir jeden Antikorper 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 -80°C-Gefrierschrank entnommen, aufgetaut, in Aqua bidest.
rehydriert und unter einem binokularen Mikroskop auf den gelatinierten Objekttragern 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. Anschlie3end folgte die gleiche Prozedur wie bei der
Immunhistochemie in der Milz nach der Fixierung unter 2.1.3.1 beschrieben, wobei nur das
Gewebe fur diejenigen Antikorper mit Azeton behandelt, fir die auch in der Milz die
Azetonbehandlung flir das optimale Resultat nétig war. Wieder wurde fir die optimale
Verdinnung jedes Antikdrpers der Schnitt gesucht, der das beste Signal-Rausch-Verhaltnis
zeigte. Jetzt konnte an den benutzten Tagen 3, 7 und 14 nach Fazialis-Durchtrennung der
Unterschied in der Farbung im operierten Nucleus facialis und dem als Kontrolle dienenden

kontralateralen Nucleus facialis untersucht werden.

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

Einige Integrine zeigten ein unterschiedliches Farbemuster im operierten gegentiber dem als
Kontrolle im selben Schnitt dienenden kontralateralen Nucleus facialis. Der Zeitverlauf der

Immunoreaktivitat dieser Integrin-Untereinheiten im Nucleus facialis wurde nun in einer DAB-
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Niederschlagsfarbung lichtmikroskopisch quantifiziert.

2.1.4.1 Lichtextinktion der digitalen Kamera

Um die Starke einer Farbung mit einer digitalen Kamera quantifizieren zu konnen, ist es
notwendig zu wissen, wie der mathematische Zusammenhang zwischen Abschwachung des
durch den Gewebsschnitt tretenden Lichtstrahls und der resultierenden optischen Lichtwerte
(OLV) der digitalen Kamera ist. Dazu wurde ein leerer Glasobjekttrager 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 (OLVgir) und
des leeren Objekttragers (OLV eer) im selben Gesichtsfeld bestimmt und die Extinktion (g) =
OLVFEier - OLV e des Graufilters berechnet. Die Beleuchtungsspannung wurde dann variiert

und der Extinktionskoeffizient (¢) gegen OLV e graphisch aufgetragen (Abbildung 7, Seite

41).
Extinktion bei variierender Beleuchtungsspannung
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Der Extinktion (&) variiert Uber einen weiten Bereich (48 bis 250) nur wenig und kann hier als

naherungsweise als konstant betrachtet werden. Es gilt also fiir diesen Bereich:
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&€ = OLVEiter : OLV | eer = konstant D
Wenn das Licht von mehreren, gleichen, in Reihe geschalteten Filtern abgeschwacht wird,
kann der optische Lichtwert nach f Filtern wegen der Konstanz von ¢ im Melbereich als
Funktion von f ausgedrtckt werden:

OLV (1) =¢ OLV (0), (mit OLV (f=1) = OLVgier, OLV (f=0) = OL Vi) (2)

OLV (f) = ¢ OLV (f-1), (3)
Aus (2) und (3) ergibt sich durch vollstandige Induktion:

oLV (f) = oLv (0), (4)
Im Experiment wird der OLV gemessen und f gesucht. Umformung von (4) ergibt:

OLV (0) -1

f=kxlh —— (mitk =
OLV (f) Ine

) ()

In vorliegender Arbeit ist die Konzentration des Farbstoffes (Farbestarke) 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
Farbung. Es gilt

OLVReferenz
Farbestarke ~ In R
OLVzu messende Farbung

In dieser Arbeit treten nur relativ kleine Unterschiede der OLV auf. Fir diese kleinen Zahlen,
ist die Differenz der Werte annahernd dem Logarithmus ihres Quotienten proportional und
damit kann ndherungsweise berechnet werden:

Farbestérke ~ OLVgeferenz — OLV 2 messende Farbung (6b)
Zusammenfassend, lassen sich mit den Formeln (6) die Starken zweier Farbungen auf dem
Verhéltnisniveau vergleichen. Diese Vergleichbarkeit ist in vorliegender Arbeit die Grundlage

fur die Messung aller Niederschlagsfarbungen.

2.1.4.2 Immunhistochemie mit der DAB/Co/Ni-Methode

Fur die Messung wurden die Schnitte wie unter 2.1.3.2 beschrieben immunhistochemisch

gefarbt, mit dem einzigen Unterschied, dafl3 der DAB-Reaktion auf3er H,O, (1:3000 verdiinnt)
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noch 0,25 g/l CoCl, und 0,2 g/l NiSO, zugesetzt wurden. Die Kobalt- und Nickelionen
chelatieren das polymerisierte DAB, intensivieren die Niederschlagsfarbe und geben ihr
einen blau-schwarzen Ton, ohne die Hintergrundsfarbung zu erhéhen (Hsu und Soban,
1982). Je nach gesuchten Antigen wurde das Gewebe gegebenenfalls mit Azeton
vorbehandelt. Die Antikérper wurden gemaf3 der in der Milz bestimmten, optimalen

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

2.1.4.3 Messung der Farbeintensitat, MEAN-SD Algorithmus

Um den Zeitverlauf der Gesamtimmunoreaktivitiat 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 gefarbt. 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 Auflésung 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 ROl von OPTIMAS nach der
Maximum-Likelihood-Methode geschatzt.

Als Mal3 fur die Starke der Farbung, wurde die Farbeintensitat mit dem MEAN-SD-
Algorithmus  berechnet. Die  Zusammenfassung des  Mittelwertes und  der
Standardabweichung liefert besonders stabile und zuverlassige Ergebnisse fur die
Quantifizierung von Immunhistochemie (Mdller 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 Lichtintensitéat, also maximale Farbung
(schwarz) und 255 maximale Lichtintensitét, also keine Farbung (weif3). Ein gleichmaRiger

Anstieg der Starke der Farbung macht sich in einem gleichmafligen Abfall des optischen
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Lichtwertes (OLV) und damit des mittleren OLV bemerkbar. Es ist aber auch mdoglich, dai3
nur wenige Pixel einen sehr deutlich Farbeanstieg zeigen, subjektiv entspricht auch dieses
Reaktionsmuster einer starkeren Farbung. Der Mittelwert sinkt wegen der geringen Zahl der
beteiligten Pixel nur wenig ab, in diesem Fall bewirkt aber der Farbeanstieg einen starken
Anstieg der Standardabweichung der OLV. Da sich also Mittelwert und die
Standardabweichung bei ansteigender Farbung gegenlaufig verhalten, dient Mittelwert minus
Standardabweichung (MEAN-SD) als MaR fur die Farbung (Moéller et al., 1996). Zum Schluf3
wird diese Differenz noch von 255 subtrahiert und dann Farbeintensitat (FI) genannt, damit
steigt mit steigender Farbung auch die Fl an. Es ergibt sich also folgende Formel fir den

MEAN-SD Algorithmus:

Farbeintensitat (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-

Immunoreaktivitat

Zur Errechnung der Farbestarke in diesem Experiment wurde nun zu definierten Zeitpunkten
nach Fazialis-Durchtrennung die Farbeintensitat (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 Farbeintensitéaten getrennt fir die operierten
und die kontralateralen Seiten gebildet, graphisch aufgetragen und schlie3lich 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 Zelluléare Lokalisation und Zeitverlauf der Integrin-lImmunoreaktivitat mit
Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen und konfokaler Laser-Scanning-

Mikroskopie

Mit der DAB-Niederschlagsfarbung konnte die Integrin-immunoreaktivitat gut sichtbar
gemacht werden. Die Einordnung der gefarbten Zellen als Neurone, Astrozyten,
Oligodendroglia, Mikroglia, Endothelien oder Leukozyten war aber mit dieser Methode nur
anhand der Morphologie der Zellen moglich. Im Falle eines Neurons ist diese Zuordnung
meist leicht moglich, schwieriger verhalt es sich aber bei der Glia und den Leukozyten. Diese
Zellen andern sich in ihren jeweiligen Funktionszustdnden teilweise stark und kénnen sich
dann im Lichtmikroskop zum Verwechseln &hnlich sehen.

Eine Lésung dieses Problems bietet die Doppelfarbung mit einem zellularen 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 Méause-IgG als Marker fur Mikroglia, Laminin als Marker fur Endothelien und
Galanin als Marker fiir axotomierte Motoneurone und ihre Fortsatze (Moore, 1989; Klein et
al.,, 1997). Die Integrin-Antikbrper wurden mit an sekundare und tertiare Antikorper
gekoppelten Fluoreszein-5-Isothiozyanat (FITC) markiert, dieser Farbstoff fluoresziert grin.
Die Zellmarker wurden Uber das rot fluoreszierende TexasRed sichtbar gemacht.

Die Doppelmarkierung ermdglicht auch die zellulare Quantifizierung der Integrin-
Immunoreaktivitat auf den Zelltypmasken. Hierzu wurde der relative Farbefaktor (RISC-
Algorithmus) verwendet. Wahrend die mit den MEAN-SD Algorithmus ermittelte
Farbeintensitat die Gesamtfarbung widerspiegelt und sowohl bei steigender Farbung einer
Zelle als auch bei bloRer Vermehrung der Zellen ohne individuelle Farbungszunahme
ansteigt, ermdglicht der RISC-Algorithmus die Errechnung des relativen Farbefaktoren und
damit die durchschnittliche Farbung einer einzelnen Zelle im Verhaltnis zum Hintergrund,

unabhangig von Veranderungen der Zellzahl.

45



2.1.5.1 Immunhistochemie mit Fluoreszenz-Doppelmarkierungen

Zur Untersuchung der zellularen Lokalisation wurden Schnitte vom Tag 2 und Tag 14 nach
Fazialis-Durchtrennung verwendet. Fir die Messung des Zeitverlaufs der relativen
Farbefaktoren 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. Fur die Messung der Immunoreaktivitat auf Endothelien wurden jeweils 3 bis 5
verschiedene Tiere am Tag 4 bzw. 14 nach Fazialis-Durchtrennung bericksichtigt.

Fur die Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen wurden die 20 um dicken Schnitte initial wie
unter 2.1.3.2 beschrieben behandelt. Die Prainkubation erfolgte dabei mit 5% Eselserum (in
PB). Die weitere Behandlung unterschied sich jetzt je nachdem, ob intrinsisches IgG oder

einer der polyklonalen Kaninchenantikdrper zur Zellmarkierung benutzt wurde.

2.1.5.1.1 Doppelmarkierung mit intrinsischem IgG

Im Gehirn einer jeder normalen Maus haben Mikrogliazellen Uber 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
Prainkubation in Eselserum, mit einem Peroxidase-konjugiertem Antiserum gegen Maus-1gG
aus dem Pferd (1:400 in PB/BSA verdinnt) fir 1 Stunde bei Raumtemperatur (RT) inkubiert
und dann grindlich in PB/BSA, PB/BSA, PB und PB gewaschen. Die Peroxidase oxidierte
als Substrat zugegebenes biotinyliertes Tyramin (1:3.000 in PB verdinnt) unter Reduktion
von H,O, (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 spéter
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) fur 30 Minuten bei RT

46



Biotin

Biotin
OH OH

+ Peroxidase
+ >

+ Ho09 OH

OH

Abbildung 8. Tyramin-Biotin-Reaktion ("catalyzed reporter
deposition”). In Anwesenheit von H O und Peroxidasen wird das
biotinylierte Tyramin oxidativ an das Gewebe gebunden. Spater kann
dann das Biotin nachgewiesen werden.

prainkubiert, um durch die Peroxidase-Reaktion freigelegte, unspezifischen Bindungsstellen
abzusattigen. Das Eselserum wurde abgenommen und der Schnitt mit einem monoklonalen
Antikorper gegen das gesuchte Integrin in PB/BSA verdiinnt (siehe 2.1.3.2; Tabelle VIII,
Seite 68), Uber Nacht bei 4°C inkubiert und dann in PB/BSA, PB, PB und PB/BSA
gewaschen. Nun wurde der Schnitt mit einem sekundaren FITC-konjugiertem Antiserum
gegen Ratten-IgG bzw. gegen Hamster-lgG (fur primare Antikdrper aus dem Hamster) aus
der Ziege (1:100 in PB/BSA verdinnt) fur 1 Stunde bei RT inkubiert und dann in PB, PB und
PB/BSA gewaschen. Schlie3lich wurde der Schnitt simultan mit einem sekundaren FITC-
konjugierten Antiserum gegen Ziegen-lgG aus dem Esel (1:100 verdinnt, zur Verstarkung
der FITC-Markierung) und dem TexasRed-Avidin-Komplex (zum Nachweis des gebunden
Biotins, 1:1.000 verdiunnt, beide in PB/BSA) fur eine Stunde bei RT inkubiert. Der Schnitt
wurde dann grundlich in PB/BSA, PB, PB und PB gewaschen und mit VectaShield
eingedeckelt. Um ein Ausbleichen der Fluoreszenz zu minimieren, wurden die Schnitte bei
4°C in der Dunkelheit gelagert und innerhalb von sieben Tagen nach der Farbung digitalisiert

(siehe 2.1.5.2).

2.1.5.1.2 Doppelmarkierung mit IBAL1, GFAP, Laminin und Galanin

Als weitere Marker zur Zellldentifizierung wurden Antiseren gegen IBA1 fiur Mikroglia, GFAP
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fur Astrozyten, Laminin fir Endothelien und Galanin fur Motoneurone verwendet. Abbildung
5c (Seite 39) zeigt ein Schema der Nachweismethode.

Nach der Prainkubation in Eselserum wurde das Serum abgenommen und die Schnitte
simultan mit den monoklonalen Antikbrper gegen das gesuchte Integrin (in der
entsprechenden Verdinnung; siehe 2.1.3.2 und Tabelle VIII, Seite 68) und Antiseren gegen
IBA1, GFAP oder Laminin (alle 1:100 in PB/BSA verdinnt) tber Nacht bei 4°C inkubiert und
dann in PB/BSA, PB, PB und PB/BSA gewaschen. Die Schnitte wurden nun wieder simultan
mit einem sekundaren FITC-konjugierten Antiserum gegen Ratten-IgG bzw. gegen Hamster-
IgG (fur primare Antikbrper aus dem Hamster) aus der Ziege und einem biotin-konjugierten
Antiserum gegen Kaninchen-IgG aus dem Esel (beide 1:100 in PB/BSA verdinnt) fur 1
Stunde bei RT inkubiert und dann in PB/BSA, PB, PB und PB/BSA gewaschen. Danach
wurden simultan ein tertiares FITC-konjugiertes Antiserum gegen Ziegen-lgG aus dem Esel
(zur Verstarkung des FITC-Signals; 1:100 verdiunnt) und TexasRed-Avidin (zum Nachweis
des Biotins, 1:1.000 verdinnt; beide in PB/BSA) zugegeben und fir 1 Stunde bei RT
inkubiert. Nach dem griindlichen Waschen in PB/BSA, PB, PB und PB wurden die Schnitte
mit VectaShield eingedeckelt und - um ein Ausbleichen der Fluoreszenz zu minimieren - bei
4°C in der Dunkelheit gelagert und innerhalb von sieben Tagen nach der Farbung 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 fir die Integrine, von der TexasRed-Fluoreszenz fir den jeweils verwandten
Zellmarker und von der Autofluoreszenz aufgezeichnet. Die resultierenden Mikrographien
hatten dabei eine GréRe von 1024 x 1024 Pixel pro Bild, wobei jedes Pixel optische
Lichtwerte (OLV) von 0 (maximal dunkel; keine Farbung) bis 255 (maximal hell; maximale

Farbung) annehmen kann. Schlie3lich 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, dafd fluoreszente Farbstoffe von
Licht bestimmter Wellenlangen angeregt werden und dann Licht anderer Wellenlangen
emittieren. Wegen der verschiedenen Wellenlangen kann das Emissionssignal vom
maoglicherweise reflektierten Anregungssignal unterschieden werden. Verschiedene
Farbstoffe unterscheiden sich nun in Anregungs- und Emissionsspektrum und kénnen
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 Wellenlange von 488 nm angeregt und mit einem BP-
FITC-Filter gemessen, der Licht in den Wellenlangen 510 bis 530 berlcksichtigt. TexasRed
wurde bei einer Wellenlange von 588 nm angeregt und die Emission oberhalb von 590 nm
mit einem LP590-Filter gemessen. Die Detektionsspannung wurde fir die jeweilige Farbung
so gewahlt, daR die Bilder gerade nicht Ubersteuert waren, aber eine mdglichst grof3e
Bandbreite erhdltlich war, in der Regel bewegte sie sich zwischen 750 und 850 von 1000
(willkiirliche Einheiten des Leica Mikroskops). Fur 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 M&usehirn autofluoreszieren insbesondere die
Mikrogliazellen. Die Autofluoreszenz kann hier ein Signal auch ohne Farbstoff vortauschen.
Interessanterweise hat die Autofluoreszenz kein scharfes Emissionsmaximum sondern
emittiert Uber ein sehr breites Spektrum. Um dem Problem der Autofluoreszenz
beizukommen, wurden die Raivichsche Korrektur durchgefiihrt (Raivich et al., 1998a). Dazu
wurde der Schnitt bei maximaler Laserstarke (4,0 V) und einer Wellenlange von 647 nm
angeregt und die Emission autofluoreszenter Strukturen im Infrarotbereich bei Wellenlangen
Uber 665 nm mit dem LP655-Filter und maximaler Detektionsspannung (1000 von 1000)

gemessen.
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Fir die Quantifizierung wurde ein 10x Objektiv benutzt, hier entspricht eine Mikrographie
einer Flache von 1 mm x 1 mm. Fur hoher auflésende Darstellungen wurden 40x und 100x
Objektive eingesetzt. Das konfokale Laser-Scanning-Mikroskop ermdéglicht neben der
zweidimensionalen Auflosung konventioneller Mikroskope auch das dreidimensionale
Fokussieren des Laserstrahls in einer scharf definierten Tiefenebene. In diesen
Experimenten wurde fur jedes Bild 11 aufeinanderfolgende Schnittebenen im selben Abstand
aufgenommen und dann mit dem MaxIntens-Algorithmus in ein einziges Bild kondensiert.
Dieser Algorithmus wahlt an jeder der 1024x1024 korrespondierenden Bildpunkte jeweils das
hellste Pixel (entspricht grof3ter OLV) aus den 11 Schnittebenen aus und setzt sie zu einer
neuen Bildmatrix zusammen. Diese Technik entspricht also einer hochaufldésenden Camera
lucida-Zeichnung. Pro Bild resultierten drei originale Bildmatrizen, eine FITC-Matrix (OMgrc)
fur die Integrin-Farbung, eine TexasRed (TR)-Matrix (OMgirc) fur den Zellmarker und eine
Autofluoreszenzmatrix (OMag). 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, daf? autofluoreszente Strukturen in einem breiten Spektrum
anregbar sind und Licht emittieren. Eine starkere Autofluoreszenz fiihrt daher zu einem
prozentual gleichen Anstieg der optischen Lichtwerte (OLV) in einem breiten Spektrum von
Wellenlangen. Fir die Autofluoreszenz wird der Schnitt in einem Wellenlangenbereich
angeregt, bei der die anderen Farbstoffe nicht reagieren. In dieser Arbeit wurde 647 nm zur
Anregung gewahlt. 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 fir FITC, TR und die Autofluoreszenz (AF) in
OPTIMAS importiert. Dann wurden der Mittelwert (MWaF) und die Standardabweichung
(SDaF) aller Pixel einer AF-Mikrographie (OMar) bestimmt. Die Profile besonders stark
autofluoreszente Strukturen wurden dann mit der Flachensuchfunktion von OPTIMAS und
einem Schwellenwert von MWarF + 5 x SDarF markiert. Der Mittelwert der OLV dieser
hochautofluoreszenten Strukturen (MWuasar) wurde berechnet. Diese Profile wurden
nacheinander in die korrespondierende FITC- und TexasRed-Matrix (OMriTc bzw. OMTR)
Ubertragen, wobei ihre Position dort den hochautofluoreszenten Strukturen in der AF-Matrix
entsprach. Die Mittelwerte der OLV der Pixel in den Profilen wurden nun getrennt fir FITC
(MW yasrre)) und TexasRed (MWyuasrr) berechnet. SchlieBlich wurde noch der Mittelwert
aller OLV fir FITC (MWgre) und TexasRed (MWqg) berechnet. Die linearen

Extraktionskoeffizienten fir FITC (LEKgrc) und TexasRed (LEK:gr) wurden dann wie folgt

errechnet.
LEKgre = (MWHASIFITC] - MWFITC) : (MWHASIAF] - MWAF) (7a)
LEKrr = (MWHAS[TR] - MWTR)  : (MWHAS[AF] - M AF) (7b)

Dann wurden die korrigierten Matrizen fir FITC (KMg1c) und TexasRed (KMg) berechnet,
indem fir jeden der 1024 x 1024 Bildpunkte pro Matrix folgende Formel angewandt wurde:
KMeirc[X,Y] = OMemc[X,y] - LEKgre X OMag[X,Y] (8a)
KMrr[X,y] =OMrr[Xy] -LEKrrX OMag[xy] (8b)
wobei x und y die Position des Pixels in X- und Y-Richtung indizieren (jeweils 0-1023). Die
korrigierten Matrizen KMgre und KMg 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 Farbefaktoren der Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen

mit dem RISC-Algorithmus

Von besonderem Interesse fir die Fragestellung dieser Arbeit war, wie sich die Integrin-
Immunoreaktivitat im Nucleus facialis auf zellularer Ebene nach Durchtrennung des Nerven
veranderte. Hierzu wurde der RISC-Algorithmus als Mald des relativen Farbefaktoren
entwickelt (Raivich et al., 1998a). Dieser Algorithmus definiert zuerst die gesuchten
zellularen Profile in der Mikrographie mit der zellularen Maske (hier 19G, IBA1, GFAP oder
Laminin im TexasRed-Bild). Dann wird diese Maske der Zellart von Interesse auf die
Mikrographie der zu quantifizierenden Farbung Ubertragen (hier Integrin-Farbung im FITC-
Bild) und das Verhaltnis des Mittelwertes der Pixel innerhalb der Maske zum Mittelwert aller
Pixel im Bild berechnet. Der Logarithmus dieses Verhéltnisses liefert den relativen
Farbefaktor. Abbildung 9 (Seite 53) zeigt ein Schema der Methode. Im folgenden werden die
Rechenschritte im Einzelnen beschrieben.
Zur Ermittlung des relativen Farbefaktoren wurden die um die Autofluoreszenz korrigierten
Matrizen OMgrc und OMqr als TIFF in OPTIMAS importiert und mit der "Local Smoothing
and Averaging" Funktion und einer 100 x 100 Pixel grof3en Rechteck geglattet. Dann wurden
fur jedes Matrizenpaar die Position des Nucleus facialis markiert und die Lage von OPTIMAS
nach EXCEL exportiert und festgehalten. Danach wurden im korrigierten, geglatteten
TexasRed-Bild (KMrgr) der Mittelwert (kMW+g) und die Standardabweichung (kSD+gr) der
optischen Lichtwerte (OLV) der Pixel, die den Nucleus facialis reprasentieren, berechnet und
die zellularen Profile von OPTIMAS mit der Flachenfunktion und einem Schwellenwert von
Mittelwert (kMW+g) + Standardabweichung (kSDtr) bestimmt. Diese Maske wurde auf das
korrigierte, geglattete FITC-Bild Ubertragen und hier der Mittelwert der OLV aller Pixel im
Nucleus facialis (MWnycleus facialis) Und der Mittelwert von den Pixeln innerhalb der Maske
(MW aiuiare maske) Derechnet. SchlieBlich wurde der relative Farbefaktor (RISC) wie folgt
errechnet:

RISC = log (MW zejuiare maske © MW nucleus facialis) 9

wobei log den dekadische Logarithmus bezeichnet.
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konfokales
Laser-Scanning-Mikroskop

Texas Red

Zellmarker

FITC @

zu messendes Antigen

transferieren

Antigenfarbung
und Maske
Uberlagern

mittlere Luminositat in Maske

= RISC

mittlere Gesamt-Luminositéat

Abbildung 9. Messung des relativen Intensitidts- und Kontrastfaktors (RISC). 1. Die
Bildmatrizen fur das FITC-markierte zu messende Integrin und den TexasRed-markierten
Zellmarker werden in konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop getrennt aus demselben Schnitt
aufgenommen. 2. Anhand der Helligkeitsschwellenwerte wird im Markerbild die Zellmaske
definiert. 3. Die Zellmaske wird exportiert und 4. dem Integrinbild Gberlagert. 5. Der Logarithmus
aus dem Quotienten der mittleren Luminositat innerhalb der Maske und der mittleren Gesamt-
Luminositat ergibt den RISC-Faktor.
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Der relative Farbefaktor wurde jeweils auf der operierten Seite (RISCoperier) uUnd der
kontralateralen, gesunden Seite als endogene Kontrolle (RISCkonrore) berechnet. Die
Differenz dieser Werte

DIFF-RISC = RISCoperiert - RISCkontrolie (10)
ist ein Maf fur die Veranderung Integrin-Immunoreaktivitat nach dem Trauma.
Die Berechnung der relativen Farbefaktoren erfolgte teilautomatisch durch Programmierung

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

2.1.5.4 Statistische Auswertung des Zeitverlaufs der zelluldren Integrin-

Immunoreaktivitat

Zur statistischen Auswertung wurde zuerst an acht definierten Zeitpunkten nach Fazialis-
Durchtrennung (Tage O, 1, 2, 4, 7, 14, 21, 42) die relativen Farbefaktoren (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 Farbeintensitaten
getrennt flr die operierten und die kontralateralen Seiten gebildet, graphisch aufgetragen
und schlielich mit einem gepaarten t-Test bei einem Signifikanzniveau von 5% auf
statistisch signifikante Unterschiede getestet (Abbildung 19, Seite 83). Die Daten wurden mit

OPTIMAS erfaldt nach EXCEL exportiert und dort statistisch ausgewertet.

2.1.6 Zellulare Lokalisation der Integrin-Immunoreaktivitat mit

Immunelektronenmikroskopie

Am Tag 14 nach der Axotomie fanden sich einige kleine runde Zellen im Nucleus facialis, die
positiv fur die Integrin-Untereinheiten aL, 2, ¢4, f1 und B7 farbten. Um diese Zellen weiter
zu charakterisieren, wurde ein immunhistochemische Farbung mit dem Antikérper gegen die

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

2.1.6.1 Gewebsentnahme und -behandlung fir Immunelektronenmikroskopie

Fur die Elektronenmikroskopie wurden die Mause 14 Tage nach Durchtrennung des Nervus

facialis wie unter 2.1.2 beschrieben in Ather getotet 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 schlie3lich mit 100 ml 4% Paraformaldehyd (in PBS). Dann
wurde der Hirnstamm entnommen, fir 2 Stunden in 2% Paraformaldehyd (in PBS) bei 4°C
nachfixiert, in Agarose eingebettet und mit einem Vibratom in 80 um dicke Schnitte

geschnitten und sofort weiterbearbeitet.

2.1.6.2 Immunhistochemie fur die Elektronenmikroskopie

Der immunhistochemische Nachweis der Integrin-lmmunoreaktivitat erfolgte &hnlich 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 fir 4
Stunden bei Raumtemperatur in 5% Ziegenserum (in PB) inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen im Schnitt abzusattigen, und anschlieBend mit einem primaren,
monoklonalen Antikérper gegen das cal-Integrin aus der Ratte (Verdinnung 1:3.000 in
PB/BSA; siehe Tabelle VIII, Seite 68) Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Im Gegensatz zu der
Behandlung fir die Lichtmikroskopie wurden die Schnitte nicht an einen Objekttréager fixiert,
sondern schwammen frei in den Lésungen und wurden auf einem Schutteltisch bei minimaler
Umdrehungszahl gelagert. Der primére Antikdrper wurde dann in PB/BSA, PB, PB und
PB/BSA ausgewaschen und das sekundéare, biotinylierte Ziegenserum gegen Ratten-1gG fur
8 Stunden bei 4°C zugesetzt und dann in PB/BSA, PB/BSA, PB und PB gewaschen. Als
Nachweissystem wurde erneut ein Peroxidasesystem mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB), H,0,,
CoCl, und NiSQO, als Substrate verwendet. Die Schnitte wurden zuerst iGiber Nacht im ABC
bei 4°C inkubiert, danach in PB, PB, PB und PBS gewaschen, dann fir 20 Minuten bei
Raumtemperatur nur in DAB (0,5 mg/1l ml; filtriert) inkubiert, anschlieBend wurde die
Peroxidasereaktion in DAB (0,5 mg/1 ml; filtriert) mit 0,25 g/l CoCl,, 0,2 g/l NiSO4 und H,0,
(1:3000 verdiinnt) gestartet und schlief3lich nach 20 Minuten in Aqua dest. wieder gestoppt.

Die Schnitte wurden dann sieben Tage lang in 2% Glutaraldehyd (in PBS) bei 4°C fixiert,
dann in Dalton-Lésung | (1,1 g K,Cr,07, 0,9 g NaCl und 1 g OsQ,4 in 100 ml Aqua dest., mit

IN KOH auf pH 7 eingestellt) osmiert, in einer Alkoholreihe dehydriert und in Araldit
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eingebettet. Zur lichtmikroskopischen Orientierung wurden die halbdinnen 80 #m Schnitte
dann mit Richardson-Lésung (100 ml Azur Il, 100 ml Methylenblau, 80 g Sacharose und 5
Tropfen 4% Paraformaldehyd in 100 ml Aqua dest.)) 4 Minuten gegengefarbt, dann
ultradiinne 100 nm Schnitte angefertigt und mit einem Leica UltraStain mit Uranylazetat und
Bleizitrat nachkontrastiert. Schlie3lich wurde das Gewebe mit einem Zeiss EM 10 untersucht

und Photographien angefertigt.

2.2 Ramifizierte Mikroglia in Zellkultur

Die in vivo-Experimente haben gezeigt, dal3 die Mikroglia im gesunden Gehirn eine Vielzahl
von Integrin-Untereinheiten exprimiert und einige Integrine bereits innerhalb eines Tages
nach der Verletzung hochreguliert werden. Die friheste 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
grol3e 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 erlautert, 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 anschlieBend die Veradnderung 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 ausgesét 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 Uberblick tUiber die gesamte Kokulturmethode
gibt Abbildung 10 (Seite 60).

Die Praparation 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 grundsétzlich DMEM mit 15% FCS verwendet, dem 100 IU/ml
Penizillin und 100 xg/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 Veranderungen benutzt. Neugeborene Wistar-Ratten wurden
gekopft und das Gehirn entnommen. Die Meningen wurden mit einem Wattetupfer entfernt.
Die Hirnrinde wurde abprapariert, in Kulturmedium (DMEM, 15% FCS, 100 IU/ml Penizillin,
100 ug/ml Streptomyzin) aufgenommen und durch mehrfaches Aufziehen mit einer
Pasteurpipette homogenisiert. Diese Zellsuspension wurde in einer 75 cm® unbeschichteten
NUNC Kulturflasche in Kulturmedium (DMEM, 15% FCS, 100 IU/ml Penizillin und 100 gg/ml
Streptomyzin) bei 37°C in einem Gasgemisch aus Raumluft und 5% CO, fir 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 kraftiges Abklopfen entfernt. Die so gereinigten
Astrozyten wurden mit Trypsin (0,25% in PBS) abgeltdst und in einer Neubauer-Kammer
gezahlt. SchlieBlich wurden die Astrozyten auf eine Vier-Kammer-Platte mit einer

EinzelkammergrofRe von 2,2 x 1,1 cm in einer Dichte von 85,000 Astrozyten/Kammer (fur
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LPS-Versuche) oder auf ein Glasplatichen in einer Petrischale mit 2 cm Durchmesser in
einer Dichte von 20.000 Zellen/Petrischale (fir Proliferationsversuche) ausgesat, dann wie
zuvor in Kulturmedium bei 5% CO, 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 fir Kokulturen mit

Mikrogliazellen bereit.

2.2.1.1.1 Immunzytochemische Reinheitsbestimmung der Kulturen

Um die Reinheit der Astrozytenkulturen zu bestimmen, wurden mdoglicherweise
kontaminierende Oligodendrozyten und Mikroglia aus der Ratte immunzytochemisch sichtbar
gemacht. Dazu wurden das Kulturmedium durch -20°C kaltes Methanol ersetzt und die
Kulturen 30 Minuten lang bei 4°C fixiert. AnschlieRend wurden die Kulturen in 50% Methanol
(in H,O bidest.) und dann in Phosphat-Puffer (PB) gewaschen. Die Kulturen wurden nun fir
30 Minuten bei Raumtemperatur in 5% Ziegenserum bzw. fur OX42 5% Pferdeserum (beide
in PB) inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen. AnschlieBend wurde das
Serum abgenommen und den Kulturen der jeweilige, primére Antikorper verdiinnt in PB/BSA
(PB mit 1g/l BSA) zugesetzt; zum Nachweis von Ratten-Mikroglia wurde der OX42-
Antikorper aus der Maus in einer Verdinnung von 1:1000 benutzt und fir die
Oligodendrozyten ein Antikérper gegen Galaktozerebroside (GalC, 1:100) aus dem
Kaninchen. Die Kulturen wurden tber Nacht bei 4°C inkubiert, dann in PB/BSA, PB und PB
grundlich gewaschen und schlie3lich in PB/BSA gesammelt. Zur Detektion des GalC-
Antikérper wurden biotinylierte, sekundare Antikérper aus Ziege gegen Kaninchen-IgG, fir
OX42 Antikérper aus dem Pferd gegen Maus-IgG zugegeben (jeweils 1:100 in PB/BSA
verdiinnt mit 5% Ziegenserum). Nach 1 Stunde Inkubation bei Raumtemperatur wurden dann
die Antikorper griindlich in PB/BSA, PB/BSA, PB und PB ausgewaschen. Der Nachweis der
biotinylierten Antikdrper erfolgte mit dem Avidin-Biotin-Peroxidasesystem, bei dem gelostes
3,3'-Diaminobenzidin (DAB) als Substrat unter Reduktion von H,O, oxidiert wird,

polymerisiert und sich als unléslicher rot-braunlicher Niederschlag im Schnitt festsetzt (siehe
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Abbildung 5a, Seite 39). Dazu wurden die Kulturen mit ABC (1:125 verdtinnt) fur 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 H,O, (1:3000 verdunnt) gestartet, nach 5 Minuten durch Aqua dest.
abgestoppt und in Aqua dest. gewaschen. Die Rlckseite der Glasplattchen wurde nun mit
Depex auf einen Objekttrager 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 regelméafRig 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 veréanderten Methode von
Giulian und Baker angelegt (Giulian und Baker, 1986). Neugeborene oder bis zu zwei Tage
alte FVB-Mause wurden dekapitiert. Das gesamte Gehirn wurde entnommen, in
Kulturmedium (DMEM, 15% FCS, 100 IU/ml Penizillin, 100 wg/ml Streptomyzin)
aufgenommen und durch mehrfaches Aufziehen mit einer Pasteurpipette homogenisiert. Die
Zellsuspension wurde in einer 25 cm® unbeschichteten NUNC Kulturflasche in Kulturmedium
(DMEM, 15% FCS, 100 IU/ml Penizillin, 100 ug/ml Streptomyzin) bei 37°C in einem
Gasgemisch aus Raumluft und 5% CO, flr zwei Wochen inkubiert. Medium wurde am Tag 7
und 12 gewechselt.

Nach 14 Tagen wurden die Kulturen 2 Stunden lang auf einem Schitteltisch bei 200 rpm
geschittelt. Dabei l6sten sich die Mikrogliazellen und schwammen dann frei im Medium.
Dieser Uberstand wurde abgenommen und die Mikroglia in einer Neubauer-Zahlkammer
gezahlt. Fir Kokulturen wurden die Mikrogliazellen jetzt auf die konfluente Einzelschicht von
Astrozyten (siehe 2.2.1.1) ausgesat und dann wie unter 2.2.1.3 weiterbehandelt. Um reine
Mikrogliakulturen zu erhalten, wurden die Zellen direkt auf ein Glasplattchen in einer

Petrischalen mit 2 cm Durchmesser in einer Dichte von 50.000 Zellen/Petrischale ausgesét
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Tag

12

14

28

Kultur von ramifizierter Mikroglia

Priméarkultur
der Astrozyten

Primarkultur
der Mikroglia

Ernte der Astrozyten,
Aussaat der Einzelzellschicht

\,/ Ernte der Mikroglia

Kokultur

Aussaat der Mikroglia auf den Astrozytenrasen

Proliferations- LPS-Aktivierung
versuche Stimulation mit
Zytokinen Lipopolysacchariden
R /
H-thymidine L
. Fixation,
Fixation, 5C6-1CC Immunzytochemie
Photoemulsion l
3 Quantifikation der
g Immunoreaktivitat

Entwicklung

v

\/ Proliferationquotient

Abbildung 10. Kultur von ramifizierter Mikroglia. Die Astrozyten werden aus neugeborenen
Ratten prapariert, kultiviert, nach ca. 14 Tagen geerntet und wieder ausgeséat. Parallel wird die
Mikroglia aus neugeborenen Mausen prépariert und auf den Astrozytenrasen ausgesat, sobald
er Konfluenz erreicht hat. Nach ca. 12 Tagen in Kokultur zeigt die Mikroglia eine ramifizierte
Morphologie. Dann werden die Kulturen 2 Tage lang mit Zytokinen, inhibierenden Antikérpern
oder Lipopolysacchariden (LPS) inkubiert. FUr die Proliferationsversuche folgt 2 Studen Zeit zur
"HT-Inkorporation, Fixierung der Kulturen, Farbung gegen das aMp2-Integrin, Inkubation in
Photoemulsionen, Entwicklung nach 2 Wochen und Errechnung der Proliferationsquotient. Fur
die LPS-Stimulation werden die Integrine gleich nach der zweitdgigen Stimulation
immunzytochemisch nachgewiesen und quantifiziert.
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und wie zuvor in Kulturmedium bei 5% CO, 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 Uberblick (iber 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 ausgesat. Die Kokulturen wurden 10 Tage lang in Kulturmedium (DMEM,
15% FCS, 100 IU/ml Penizillin, 100 xg/ml Streptomyzin) bei 37°C in einem Gasgemisch aus
Raumluft und 5% CO, gehalten, alle 2-3 Tage wurde das Kulturmedium gewechselt. Fir die
Proliferationsexperimente wurden die Zellen dann drei Tage lang in serumfreien Medium
inkubiert (SFM; DMEM, 100 IU/ml Penizillin, 100 ug/ml Streptomyzin, 5 xg/ml humanes
Transferrin, 5 ug/ml Rinderinsulin, 12 ng/ml Progesteron, 60 nM Na,SeO,); fur die LPS-
Stimulation wurden sie die ganze Zeit in dem fétales Kalberserum enthaltenden
Kulturmedium (DMEM mit 15% FCS, 100 IU/ml Penizillin und 100 xg/ml Streptomyzin)
belassen. Die Kokulturen standen nun fir die Stimulationsversuche mit LPS oder Zytokinen

und Wachstumsfaktoren zur Verfiigung.

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-lmmunoreaktivitdtsmuster in unstimulierten Kulturen mit einer ganzen
Reihe von monoklonalen Antikdrpern, 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, daf3
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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, 5ug/ml,
50ug/ml und 500ug/ml inkubiert. Zur Kontrolle erhielten parallele Kokulturen nur
Kulturmedium. Nachdem sich eine maximale morphologische Aktivierung der Mikroglia
bereits bei einer Konzentration von 5ug/ml LPS fand (Abbildung 24, Seite 94), wurde diese

Konzentration fur die weiteren Untersuchungen der Integrin-Expression gewahlt.

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 ausfuhrlich beschriebene
Methode mit leichten Modifikationen zur Anwendung. Die Kulturen wurden in -20°C kalten
Methanol fur 30 Minuten bei 4°C fixiert. Wahrenddessen wurden die Kammeraufbauten von
den Kunststoffobjekttragern der verwendeten Vier-Kammer-Platten entfernt. Dann wurden
die Zellen 5 Minuten durch Fixation in 4% Paraformaldehyd (in PB) kovalent an den
Kunststoffobjekttrager gebunden, gefolgt von einer Prainkubation in 5% Ziegenserum fir 1
Stunde. Dann wurden die Kulturen mit den monoklonalen Antikdrpern gegen die gesuchten
Integrin-Untereinheiten (Verdinnungen in PB/BSA siehe Tabelle VIII, Seite 68) tUber Nacht
bei 4°C inkubiert. Die primaren Antikérper wurden nun mit sekundéren, biotinylierten,
prainkubierten (siehe 2.1.3.1) Antiseren aus Ziege gegen Immunglobuline aus Ratte oder
Hamster (entsprechend des Wirtes des Primarantikorpers) detektiert und dann mit ABC und
DAB/H,0, sichtbar gemacht. Die Kulturen wurden nach grindlicher Wasserung in KAISERS

Glyzerin-Gelatine eingebettet und bei 4°C gelagert.

2.2.2.2 Quantifizierung der Farbeintensitat

Zur Messung der immunzytochemischen Farbeintensitat der einzelnen Integrin-Antikérper
wurde der MEAN-SD Algorithmus angewandt (siehe 2.1.4.3). Dazu wurden von jeder Kultur

5 zufallig ausgewahlte 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 Auflésung 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 O bis
255 umgewandelt und die Farbeintensitat fir jedes Gesichtsfeld mit dem MEAN-SD
Algorithmus nach 2.1.4.3 berechnet. Zur Erfassung des Hintergrundes wurde dann in jedem
Gesichtsfeld eine mdglichst grofRe, von Mikrogliazellen freie Flache als Auswertungsgebiet
(ROI) markiert und die Farbeintensitat des Hintergrundes auf dieselbe Weise berechnet. Die
Farbeintensitat einer jeden Kulturkammer ergab sich dann aus dem Mittelwert der
Farbeintensitaten der 5 Gesichtsfelder minus dem Mittelwert der Farbeintensitaten der

Hintergrinde.

2.2.2.3 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurden die Mittelwerte und Standardfehler jeder Gruppe gleich
behandelter und gefarbter Kulturen gebildet (4 bis 6 Kulturen pro Gruppe) und graphisch
aufgetragen. Die Integrin-Farbungen in den LPS-behandelten Gruppen wurden dann mit den
unbehandelten Kontrollgruppen mit dem t-Test nach Student fiir unabhangige Stichproben
auf statistisch signifikante Unterschiede auf dem 5% Niveau geprift. Die Daten wurden mit

OPTIMAS erfal3t, 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 Verfigung.

2.2.3.1 Stimulation der Kokulturen mit Zytokinen und neutralisierenden Antikdrpern

Nach 3-tdgiger 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-tagige
Stimulation der Kulturen mit verschiedenen Zytokinen und neutralisierenden Antikorpern.
Hierzu wurden dem SFM beim Medienwechsel folgende Stimulantien zugesetzt: fétales
Kalberserum (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; O, 0,5, 5, 50,
500 ng/ml), Interleukin 2 (IL2; O, 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-y (IFNy; 0, 0,4, 4, 40 ng/ml), Leukamie inhibierender Faktor (LIF; 50, 500,
5000) und Tumornekrosefaktor-a (TNFe; 0, 0,2, 2, 20). Um moglicherweise im Kultursystem
vorhandene endogene Zytokine zu antagonisieren, wurde den Kulturen jeweils getrennt
Antikérper gegen IL3, gegen GMCSF und gegen MCSF oder eine Kombination aus
Antikorpern gegen MCSF und GMCSF (alle 25 mg/ml in SFM) zugegeben. Um den Effekt
von IL1 besser zu analysieren, wurden die Kulturen schlief3lich mit 500 ng/ml IL1 stimuliert
und gleichzeitig mit den neutralisierenden Antikdrpern behandelt. Die Untersuchungen fur die
verschiedenen Stimulantien fanden in verschiedenen Tierpraparationen statt, was zu der
interexperimentellen Variabilitdt in den unstimulierten Kontrollkulturen beigetragen haben

konnte.

2.2.3.2 Autoradiographie und Immunzytochemie

Um proliferierende Zellen zu markieren, wurde den Kokulturen, zwei Tage nach der
Stimulation (siehe 2.2.2) fiir zwei Stunden 5 xCi/ml *H-Thymidin zugesetzt. Proliferierende
Zellen bauen dieses Thymidin in neu synthetisierte DNA ein und kénnen durch die
radioaktive Markierung spater von nicht-proliferierenden Zellen unterschieden werden.

Zur ldentifizierung der Mikroglia wurden die Kulturen dann analog zur der ausfuhrlichen
Beschreibung 2.2.1.1.1 das aMgB2-Integrin (CD11b/CD18) immunzytochemisch gefarbt. Dazu
wurden die Kulturen zuerst in Methanol bei 4°C fir 30 Minuten fixiert, dann mit einem

monoklonalen Antikérper aus der Ratte gegen das aMpB2-Integrin (1:1000) inkubiert, dieser
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primare Antikorper mit einem sekundaren, biotinylierten Antiserum aus der Ziege gegen
Ratten-lgG (1:100) detektiert und schlie3lich mit ABC und der DAB/H,0O,-Reaktion sichtbar
gemacht. Wie oben beschrieben wurden die Kulturen nun auf der Rickseite mit Depex an
einen Objekttrager 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.

Fur die Autoradiographie wurden die Objekttrager dann in NTB2 Filmemulsion (1:1 in Aqua
dest. verdiunnt, fur 2 bis 3 Wochen im Dunkeln bei 4°C 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 schlielich

auf der Vorderseite in Depex eingebettet.

2.2.3.3 Bestimmung des Proliferationsindexes

Die Mikroglia konnte anhand der aMB2-Immunzytochemie identifiziert werden.
Proliferierende konnten leicht von nicht-proliferierenden Zellen durch die Markierung ihres
Kernes mit den Silberkérnchen unterschieden werden, mit denen der *H-Thymidin-Einbau
sichtbar gemacht wurde. Als ramifizierte Mikroglia wurden Zellen mit wenigstens zwei
Fortsatzen gewertet, die wenigstens einen halben Zellkorper lang sein muf3ten (Tanaka und
Maeda, 1996). Fir jeden Objekttrager wurden wenigstens zehn zufédllig gewahlte
Gesichtsfelder mit insgesamt wenigstens 100 Zellen und einer ObjektivvergrofRerung von 10x
ausgewertet und anhand der aMB2-Morphologie die Zahl aller ramifizierten Mikrogliazellen
sowie der proliferierenden und ramifizierten Mikroglia gezahlt. Das Verhdltnis der
proliferierenden zu allen Mikrogliazellen definiert den Proliferationsindex:
Anzahl proliferierender Mikroglia

Proliferationsindex = (12)
Gesamtzahl der Mikroglia

2.2.3.4 Statistische Auswertung

Fur jede Kultur wurde der Proliferationsindex einzeln errechnet. Fir 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 fir unabhéngige Stichproben

auf einen statistisch signifikanten Unterschied auf dem 5%-Niveau geprift.

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 gewahlt (2.1.1). Hier
kommt es nach der Verletzung ausschlief3lich zu einer Vermehrung der Mikroglia (Graeber et
al., 1988c). Zur Identifizierung proliferierender Zellen wurde den Mausen zwei Tage nach der
Durchtrennung 200 mCi *H-Thymidin (NEN Dupont, Dreieich) intraperitoneal injiziert und das
Gehirn zwei Stunden spater analog zu 2.1.2 entnommen und geschnitten. In den
Gewebsschnitten wurde dann, wie fir die Zellkulturen in 2.2.3.2 beschrieben, die Mikroglia
anhand des aMp2-Integrins und die proliferierenden Zellen durch Autoradiographie

identifiziert (Abbildung 23, Seite 90).
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2.3 Materialien

2.3.1 Tiere

Mause, B6/C57
Mause, FVB
Ratten, Wistar

2.3.2 Zellkulturmaterialien und -zuséatze
Dibutyryl-cAMP

Dulbeccos Modifiziertes Eagle Medium
Lipopolysacchariden

Penizillin
Streptomyzin
Transferrin
Rinderinsulin
Progesteron
Na28602
Kalberserum, fotales
Kulturflaschen
Petrischalen
*H-Thymidin
Vier-Kammer-Kulturobjekttrager, Permanox

2.3.2.1 Zytokine fur die Zellkultur

Charles River, Sulzfeld
Tierhaus des MPI fiir Neurobiologie
Tierhaus des MPI fiir Neurobiologie

N®:2'-O-Dibutyryladenosin-3':5'-zyklisches
Monophosphat, Sigma, Deisenhofen
GIBCO

aus E. coli, Stamm 055:B5, Sigma,
Deisenhofen

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

GIBCO

NUNC

NUNC

NEN, Dreieich

NUNC

Alle eingesetzten Zytokine sind rekombinante Mauseproteine.

GMCSF
IL1B
IL4
IL10
LIF
IFNy
IL3
IL6
MCSF
IL2
TNFo

Amimed

Amimed

Amimed

Amimed

Amimed

Genzyme

PeproTech

PeproTech

R&D-Systems, Minneapolis, MN, USA
R&D-Systems, Minneapolis, MN, USA
R&D-Systems, Minneapolis, MN, USA

2.3.2.2 Neutralisierende Antikdrper fir die Zellkultur
Alle benutzten Antikdrper sind gegen Mauseproteine.

GMCSF
MCSF
IL3

2.3.3 Chemikalien

Araldit

Azeton

Azur Il

Bleizitrat

D-19 Entwickler

Diaminobenzidin (3-3'-Diaminobenzidin)
DiathylAther

R&D-Systems, Minneapolis, MN, USA
R&D-Systems, Minneapolis, MN, USA
R&D-Systems, Minneapolis, MN, USA

FLUKA

Merck

Merck

Leica

Kodak

Sigma, Deisenhofen
Merck
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Ather zur Narkose

Ethanol

Paraformaldehyd

Gelatine

Glutaraldehyd

Isopropanol

Perhydrol (H,05)
Kobaltchlorid (CoCly)
Kochsalz (NaCl)
Methylenblau
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogenphosphat
Nickelsulfat (NiSOy)

NTB2 Filmemulsion
Rinderalbumin
Saccharose

Superfix

Uranyl-Azetat

Xylol

Chinosol
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Kodak

Sigma, Deisenhofen

Merck
Tetenal
Leica
Merck

2.3.4 Antikorper, Tierseren und Immunoreagentien

Tabelle VIII. Priméare, monoklonale Antikérper

Antigen CD Spezifitat Wirt Klon Azeton optimale Herkunft
Verdinn
ung
ad 49d Maus Ratte R1-2 nein 1:1.000 Pharmingen, San Diego, CA, USA
ab 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
ab 49f  Maus Ratte MAG6 ja 1:1.000 Chemicon, Temecula, CA, USA
Maus Ratte GoH3 ja 1:3.000 Serotec, Kidlington, England
al 1la Maus Ratte KBA nein 1:6.000 Serotec, Kidlington, England
aM 11b Maus Ratte 5C6 ja 1:4.000 Serotec, Kidlington, England
aX 11c Maus Hamster N418 ja 1:100 Endogen
aE 103 Maus Ratte M290 - - Pharmingen, San Diego, CA, USA
aV 51 Maus Hamster H9.2B8 - - Pharmingen, San Diego, CA, USA
Bl 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
B2 18 Maus Ratte YTS 213.1 ja 1:2.000 Serotec, Kidlington, England
B3 61 Maus Hamster HmMJ3 nein 1:800 Pharmingen, San Diego, CA, USA
pa 104 Maus Ratte 346-11A ja 1:100 Pharmingen, San Diego, CA, USA
B7 Maus Ratte M293 ja 1:1.600 Pharmingen, San Diego, CA, USA
aMp2 Ratte Maus 0OX42 nein 1:1.000 Serotec, Kidlington, England

Tabelle IX.  Primare, polyklonale Antikorper

Antigen Spezifitdt  Wirt Verdiinnung 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. Sekundéare Antikorper

Antigen Wirt Konjugat Verdinnung Herkunft
Hamster-Ig Ziege  Biotin 1:100 Vector, Wiesbaden
Hamster-lg Ziege  FITC 1:100 Dianova, Hamburg
Kaninchen-lg  Ziege  Biotin 1:100 Vector, Wiesbaden
Kaninchen-Ig Esel Biotin 1:100 Dianova, Hamburg
Maus- 1gG 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-lg Esel FITC 1:100 Dianova, Hamburg
Tierseren

Eselserum Vector, Wiesbaden
Pferdeserum Vector, Wiesbaden
Mauseserum 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 LoOsungen, Puffer, Kulturmedien

Phosphat-Puffer (PB)
100 mM Nay,HPOy,,
mit HzPO,4 auf pH 7,4 eingestellt.

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

Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (PBS)
10 mM Na HPO,,

8,4 g/l NaCl,

mit HsPO, auf pH 7,4 eingestellt.

Kulturmedium

Dulbeccos Modifiziertes Eagle Medium
mit 15% fotales Kalberserum (FCS),
100 IU/ml Penizillin,

100 ug/ml Streptomyzin

Serumfreies Medium (SFM)
Dulbeccos Madifiziertes Eagle Medium
mit 100 1U/ml Penizillin,

100 ug/ml Streptomyzin,

5 ug/ml humanes Transferrin,

5 ug/ml Rinderinsulin,

12 ng/ml Progesteron,

60 nM Na,SeO,



3 Ergebnisse

3.1 Integrine im Gehirn der Maus

3.1.1 Die Milz zum Nachweis der Integrin-Immunoreaktivitét

In vorliegender Arbeit wurde zuerst die Fahigkeit der monoklonalen Antikdrpern gezeigt,
Integrine mit der benutzten immunhistochemischen Methode zu erkennen. Dazu wurde die
Milz als Positivkontrolle eingesetzt. Von den 17 verwendeten Antikoérper-Klonen (Tabelle VIII,
Seite 68) zeigten 15 in der Milz deutliche Immunoreaktivitdt. Mit den beiden in der Milz
negativen Klonen gegen das aE und aV-Integrin konnte auch im gesunden und verletzten
ZNS keine Immunoreaktivitdt nachgewiesen werden (Tabelle XI, Seite 82).

Bei der Titration der Antikorper in der Milz fanden sich bereits in Leerkontrolle ohne
Antikorperzugabe vereinzelt angefarbte Zellen, die durch ihre endogenen Peroxidasen das
DAB umsetzen konnten (Abbildung 11, Seite 71). Mit steigender Antikérperkonzentration
reagierten zuerst die spezifischen Integrin-Epitope mit dem Antikérper und danach wurden
auch unspezifische, niederaffine Bindungsstellen besetzt, bis schlieRlich der ganze Schnitt
gefarbt war. Flr jeden Antikdrper konnte auf diese Weise die Konzentration mit dem besten
Signal-Rausch-Verhaltnis bestimmt werden (Tabelle VIII, Seite 68), und das spezifische
Verteilungsmuster der Immunoreaktivitat unterschied sich deutlich von den oben erwéhnten
endogenen Peroxidasen. Nach Vorbehandlung mit Azeton trat generell eine geringere
Hintergrundfarbung auf, bei manchen Integrinen jedoch auch eine schlechtere Bindung der
Antikérper und damit eine schwachere Anfarbung. Fur den Nachweis dieser Integrine wurde
im Weiteren auf eine Vorbehandlung des Gewebes mit Azeton verzichtet.

Die verschiedenen monoklonalen  Antikbrper zeigten eine  charakteristische,
immunbhistologische Verteilung (Abbildung 12, Seite 72; Tabelle XI, Seite 82). Die Integrine
der pB2-Familie (cL, aM, aX, p2) kamen hauptsdchlich in der periarteriellen
Lymphozytenscheide (PALS) der weifl3en Pulpa vor und nur in deutlich geringerem Mal3e auf

Zellen der roten Pulpa. AM und aX fand sich haufig auf dendritischen Zellen. Die ¢4- und 37-
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Abbildung 11.Titration in der Milz. Titration der DAB-Niederschlagsfarbung eines
monoklonalen Integrin-Antikdrpers in der murinen Milz am Beispiel des Klons BMA5 gegen die
Integrin-Untereinheit 5. Oberer Teil. Bereits in der Leerkontrolle farben sich in Abwesenheit
des anti-Integrin-Antikérpers einzelne Zellen an, die das DAB durch ihre endogene Peroxidasen
umsetzen kénnen (EP; hauptsachlich Granulozyten und Makrophagen). Mit steigender
Konzentration werden dann zuerst die spezifischen Bindungsstellen des Antikérpers besetzt
und das charakteristische Verteilungsmuster der Integrin-Untereinheit tritt hervor. Bei noch
héheren Konzentrationen farbt sich der ganze Schnitt unspezifisch ein (1:25). Der abgebildete
Klon BMAS detektiert das a5-Integrin auf Trabekeln (T), Retikula in der weilten Pulpa (RWP),
Gefalen (G) in der weien Pulpa (WP) und diffus in der roten Pulpa (RP). Das beste Signal-
Rausch-Verhaltnis liefert eine 1.600-fache Verdiinnung des Antikérpers. Unterer Teil. Eine
Vorbehandlung des Gewebes mit Azeton verringert zwar das Hintergundsignal. Bisweilen
beeintrachtigt es aber, wie im abgebildeten Fall, die Bindung des Antikérpers an das Integrin.
Beim Einsatz des Klons BMAS5 wurde deshalb auf eine Vorbehandlung mit Azeton verzichtet.
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Abbildung 12. Integrine in der Milz. Gezeigt ist die charakteristische, immunhistochemische Verteilung
verschiedener Integrine in der Milz mit monoklonen Antikdrpern verschiedener Hybridomklone und DAB-
Niederschlagsfarbung. Die Integrine der g2-Familie (a¢L, aM, aX, $2) kommen hauptséchlich in der periarteriellen
Lymphozytenscheide (PALS) der wei3en Pulpa (WP) vor und nur in deutlich geringerem MaRe auf Zellen der roten
Pulpa (RP). aM und aX fand sich haufig auf dendritischen Zellen (DZ). Die a4- und g7-Untereinheiten kamen
ebenfalls in der PALS vor, aber zusétzlich fand sich a4 auf hohen, endothelialen Venuolen (HEV) und 87 in der
Marginalzone (MZ). Die restlichen Integrine der g1-Familie (¢5, @6 und 1) sowie die $3- und p4-Untereinheit
lokalisierten auf Retikula in der weien Pulpa (RWP), Trabekeln (T), GefalRen (G) und HEV. Verschiedene Hybridom-
Klone gegen dieselbe Integrin-Untereinheit wiesen ein identisches, immunhistochemisches Farbungsmuster auf.
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Untereinheiten kamen ebenfalls in der PALS vor, aber zusatzlich fand sich a4 auf hohen,
endothelialen Venuolen (HEV) und 87 in der Marginalzone. Die restlichen Integrine der B1-
Familie (a5, a6 und 1) sowie die 83- und p4-Untereinheit lokalisierten auf Retikula in der
weillen Pulpa, Trabekeln, GefalRen und HEV (Zusammenfassung in Tabelle XI, Seite 82).
Verschiedene Hybridom-Klone gegen dieselbe Integrin-Untereinheit wiesen ein identisches

immunhistochemisches Farbungsmuster auf.

3.1.2 Integrine im normalen Zentral-Nervensystem

Im gesunden, ventralen Hirnstamm und im Kleinhirn zeigten nur die Integrin-Untereinheiten
aM, B2, a6 und B1 deutliche Immunoreaktivitat. Die aMB2-Immunoreaktivtat fand sich dabei
ausschlieBlich auf Zellen mit der typischen ramifizierten Morphologie von ruhenden
Mikrogliazellen. Die Untereinheiten a6 und B1 lokalisierten auf BlutgefaRen und g1 zusatzlich
schwach auf den Neuronen des Nucleus facialis und den Purkinjezellen des Kleinhirns. Sehr
diskrete a5-Immunoreaktivitédt fand sich auf Blutgefallen und dem Neuropil der grauen
Substanz des Nucleus facialis. Die Astrozyten nahe der Glia limitans und die zerebellare
Bergmann-Glia zeigten zuséatzlich eine spéarliche, gepunktete Anfarbung fir die a4- und die
Bl-Untereinheit auf Strukturen mit dem Morphologie von Bergmann-Glia, wobei a4 nur in den
Pia-nahen Anteilen zu sehen war und in der grauen Substanz die Anfarbung ganz
verschwand.

Fir die Integrine 83, f4 und g7 fand sich keine spezifische Immunoreaktivitat, obwohl sich

diese Integrine unter Verwendung derselben Methodik in der Milz nachweisen liefl3en.

3.1.3 Regulation von Integrinen im axotomierten Nucleus facialis

Nach peripherer Durchtrennung des Nervus facialis fand sich ein starker Anstieg der
Immunoreaktivitat 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 g1-Untereinheit (Abbildung 13, Seite 74). Der Anstieg war bereits 2
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Abbildung 13. g1-Integrine im axotomierten Nucleus facialis. Immunhistochemischer
Nachweis der Integrin-Untereinheiten a5, ¢6 und a1 im normalen (0d) und axotomierten
Nucleus facialis (d1-d42). Alle drei Integrin-Untereinheiten zeigen eine maximale Farbung
zwischen Tag 7 und 14 nach der Verletzung. Bei der abgebildeten, niedrigen VergréfRerung zeigt
die a5-Immunoreaktivitat eine gliale, a6 eine gliale und vaskulare und 31 eine vaskulare und
neuronale Verteilung. MaRstabsbalken =500 um.
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Abbildung 14. $2-Integrine im axotomierten Nucleus facialis. Inmunhistochemie fir die
Integrin-Untereinheiten aL, aM und 2. Die Immunoreaktivitat fur oL findet sich auf kleinen,
runden Zellen, deren Zahl am Tag 14 nach der Axotomie maximal wird. AM und 52 zeigen einen

Glia-Verteilungstyp mit einem Gipfel zwischen Tag 7 und Tag 14 nach der Verletzung.
MaRstabsbalken=500um.
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Abbildung 15. Zeitverlauf der Gesamt-Immunoreaktivitit fiir Integrine im axotomierten
Nucleus facialis. Quantifikation der gesamten Integrin-lImmunoreaktivitat. Farbeintensitaten
im Nucleus facialis (ausgeflllte Kreise bezeichnen die operierte und offene Kreise die
kontralaterale Kontrollseite). Der Graph fir das «l-Integrin zeigt die Anzahl der
immunoreaktiven Zellen, die Graphen fur aM, 52, a5, a6 und 81 zeigen die mit dem MEAN-SD-
Algorithmus errechnete DAB-Férbeintensitat (Mittelwert + Standardfehler, jeweils 4-5 Tiere pro
Zeitpunkt; * p < 0,05).
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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 Al-Immunoreaktivitdt 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 Immunoreaktivitdt fir das aMgB2-Integrin
(Abbildung 13, Seite 74). Ab Tag 2 zeigte sich auch Immunoreaktivitat fur die a5-, a6- und
Bl-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
Farbeintensitat der Gesamtfarbung dieser Integrin-Untereinheiten einher (Abbildung 15,
Seite 76). An Tag 14, fand sich nun auch aX-Immunoreaktivitat, die ausschlieB3lich auf
Knétchen im Nucleus facialis lokalisiert war und von einem schwachen Anstieg des a4-
Integrins in Neuropil des Nucleus facialis begleitet wurde. Zusétzlich zu den Neuronen und
Mikroglia konnte auch Immunoreaktivitdt gegen die Integrin-Untereinheiten a4, 1, 7, alL
und $2 auf ca. 6 bis 8 um grof3en, runden Zellen mit lymphozytéarer Morphologie beobachtet
werden. Einzelne aL-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 Zellulare Lokalisation von Integrin-Untereinheiten

Um die =zellulare Lokalisation der Integrin-Untereinheiten auf Mikroglia, Astrozyten,
Endothelien und axonalen Wachstumskegeln zu bestatigen, wurden Immunfluoreszenz-
Doppelfarbungen angefertigt und mit konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie ausgewertet
(Abbildung 16, Seite 78; Abbildung 16, Seite 78; Abbildung 17, Seite 79). Die Mikroglia
wurde entweder Uber das endogen gebundene Immunglobulin G oder mit dem polyklonalen
IBA1 Antikorper identifiziert und die Integrine von monoklonalen Antikdrpern aus der Ratte

oder dem Hamster detektiert und dann kolokalisiert. Sowohl endogenes Immunglobulin G als
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Abbildung 16. Kolokalisation der Integrine «8, «6, /1, oL, <M und 42 mit Mikroglia.
kKonfokale Lasar-Scanning-Fluoreszanz-lmmunhistechemia fir wverschiadena Integnn-
Untersinheiten (grin} und Gbedagerte Mikroglia-Anfaroung mit Maus-lgG-Immunoreaktivital
irot; O-F.J-K). Kalokahsation der Mikraglia mit 5, o8, 41, oM und 52 kann an der gelb-crangen
Farbung erkannt werden (Tag 2 nach Nerven-Durchirennung). Dia Pleile in C und F bezeichnen
die nur schwach angefarbte 51-reakitive Mikroglia. Die kisinen, runden eL-positiven Zeflen (G, J;
Tag 14} sind lgG-negativ machen aber Kontakt zu den IgG-positiven Mikroglia-Knétchen.
Malstabsbalken = 100 um
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Abbildung 17. Kolokalisation dar Integrine «4, «5 «6& M, oM, oL, «X wnd 72 am Tag 14 nach Fazialis-
Durshirennung. Imegnn-Koloxaisetion mit Mikraglia (4-F) und axongéen Wachslumakegen (-3} 14 Tage nach des
Axotomis. Mroglia wurden anhand der IBA1-Immunoreaklivitét erkannd, Axone waran Galanin-posgiv (rote Farba)
8P, Irmmunafluorészens Bir die Infegrin-LUnterginheiten od, o8, 28, 01, ol ol oX und 72 (grin). Besonders slark isl
die Immunoraaktnitat fir o, oof, 11, oM und @X auf den 184 1-posdiven Knitchan von phagozytotischer Mikroglia
(Fleilep, Immundreakbivitdl fiod, oL und 32 indet sich auch aul 8 pm gralen, runden Zefen, die IBAT-negaliv sind
(Pfailkapfem &.E.L F; inlund M sind ausschlisfbich diesa Zellan gran). Zusatziich findet sich o S-immunorekiivitad auf
dem GelaRaendoihel (B.F; Kleine Pleditpde). Makslabsbaken = 25 pmo -5, Kolokelsalion von der 81-Intagrin
Lntereinhe® (gron} und Galanin-mmungreakbven aussprossenden Axonen im infrazerebralen Ted des Merws
farialis. Die Inlegrin-immunofeakivitl sl besondars Kralsg auf den deuibch 2u erkennenden azanalen
‘Wachstumskegeln, d= stark Galanin-reakty sind (Pfaile). Die [M1-Anfarbung der einzelnen Wachstumskeged
actraank] slark. Malsiabshaken = 25 am
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Abblidung 18 Holokalisation der Integrine 5 6 wnd @ mit Endothellen und Astrozyten. Integrin-
Kolokasalion mi] vaskulirem Endothel (A-F) und Astreeyben (G-L). Die Endolheben wurden durch Lamin
Immunoreaktivitat detektier (Lam, rat), die Astrozyten durch de GRAP-Farbung (SFAP, rof). A-F. oS-, o6- und #1-
Immunareakbeial (gron) liegl aul vaskuldren Gefifendothelien am Tag 14 nach Axobormes. G-L, 31-Inbagrin
mmunsraaktae st [grL-"l] in dar nommalan wellken Substanz, im nomalen Klainhim, und m axstomierten Muckus
facialis. Die 31-Immunoreakiivitil kolokaSsier mil den GFAP-positiven Astrazyien der weilen Substanz nahe ders
Glia limitans (5,0, Gl), und aine schwichans, gapunitete Farbung findet sich swch auf der zarebsailaren Bargmann-
Glia (H,K: z8). Im axobomieren Muecleus facialis kolokalisiedsn GFAP-positive, reaklve Astrozyien hinpegen nicht mit
|Z|E|I"|||51-|I'I|EBI'I'1 am T&gﬂ-r'lﬂl'.'l'l e ANabore I:|.'_ M. Maiislabhabalken = 25 uim
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auch IBAl sind spezifische Marker fur
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
Immunoreaktivitat fir aM und g2 komplett
mit der durch endogenen IgG detektierten

Mikroglia. Diese IgG-positive Mikroglia

zeigt ebenfalls eine klare  aber

Abbildung 19. Ultrastrukturelle Lokalistation der aL-
Immunoreaktivitat. Ultrastrukturelle Lokalisation der aL-

unvolistandige  Kolokalisation ~ mit  den Immunoreaktivitdt, 14 Tage nach der Axotomie.

Mittelstarke «aL-Farbung auf der Zellmembran (Pfeile)
Untereinheiten &5, a6 und g1. Abbildung  eines Lymphozyten (L), der an seinem Elektronen-
durchlassigen Zytoplasma und dem typischen, tief
eingekerbten Zellkern zu erkennen ist. Maf3stabsbalken =

16 (Seite 78) zeigt bei Tag 14 eine 2um.

besonders starke Mikroglia-Immunoreaktivitat fur die aM-, aX-, a5-, a6- und B1l-Integrin-
Untereinheiten auf Kndtchen von phagozytischer, IBAl-positiver Mikroglia. Diese Knétchen
zeigten auch eine B2-Anfarbung. Aktivierte Mikroglia zeigte bei Tag 14 ebenfalls eine
Immunoreaktivitat fur das a4-Integrin, allerdings war sie auf allen Mikrogliazellen etwa gleich
stark und nicht vorzugsweise auf den phagozytischen Knétchen zu finden (Abbildung 16,
Seite 78). Zusatzlich zu der Mikroglia-Féarbung fanden sich in der Doppelmarkierung auch
a4-, aL- und B2-Immunoreaktivitdt auf ca. 8 um grof3en, runden Zellen, die 1gG- und IBA1-
negativ waren. Diese alL- und a4-positiven Zellen tendierten dazu, an den IgG- und IBA1-
immunoreaktive, Mikroglia-Kndtchen zu aggregieren (Abbildung 16; Seite 78; Abbildung 16,
Seite 78). Eine &hnliche Lokalisation fand sich auch fiir die f1-lImmunoreaktivitat, und einige
wenige runde Zellen zeigten auch Immunoreaktivitat fir das B7-Integrin (nicht abgebildet).
Die ldentitat dieser kleinen, runden Zellen wurde in der Immunelektronenmikroskopie
untersucht. Die Abbildung 18 (Seite 81) zeigt die «alL-Immunoreaktivitat auf der

Plasmamembran von Zellen mit der typischen Morphologie reaktiver Lymphozyten, mit
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einem elektronendurchléassigen Zytoplasma und einem tief eingekerbten Zellkern (Mori und

Lennert, 1969).

Tabelle XI.  Lokalisation der Integrin-immunoreaktivitat in der Maus

Antigen CD Milz Zerebellum normaler axotomierter
Nucleus facialis  Nucleus facialis

ad 49d PALS, RP, HEV Bergmann-Glia - Lymphozyten, Mikroglia

ab 49e T,RWP,G,RP Gefalle Neuropil , GefaRe Mikroglia, Neuropil, GefaRRe

ab 49f RWP, G, HEV Gefalle Gefalle Mikroglia, GefalRe

al 1lla PALS, RP - - Lymphozyten

aM 11b PALS, DZ, RP Mikroglia Mikroglia Mikroglia

aX 11c PALS, DZ, RP - - Mikroglia

aE 103 - - - -

aV 51 - - - -

Bl 29 RP,HEV, T, G Neurone, Gefalde, Neurone, GefaRe Neurone, Gefal3e, Mikroglia,
Bergmann-Glia Lymphozyten

B2 18 PALS, DZ, RP Mikroglia Mikroglia Mikroglia, Lymphozyten

B3 61 HEV,RP - - -

pa 104 RWP, G - - -

B7 PALS, MZ - - Lymphozyten

Abkirzungen. DZ dendritische Zellen, G Gefalze, HEV hohe, endotheliale Venuolen, MZ Marginalzone, PALS
periarterielle Lymphozytenscheide, RP rote Pulpa, RWP Retikula in WP, T Trabekel, WS weil3e Substanz.

Starke Immunoreaktivitat fir die S1-Integrin-Untereinheit fand sich auch auf benachbarten
Motoneuronen (Abbildung 16, Seite 78). Diese Bl-Immunoreaktivitat 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
grof3en Subpopulation von axotomierten Motoneuronen der Maus vorkommt, kolokalisierte
(Moore, 1989; Klein et al., 1997). Eine deutliche Immunoreaktivitat fur das a5-, a6- und B1-
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 punktformige Anfarbung von g1 auf GFAP-

positiven Astrozyten in der Nahe der Glia limitans in der weiRen Substanz und etwas
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Abbildung 20. Zeitverlauf der zellularen Immunoreaktivitat fiir Integrine im axotomierten
Nucleus facialis. Links. Veranderungen des Integrin-Farbefaktoren auf Immunglobulin G-
abgegrenzten, mikroglialen Profilen (MG), axotomierte gegen Kontrollseite, errechnet mit dem
DIFF-RISC-Algorithmus. Die Untereinheiten a5 und a6 zeigen einen monophasischen Verlauf
mit einem Maximum an Tag 4. Die aM-Immunoreaktivitét verlauft biphasisch, mit einem frihen
Gipfel an Tag 1, gefolgt von einem Abfall und einem zweiten Anstieg mit Plateau von Tag 14 bis
42. Rechts. Integrin-immunoreaktivitat fur a5, «6 und g1 auf GeféRendothelien (GE) im
axotomierten Nucleus facialis. Einzig die a5-Immunoreaktivitdt zeigte einen statistisch
signifikanten Anstieg am Tag 14 auf der axotomierten Seite (Ax) gegenuber der Kontrollseite
(Ko). Fur a6 und g1 fand sich an diesem Tag auch ein Trend zum Anstieg, der aber nicht
statistisch signifikantwar (Mittelwerte + Standardfehler, 3-5 Tiere pro Zeitpunkt, * p <0,05).
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schwacher auf der zerebellaren Bergmann-Glia (Abbildung 17, Seite 79). Auch das a4-
Integrin fand sich auf den Pia-nahen Astrozytenfortsdtzen an der Glia limitans und der

Bergmann-Gilia.

3.1.3.2 Quantitative Integrin-Immunoreaktivitat auf Mikroglia und Endothelien

Die Dichte der Integrin-lmmunoreaktivitdt wurde wie in 2.1.5 beschrieben auf einzelnen
Mikrogliazellen und Endothelien mit Hilfe von Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen, 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 aM-Immunoreaktivitat 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 a5 und a6 zeigten auf der Mikroglia einen stetigen, monophasischen Anstieg
mit einem Gipfel bei Tag 14, gefolgt von einem langsamen Riickgang bis Tag 84.

Die Messung der «5-Untereinheit zeigte einen statistisch signifikaten Anstieg der
Immunoreaktivitdt auf den Laminin-positiven Endothelien im axotomierten Nucleus facialis
am Tag 14 nach dem Trauma (Abbildung 19, Seite 83). Zusatzlich fand sich ein Trend zu
einem Anstieg des a6- und B1-Integrins zu diesem Zeitpunkt auf den Endothelien, der aber
keine statistische Signifikanz erreichte. Am Tag 4 nach Fazilias-Durchtrennung fand sich fur

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-Antikdrper spezifisch die
murine Mikroglia im normalem Hirnstamm anhand ihres konstitutiv exprimierten Integrins
aMB2 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 Zellkérper, vielen, verzweigten,
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schlanken Fortsatzen und extensiver Ramifizierung der distalen Zellauslaufer (Abbildung 20,
Seite 86). In der Area postrema hatte die Mikroglia etwas plumpere Fortsatze, reduzierte
Ramifizierung der distalen Auslaufer und eine intensivere Anfarbung fur das Integrin aMp2,
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 konnen (Broadwell und Sofroniew, 1993;
Pedersen et al., 1997). Diese Aktivierung nahm innerhalb von 200 xm 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 Veranderungen 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 dosisabhéngigen,
morphologischen Aktivierung der Mikroglia im dorso-lateralen Hirnstamm und der Area
postrema. Applikation von 1 ug LPS hatte nur einen Einflu? auf die Mikroglia in der BHS-
defizienten Area postrema. Ab Dosen von 10 ug LPS fand sich zusatzlich eine Aktivierung
der Mikroglia im dorso-lateralen Hirnstamm, die ab 100 g LPS maximal wurde. Hohere
Gaben von LPS bis zu 3 mg fiihrten zu keiner weiteren Anderung der Mikroglia-Morphologie.
Die vollstandig aktivierte Mikroglia im Hirnstamm zeigte grof3e Zellkérper, starke proximale
Fortsatze, eine deutliche Reduktion der distalen Ramifikation und einen Anstieg der aMpB2-
Immunoreaktivitat. Interessanterweise verlor die Mikroglia ihre Ramifikation nicht vollstéandig
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 21. Mikroglia-Aktivierung im Hirnstamm bei steigender LPS-Dosis. Mikroglia
im dorsalen Hirnstamm mit aMp2-Integrin-Immunoreaktivitdt detektiert. Im normalen
Hirnstamm (KO) zeigt nur die Mikroglia in den lateralen Anteilen die extensive Verastelung
ruhender Mikroglia, in der Area postrema (AP) dorso-lateral des Canalis centralis (CC) zeigt die
Mikroglia bereits erste Aktivierungszeichen wie leichte Verplumpung der Fortsdtze, und
starkere aMpB2-Anfarbung. Zwei Tage nach systemischer Gabe von 1 ug Lipopolysacchariden
(LPS) wurde die Mikroglia-Aktivierung in der Area postrema starker. Aktivierung der Mikroglia in
den lateralen Hirnstammanteilen fand sich ab 10 xg und wurde bei 100 g maximal. Héhere
Dosen bis hin zu 3 mg fihrten zu keiner weiteren morphologischen Aktivierung in der Area
postrema oder dem lateralen Hirnstamm. MafRstabsbalken =250 um.
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Abbildung 22. Morphologie normaler und LPS-aktivierter Hirnstammikroglia. aMp2-
positive Mikroglia im lateralen Hirnstamm (A,C) und der Area postrema (B,D), im normalen
Gehirn (A,B) und 2 Tage nach Stimulation mit 3 mg LPS (C,D). Im normalen Hirnstamm zeigt die
Mikroglia 200 um von der Area postrema entfernt (A) die Morphologie ruhender Mikroglia mit
einem kleinen Zellkérper, langen, schlanken Fortsatzen und starker, distaler Ramifikation. Nach
LPS-Stimulation (C) verplumpen die proximalen Fortsatze, die distale Verastelung geht zurtick
und die aMp2-Immunoreaktivitat steigt an, Zeichen einer Mikroglia-Aktivierung. In der Area
postrema sieht die Mikroglia bereits im normalen Gehirn (B) leicht aktiviert aus und diese
Aktivierung nimmt nach LPS-Stimulation noch zu (D). Interessanterweise findet sich an beiden
Orten aber kein vollstdndiger Verlust der Ramifikation und keine morphologische
Transformation zu runden Makrophagen. MaRstabsbalken =25 um.
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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
Immunoreaktivitat fur die Integrine aM, 2, a6 und B1, wobei die aMB2-Immunoreaktivitat auf
Mikroglia beschrénkt war, a641 vornehmlich GeféaRRendothelien farbte und g1 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 um von der Area postrema entfernt, zusatzlich eine schwache Anfarbung fir die Integrin-
Untereinheiten a5, 6 und 81 sowie eine kaum detektierbare a4-Immunoreaktivitat, die alle
mit der IBA1-positiven Mikroglia kolokaliserten (Abbildung 22, Seite 88).

Die periphere Injektion von 100 ug LPS aktivierte nach zwei Tagen die Mikroglia im
gesamten Hirnstamm (vgl. Abbildung 20, Seite 86) und fihrte zu deutlichen Verénderungen
in der Integrin-Expression. Die LPS-Stimulation fuhrte 200 um von der Area postrema
entfernt zu einer drastischen Hochregulation der Integrin-Untereinheiten a4, a5, a6, aM, 1
und #2 (Abbildung 22, Seite 88). In der grauen Substanz kolokalisierten die Integrine nur mit
IBAl-positiver Mikroglia, nicht aber mit GFAP-positiven Astrozyten (nicht abgebildet). Die
a6p1-Expression der GefaRendothelien und das neuronale g1 wurden durch die LPS-
Stimulation nicht beeinflu3t. Fur die Integrin-Untereinheiten aL, aX, 83, f4 und g7 fand sich
im normalen oder LPS-stimulierten dorsalen Hirnstamm keine Immunoreaktivitat fur
Antikoérper, 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 aMpB2-Integrins identifiziert werden. Im Gegensatz zu der Morphologie im normalen
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Abbildung 24. Mikroglia in vivo und im witro. A und B. Entwicklung von Maus-Mikroglia auf
einem konfluenten Ratten-Astrozytenrasen, detektiert mit dem SCE-Antikdrper gegen das
abdd2-integrin A. Tag 2 in Kokultur. Einige Mikrogliazellen habe noch eine runde,
makrophagenahnliche Morphologie (offens Pleilkopfe), anders zeigen bereits esine leichte
Ramifikation (ausgefillter Pfeile). Es finden sich auch bipolare Mikrogliazellen (offaner Pfeil)
und zellularer Debriz (ausgefillter Peikopf). B. Tag 14 in Kokultur. Die meisten cM32-positiven
Mikrogliazellen haben jetzt eine deutlich ramifizierte Morphelogie (Pieil) und ahneln ihren
GCegensticken i wivo {Abbildung 22) C. OX4Z-positve Ratten-Mikroglia, die mit dem
Astrozytenrasen assoziiert ist. Die meisten Zellen haben eine grolle, runde, flache Morphologie
(offena Pleilkdpie), wenige Raltenmikroglhazellen sind sparlich ramifiziert. Der SLE-Antikdrper
erkennt nur Maus-Mikroglia, wahrend OX42 der Mikroglia in Ratie und Maus reagier. D. Reing
Mikrogliakultur im Phasenkontrast. Makrophagenahnliche Zellen mit Pseudopodien und
kurzen, filopodischen Fortsdtzen. E. Mikroglia im Mucleus facialis, Tag 2 nach Axotomie.
Kolokalisation des oMiZ-Integnns (Klon SCE&) mit  H-Thymidin-positven Kemen wvon
ramifizierier, proliferierencer Mikroglia. F. Kulluren von ramifizierer Mikroglia auf einem
konfluenten Astrezytenrasen. Kombinierte o«M@2-Immunhistochemie (SCE) und
Autoradiographie. Die H-Thymidin-positiven Mikrogliazellen zeigen eine deutliche
Ramifizierung. Einige HT-pesitiven Zellen sind oMg2-negativ (offene  Pfeilkdpfe).
Malstabsbalken jeweils 100 0m.
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Gehirn fanden sich in den Monokulturen von Mikroglia nur runde, Makrophagen &hnelnde
Zellen, einige mit Pseudopodien und kurzen filopodischen Fortsatzen (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 &ndert,
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 ausgeséat worden sind. Verunreinigungen mit Ratten-Mikroglia, die beim Anlegen
des Astrozytenrasen entstanden sind und deshalb aus alteren Mikroglia bestehen, werden
vom Maus-spezifischen Antikdrperklon 5C6 gegen das aMpB2-Integrin nicht erkannt, konnten
aber mit dem OX42-Antikérper nachgewiesen werden, der aMB2 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 ausgesaten OX42-positiven Ratten-Mikrogliazellen sehr grol3
und haben haufig eine runde, flache Morphologie wie Makrophagen. In den Kokulturen
machte die Ratten-Mikroglia etwa 20% der Gesamtmikroglia aus, konnte aber von der
guantitativen Auswertung ausgeschlossen werden, da sie nicht vom 5C6-Antikdrper erkannt
wurde.

Die Maus-Mikroglia begann bereits zwei Tage nach der Aussaat auf dem Astrozytenrasen
erste Fortsédtze zu entwickeln und nach 14 Tagen zeigten Uber 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 geklart, ob das Endotoxin LPS direkt auf die Neuroglia
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wirkt oder sein Effekt durch GeféaRendothelien, Ependym, Makrophagen im Plexus
choroideus oder andere Mediatoren vermittelt wird (van Dam et al., 1995; Buttini et al.,
1996). Eine Mdoglichkeit, dieses Problem anzugehen, ist die Reduktion der Komplexitat des

Gewebsverbandes in der Zellkultur.

3.2.2.1 Morphologie von LPS-stimulierter Mikroglia in vitro

Die Gabe von Lipopolysacchariden flihrte in vitro zu einer morphologischen Veranderung 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 Zellkérper, lange, schlanke Auslaufer und distale Ramifikation.
Bereits eine 2-tagige Inkubation mit 50 ng/ml LPS induzierte eine milde Aktivierung. Hohere
Konzentrationen als 5 wg/ml LPS fuhrten zu keiner zuséatzlichen morphologischen
Veranderung. Im maximal LPS-aktivierten Zustand hatten die meisten Mikrogliazellen einen
vergroRerten Zellkoérper, dicke, kurze, proximale Fortséatze, einen Verlust der distalen
Ramifikation und einen Anstieg der aMpB2-Immunoreaktivitat (Abbildung 24, Seite 94). Sie
ahnelten auffallig den vollstandig LPS-aktivierten Zellen im dorsalen Hirnstamm (Abbildung
20, Seite 86). Wie in vivo fuhrte auch in vitro keine LPS-Konzentration zu einer vollstandigen
Umwandlung der Mikroglia zu kleinen runden Makrophagen. Interessanterweise traten
bereits ab sehr geringen LPS-Konzentrationen von 50 ng/ml grof3e, runde, flache Zellen mit
schwacher aMB2-Immunoreaktivitat auf, die ca. 5% der gesamten aMpB2-positiven Zellen
ausmachten (Abbildung 21, Seite 87). Der Anteil dieser Zellen an den gesamten aMp2-

positiven Zellen stieg bei hoheren 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 Antikérper benutzt wie in der Mausemilz, 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 Immunoreaktivitat fur die
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Abbildung 25. Dosisabhangiger Effekt von LPS auf kultuvierte, ramifizierte Mikroglia.
Ramifizierte Mikroglia auf einem konfluenten Astrozytenrasen, sichtbar gemacht durch
aMpB2/DAB-Immunozytochemie. In den unstimulierten Kokulturen (KO) zeigen die Mikroglia-
Zellen lange, schlanke Fortsatze, distale Ramifizierung und moderate aMB2-Immunoreaktivitat.
Nach 2-tagiger Stimulation mit Lipopolysacchariden findet sich ein dosisabhangiger Effekt auf
die Mikroglia-Morphologie. Die groRe Mehrzahl der Mikroglia verkirzt und verdickt ihre
Fortsatze, reduziert die Ramifizierung und reguliert die aMB2-Immunoreaktivitat hoch. Ca. 5%
der Mikroglia wird zu groRen, runden, flachen Zellen mit zur geringer aMB2-Immunoreaktivitat.
Ein Effekt des LPS auf die kultivierte Mikroglia findet sich bereits ab Konzentrationen von 50
ng/ml und er wird ab 5 ug/ml maximal. Auch bei h6chsten Konzentrationen verliert die Mikroglia
ihre Ramifikation nicht vollstandig und nimmt nicht die Morphologie von runden Makrophagen
an (vgl. Abbildung 21 und Abbildung 24). MaRstabsbalken =250 um.
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Abbildung 26. LPS-Effekt auf Integrin-lmmunoreaktivitit ramifizierter Mikroglia in Kultur.
Detektion der Integrinuntereinheiten a4, &5, 6, 1, aM und 82 mit DAB-Immunzytochemie. Die
unstimulierten Kontrollkulturen (KO) zeigten Ramifizierung, deutliche Immunoreaktivitat fir aM,
moderate Anfarbung fiir 1 und 52 und eine kaum wahrnehmbare Markierung von a5 und 6.
Nach 2-tagiger Inkubation in 5 ug/ml LPS deutlichen Anstieg der Integrine a4, &5, 81 und aM
sowie Rlckgang der a6-Immunoreaktivitat. Auf den kokultivierten Ratten-Astrozytenrasen fand
sich keine Integrin-lmmunoreaktivitat. MaRstabsbalken =250 um.

94



aM-Integrin-Untereinheit und eine schwachere, aber deutliche Anfarbung fir die Integrine a5,
a6, A1 und B2 auf ramifizierter Mikroglia. Die Untereinheiten a4, al, aX, 3,54 und g7
zeigten in Kontrollkulturen keine Anfarbung mit monoklonalen Antikorpern, die in der Lage
waren, diese Integrine in anderen Geweben bei gleicher Farbetechnik zu erkennen.

Abbildung 24 (Seite 94) zeigt die vollstandige, morphologische Aktivierung der Mikroglia bei
einer Dosis von 5 ug/ml LPS. In Abbildung 25 (Seite 94) ist die Integrin-lmmunoreaktivitat fur
die Integrin-Untereinheiten a4, &5, a6, 1, aM und 2 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 a5-Immunoreaktivitat, einen 3,1-fachen Anstieg fur
a4, einen 2,3-fachen Anstieg fur g1 und einen 1,5-fachen Anstieg der Untereinheit aM.
Lediglich die a6-Anfarbung nahm um 39% statistisch signifikant nach der LPS-Stimulation ab
(Abbildung 26, Seite 96; Rohdaten im Anhang). Fur alle Integrin-Untereinheiten war die
Immunoreaktivitat auf den 5% immunoreaktiven, grof3en, runden, flachen Zellen geringer als
auf der ramifizierten Mikrogliazellen in derselben Kultur. Die in dem Kokultursystem
anwesenden kokultivierten Astrozyten aus der Ratte zeigten keine Immunoreaktivitat fiur die

untersuchten Integrin-Untereinheiten (Abbildung 25, Seite 94).
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Abbildung 27. Messung des LPS-Effektes auf die Integrin-immunoreaktivitat in Mikroglia-
Kokulturen. DAB-Farbeintensitét der Integrin-Untereinheiten a4, 5, 6, 1, aM und 52 auf
ramifzierter Mikroglia in normalen Kokulturen (weif3e Balken) und nach 2-t&giger Inkubationin 5
1g/ml LPS (schwarze Balken; MEAN-SD-Algorithmus; Mittelwert + Standardfehler; * p <0,05im
ungepaarten, zweiseitigen t-Test gegenutber der unstimulierten Kontrollkultur).

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 fiir die Immunhistochemie und die *H-Thymidin-
Markierung mit nachfolgender Autoradiographie fir die Proliferationsstudien. Wie in
Abbildung 23e,f (Seite 90) gezeigt, lag die autoradiographische Markierung des *H-Thymidin
zwei Tage nach Fazialis-Durchtrennung ausschlie3lich auf den Zellkernen aMB2-positiver
Mikroglia. In der Zellkultur fand sich zusétzlich vereinzelt auch *H-Thymidin-Markierung auf
Kernen von aMpB2-negativen Zellen der Astrozyten oder der Ratten-Mikroglia, diese

Markierung wurde bei der Quantifizierung der Proliferation nicht berticksichtigt.
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Abbildung 28. Wirkung klassischer Mitogene auf die Mikroglia-Proliferation. MCSF,
GMCSF, IL3 und fotales Kalberserum (FCS) stimulieren die proliferation der ramifizierten
Mikroglia in Kokultur mit Astrozyten. (Zytokin-Konzentrationen in ng/ml, FCS in Prozent;
Mittelwert + Standardfehler; * p < 0,05 im ungepaarten, zweiseitigen t-Test gegenlber der
unstimulierten Kontrollkultur).

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) fuhrte 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 flhrten
zu einem 3,5-fachen und 20 ng/ml IL3 zu einem 1,5-fachen Anstieg. Fotales Kalberserum

(FCS) hatte ebenfalls einen deutlichen, mitogenen Einflul? auf die Mikroglia mit maximaler
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Abbildung 29. Wirkung weiterer Zytokine auf die Mikroglia-Proliferation. Effekt von IL1,
IL2, IL4, IL10, TNFea und INFy auf die mikrogliale Proliferation. Nur IL1 bewirkt einen starken
Anstieg des Anteils proliferierender, ramifizierter Mikroglia. Aller anderen Zytokine inhibieren in
hohen Konzentrationen die mikrogliale Proliferation. (Zytokin-Konzentrationen in ng/ml;
Mittelwert + Standardfehler; * bezeichnet p < 0,05 im ungepaarten, zweiseitigen t-Test
gegenuber der unstimulierten Kontrollkultur).

Stimulation auf die 2,9-fachen Proliferationsrate bei 10% FCS. H6here Konzentrationen von

FCS fuhrten wieder zu einer Abnahme der Proliferation. Um den mitogenen Effekt des
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fotalen Kélberserums (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 13 (IL18), IL2, IL4, IL10,
Interferon-y (IFNy) und Tumornekrosefaktor « (TNFea) auf die ramifizierte Mikroglia. Nur
IL13 stimulierte die Proliferation deutlich mit einem 2,4-fachen Anstieg nach 500 ng/ml IL1J.
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 IFNy 47%. TNFa hatte in niedrigen Dosen einen leicht mitogenen
Effekt (+25% bei 2 ng/ml TNFea), in héheren Konzentrationen inhibierte es aber die
Proliferation stark (-70% bei 20 ng/ml TNFa). Die Zugabe von 2 ng/ml IL6 oder 5 ng/ml
Leukdmie-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 htheren Konzentrationen war die Wirkung noch geringer.

3.2.3.2 Inhibition der Proliferation durch neutralisierende Antikérper

Von IL1 ist bekannt, dal} es astrozytare 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 Uber andere Zytokine wirkt, wurden
neutralisierende Antikdrper 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) fuhrten nur die
neutralisierenden Antikdrper 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 fuhrte 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), fuhrten Antikérper 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 fiihrte 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 grol3 wie ohne die IL1-Stimulation und ohne neutralisierende
Antikorper (2,4% vs. 2,9%; Abbildung 29, Seite 100).
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Abbildung 30. Wirkung neutralisierender Antikérper auf die mikrolgliale Proliferation.
Effekt von Antikérpern gegen MCSF, GMCSF und IL3 (25 ng/ml) auf die mikrogliale Proliferation
in unstimulierten (A) und IL1-stimulierten (B) Mikroglia-Astrozyten-Kokulturen. A. Nur
Antikérper gegen MCSF bewirkten eine signifikante Inhibition der mikroglialen Proliferation in
den unstimulierten Kokulturen. B. Bei Stimulation mit 500 ng/ml IL1 wurde die mikrogliale
Proliferation ebenfalls von GMCSF-Antikérpern behindert. Antikérper gegen IL3 hatten keinen
Effekt. (SFM = serumfreies Medium; Mittelwert + Standardfehler; * p < 0,05 im ungepaarten,
zweiseitigen t-Test gegeniber den Kontrollkulturen ohne Antikérperzusatz).

3.2.3.3 Morphologie der Zytokin-stimulierten Mikroglia

Interessanterweise fuhrte im Gegensatz zu LPS keiner der zugesetzen Faktoren, MCSF,
GMCSF, IL1, IL2, IL3, IL4, IL6, IL10, IFNy, TNFa oder FCS zu einer deutlichen
morphologischen Umwandlung der Mikroglia. Vielmehr behielten die aMpB2-positiven Zellen
ihre kleinen Zellkérper, ihre schlanken Zellauslaufer 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 zellulare Lokalisation der Integrine im normalen ZNS
und ihre Veranderung nach Durchtrennung des Fazialis-Nerven. Diese reversible, neuronale
Verletzung filhrte zu einem starken Anstieg verschiedener Integrin-Untereinheiten auf
Neuronen, Mikroglia, GefaRendothelien und Lymphozyten in betroffenen Nucleus facialis mit
jeweils charakteristische Zeitverlaufe. Axotomierte Neuronen exprimierten die B1-Integrin-
Untereinheit. Aktivierte Mikroglia in der Umgebung zeigte zu verschiedenen Zeitpunkten
einen Anstieg der Integrine a4p1, a581, a6pB1l, aMB2 und aXp2. ALB2-, a4-, B1- und B7-
positive Lymphozyten invadierten den axotomierten Nucleus facialis zum Zeitpunkt des
spéaten neuronalen Todes mit einem Maximum 14 Tage nach der Axotomie (Mdller et al.,
1996; Raivich et al., 1998b). Der neuronale Zelltod und die Leukozyteneinwanderung wurden
von einem Anstieg des a5B1-Integrins auf den GefalRendothelien begleitet. Astrozyten
zeigten im Nucleus facialis keine Immunoreaktivitat fir Integrine, auf Astrozyten nahe der
Glia limitans fand sich aber die p1-Untereinheit und auf zerebellarer Bergmann-Glia

zusatzlich noch a4-Immunoreaktivitét.

4.1.1 Milz und Fazialis-Kern zum Nachweis der Integrin-Expression

Leukozyten exprimieren eine grof3e Anzahl von Integrinen, die fir 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 enthalt sehr viele Integrin-
exprimierenden Leukozyten und kann deshalb als gute Positivkontrolle dienen, um den

Farbeerfolg und die Spezifitat der Integrin-Immunoreaktivitat zu belegen. Alle Antikbper in
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dieser Studie, die Immunoreaktivitat im normalen oder verletzten ZNS nachwiesen,
erkannten die Integrine auch in der Milz. Auf der anderen Seite argumentiert die erfolgreiche
Detektion von $3- und B4-Integrin-lImmunoreaktivitat in der Milz und ihr gleichzeitiges Fehlen
im normalen oder verletzten Gehirn dagegen, daf? es sich bei der ausgebliebenen Farbung
um ein technisches Problem handelt, sondern legt nahe, daf 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, Ischamie, Infektion und Enzephalomyelitis) ist aber der
frihe Einstrom von Blutmakrophagen, der nur schwer von der seRhaften, aktivierten
Mikroglia unterschieden werden kénnen (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 Lasion und Nucleus facialis, kommt es zu keiner Einwanderung
von Blutmakrophagen oder Permeabilitatssteigerung der Blut-Hirn-Schranke  fir
Serumproteine (Kreutzberg, 1996; Raivich et al., 1998b). Dieses Modell ermdéglicht damit das
Studium der spezifischen Aktivierung der endogenen Mikroglia. Ferner ist es fir die gut
charakterisierte Folge von Zellverdnderungen bekannt, die zu erfolgreicher, neuronaler
Regeneration fuhren 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 Skjorten, 1971; Torvik und Soreide, 1975; Mdller et al.,
1996), was mit dem Einstrom von Lymphozyten und ihrer Aggregation an Mikroglia-Knotchen
assoziiert ist (Raivich et al., 1998b; Werner et al., 1998). Welche Molekile hierbei
Proliferation, Migration, Adhasion und Interaktion der Zellen im verletzten, zentralen

Nervensystem steuern, ist noch weitgehend ungeklart.
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4.1.2 Neuronale Integrine

4.1.2.1 Monophasischer Anstieg von B1-Integrinen auf Motoneuronen

Auf den Neuronen konnte in dieser Arbeit nur Immunoreaktivitat fur die A1-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 p1-Integrins war zeitich mit dem Beginn der axonalen
Regeneration assoziiert (Bisby, 1988; Taskinen et al., 1995), und deutliche Immunoreaktivitat
fur die gl-Integrin-Untereinheit konnte auf Wachtstumskegeln der Axonaussprossungen im
verletzten Nucleus facialis und dem intrazerebralen Anteil des Nervus facialis beobachtet
werden, ein &hnliches Phanomen existiert auch im peripheren Nerven (Werner et al., 2000).
In vitro sind Bl-Integrine an das Zytoskelett am vorderen Rand der Wachstumskegels
gekoppelt (Schmidt et al., 1995) und essentiell fur die neuronale Adhasion und das
Neuritenwachstum auf Laminin (Wang et al., 1992; McKerracher et al., 1996). Nach
peripherer Transektion des Nerven fiuihrt die Wallersche Degeneration distal zum Zerfall der
diskonnektierten Axone und des zugehorigen Myelins, gefolgt von der Uberbriickung der
Lucke zwischen proximalem und distalem Nervenstumpf mit proliferierenden Schwannzellen
und Fibroblasten. Diese Zellen bilden eine lamininreiche Matrix fir das Einsprossen der
Axone durch das rohrenartige Basalmembrangerust in den distalen Teil des Nerven. Von
verschiedenen Lamininformen ist bekannt, daf3 sie auf der Oberflache der denervierten
Schwannzellen akkumulieren, die innere, dem axonalen Wachstumskegel zugewandte Seite
der Basalmembran auskleiden und dort eine wichtige permissive Funktion fur 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 B1-Integrin-Rezeptoren fur Laminin bei der Regeneration

Bisher sind finf Integrine der B1-Familie beschrieben, die Laminin binden und die auf

Neuronen vorkommen, al1B1, @281, a3B1, a6l und «a781 (Tomaselli et al., 1993;
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McKerracher et al., 1996; Powell und Kleinman, 1997; Luckenbill-Edds, 1997). Die fehlende
Nachweisbarkeit neuronaler Expression der gl-assoziierten Untereinheiten a4, a5 und a6
mit finf verschiedenen, monoklonalen Antikdrpern spricht gegen ihre Beteiligung an der
neuronalen Regeneration im Nucleus facialis. Obwohl das a5-Integrin in Motoneuronen des
Rattenrickenmarkes beschrieben worden ist, spricht die prominente, nukleare Anfarbung in
der betreffenden Studie gegen eine spezifische Reaktion mit dem angewandten,
polyklonalen Antikérper (Grooms und Jones, 1997). Im Lichte der vorliegenden Studie, sind
noch die Integrine al1p1, a281, ¢361 und «7p1 Kandidaten fir den Lamin-Rezeptor auf
regenerierenden Neuronen. In vitro interferieren neutralisierende Antikérper gegen das
Integrin @381 und in geringerem Malf3e auch gegen a181 mit dem Auswachsen von Neuriten
auf Laminin (Tomaselli et al., 1993). Interessanterweise ist das a331-Integrin auch an der
Neuritenausprossung auf Thrombospondin und Tenascin beteiligt (DeFreitas et al., 1995).
Diese beiden Moleklle der extrazellularen Matrix (EZM) sind im verletzten, peripheren
Nerven vorhanden und konnten bei der neuralen Regeration involviert sein (Hoffman et al.,
1994; Fruttiger et al., 1995). Das Fehlen von monoklonalen Antikbrpern gegen die restlichen
erwahnten a-Untereinheiten kdénnte z.B. mit Studien auf der mMRNA-Eben Uberprft werden,
um die an der Neuroregeneration beteiligten Integrine zu identifizieren. Interessanterweise
fand sich in einer Studie mit einem polyklonalen Antikérper ein starker Anstieg des a7-
Integrins auf regenerierenden Motoneuronen und Wachstumskegeln nach Fazialis-
Durchtrennung, und genetisch fur die a7-Untereinheit defiziente Mause zeigten eine deutlich
verzdgerte Auswachsgeschwindigkeit der regenerierenden Axone (Werner et al., 2000).
Diese Arbeit deutet also darauf hin, daf3 der a781-Lamin-Rezeptor eine funktionelle Rolle bei
der Neuroregeneration hat. Sie schlie3t aber eine Beteiligung der anderen diskutierten S1-

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 verlauft in verschiedenen Aktivierungsstadien (siehe
auch 1.3.1.3; Tabelle 1, Seite 22; Abbildung 3, Seite 17; Raivich et al., 1999). Die Mikroglia
verandert ihre Morphologie mit einer Hypertrophie des Zellkerns und der proximalen
Fortsatze und einem Verlust der distalen Ramifikation (Stadium 1, Alarm), gefolgt von
Proliferation, der Adhasion an neuronale Zellkérper (Stadium 2, Zielfindung und Adhéasion)
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 fihrt zum Auftreten phagozytischer Mikroglia (Stadium 3a,
Phagozytose), die den neuronalen Debris entfernt, begleitet von einer massiven Induktion
proinflammatorischer Zytokine, die die benachbarte Mikroglia aktivieren kénnen (Stadium 3b,
Umgebungsaktivierung; Raivich et al., 1998a, b; Werner et al., 1998). Die vorliegende Studie
beschreibt nun eine ganze Reihe von Integrinen, wie a4p1, a581, 61, aMpB2 und aXpB2, die
auf der aktivierten Mikroglia hochreguliert werden und deren charakteristicher Zeitverlauf mit
der frihen Aktivierung im Alarm-Stadium (eMB2), der Zielfindung und Adhéasion (581, a6p81)
und der Umgebungsaktivierung (¢481, aMpB2) einhergeht. Alle Integrine auf3er 481 wurden
auch auf phagozytischen Mikroglia hochreguliert. Interessanterweise stehen das Fehlen
einer Expression von «alB2 und der Nachweis von «4p1 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
Zelladhasionsmolekile nach Verletzung und bei der Regeneration hin.

Tabelle XII (Seite 106) fafdt die Integrin-Expressionsmuster zu den verschiedenen Stadien
der Mikroglia-Aktivierung im Nucleus facialis nach Axotomie zusammen (vgl. Tabelle I,
Seite 22). Jedes Stadium ist mit der Regulation bestimmter Mikroglia-Integrine assoziiert.
Umgekehrt lai3t sich auch vom Expressionsmuster der Integrine auf der Mikroglia auf ihren

Aktivierungszustand schlie3en und ermdglicht 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 aMB2 FcyR, 19G
1 Alarm aMp2 IgG 1, aMB21,ICAM1 1, Tsp?

2 Zielfindung & Adhasion a5811, 6811 MCSFR 1, MHC11,B7.21,Vim?{

3a Phagozytose aXp2t,aMp2t, MHC11,B7.27,1gG1,ICAM11, Tsp?
a5p11, 611

3b  Umgebungsaktivierung «4811,aMB21  MHC1%, B7.21, ICAM1}

vgl.Tabelle 11l (Seite 22), modifiziert nach Raivich et al., 1999

4.1.3.2 Biphasischer Anstieg von aMB2

Im Mausehirn konnte als erstes ein Anstieg der Immunoreaktivitat fur das aMpB2-Integrin
(CD11b/CD18, CR3, Mac-1) beobachtet werden. Obwohl eine &hnlich starke Zunahme
dieses Glykoproteins nach Axotomie schon friiher beschrieben worden ist (Graeber et al.,
1988a; Eriksson et al., 1993), war nicht klar, ob der Anstieg der aMB2-Farbeintensitat nach
Verletzung nur durch die massive Proliferation der Mikroglia zustande kam oder ob auch die
einzelne Mikrogliazelle auf ihrer Membran die Dichte des aMp2-Proteins erhoht. Dieser
Unterschied ist aber erheblich, weil die Einzelzelle Uber die Rezeptordichte ihre
Adhasionseigenschaften verandert und dadurch erst die Funktion der Mikroglia im verletzten
ZNS reguliert wird. In dieser Studie zeigt die Messung der aMB2-Immunoreaktivitat auf zuvor
durch Fluoreszenzdoppelmarkierung identifizierten Mikrogliazellen bereits an Tag 1 ein
Maximum, obwohl die Gesamtimmunoreaktivitat fur aMpB2 im axotomierten Nucleus facialis
erst am Tag 7 ihren Gipfel erreicht (vgl. Abbildung 15, Seite 76 mit Abbildung 19, Seite 83).
Diese frihe Induktion von aMB2 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 aMpB2-Integrins am schnellen Alarmsystem der Mikroglia-

Aktivierung hin  (Stadium 1, Alarm). Interessanterweise ist das interzellulare
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Adhésionsmolekil 1 (ICAM1), der Hauptligand von aMgB2, ebenfalls auf der Mikroglia
exprimiert und wird mit einem nahezu identischen Zeitverlauf nach Fazialis-Durchtrennung
reguliert, mit einem frihen Gipfel am Tag 1 und einen spaten um Tag 14 (Werner et al.,
1998). Diese simultane Hochregulation des Rezeptors und seines Liganden auf der Mikroglia
ist Basis fur eine starkere Adhasion zwischen Mikrogliazellen und koénnte 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 Antigenprasentation erleichtern.

4.1.3.3 Anstieg von a581 und a6B1 bei der Zielfindung und Adhéasion

Im Gegensatz zu den aMpB2-Integrin, zeigen die «-Untereinheiten des Integrins a581
(CD49e/CD29, VLA-5) und a6B1 (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
Oberflache der axotomierten Neurone entfernt (Stadium 2, Zielfindung und Adhasion).
Obwohl auch die Mikroglia B1-positiv ist, ist die neuronale Farbung viel starker (Abbildung
13, Seite 74) und der Anstieg der g1l-Immunoreaktivitat mit seinem Maximum am Tag 14
hauptsachlich auf die neuronale Induktion zurtickzufuhren (Abbildung 15, Seite 76). Sowohl
a5B1 als auch a641 sind Rezeptoren fir Molekile der extrazellularen Matrix (EZM): 541 fur
Fibronektion und «6B1 fur 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 a681 und o581 auf der umgebenden
Mikroglia kdnnte fur die Mikroglia-Adhasion an die Neurone wéahrend des "synaptic stripping"
(Zielfindung und Adhéasion) aber auch fir die spatere Phagozytose wichtig sein.
Interessanterweise Uben Fibronektin und Laminin in vitro gegenteilige Effekte auf die

Differentierung der Mikroglia aus. Wahrend Laminin die Umwandlung von Mikroglia zu
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Makrophages begunstigt, fuhrt Fibronektin zu einer Reduktion der Makrophagen-assoziierten
Eigenschaften wie Phagozytose, Esteraseaktivitdét und Superoxidanionen-Produktion und
induziert eine ramifizierte Morphologie (Chamak und Mallat, 1991; Varner et al., 1995).
Ebenso fihrt eine Inhibition der a581-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 @581 und a681 auf der Mikroglia einem
nahezu identischen Zeitverlauf mit einem Maximum am Tag 4 nach Fazialis-Durchtrennung.
Dieser simultane Anstieg von den scheinbar gegensatzlich wirkenden Rezeptoren 531 und
a6p81 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; Mdller et al., 1996; Raivich et al., 1998a). Das
Integrin aXp2 (CD11c/CD18, p150,95) war ausschlieBlich auf den phagozytischen Zellen
lokalisiert (Abbildung 16, Seite 78). Immunoreaktivitat fur die a581-, a681- und aMp2-
Integrine war ebenfalls starker auf den Mikroglia-Knétchen 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 Immunoreaktivitat fur aMpB2, aXp2, a581 und 681 auf der
Mikroglia konnte diesen Prozel3 reflektieren, aber gleichzeitig auch die Adhasion,
Endozytose und Degradation des zellularen Debris erleichtern. Interessanterweise ist der
Neuronenuntergang im axotomierten Nucleus facialis der Maus von der Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen wie Interleukin 1, Tumornekrosefaktor- und Interferon-y
begleitet (Raivich et al., 1998b). Diese loslichen Zytokine kénnten lokal diffundieren und die
umgebende, nicht-phagozytische Mikroglia  und GefalRendothelien aktivieren
(Umgebungsaktivierung, Stadium 3b). Die aktivierte Mikroglia zeigt einen Anstieg in der

aMpB2-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 a4-Immunoreaktivitat auf der Mikroglia einhergeht (Abbildung 16, Seite 78). In
dieser Situation, konnte die lokale Wirkung der proinflammatorischen Zytokine die
Phagozytose erleichtern, anderseits aber die Entzindungsreaktion mit nachfolgenden

Gewebsschaden verstarken.

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 Gefal3endothelien. Im Pavian konnte das
Laminin-bindende Integrin ¢684 auf den perivaskularen EndfliRen der Astrozytenfortsatze in
der grauen Substanz nachgewiesen werden (Wagner et al., 1997). Es ist méglich, dal3 in der
Maus diese Laminin-Rezeptorfunktion auf die 5'-Nukleotidase (Zimmermann et al., 1993)
oder Dystroglykan (Tian et al., 1996) Ubergegangen ist. Im Gegensatz zu den Astrozyten in
der grauen Substanz zeigen die fibrillaren Astrozyten in Nahe der Glia limitans und stérker
noch die zerebellare Bergmann-Glia deutliche Al1-Expression. Die EZM-bindenden J1-
Integrine sind oft in sogenannten fokalen Adhasionspunkten (“focal adhesions points")
zusammengezogen und die Inhomogenitat der Verteilung der Astrozytenimmunoreaktivitéat
fur f1 konnte diese Organisation wiederspiegeln (Abbildung 17, Seite 79; Grooms et al.,
1993). Obwohl sich in vorliegender Studie nur die «a4-Untereinheiten als mdglicher,
astrozytarer Bindungspartner fur g1 fand, zeigen Astrozyten in vitro Expression der B1-
Integrine a1, @2, a3 und aV (Aloisi et al., 1992a; Paulus et al., 1993; Tawil et al., 1994;
Yamazaki et al.,, 1997) und in vivo konnten diese «-Untereinheiten mit 81 funktionale
Integrine bilden. Jedenfalls verdeutlicht der Unterschied in der Expression der B1-Integrin-
Untereinheit die Diversitat protoplasmatischer und fibrillarer Astrozyten in der grauen und
weiflen Substanz und deutet auf verschiedene Adhasionsmechanismen der Astrozyten im

adulten Gehirn hin.
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4.1.5 Integrine auf Leukozyten

Extravasation von Lymphozyten ist eine wichtige Komponente der zellularen Antwort im
axotomierten Nucleus facialis. Die vorliegende Studie zeigt die Einwanderung von alf2-,
a4p1- und a4p7-immunoreaktiven Lymphozyten, deren Zahl am Tag 14 maximal wurde.
Gleichartige Befunde konnten auch fur 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, aL2 (CD11a/CD18, LFA-1), a4p51 (CD49d/CD29,
VLA-4) und a487 (LPAM-1) spielen eine wichtige Rolle in der lymphozytéren Biologie (Baron
et al.,, 1993; Luscinskas und Lawler, 1994; Berlin et al., 1995; Greenwood et al., 1995;
Springer, 1995). Sowohl ¢4p1 als auch a437 konnen endotheliales VCAM binden und damit
das initale Lymphozytenrollen an der luminalen Endothelseite stoppen, der erste Schritt der
Leukozytenextravasation. Das Integrin a437 besitzt jedoch eine hohere Affinitat zu dem
"mucosal addressing cell adhesion molecule” (MAdCAM) und aggregiert vorzugsweise in
Peyerschen Plaques (Wagner und Miiller, 1998; Yang et al., 1998; Kunkel et al., 1998). Bei
der experimentellen Autoimmunenzephalitis scheint das «a4f7-Integrin  fur die
Leukozyteninvasion in das Gehirn nicht notwendig zu sein (Engelhardt et al., 1995, 1998).
Die Einwanderung von vereinzelten a4p7-positiven Lymphozyten in den axotomierten
Nucleus facialis in vorliegender Studie zeigt jedoch, dalR dieses Integrin kein Hindernis far
die Extravasation ins Gehirnparenchym darstellt. Dennoch tragen weitaus mehr
Lymphozyten das a4pB1-Heterodimer, so daf? diesem Rezeptor wohl die grof3ere Bedeutung
bei der Extravasation zukommt. Die Interaktion von lymphozytaren al2 mit vaskularem
ICAM1 oder verwandten Molekiile verstarkt die Adhasion weiter und partizipiert so ebenfalls
im Extravasationsprozel3. Im verletzten ZNS der Maus kann zusatzlich die Bindung von alL2
an ICAM1 auf den Mikroglia-Knétchen die Antigenprasentation 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 Gefal3endothelien

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 Immunoreaktivitat fir das a5-Immunoreaktivitéat auf
Gefal3endothelien begleitet. Fur die Immunoreaktivitét der Integrin-Untereinheiten 6 und g1
zeigte sich ebenfalls ein Anstieg, der jedoch statistisch nicht signifikant war. Von
proinflammatorischen Zytokinen ist bekannt, dal sie endotheliale Zelladhdsionsmolekile
induzieren kénnen (Swerlick et al., 1991; Jiang et al., 1997; Kim und Yamada, 1997), und der
Anstieg von a581 kann Teil dieser Entzindungsreaktion 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 kdnnen sie an viele Basalmembranmolekille wie Laminin,
Kollagen und Fibronektin binden (Webersinke et al., 1992). Ferner kann spekuliert werden,
dal3 das luminale a581-Integrin an einer Interaktion mit fibronektinartigen Domanen 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 zelluldre Lokalisation von
Zelladhasionsmolekilen der f1- und g2-Integrinfamilie im normalen und im regenerierenden
zentralen Nervensystem der Maus (Tabelle XIll, Seite 112). Die posttraumatischen
Veranderungen der Integrin-Expression kénnen zu veranderter Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Interaktion fihren und so eine Rolle bei der axonalen Regeneration wie auch bei der
Adhasion zwischen Neuronen, Mikroglia und Lymphozyten wéahrend der Reparaturvorgdnge
im verletzten Gehirn spielen. Spezifische EinfluBnahme auf diese Zelladhdsionsmolekile

konnte Licht auf ihre Funktion im verletzten ZNS werfen.
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Tabelle Xlll. Zusammenfassung der zelluldren Lokalisation von 81- und B2-Integrinen
im normalen und verletzten Nucleus facialis

Zelltyp Normaler Hirnstamm  Axotomierter Nucleus facialis
(Tag der maximalen Immunoreaktivitat)

Neurone a7'pl a7'B1? (Tag 14)

Mikroglia aMpB2 aMB2 1 (Tag 1 und Tag 7-21)

abBl?t, abBl? (Tag 4)

adfl, aXp2 ! (Tag 14)

Astrozyten (graue Substanz) - -

Astrozyten (weil3e Substanz) a4p1 nicht vorhanden
GefaRendothelien abpl, abpl abBl?t, abpl (Tag 14)
Lymphozyten nicht vorhanden alB2, adpl, adB7 (Tag 14)

Ergebnisse diser Studie; ' Werner et al., 2000

4.2 Proliferation ramifizierter Mikroglia in Zellkultur

Neben der Modulation der Integrin-Zelladhasionsmolekiilen ist die Proliferation ein zentraler
Bestandteil der frihen 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 dartiber bekannt, wie diese Proliferation der ramifizierten
Mikroglia ausgelost 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 behalt auch bei Kultur in serumfreien
Medium die Fahigkeit 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, IFNy und TNFa) einen
inhibierenden Effekt, nur IL1 steigerte die Proliferation. Die Stimulation durch IL1 war aber
indirekt und konnte mit Antikbrpern gegen MCSF und GMCSF blockiert werden, vereinbar
mit friheren 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 Ahnlichkeit zwischen der kultivierten Mikroglia und den runden, amdboiden, 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 Zelladhasions-Molekulexpression (Tabelle
XIl, Seite 106), die enzymatische Aktivitdat (Suzumura et al.,, 1991), elektrophysiologische
Eigenschaften (Kettenmann et al., 1990; Schmidtmayer et al., 1994; Eder et al., 2000) und
den zytoskelettaren Aufbau (Perry und Gordon, 1988; Chamak und Mallat, 1991; lischner
und Brandt, 1996). Es ist daher fraglich, inwieweit sich von Versuchen in den Kulturen von
Makrophagen-ahnlicher Mikroglia auf die ramifizierte Mikroglia schlieRen laR3t, die die
vorherrschende Morphologie im normalem Gehirn reprasentiert. 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). AuRerdem vermeidet diese Methode, den Kulturen bereits zur Induktion
der Ramifizierung unphysiologische Substanzen oder Stoffe, deren Rolle fiir die Aktivierung
bereits bekannt ist, zuzusetzen. Neben der morphologischen Ahnlichkeit zwischen der
kokultivierten Mikroglia und der ramifizierten Mikroglia im normalen Gehirn spricht auch das
vergleichbare Integrin-Expressionsmuster in vorliegender Studie dafir, dal3 das
Aktivitatsstadium 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 ahnlich

dem Effekt auf kultivierte Gehirnmakrophagen in friiheren 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). IFNy und TNFa
schienen keinen EinfluR auf die Proliferation von Makrophagen in Monokulturen zu haben
(Giulian und Ingeman, 1988) oder erhohten 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 IFNy und TNFea die Proliferation der ramifizierten
Mikroglia dramatisch. Dieser Unterschied kdnnte 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 Mdglichkeit, 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 amdboiden Makrophagen — von groBem physiologischem
Interesse. Obwohl in der spaten Embryonalentwicklung und der friilhen Reaktion auf
Verletzung die grof3e 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 amoéboiden Makrophagen auf (Giulian, 1987, 1991; Amat et
al., 1996). In dieser Situation konnte die Umwandlung der Mikroglia vom ramifizierten zum
phagozytischen Phénotyp die Wirkung von proinflammatorischen Zytokine wie IL2 und IL4
verstarken und die feine Balance zwischen stimulierenden und inhibierenden Molekilen
beeinflussen.

Die vorliegende Studie zeigt, dal3 die meisten Zytokine (IL2, IL4, IL10, IFNy und TNFea) die
Proliferation der ramifizierten Mikroglia inhibieren. Die gro3e 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 nitzlichem und schéadlichem Einflu3 der
Mikroglia auf das zentrale Nervensystem spielen kdnnten (Banati et al., 1993; Mallat und
Chamak, 1994). Ein besseres Verstandnis der Regulation und Wirkung dieser
multifunktionalen Molekile kdnnte Licht auf die molekularen Mechanismen werfen, die zur

Entziindung und ihrer Auflésung im Gehirnparenchym fihren.

Tabelle XIV. Zytokine und Proliferation in vitro — Makrophagen und Mikroglia

Zytokin Ramifizierte Mikroglia Makrophagen

Auf Astrozytenrasen

"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 -

TNFa Inhibition kein Effekt / Stimulation
IFNy Inhibition kein Effekt

LIF kein Effekt -

Daten fiir ramifizierte Mikroglia aus dieser Studie, fir Makrophagen vgl. Tabelle IV (Seite 28)

4.2.3 Endogene Mitogene in der Kokultur

Die Fahigkeit, die morphologischen Differenzierung und die proliferative Kapazitat in Kultur
aufrechtzuerhalten, ist eine wichtige Voraussetzung fur die Erforschung der Biologie der
ramifizierten Mikroglia. Da Serum groRe Mengen an MCSF enthalt (Wiktor-Jedrejczak et al.,

1990) konnte dieses Serum-Mitogen leicht den Effekt anderer Wachstumsfaktoren
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maskieren. Deshalb war fir die Proliferationsexperimente der konstitutive Zusatz von Serum
zum Kulturmedium unerwiinscht. Wie in vorliegender Studie gezeigt wurde, behélt die
Mikroglia auf einem Astrozytenrasen auch in serumfreien Medium die Fahigkeit zu
ramifizieren, und diese Kulturmethode ermdglicht so die Erforschung der spezifischen
Wirkung einzelner Zytokine auf die Proliferation. Obwohl Astrozyten MCSF und GMCSF
sezernieren konnen (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 Antikérpern fuhrte nur zu einer geringen
Inhibition der Mikroglia-Proliferation (28% Abnahme fir MCSF-Antikérper und 12% fir
GMCSF-Antikorper). Die vollstandige Inhibition der mitogenen Wirkung von IL1 durch diese
beiden polyklonalen Antikdrper unterstreicht ihre Wirkung. Auf der anderen Seite, verstarkte
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 Antikorper 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 Antikdrpern
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 behélt auch bei Kultur die Fahigkeit 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, IFNy und
TNFy einen hemmenden Effekt. Die groe 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 nitzlichem und schadlichen Effekt der Mikroglia auf das
zentrale Nervensystem spielen konnten (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
kénnen die mdglicherweise beteiligten Zytokine wie stimulierenden (MCSF, GMCSF, IL3)
und hemmenden Zytokine (IL2, IL4, IL10, IFNy und TNFa)nur ein Teil dieser Antwort,
namlich die Proliferation, nicht aber die morphologischen Verénderungen direkt auslosen.
Dies zeigt deutlich, dalR andere molekulare Signale fir diese morphologischen
Veranderungen verantwortlich sein missen. Im folgenden Teil wird deshalb die Wirkung von
Lipopolysaccharid (LPS) untersucht, von dem bekannt ist, dall 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 laf3t sich in stereotyper Weise auch durch eine
Vielzahl anderer Noxen auslosen (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 evolutionare 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
fuhrte zu einer starken, dosisabhéngigen, 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 a4B1, o581, 681 und aMB2 einher. Trotz maximaler LPS-

Dosen wurde jedoch weder das Phagozytose-assoziierte Integrin aXB2 induziert, noch
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deramifizierte die aktivierte Mikroglia vollstandig und wurden zu runden Makrophagen. Das
Integrin-Expressionsmuster der LPS-aktivierten Mikroglia entsprach dem Stadium 3b der
Mikroglia-Aktivierung nach Raivich (Umgebungsaktivierung, Tabelle Ill, Seite 22; Raivich et
al., 1999). Interessanterweise beeinflul3te die LPS-Stimulation ausschlief3lich die Mikroglia-
Integrine, die «a6p1-Integrin-Expression der BlutgefdaRe wund die neuronale pJ1-
Immunoreaktivitat im zentralen Nervensystem blieben unveréndert.

Im komplexen Organismus kdnnten Lipopolysaccharide sowohl direkt als auch indirekt Gber
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 gegeniiber dem Gehirn den Vorteil der reduzierten Komplexitat und schaltet
magliche indirekte Effekte von LPS iber GefalRendothelien, Neurone oder Blutmakrophagen
aus. Wie im Gehirn fuhrte auch in Kultur die LPS-Stimulation zu einer morphologischen
Aktivierung der Mikroglia, ohne den phagozytischen Phanotyp 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, daf3 das a6-Integrin in Kultur
abnahm, wahrend es im Gehirn nach LPS-Stimulation anstieg. Nach der Integrin-Expression
und Morphologie zu urteilen, sind die ramifizierten Mikrogliazellen in der Kokultur héchstens
leicht aktiviert (Stadium 1). Nach LPS-Stimulation induzieren sie — wie ihre Verwandten in

vivo — die Integrine des Aktivierungsstadiums 3b (Tabelle Ill, 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). Fir die experimentelle LPS-Stimulation
des zentralen Nervensystems sind verschiedene Wege beschritten worden. Die haufig
gewahlte, direkte Injektion des Endotoxins in das Parenchym hat das Problem der

traumatischen Zerstérung der Blut-Hirn-Schranke (BHS) mit dem nachfolgenden friihen
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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 Mdglichkeit,
diese Schwierigkeit zu umgehen, bietet die periphere Applikation von LPS — intravends,
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 GroR3e die
BHS nicht leicht passieren kann (Coceani et al., 1988) und trotzdem Effekte auf die
parenchymatdse Mikroglia hat, stellt sich die Frage nach seiner Wirkungsweise. Fir einige
hochmolekulare Substanzen wie Transferrin oder "low density lipoproteins” (LDL) ist ein
spezifischer Transport Uber die intakte Blut-Hirn-Schranke beschrieben worden (Descamps
et al.,, 1996; Dehouck et al., 1997) und auch peripheres Interferon-y wirkt jenseits der
unverletzten BHS (Grau et al., 1997). Ein anderer mdglicher Zugangsweg besteht darin, daf3
LPS zuerst die BHS durchlassiger macht und so den Eintritt fir sich selbst und andere
Substanzen ins ZNS erleichtert (Tunkel et al., 1991). So ist gezeigt worden, dal LPS —
wabhrscheinlich Uber die Wirkung von Tumornekrosefaktor-a (TNF«) auf "tight junctions" — die
BHS fur grolRe Molekile wie Meerrettichperoxidase (HRP; Liu et al., 1996b) oder
Serumproteine wie Albumin (Bohatschek, unveroffentlichte Studien) durchlassig machen
kann. Neben diesem parazellularen Diffusionsweg stimuliert LPS aber auch die spezifische,
adsorptive, endotheliale Transzytose fur grol3e Glykoproteine wie das HIV-gp120 (Banks et
al., 1999). SchlieBlich gibt es fur hochmolekulare Substanzen wie Albumin, IgG,
Komplement, Immunglobulin M und HRP extrazellulare Umgehungswege fir die Blut-Hirn-
Schranke des Saugetieres (Broadwell und Sofroniew, 1993). Was immer der Mechanismus
ist, die vorliegende Studie zeigt, da3 100-fach hthere periphere Gaben von LPS benétigt
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

Unabhangig vom Eintrittsmechanismus fihrt das Endotoxin zu einer reproduzierbaren,
dosisabhéngigen, morphologischen und immunhistochemisch nachweisbaren Aktivierung
der Mikroglia im Hirnstamm. Dabei verplumpten die proximalen Fortsatze der Mikroglia, die
distale Verastelung wurde reduziert und es zeigte sich ein Anstieg der Integrine aMB2, 441,
abBl, a6l nicht aber aXpB2 auf der ramifizierten Mikroglia (Abbildung 22, Seite 88). Der
Vergleich dieses Musters mit der Ortlich 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 aMgB2,
a561 und a6B1 sind in fast allen Aktivierungsstadien exprimiert, im Unterschied dazu ist aber
die Hochregulation von a4$1 spezifisch fur die Umgebungsaktivierung (Stadium 3b). Auch
die ebenfalls fur das Stadium 3 spezifische, starke Induktion von MHC1, B7.2 und ICAM1
nach peripherer LPS-Gabe (Bohatschek, unverotffentlichte Studien) und die Abwesenheit
vom Stadium 3a-spezifischen Integrin a X2 oder phagozytischer Morphologie unterstreichen

die Einordnung der LPS-aktivierten Mikroglia in das Stadium 3b.

4.3.3 Signalmoleklle 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 Knétchen bei genetischem Fehlen beider Rezeptoren fir
TNFe deutet darauf hin, daR die Mikroglia-Aktivierung im phagozytischen Stadium 3 nach
Fazialisaxotomie Tumornekrosefaktor-a (TNFa)-abhdngig ist (Raivich et al., 1999). Nach
LPS-Stimulation tritt zwar keine Phagozytose und kein neuronaler Zelltod auf, es gibt aber
auch andere mogliche, zerebrale Quellen fiir dieses proinflammatorische Zytokin. So findet
sich in vivo nach der Endotoxingabe eine Hochregulation von TNFa-Protein und -mRNA in
Meningen, Ependym, Kapillaren, Neuronen in BHS-freien Arealen, perivaskularen Zellen und
besonders in parenchymatdser 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 schwacher 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 TNFea in dieser Studie (Abbildung 28, Seite 97) sprechen
allerdings gegen eine Rolle des TNFa als Mediator der LPS-Wirkung auf die Mikroglia.
Inwieweit dieses Zytokin Uberhaupt an der Mikroglia-Aktivierung nach LPS-Stimulation
beteiligt ist, kdonnen erst Versuche mit neutralisierenden AntikOrpern oder mit genetisch
TNFa-defizienten "knock-out" Mausen zeigen. Auf der anderen Seite kdnnte LPS die
Mikroglia auch direkt tber ihren Membran-Rezeptor CD14 aktivieren (Becher et al., 1996;
Galea et al., 1996). Versuche mit CD14-Inhibitoren kdnnen deshalb zur Aufklarung des
exakten Aktivierungsmechanismus beitragen. Von Interesse fur die Biologie der Mikroglia ist
hier, ob die Aktivierung nach LPS-Stimulation und die den neuronalen Zelltod begleitende
TNFa-abhéngige Aktivierung nach Fazialis-Durchtrennung zwei getrennte Wege darstellen

oder ob sie in einer gemeinsamen Endstrecke miinden.

4.3.4 Integrin-Regulation und Mikroglia-Morphologie nach LPS-Stimulation

Unabhangig vom exakten Induktionsmechanismus haben die Integrin-Zelladhdsionsmolekile
eine enge Beziehung zu der Mikroglia-Morphologie. Von den vielen Integrinen, die nach
LPS-Stimulation hochreguliert werden, sind der Fibronektin-Rezeptor o581 (CD49e/CD29,
VLA-5) und der Laminin-Rezeptor ¢641 (CD49f/CD29, VLA-6) von besonderem Interesse, da
ihre Expression bei der Mikroglia-Aktivierung nach Fazialisaxotomie mit Zielfindung,
Zelladhasion und starker Deramifizierung einhergeht (Tabelle XlI, Seite 106). In vitro haben
Fibronektin und Laminin eine gegensatzliche Wirkung auf die Morphologie der Mikroglia
(siehe auch 4.1.3.3). Laminin fordert die Umwandlung von Mikroglia zu Makrophagen,
wahrend Fibronektin eine Ramifizierung begunstigt (Chamak und Mallat, 1991; Tanaka und
Maeda, 1996). Die neuronale Synthese von Laminin kann nach Axotomie den Verlust der

Verastelung der Mikroglia fordern (Le Beau et al., 1995; Kerber et al., 1997). In vitro fihrt 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 «581 und zu einer
gleichzeitigen Abnahme des Laminin-Rezeptors a681 auf der Mikroglia (Abbildung 26, Seite
96). Diese Induktion des Ramifizierung-fordernden Integrins @581 auf Mikroglia, seines
Liganden auf Astrozyten und die gleichzeitige Abnahme des Ramifizierung-hemmenden
Integrins 681 weist auf die Bedeutung der Ramifizierung fir die Aufrechterhaltung des
Phanotyps der Mikroglia. Insgesamt unterstreichen diese Befunde den Stellenwert der
differentiellen Zell-Zell und Zell-Matrix-Interaktion flr 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 Komplexitat des Zellverbandes unter Ausschluf3
von Neuronen, Oligodendrozyten, Endothelien, Meningen, perivaskularen Zellen und
Plexusmakrophagen und ihrem indirekten Einflu3 die Moéglichkeit, den direkten Effekt von
LPS auf die Mikroglia zu untersuchen. Ein prinzipielles Problem der meisten bisherigen
Studien an Kulturen von reiner Mikroglia ist aber, dal3 sie bereits in den Kontrollkulturen
runden, amoboiden, aktivierten Makrophagen &ahnelt. Zwischen ramifizierter Mikroglia und
Makrophagen bestehen aber viele physiologische Unterschiede (siehe 4.2.1). In vorliegender
Arbeit wurde gezeigt, dal® in Zellkultur die Mikroglia gut ramifiziert, wenn man sie auf einem
Astrozytenrasen aussat. Sie ahnelt 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 Zellkorpers und der proximalen Fortsétze verbunden mit
einer Reduktion der distalen Ramifizierung, die der Reaktion der Mikroglia in vivo auf das

Endotoxin stark ahnelte (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 Fortsatze  Verplumpung Verplumpung

distale Fortsatze Reduktion der Ramifikation = Reduktion der Ramifikation

Immunoreaktivitat

aMpB2 Zunahme Zunahme
adpl Zunahme Zunahme
a5p1 Zunahme Zunahme
a6p1 Zunahme Abnahme
Aktivierungsstadium Stadium 3b Stadium 3b
(Umgebungsaktivierung) (Umgebungsaktivierung)

Interessanterweise fand sich in der Zellkultur aber auch noch ein zweites Reaktionsmuster.
Bereits bei minimalen Dosen wurden ca. 5% der Mikrogliazellen zu grof3en, flachen, runden
Zellen, die an Spiegeleier erinnerten. Dieser Effekt war nicht dosisabhéngig und der Anteil
der Spiegelei-Zellen an der gesamten Mikroglia vergré3erte sich nicht mit steigender LPS-
Konzentration. Neben ihrer Morphologie zeichnen sich diese Spiegelei-Zellen durch
besondere Motilitat und Zytoskelettorganisation aus, die eine Umordnung der Aktinfilamente
und Mikrotubuli, das Auftreten von zwei Ringen kondensierter Intermediarfilamente und eine
Abnahme von MHC2 einschliel3t (Abd-el-Basset und Fedoroff, 1995). Diese Reduktion und
eine im Vergleich zu der ramifizierten Mikroglia geringere Expression der Phagozytose-
assoziierten Integrine sprechen dagegen, daf3 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 dosisabhdngige, morphologische Aktivierung @hnelte auch die Integrin-Regulation

der ramifizierten Mikroglia in Kultur der LPS-stimulierten Mikroglia in vivo mit einer

Hochregulation der Integrine «4p1,a581 und aMB2 (vgl. Abbildung 22, Seite 88 und
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Abbildung 25, Seite 94). Reine Kulturen von Makrophagen-ahnelnder Mikroglia reagieren nur
zum Teil in der gleichen Weise. Diese Makrophagen-ahnelnde Zellen zeigen zwar bei LPS-
Exposition eine Hochregulation der g1-Untereinheit, die Expression von aMpB2-Expression
bleibt dagegen unbeeinfluf3t (Zuckerman et al., 1998).

Diese Unterschiede haben vermutlich mit dem jeweiligen Aktiverungsstadium der Mikroglia
zu tun. Das Integrin aMp2 ist einer der frihesten Aktivierungsmarker und steigt bei
Stimulation der Mikroglia in vivo am schnellsten und am starksten an (Tabelle Ill, Seite 22;
Abbildung 19, Seite 83; Raivich et al., 1999). Makrophagen-ahnliche Mikroglia (Stadium 3a),
die aMpB2 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 aMgB2-Induktion reagieren, wie in vorliegender Studie gezeigt wurde
(Abbildung 26, Seite 96). Dieser Unterschied unterstreicht die Bedeutung des ramifizierten

Phanotyps fur die Untersuchung der frihen Aktivierung in Zellkultur.

4.3.6 LPSund phagozytische Mikroglia

Phagozytische Mikroglia zeigt eine starke Expression vieler verschiedener Integrine und das
Integrin aXp2 (CD11c/CD18, p150,95) findet sich ausschlieBlich auf Mikroglia-Phagozyten
(Tabelle XII, Seite 106; Abbildung 16, Seite 78; Akiyama und McGeer, 1990; Mdller et al.,
1996; Raivich et al., 1998a). In vorliegender Arbeit konnte nach LPS-Stimulation weder in
vitro noch in vivo die runde, Makrophagen-ahnliche Morphologie oder eine Phagozytose-
assoziierte aXp2-Expression auf der Mikroglia beobachtet werden. Fur das Fehlen einer
Umwandlung von Mikroglia zu aktiven Phagozyten in vivo spricht auch das Ausbleiben von
Gewebsschéaden 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 Verstarkung der
phagozytischen Aktivitat 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, amoboiden, von Mikroglia abstammenden Makrophagen
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phagozytische Aktivitat. Die unterschiedliche Wirkung von LPS konnte sich also durch die
Diversitat der Ausgangskulturen erklaren, dort Makrophagen hier Mikroglia. Obwohl LPS
offenbar Makrophagen noch starker aktivieren kann, vermag es nicht die ramifizierte
Mikroglia zu Makrophagen umzuwandeln. Die Steuerung dieser Umwandlung ist aber von
groem physiologischen und pathologischen Interesse, denn bis heute ist nicht geklart, ob
die Mikroglia einen glinstigen oder schadlichen Einflu® auf die Neuroregeneration hat (Banati
und Graeber, 1994; Streit et al., 1999).

Welche Stimuli sind fur 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, TNFa und IFNy 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, zellularen Debris. In diesem Sinne zeigen erste Experimente in Kokulturen
von ramifizierter Mikroglia, daR Stimulation mit neuronalem Debris eine schnelle und
vollstindige Umwandlung zu Makrophagen bewirken kann (Bohatschek, Kloss et al.,
Vertffentlichung in Vorbereitung). Es scheint also, da nur phagozytierbares Material ein
adaquater Reiz fur die Umwandlung von ramifizierter Mikroglia zu Makrophagen ist, wobei

noch zu klaren ist, Uber welche Botenstoffe dieser Effekt vermittelt wird.
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5 Zusammenfassung

Verletzungen des zentralen Nervensystems I6sen zellulare Verdnderungen der
traumatisierten Neuronen, der benachbarten Gliazellen und der lokalen Umgebung aus.
Diese Reaktion fuhrt in mehreren Stadien zu einer Umorganisation des Gehirngewebes, die
letztlich darauf zielt, die Integritat des zentralen Nervensystems zu wahren und im
gungstigsten Falle zu einer funktionellen Regeneration fihrt. Ein wichtige Rolle bei der
Reorganisation des Gehirnparenchyms nach Verletzung spielen die Verédnderung der
adhasiven Eigenschaften und die Vermehrung von Zellen. Das Wissen um die molekularen
Mechanismen dieser Reaktion ist aber noch lickenhaft. Die vorliegende Arbeit untersucht im
verletzten Nervensystem und in vitro die zellulare Regulation der Integrin-
Zelladhasionsmolekile sowie die Steuerung der Proliferation der viele Integrine
exprimierenden Mikroglia in der Zellkultur.

Nach peripherer Durchtrennung des Fazialis-Nerven fand sich im Kerngebiet deutliche
Verdnderungen der Integrin-lImmunoreaktivitat. Die Verletzung fiihrte zu einem starken
Anstieg verschiedener Integrine auf den axotomierten Neuronen, der Mikroglia, den
GefalRendothelien und den Lymphozyten mit jeweils charakteristischem Zeitverlauf. Die
verletzten Neurone regulierten die bereits konstitutiv exprimierte B1-Integrin-Untereinheit
hoch und das pl-Integrin fand sich auf axonalen Wachstumskegeln regenerierender
Nervenzellen. Aktivierte Mikroglia zeigte einen Anstieg von a481, 581, a681, aMB2 und
aXpB2 mit je nach Aktivierungsstadium deutlich unterschiedlichen Mustern. Zum Zeitpunkt des
neuronalen Zelltodes fand sich auch eine Einwanderung von 481, a47 und alB2-positiven
Lymphozyten und ein Anstieg des mikrovaskularen Integrins ¢581. Das endotheliale a6p1-
Integrin und a4pB1 auf Astrozyten der weil3en Substanz zeigten keine Verénderung.

In Zellkulturen entsprach die ramifizierte Mikroglia in Morphologie und Integrin-Muster der
Mikroglia im normalen Gehirn. Sie eignet sich daher fur das Studium der Steuerung der
frihen Aktivierungsphanomene 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, IFNy
und TNFa) hatten dagegen eine hemmende Wirkung. Einige dieser Zytokine zeigten eine
gegensatzliche Wirkung auf die kultivierte, ramifizierte Mikroglia und die von Mikroglia
abstammenden Makrophagen. Diese Unterschiede unterstreichen die Bedeutung der
Einordnung des Aktivitatszustandes der Mikroglia fur die adaquate Beurteilung der Wirkung
von Botenstoffen auf die Mikroglia-Aktivierung. Die Integrin-lmmunoreaktivitat bietet hierfur
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, daf die
periphere Injektion von Lipopolysacchariden (LPS), einem Zellwandbestandteil Gram-
negativer Bakterien, zu einer Aktivierung der Mikroglia in vivo fuhrt. Von der Morphologie und
dem Integrin-Expressionsmuster gleicht sie der spaten Mikroglia-Aktivierung in der
Umgebung von phagozytischen Mikroglia-Knétchen um die untergehenden Neurone. Das
Modell der LPS-Stimulation a3t sich besonders leicht in die Zellkultur Gbertragen. Auch hier
bewirkt LPS analoge, morphologische Veranderungen und eine weitgehend
Ubereinstimmende, 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 Stabilitdt des ramifizierten Phanotyps der

Mikroglia.
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8 Datenanhang

8.1 Farbeintensitat der Integrine a5, a6, AL, &M und 42 im gesamten Nucleus facialis

nach Axotomie

Bl Farbeintensitat
Tag Seite | Tier A TierB Tier C Tier D Tier E ] Mittelwert Standardfehler t-Test [p]
0 Kontrolle | 7,4 7,4 105 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] 180 16,0 203 174 335 21,04 3,19 0,0002
7  Kontrolle | 11,6 12,5 10,5 7,7 10,59 1,05
Axotomie] 31,9 260 381 237 29,92 3,22 0,0082
14 Kontrolle | 5,8 9,1 16,2 26,0 14,26 4,47
Axotomie ] 42,0 233 363 404 35,47 4,22 0,0260
21 Kontrolle | 12,0 1955 12,4 14,6 14,62 1,73
Axotomie] 21,0 240 263 208 23,03 1,31 0,0266
42  Kontrolle | 11,5 10,0 12,4 3,3 9,31 2,08
Axotomie | 145 16,6 11,7 10,6 13,37 1,36 0,1178
ab Farbeintensitat
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 54 151 14,7 10,65 2,49
Axotomie ] 115 128 11,7 147 12,69 0,74 0,4522
2 Kontrolle | 4,2 3,8 4,4 4,8 4,32 0,21
Axotomie] 151 149 159 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 19,3 225 244 2472 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 54 9,6 8,2 7,83 0,88
Axotomie] 21,9 247 250 217 23,31 0,87 0,0014
21 Kontrolle | 3,5 57 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] 14,3 119 10,7 14,3 12,78 0,90 0,0293
ab Farbeintensitat
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 | 10,1 135 157 149 13,56 1,23
Axotomie] 16,6 16,5 194 189 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 39,0 122 141 204 19,77 5,01
Axotomie | 456 639 537 459 503 51,88 3,37 0,0003
7  Kontrolle | 9,3 192 139 225 16,22 2,91
Axotomie] 559 525 41,1 472 49,16 3,24 0,0067
14 Kontrolle | 7,8 173 152 123 13,12 2,06
Axotomie ] 385 435 443 517 44,50 2,71 0,0016
21 Kontrolle | 154 10,3 19,6 25,9 17,82 3,30
Axotomie ] 27,5 256 433 414 34,43 4,60 0,0067
42 Kontrolle | 14,5 15,5 10,7 51 11,45 2,36
Axotomie | 14,4 14,5 17,3 20,6 16,71 1,47 0,2621
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B2 Farbeintensitat
Tag Seite | Tier A TierB 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 13,7 151 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 20,7 215 18,64 1,43 0,0073
4  Kontrolle | 5,5 6,1 5,0 8,3 10,2 7,03 0,97
Axotomie | 42,0 443 32,1 363 34,0 37,74 2,34 0,0004
7 Kontrolle | 2,6 34 10,1 10,0 6,51 2,05
Axotomie | 415 50,2 449 440 45,14 1,82 0,0009
14 Kontrolle | 8,5 12,6 8,4 10,4 9,96 0,99
Axotomie | 36,8 275 42,1 539 40,05 5,50 0,0150
21 Kontrolle | 4,4 9,5 7,9 -2,5 4,82 2,66
Axotomie| 20,2 204 274 251 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
aM Farbeintensitat
Tag Seite | Tier A TierB 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| 135 16,8 26,5 14,6 17,82 2,97 0,0013
2  Kontrolle | 7,6 51 9,2 4,8 6,69 1,06
Axotomie | 416 39,0 453 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 | 683 67,6 70,7 773 634 69,47 2,28 0,0000
7  Kontrolle | -1,6 1,2 -4,2 9,1 1,10 2,88
Axotomie | 74,1 846 744 825 78,90 2,73 0,0000
14 Kontrolle | -0,4 -1,5 2,3 -6,1 -1,43 1,76
Axotomie| 70,0 67,4 839 748 74,03 3,64 0,0002
21 Kontrolle | -0,3 3,6 -3,0 1,6 0,49 1,42
Axotomie | 474 37,7 489 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 21,9 249 253 28,0 24,36 1,17 0,0001
8.2 Zahl al-positiver Zellen nach Fazialisaxotomie
al 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
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8.3 Relativer Farbefaktor (RISC) der Integrine &5, 6 und &M auf IgG-positiven
Mikroglia im Nucleus Facialis nach Axotomie
ab RISCkontrolte RISC axotomie DIFF-RISC 'V““et'- Stfnhdlafd- t-Test
Tag | Tier A Tier B Tier C TierD|Tier A TierB Tier C TierD| Tier A TierB TierC TierD wer enier [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 10,0829 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 10,0497 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 10,0676 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 10,0625 0,0563 0,0671(0,1104 0,0896 0,0762] 0,0479 0,0333 0,0091 ] 0,0301 0,0113 0,1169
84 10,0465 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
ab RISCkontrolte RISC axotomie DIFF-RISC 'V““et" Stf”hdlafd‘ t-Test
Tag | Tier A Tier B Tier C TierD|Tier A Tier B Tier C Tier D] Tier A Tier B Tier C Tier D wer enier [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 10,1797 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 10,1375 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 10,1241 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 10,1951 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 10,1187 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
aM RISCkontrolte RISC axotomie DIFF-RISC 'V““et" Stf”hdlafd‘ t-Test
Tag | Tier A Tier B Tier C TierD|Tier A Tier B Tier C Tier D] Tier A Tier B Tier C Tier D wer enier [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 10,2959 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 10,3284 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 10,2201 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 10,2555 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 10,2481 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 10,2825 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 Farbefaktor (RISC) der Integrine &5, a6 und #1 auf Laminin-positiven

Endothelien im Nucleus Facialis nach Axotomie

RISC

Integrin Tag Seite Tier A Tier B Tier C | Mittelwert Standardfehler t-Test [p]

a5 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

ab 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

aM 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
IL1S 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%
, 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%
, 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%
, 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%
, 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%
, 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
IFNy 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
TNFa 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-Farbeintensitat von kultivierten Mikroglia nach LPS-Stimulation

Farbeintensitat

Integrin  Stimulation | Kultur A Kultur B Kultur C Kultur D Kultur E Kultur F | Mittelwert Standardfehler t-Test [p]

ad Kontrolle 0,70 0,44 0,14 0,58 0,61 0,25 0,45 0,09

5ug/ml LPS] 0,98 1,07 2,47 1,72 0,65 1,63 1,42 0,27 0,0064
a5 Kontrolle 2,38 1,04 0,98 1,05 1,50 1,59 1,42 0,22

5ug/mlLPS} 7,64 8,49 6,89 8,61 8,59 8,56 8,13 0,29 0,0000
ab Kontrolle 1,11 1,42 1,19 0,95 0,97 1,52 1,19 0,10

5ug/ml LPS} 0,69 0,64 0,69 0,45 0,70 1,19 0,73 0,10 0,0073
aM Kontrolle 7,22 6,18 6,91 6,81 6,78 0,22

5ug/mlLPS} 10,27 13,10 9,22 9,07 10,42 0,93 0,0091
Al Kontrolle 1,53 2,70 1,20 1,82 1,81 0,32

5ug/ml LPS] 3,87 4,26 5,31 3,24 4,17 0,44 0,0047
B2 Kontrolle 1,52 1,54 1,98 1,49 1,63 0,12

5ug/ml LPS] 1,24 1,80 2,10 1,06 1,55 0,24 0,7784
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