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1  EINLEITUNG

Die zellulär-molekularen Mechanismen der neuronalen Regeneration mit ihren 

therapeutischen Implikationen sind seit langem Gegenstand intensiver Forschung.

Posttraumatisch aktivierte Signalkaskaden, die von den verletzten Neuronen ihren Anfang

nehmen, stehen dabei im Zentrum des Interesses. Neurone sind umgeben von Mikroglia,

Astrozyten und Oligodendrozyten. Diese haben wesentliche Funktionen. Astrozyten sind

wichtig für die Konstanthaltung des interstitiellen Milieus, für den Erhalt der Blut-Hirn-

Schranke und für den selektiven Austausch von Nähr und Schadstoffen (Janzer und Raff, 

1987; Tsacopoulos und Magistretti, 1996). Oligodendrozyten sind wesentlich für die

elektrische Isolierung der Axone des zentralen Nervensystems (ZNS) durch Markscheiden.

Mikroglia fungieren als Teil des intrinsischen Abwehrsystems des ZNS (Kreutzberg, 1996a; 

Raivich et al., 1999a). 

Der axotomierte motorische Fazialiskern der Maus als Modell 

Das Fazialismodell ist ein von Kreutzberg und seinen Mitarbeitern entwickeltes Modell, das 

sich zur Untersuchung posttraumatischer zentraler und peripherer Reaktionsmechanismen

sehr gut eignet (Kreutzberg, 1996b; Raivich et al., 1996). 

Der Fazialisnerv ist ein verhältnismäßig großer Nerv, der retroaurikulär dem operativen

Zugriff distal des Foramen stylomastoideum gut zugänglich ist. Das Kerngebiet ist ein 

großes, leicht aufzufindendes Gebiet, dessen Neurone ausschließlich motorisch sind. Durch 

die operative Schädigung lassen sich entzündlich-degenerative und regenerative Prozesse 

sowohl als retrogrades Geschehen zentral im Kerngebiet als auch peripher am Nerv selbst

untersuchen. Der paarige Fazialiskern bietet zudem mit seiner kontralateralen Seite immer

eine interne Kontrolle.

Darüber hinaus werden durch die periphere Läsion die Blut-Hirn-Schranke und die

Zellarchitektur im Kerngebiet nicht zerstört. Störende Effekte, wie der Einstrom von

hämatopoetischen Zellen und Entzündungsmediatoren, die bei anderen 

Hirnverletzungsmodellen durch den Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke eher auftreten,

sind hier nicht Bestandteil des Pathomechanismus. Die den zellulären Veränderungen 

zugrundeliegenden molekularbiologischen Mechanismen können so unverfälschter

verstanden werden. Makrophagen zum Beispiel, die beim Verlust der Blut-Hirn-Schranke 

ungehindert einwandern würden, stimmen mit dem Antigenprofil der Mikroglia weitgehend

überein. Es könnte so nicht mehr eindeutig zwischen diesen beiden Zelltypen unterschieden

werden (Streit et al, 1998; Bohatschek et al, 2001; Fluegel et al., 2001). 

Nach Axotomie des Fazialis kommt es zu einem erneuten Auswachsen der Axone von

zentral und zu einer erfolgreichen Reinnervation der Muskelendplatten der Vibrissen. Wird
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der Fazialis lediglich gequetscht statt axotomiert, lässt sich die periphere Regeneration und 

das lokale periphere Entzündungsgeschehen optimal untersuchen.

Die posttraumatischen Veränderungen des zentralen und peripheren Nervensystems sollen

zuerst morphologisch skizziert werden, anschließend die bislang verstandenen, diesen

zugrundeliegenden molekularen Mechanismen.

1.1  Posttraumatische Veränderungen peripher 

1.1.1  Degeneration 

Der periphere Nerv besteht aus axonalen Bündeln, wobei jedes Axon von den 

Myelinfortsätzen Schwannscher Zellen umscheidet ist. Jede Nervenfaser ist individuell von

endoneuralem Bindegewebe umgeben. Die Gesamtheit der Nervenfasern wird vom

Perineurium, einer polygonal-flachen Zellformation, bindegewebig umgeben. Eine weitere

Hülle stellt das Epineurium dar, in dem sich vor allem Versorgungsstrukturen (Blut- und 

Lymphgefäße) finden. Bei Verletzung des Nervs kommt es zu einer Vielzahl von

morphologischen Veränderungen (Übersichtsarbeiten Raivich and Kreutzberg, 2000; Aguayo 

and Bray, 1984).

1.1.1.1  Lokale Veränderungen 

Axone und die umgebenden Stützstrukturen werden geschädigt, Blutbestandteile

(Erythrozyten, Thrombozyten, Plasmabestandteile, Leukozyten und Markrophagen) 

gelangen an die Verletzungsstelle. Innerhalb von Stunden kommt es zur Einwanderung von 

Leukozyten, v.a. von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen. Diese unterscheiden

sich in ihrem zeitlichen Auftreten und Verteilungsmuster. Neutrophile Granulozyten reichern

sich - mit einem Maximum am Tag 2-3 - mehr diffus auch distal der Verletzungsstelle an. 

Makrophagen mit einem Maximum am Tag 4 finden sich in hoher Konzentration v.a. an der 

Verletzungsstelle, dicht gepackt unterhalb der Basalmembranen des Endoneurinums. Sie

phagozytieren zellulären Debris und unterstützen wesentlich Schwannsche Zellen bei der 

Beseitigung des Myelins (Carenini et al., 2001). 

Innerhalb von 1-2 Tagen kommt es neben der Proliferation von Schwannschen Zellen vor 

allem zu der von Fibroblasten, wodurch vermehrt endoneurales Brückengewebe und

extrazelluläre Matrix gebildet werden. Dies sind Voraussetzungen für das erfolgreiche

Aussprossen der Axone. Bei zu starker Narbenbildung kann dies allerdings auch zu einem

Regenerationshindernis mit der Ausbildung von Neuromen führen.
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1.1.1.2  Distale Veränderungen 

Verglichen mit den Veränderungen an der Verletzungsstelle selbst, sind die davon distalen 

zeitlich etwas verzögert. Nach ca. einem Tag kommt es zur axonalen Degeneration

(Wallersche Degeneration) mit Axoplasmaveränderungen (Ansammlung von lysosomalen

Organellen, geschwollene Mitochondrien). Kalzium-aktivierte Proteasen bauen

Neurofilamenten ab. Es kommt zur Desintegration des Axons. In einer Mausmutante kommt

es zur verzögerten Wallerschen Degeneration durch funktionsdefiziente Proteasen.

Schwannschen Zellen und hämatopoetische Makrophagen werden verzögert aktiviert, womit

die Regeneration später erfolgt (Lunn et al., 1989; Brown et al., 1991, Chen and Bisby, 1993; 

Bernier et al., 1999). Die erfolgreiche axonale Degeneration ist bedeutend für die Aktivierung

der Schwannschen Zellen und die Rekrutierung von Makrophagen. Schwannsche Zellen 

lösen die Myelinumscheidung. Vaskuläre tight junctions werden geöffnet und es kommt zur 

Anreicherung von Plasma und Monozyten (Makrophagen) (Williams and Hall, 1970; Ohara et 

al, 1986). Makrophagen sind wichtig, um den von phagozytierenden Schwannschen Zellen

(Clemence et al.,1989) begonnenen Prozess der Demyelinisierung erfolgreich zu beenden

(Stoll et al., 1989; Reichert et al., 1994; Fernandez-Valle et al., 1995; Dailey et al., 1998). Die 

Beseitigung des wachstumshemmenden Myelins erleichtert die erfolgreiche Regeneration 

(Schwab, 1990; Schafer et al.; 1996). Die von Schwannschen Zellen gebildeten

Büngnerschen Bänder und die noch vorhandenen mit Laminin bedeckten endoneuralen

Basalmembranen dienen als Leitstrukur für die auswachsenden Axone. Schwannsche Zellen

erhöhen ihre Synthese von Adhäsionsmolekülen, die intramembranös und in der 

extrazellulären Matrix des Endoneuralrohres zu finden sind (Salonen et al., 1987; Martini

1994). Im Rahmen der beginnenden Regeneration werden in den aussprossenden Axonen

Rezeptoren, wie u.a. Integrine,  für die endoneuralen Moleküle der extrazellulären Matrix

hochreguliert (Lefcort et al., 1992; Kloss et al., 1999).

1.1.2 Regeneration

Proximal kommt es zur Versiegelung der Verletzungsstelle und nach 1-2 Tagen zum 

Wiederauswachsen der Axone (Arntz et al., 1989). Frühere Studien konnten eine

Regenerationsrate von motorischen und sensorischen Neuronen von 4mm pro Tag zeigen

(Bisby und Keen, 1985; Chen und Bisby, 1993). Die Regeneration beginnt ab dem Tag 2

(Forman und Berenberg, 1978). Abzüglich der ersten beiden Tage Wachstumsstillstand

ergibt dies eine Regenerationsgeschwindigkeit von ca. 3mm pro Tag. 

An der Spitze des axonalen Stumpfs bildet sich ein Wachstumskegel. In ihm konzentrieren

sich durch anterograden Transport Organellen wie Ribosomen, Mitochondrien und glattes 

endoplasmatisches Retikulum, Membranproteinvesikel und zytoskelettale Proteine. Der 

axonale Stumpf ist die Bau- und Kommunikationszentrale des auswachsenden Axons, das 
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von dort mit seinem zellulären und extrazellulären Umfeld in engem Austausch steht. Es 

kommt zur Ausbildung feiner Ausläufer, sogenannter Filopodien, die in die Umgebung

ausgreifen. Finden sie ein wachstumsförderndes Umfeld vor, werden Lamellopodien

gebildet. Dies sind größere Ausstülpungen der Zellmembran, die den Wachstumskegel nach

sich ziehen. Zellfortsätze, die hingegen auf ein hemmendes Umfeld treffen, kollabieren und 

bilden einen proximal der Wachstumskegelfront gelegenen Membranabschnitt (Bisby, 1995; 

Kreutzberg und Raivich, 2000).

Actin bildet das intrazelluläre Gerüst der Wachstumskegelausläufer. Es wird als Polymer von

der Ausläuferspitze retrograd zum Wachstumskegel transportiert, wo es wieder in monomere

Einheiten gespalten wird. Trifft eine Filopodie auf ein supportives Umfeld, interagieren die

von dort entlassenen wachstumsfördernden Moleküle über einen Rezeptorkomplex mit dem

Actinpolymer, so dass der retrograde Fluss gestoppt wird. Das Actinpolymer bleibt bestehen

und weitere Gerüsteinheiten werden aufgebaut (Übersicht: Tanaka et al., 1995; Luo et al.,

1994).

1.2 Posttraumatische Veränderungen des Zentralen Nervensystems nach

indirektem Trauma 

Retrograd kommt es im zentralen Nervensystem, in unserem Modell im Kerngebiet des

motorischen Fazialiskerns, zu einem Entzündungsprozess als Antwort auf die periphere

Verletzung (Übersicht siehe: Raivich et al., 1999a).

1.2.1 Neuronale Reaktion

Nach Axotomie schwillt der neuronale Zellkörper an, der Zellkern verlagert sich in eine 

exzentrische Position, die Nisselschollen lösen sich auf. Zusätzlich vermehren sich die

Zellorganellen, v.a. die Ribosome. Das rauhe endoplasmatische Retikulum verliert seine 

parallele Schichtung (Kreutzberg, 1995). Die Proteinsynthese wie Nährstoffaufnahme sind 

deutlich gesteigert (Tetzlaff et al., 1988; Kreutzberg, 1995). Im Anschluss kommt es zu einer 

Reorganisation mit erneutem Aussprossen von Neuriten in die den Fazialiskern umgebende

weiße Substanz. Diese zeigen, wie in Abbildung 1 (S. 5) gezeigt, ein Maximum der Dichte 

ihrer Wachstumskegel um den Tag 14 (Werner et al., 1999). Die verletzten Motoneurone

regenerieren zu einem Großteil, ca. 30% gehen jedoch zugrunde (Guntinas-Lichius et al.,

1996).

Die darauf folgenden neuroglialen Veränderungen werden durch die verletzten Neurone

initiiert und zeigen ein neuronal-glial-lymphozytäres Wechselverhältnis.
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Abbildung 1. Dargestellt ist hier der Zeitverlauf der gegen das Neuropeptid Galanin gefärbten Wachstumskegel
(GCx), hier schwarz) der nach Fazialisaxotomie regenerierenden Axone, Doppelimmunfluoreszenz mit IBA1. Es
zeigt sich ein deutlicher Gipfel der immunhistochemischen Nachweisbarkeit (IR = Intensitätsrate) um den Tag 14
nach Fazialisaxotomie, die im weiteren Zeitverlauf rasch wieder abfällt. Die höchste Dichte der Wachstumskegel
findet sich v.a. perinukleär in der weißen Substanz. Grau dargestellt (GCn) ist die nichtaxotomierte Kontrollseite,
wo sich keine Wachstumskegel nachweisen lassen.

I
R

1.2.2  Mikrogliale Reaktion 

Mikrogliazellen sind eng mit hämatopoetischen Monozyten verwandt (Ling et al., 1993). Sie 

stellen mit ca. 20% der glialen Zellpopulation die „Polizei“ des zentralen Nervensystems dar

und finden sich in stark ramifizierter, stellarer Form (Durchmesser ca. 50µm) in unmittelbarer 

Umgebung der Neurone. Es lassen sich verschiedene Stadien der Aktivierung nach Trauma

unterscheiden (Raivich et al., 1999a).

1. Stage of Alert: Mikrogliazellen werden innerhalb von 24 Stunden aktiviert (Stage of Alert). 

Morphologische Veränderungen sind die Größenzunahme, die Verdickung des Zellkörpers 

und der proximalen Fortsatzbereiche sowie eine Deramifizierung, vor allem der distalen 

Abschnitte.

2. Homing: Es kommt zur Adhäsion an Neurone und deren Ausläufer (Homing). Interzelluläre

synaptische Verbindungen werden von Mikrogliaausläufern gelöst, und die verletzten

Neurone werden fast vollständig von jenen ummantelt. Damit ist der synaptische Input der 

Motoneurone durch Besetzung perineuronaler Positionen reduziert („Synaptic Stripping“, 

Blinzinger und Kreutzberg, 1968). Dies führt zu einer elektrischen Isolierung der betroffenen

Neurone (Lux und Schubert, 1975). Gleichzeitig kommt es zur Proliferation der Mikroglia mit 

einem 4-6fachen Anstieg der Zellzahl, beginnend um den Tag 3 (Graeber et al., 1988). Bleibt

der neuronale Zelltod aus, wandeln sich die Mikroglia wieder in den aktionsbereiten Zustand

um (Stage of Alert).

3a. Phagozytose: Wenn die Neurone zu Grunde gehen (Höhepunkt 14 Tage nach Trauma), 

dann phagozytieren Mikroglia den anfallenden zellulären Debris. Es kommt dabei zur
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Ausbildung von sog. Mikrogliaknötchen (4-20 Zellen). Nach Beendigung der Phagozytose

löst sich die Mikrogliaakkumulation wieder auf.

3b. Bystander Activation: Die den phagozytotischen Knötchen benachbarten Mirkrogliazellen 

werden mitaktiviert und verharren in einer aktivierten Form wie in 1 (Stage of Alert). 

1.2.3 Astrogliale Reaktion

Astrozyten stellen zahlenmäßig die häufigste Zellart im zentralen Nervensystem (ZNS) dar 

und bilden das wichtigste Versorgungswerk im ZNS (Eddleston und Mucke, 1993). Sie finden

sich morphologisch in zwei Formen. Sie sind in stellar-fibrilläre, mit langen, schlanken

Fortsätzen, und in protoplasmatische, mit kurzen, stark verzweigten, eher plumpen 

membranösen Fortsätzen zu unterscheiden. Erstere finden sich v.a. in der weißen, letztere 

v.a. in der grauen Substanz. Sie stellen den Hauptanteil der Glia und bilden damit wesentlich

das Mesenchym des ZNS mit seiner Vielzahl von Funktionen. Diese reichen von rein

statisch-unterstützenden (Neurone, Menigen, Gefäße), über metabolisch-trophische

(Neurone, extrazellulärer Raum) bis hin zu interzellulär-induktiven (Ausbildung der tight-

junctions des Endothels, Ramifizierung der Mikroglia/ Monozyten) (Tsacopoulos et al., 1996;

Janzer et al., 1987; Kloss et al., 1997; Pekny et al., 1998). 

Wie bei der Mikroglia lassen sich verschiedene Stadien der Entzündungsreaktion

unterscheiden. Nach Axotomie bilden sich im frühen Stadium die protoplasmatischen

Astrozyten innerhalb von 2-3 Tagen in fibrillär-stellare Astrozyten um (Graeber et al., 1986).

Mit dieser Transformation (astroglial scarring) können so geschädigte von ungeschädigten

Zellkompartimenten abgegrenzt werden. Im zweiten Stadium nach ca. 14 Tagen lagert sich 

die Astroglia an verletzte Neurone an und löst die Mikroglia ab. Dabei umschließt sie mit

feinen, dünnen Ausläufern die Neurone. Kommt es zur erfolgreichen Reinnervation, löst sich

die astrogliale Umwallung des verletzten Neurons zum Teil, und es kommt zur 

Wiederaufnahme synaptischer Kontakte (Graeber et al., 1988a).

1.2.4 Einwanderung der Leukozyten

Das unverletzte Gehirn weist nur wenige Leukozyten auf. Im Blutkreislauf zirkulierende

Monozyten wandern als perivaskuläre Makrophagen zwischen zentralem Nervensystem und 

Endothel in den Virchow-Robinschen  Spalt. Daneben finden sich einige wenige aktivierte T-

Lympozyten (Hickey et al., 1991; Klein et al., 1997b).

Das Ausmaß der Aktivierung und der Einwanderung von Leukozyten (T-Lymphozyten und 

Natürliche Killer Zellen) hängt neben Astro- und Mikroglia auch vom Grad der Verletzung ab.

Bei Axotomie kommt es nach 1-4 Tagen zu einem ersten mäßigen Einwanderungsschub von 

T-Lymphozyten in das Fazialiskerngebiet. Ein zweiter massiver Einwanderungsschub (100-

6



fach zur normalen Anzahl) erfolgt um den Tag 14, zeitlich korrelierend zum neuronalen

Zelltod mit Ausbildung phagozytierender Mikrogliaknötchen. Dabei gruppieren sich die T-

Lymphozyten v.a. um die Mikrogliaknötchen (Raivich et al., 1998b).

1.3 Molekulare Veränderungen

Den morphologischen Veränderungen nach Fazialisaxotomie liegt ein bisher nur teilweise

verstandenes interzelluläres molekulares Signalnetzwerk zu Grunde, das von den Neuronen 

seinen Anfang nimmt. 

1.3.1 Peripher (Nerv)

Thrombozyten setzen an der Verletzungsstelle platelet-derived growth factor (PDGF) frei. 

Serotonin und Histamin, die innerhalb von Minuten von degranulierenden Mastzellen

freigesetzt werden, haben verschiedene Effekte auf Gefäße, Axone und endoneurales 

Gewebe. Vor allem die Mastzellgranulation mit dem Bestandteil 48/80 öffnet die Blut-Nerv

Schranke mit Einstrom löslicher Moleküle, erhöht die Granulozyteneinwanderung und 

induziert die Expression von Interleukin 6 (IL6) in sensorischen Neuronen (Murphy et al., 

1995). Bleibt die Mastzelldegranulation aus, z.B. durch pharmakologische Intervention mit

Chromoglicinsäure, ist die Nervendegeneration vermindert und die Regeneration 

verlangsamt (McGovern and Estevez, 1980).

Schwannschen Zellen, Fibroblasten und Makrophagen werden durch eine Reihe bislang 

bekannter Moleküle aktiviert und rekrutiert. So spielt intracellular adhesion molecule 1

(ICAM1), der endotheliale Ligand der Makrophagenrezeptoren M 2 und L 2, eine

wesentliche Rolle bei der Einwanderung von Makrophagen. Des Weiteren ist chemokine

receptor 2 (CCR2), der Hauptrezeptor des Monozyten chemotaktischen Protein-1 (MCP1)

und in geringerem Maß chemokine receptor 5 (CCR5) von Bedeutung (Brown et al., 1997; 

Vougioukas et al., 1998; Siebert et al., 1999). 

Makrophagen scheinen eine zentrale Rolle im Demyelinisierungsprozess innezuhaben

(Carenini et al., 2001). Sie phagozytieren das anfallende Zelldebris und produzieren eine 

Vielzahl von Zytokinen wie Interleukin 1 (IL1), IL6, transforming growth factor TGF ,

tumor necrosis factor  (TNF und PDGF, die sowohl Schwannsche Zellen als auch

umliegende Fibroblasten zur Proliferation stimulieren (Lindholm et al., 1987; Raivich und 

Kreutzberg, 1993).

Der von Fibroblasten produzierte granulocyte macrophage colony stimulating factor 

(GMCSF) induziert in Makrophagen und Schwannzellen MAC-2 (ein Galaktose spezifisches

Lektin), das für die Umwandlung von myelinisierende in phagozytierende Schwannsche

Zellen verantwortlich ist (Saada et al., 1996). Myelin selbst enthält regenerationsinhibierende
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Faktoren wie multiple antigenic glycopeptides (MAG), die durch die Phagozytose beseitigt

werden.

1.3.2 Zentral 

Nach peripherem Trauma kommt es in den Neuronen zur stark erhöhten Transkription

verschiedener Substanzklassen. Die Ornithincarboxylase konnte schon in den achtziger

Jahren als in der posttraumatischen Phase hochreguliertes Enzym nachgewiesen werden 

(Gilad and Gilad, 1983; Tetzlaff und Kreutzberg, 1984; Tetzlaff und Kreutzberg 1985). Die 

gleichzeitige Zunahme der Polyaminproduktion als Ausdruck einer unspezifischen zellulären 

Stressreaktion trägt zur veränderten Genregulation bei (Paschen, 1992; Seiler, 2000). Zu

nennen sind Homeboxgene wie Hox-9, Transkriptionsfaktoren wie c-fos, c-jun, STAT-3, c-

maf, JAK-Kinase und KROX-20 (Herdegen et al., 1992, 1993; Yao et al., 1997; Schwaiger et

al., 2000, Schmitt et al., 2003). Strukturerhaltende Proteine wie growth associated protein 

(GAP-43), einem bereits in der Embryonalphase nachweisbaren Wachstumsprotein, werden

vermehrt synthetisiert (Skene, 1989; Saika et al., 1993). Neuropeptide wie calcitonin gene

related peptide (CGRP), Galanin und vasoactive intestinal peptide (VIP) (Raivich et al., 1995) 

sowie die Stickstoffmonoxid-synthetisierende NADPH-Diaphorase (beteiligt an der Bildung 

von NO bei allen drei Enzymsubklassen e-, n- und iNOS) werden ebenfalls vermehrt

synthetisiert. Daneben lassen sich vermehrt Zytokine wie IL1, IL6 und fibroblast growth factor 

(FGF), neurotrophe Faktoren wie nerve growth factor (NGF) und leukaemia inhibitory factor 

(LIF), mitogene Rezeptoren wie transferrin receptor (TfR), platelet derived growth factor-

receptor a (PDGF-Ra ) und p75 neutrophic factor (p75NTF) Rezeptor (Klein et al., 1997a;

Murphy et al., 1999a; Streit et al., 2000; Gschwendtner et al., 2003) und

Zelladhäsionsmoleküle (Kloss et al., 1999; Jones et al., 2000) nachweisen. Chemokine wie

Chemokin KC ((chemokine (C-X-C motif) ligand 1)) macrophage migration inhibitory factor 

(MIF) und monocyte chemoattractant protein 1 (MCP1), chemokine (C-C motif) ligand 2

(CCL2) und chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 (CX3CL1),  (fractalkine) werden neuronal

vermehrt expremiert. Rezeptoren für diese Zytokine CCR2 (MCP1 Rezeptor) und CX3CR1

(CX3CL1 Rezeptor) werden von Mikroglia gebildet. Zudem erhöhen Neurone ihre 

Zelladhäsionseigenschaften, indem z.B. CD44 und das extrazellläre Matrixprotein

Thrombospondin (TSP) vermehrt expremiert werden (Möller et al., 1996; Jones et al., 1997,

2000; Raivich., 2002a). 

Die regeneratorisch aussprossenden Neuriten der motorischen Neurone des Fazialiskerns

zeigen in ihren Wachstumskegeln hohe Konzentrationen von Galanin und CGRP sowie

vesicular acetylcholine transporter (VACHT) (Werner et al, 1999).

Auf Zytokin- sowie auf deren Rezeptorebene konnte bislang noch kein Molekül mit zentraler

Funktion gefunden werden (Raivich, 2002a). Bisher kann eine Redundanz bzw.
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Austauschbarkeit angenommen werden, was durch das Phänomen gemeinsamer

intrazellulärer Signalkaskaden miterklärbar ist. 

1.3.3 Mikroglia 

Innerhalb der verschiedenen Stadien der mikroglialen Aktivierung spielen unterschiedliche 

Moleküle eine Rolle (Übersicht siehe: Raivich 2002). So ist die frühe Aktivierung stark

abhängig von MCSF (Raivich et al., 1994; Kalla et al., 2001), IL6 (Galiano et al., 2001) und 

TGF 1, wohingegen die späten Stadien (bystander activation) von TGF 1 (Jones et al.,

1998), tumor necrosis factor (TNF) und seinem Rezeptor (TNFR) abhängig sind.

In der frühen Phase - stage of alert (1) - finden sich in starker Expression das Zytokin M 2,

ICAM1 und (Immunglobulin G) IgG. In der zweiten Phase - stage of homing (2) sind M 2,

macrophage colony stimulating factor receptor (MCSFR) und 6 1 stark expremiert.

Lediglich mittelkräftig sind IgG und schwach major histocompatibility complex 1 (MHC1) und

sein Kofaktor B7-2 nachweisbar, die für die Antigenpräsentation wesentlich sind (Bohatschek

et al., 1999). Im Stadium höchster Aktivität stage of phagocytosis (3a) finden sich folgende 

molekulare Marker stark expremiert: die Immunrezeptoren MHC1, B7-2, die Zytokine M ,

5 1, M 2, ICAM1 und IgG. In der Phase der bystander activation (3b) sind diese Moleküle

zwar vorhanden, jedoch weniger stark nachweisbar.

1.3.4 Astroglia 

Die stellar fibrillären Astrozyten, die sich v.a. allem in der weißen Substanz finden, sind

immunhistochemisch gut durch vermehrte Immunreaktivität von glial fibrillary acid protein

(GFAP) nachweisbar (Bignami et al., 1972). Die plumpen, protoplasmatischen Astrozyten,

die sich fast ausschließlich in der grauen Substanz befinden, sind nur im Zellkörper GFAP 

positiv, in den proximalen Zellausläufern weisen sie Immunreaktivität für eNOS oder S100b

auf (Cammer und Tansey, 1988; Gabott und Bacon, 1996).

Die reaktive Astrogliose, die dem verletzten zentralen Nervensystem im Sinne einer 

Narbenbildung physikalische Stabilität verleiht, ist durch eine vermehrte Expression von 

GFAP innerhalb der ersten 24h (Tetzlaff et al., 1988), von Vimentin und Nestin 

gekennzeichnet (Pekney et al., 1999). Sie sind wesentliche astrogliale Strukturproteine, die

für die morphologische Veränderung in die stellare Formation unabdingbar sind (Graeber 

and Kreutzberg, 1988) und damit für die strukturelle Integrität des verletzten ZNS (Eliasson

et al., 1999; Raivich et al., 1999a; Lepekin et al., 2001). Die frühe Aktivierung wird duch

Chemokine wie LIF, ciliary neurotrophic factor (CNTF) und in einem geringeren Maß von IL6

mitbestimmt (Penkowa et al., 1999; Raivich et al., 2002).
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IL6-Defizienz führt zu einer verminderten Ausbildung stellarer Astrozyten durch mangelnde

Verteilung von GFAP in die Zellperipherie (Klein et al., 1997a; Penkowa et al., 1999) und zur 

geringeren Ausbildung GFAP positiver astroglialer Haufen (Raivich et al., 1999a, b). Die 

Abwesenheit von TGF 1 hat einen gegenteiligen Effekt mit einer insgesamt erhöhten Zahl 

stellarer Astrozyten, jedoch auch der plumpen, protoplasmatischen Subpopulation (Raivich

et al., 1999a, b). 

Die aktivierte Astroglia versorgt die benachbarten Neurone mit einer Vielzahl von

neurotrophen Faktoren wie NGF, ciliary neurotrophic factor (CNTF), insulin like growth

factor-1 (IGF-1), transforming growth factor  (TGF  (Eddleston und Mucke, 1993; Ridet et

al., 1997). Astrogliose kann jedoch auch bei aller Notwendigkeit ihrer regelhaften Ausbildung

die neuronale Regeneration und Reinnervation stark behindern. So führt GFAP-Defizienz mit

der mangelhaften Ausbildung von Narbengewebe zu einer vermehrten

Neuritenaussprossung (Moon et al., 2000; Menet et al., 2000).

1.3.5 Lymphozyten

IL6 und MCSF sind wesentlich in der ersten, frühen Phase an der Rekrutierung von CD3

positiven T-Lymphozyten beteiligt (Galiano et al., 2001; Kalla et al., 2001). IL1 und TNF

haben Einfluß auf die Rekrutierung von T-Lymphozyten in der späten Phase. Die Deletionen

von IL1R und TNFR2 führen zu einer deutlich verminderten Lymphozytenrekrutierung. Dies 

gilt auch für IL6-Defizienz, jedoch v.a. in der frühen Phase der Einwanderung und in einem 

geringeren Maße in der späten Phase (Raivich et al., 2003). Die Einwanderung der 

Lymphozyten wird zudem durch Zelladhäsionsmoleküle erleichtert wie ICAM-1, vascular cell 

adhesion molecule 1 (VCAM-1) und durch verschiedene Selektine, die von den

Endothelzellen der im betroffenen Gebiet befindlichen Gefäße vermehrt expremiert werden

(Irani und Griffin, 1996; Pryce et al., 1997). Immunhistochemisch sind die aktivierten T-

Lymphozyten stark positiv für CD44, ICAM-1 und L 2 (Raivich et al., 1998b).

Wie schon erwähnt, finden sich die T-Lymphozyten um phagozytotische MHC1, B7-2 und 

X 2 positive Mikrorglia (mikrogliale Knoten). Insgesamt besteht ein enger Austausch

zwischen Mikroglia und einwandernden T-Lymphozyten. Diesen wird v.a. in der späten

Phase der posttraumatischen Reaktion eine zentrale Rolle in der immunologischen Reaktion

und in der des neuronalen Überlebens zugesprochen (Raivich et al., 2003).

1.4 Untersuchte Moleküle

Vor diesem hier nur kurz skizzierten Hintergrund wurden das Chemokin Interleukin 6 (IL6),

die beiden Neuropeptide calcitonin gene-related peptide (CGRP) und Galanin sowie die

endotheliale und neuronale Stickoxidsynthetase (nNOS und eNOS) untersucht. Ihnen allen
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gemeinsam ist die verstärkte neuronale Expression in je eigenem zeitlichen Muster nach 

Fazialisaxotomie. Im Folgenden sollen die einzelnen Moleküle kurz charakterisiert werden.

1.4.1 Interleukin 6

Interleukin 6 kommt ubiquitär im Organismus vor. Es beeinflusst unterschiedliche biologische

Prozesse wie die Hämatopoese, es dient als Akutphaseprotein bei der Aktivierung der 

Immunantwort und ist an akuten Entzündungsprozessen beteiligt. Es gehört mit Ciliary 

Neurotrophic Factor (CNTF), Leukemia Inhibitory Factor (LIF), Oncostatin M (OSM),

Interleukin 11 (IL11) und Cardiotrophin-1 in eine Gruppe von Faktoren mit ähnlichem

Wirkungsbereich. Grund dafür ist der gemeinsame Signal transduzierende Faktor gp 130. 

Das Rezeptorbindungsverhalten und der weitere Transduktionsweg sind für die einzelnen

Faktoren jedoch partiell unterschiedlich (Tadamitsu et al., 1992; Taga and Kishimoto, 1997). 

IL6 wird im zentralen Nervensystem von Neuronen, Makrophagen, Neuroglia,

einwandernden T-Zellen bzw. peripher von Fibroblasten, Schwannschen Zellen und hier 

ebenfalls von Makrophagen gebildet. Es gelangt auch durch Einschwemmung bei Zerstörung

der Bluthirnschranke an den Ort des Traumas.

Eine Reihe von Substanzen sind an der Regulation von IL6 beteiligt: Cytokine und

proinflammatorische Moleküle (wie TNF- , TGF- , IL1, Prostaglandin E2 und LPS),

Neurotransmitter und Neuropeptide (Norepinephrin, Epinephrin, Adenosin, Substanz P,

Calcitonin, Serotonin, VIP) sowie Endo- und Exotoxine. Diese können sich in ihrer 

induktorischen Wirkung potenzieren (Überblick siehe Van Wagoner und Benveniste, 1999). 

Nach Trauma wird IL6 als Akutphasemolekül innerhalb der ersten Stunden (Maximum ca. 

24h) in unterschiedlichsten Gehirnregionen posttraumatisch expremiert (Kiefer et al., 1993,

Jeffrey et al., 2000).

IL6 besitzt protektive Wirkung. Nach peripherem Trauma beeinflusst es positiv das

Überleben und die Regeneration von motorischen wie sensorischen Neuronen und deren

axonaler Regeneration (Schafer et al., 1999; Thier et al., 1999). Experimentell führt die 

Dauerexpression von IL6 und Interleukin Rezeptor (IL6R) zu einer erhöhten 

Regenerationsgeschwindigkeit (Hirota et al., 1996).

Entsprechend konnte gezeigt werden, dass es bei der Regeneration zu einer 

Hochregulierung von IL6 und des IL6R zentral in den betroffenen Neuronen und peripher in

den umgebenden Schwannschen Zellen kommt (Kiefer et al., 1993; Murphy et al., 1995; 

Hirota et al., 1996; Zhong et al., 1999). Die Hochregulierung durch stimulierende Faktoren

geht dabei vom Nervstumpf aus. Diese Faktoren werden von Mastzellen oder

Schwannschen Zellen freigesetzt (Reichert et al., 1996; Murphy et al., 1999).

IL6 zeigte auch im zentralen Nervensystem nach neuronaler Schädigung wie Axotomie oder 

Ischämie neuroprotektive Wirkung (Ikeda et al., 1996; Loddick et al., 1998; Murphy et al., 
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1999). Ali et al. (2000) beschrieben einen verringerten neuronalen Zelltod, indem IL6 die

Toxizität von NMDA vermittelter Exzitation milderte. IL6 stimuliert während dieses Prozesses

Mikro- und Astroglia. Es kommt zu einer reaktiven Gliose (Penkowa et al., 1999; Streit et al.,

2000). Bei Überexpression oder zusätzlicher Gabe von IL6 kommt es zu einer

überschießenden astroglialen Narbenbildung, vermehrter ramifizierter Mikroglia und größerer

neuronaler Schädigung (Campbell et al., 1993; Fattori et al., 1995).

Neben der lokalen Immunstimulation kommt es im Rahmen der IL6 Expression zur

vermehrten Rekrutierung immunkompetenter Zellen wie Mono- und Lymphozyten (Hirano et 

al., 1986; Lotz et al, 1988; Penkowa et al., 1999; Legos et al., 2000).

1.4.2  Calcitonin gene related protein (CGRP)

Calcitonin gene-related peptides (CGRPs) sind zwei fast homologe Proteine CGRP- und -

(auch CGRP I und II) (Morris et al., 1984; Steenbergh et al., 1985). Mit einer

Sequenzhomologie von 25% und 50% gehören Adrenomedullin und Amylin in die gleiche

Familie von Neuropeptiden (Kitamura et al., 1993; Cooper, 1994).

Die teils sequenzidentischen Proteine CGRP, Amylin, Adrenomedullin und Calcitonin teilen

die Basisrezeptoren Calcitoninlike Rezeptor CLR (Chang et al., 1993) und Calcitoninrezeptor 

(CTR) (Sexton et al., 1993). Durch Kombination mit Coproteinen „receptor activity modifying 

proteins“ (RAMP 1-3) weisen diese wiederum eine je unterschiedliche relative Spezifität auf

(Sexton et al., 2001). Aufgrund der Sequenzähnlichkeit der Peptide kommt es zu

Kreuzaffinitäten/ Kreuzreaktivitäten auf Rezeptorebene mit sich überschneidenden

Wirkungsspektren (Christopoulos et al., 1999; Muff et al., 2001). CLR/(CTR) in Kombination

mit RAMP1 ist wesentlich affin zu CGRP. Es ist dem CGRP R1 am ehesten äquivalent

(Mallee et al., 2002). Es ist Gegenstand der Forschung, ob CGRP R2 als eigene molekulare 

Entität zu definieren ist oder eine Kombinationsvariante von CLR/(CTR) plus RAMP1 und

weiteren modulierenden Molekülen wie zum Beispiel das cytosolische RCP (receptor 

component protein) darstellt (Moreno et., 2002; Prado et al., 2002).

CGRP ist weit verbreitet in Neuronenpopulationen des zentralen und peripheren

Nervensystems, wo es im adulten Stadium jedoch kaum oder verhältnismäßig gering

expremiert wird (Kresse et al., 1992; Ishida-Yamamoto and Tohyama, 1989; Skofitsch and 

Jacobowitz, 1985). CGRP- und -  sind nahezu identisch in ihrer Wirkung. Sie zeigen ein 

unterschiedliches Expressionsmuster in den einzelnen Gehirnlokalisationen (Noguchi et al.,

1990). CGRP sowie seine Bindungsorte konnten im gesamten zentralen und peripheren

Nervensystem aufgezeigt werden (Kruger et al., 1988; Inagaki et al., 1986; Yamin et al., 

1994; Flühmann et al., 1997). CGRPmRNA und Immunreaktivität für CGRP lassen sich, mit

Ausnahme der visceromotorischen, in fast allen kranialen Hirnnervenkernen und in nahezu

allen kranialen und spinalen Motoneuronen nachweisen, deren Zielgewebe quergestreifte
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Muskulatur ist (Rethelyi et al., 1989, Raivich et al, 1995). CGRP wird im Zellkern synthetisiert

und anterograd zu den Synapsen der motorischen Endplatten transportiert (Popper and 

Micevych, 1989).

CGRP ist an einer Vielzahl von Funktionen des zentralen, peripheren und autonomen

Nervensystems beteiligt. Wirkungsbereiche finden sich in der Regulation des autonomen

Nervensystems (kardiovaskuläres, gastrointestinales System), im limbischen System

(Nahrungsaufnahme), in der Verarbeitung sensorischer (akustisches und optisches System) 

und sensibler Reize (Schmerzwahrnehmung) und in kognitiven Funktionen (Übersicht siehe:

Van Rossum et al, 1997). CGRP wird während der Embryonalphase stark expremiert. Es ist 

an der Ausdifferenzierung des Nervensystems beteiligt, v.a. an der Ausbildung und 

Regeneration neuromuskulärer Kontakte und an dem postnatalen Apoptoseprozess 

(Esquerada et al.1989; Mason and Mudge , 1992; Changeux et al., 1992).

Nach Denervation kommt es zu einer starken Hochregulierung von CGRP in den

Motoneuronen verglichen mit der bei intakter Innervation lediglich geringen Expression. Es 

zeigt sich ein biphasischer Verlauf mit Anstieg wenige Tage nach Axotomie und erneutem

geringeren Anstieg bei Reinnervation (Dumoulin et al., 1991). Zusätzlich reichert sich CGRP 

in hoher Konzentration in den aussprossenden Wachstumskegeln an und ist in besonders

schnell regenerierenden Axonen nachweisbar (Werner et al., 1999; Gray et al., 1992). Des

weiteren ist es an der neuromuskulären Endplatte lokalisiert (Csillik et al., 1993). Gliazellen

und Schwannsche Zellen verfügen über CGRP-Rezeptoren. Zentral kommt es bei in vitro

Modellen zu einer cAMP induzierten Proliferation von Mikro- und Astroglia, peripher zu einer 

Aktivierung von Schwannschen Zellen (Doumulin et al., 1991; Haas et al., 1991 b,c; Raivich 

et al., 1995; Cheng et al., 1995). Für CGRP konnte auch ein hemmender Einfluss auf

immunkompetente Zellen wie B- und T-Lymphozyten, Makrophagen und neutrophile

Granulozyten gezeigt werden (Wang et al., 1992; Richter et al., 1992; McGillis et al., 1993;

Jansen et al., 1999; Liu et al., 2000).

1.4.3 Galanin 

Das Neuropeptid Galanin (1-Glycin, 29-Alanin) wurde 1983 erstmals isoliert (Tatemoto et al.,

1983) und besteht bei der Maus aus 29 Aminosäuren. Neben Galanin ist Galanin-Message-

Associated-Peptide (GMAP) mit 60 Aminosäuren das zweite Spliceprodukt eines großen 

Vorläuferproteins. Die N-terminalen 15 Aminosäuren von Galanin sind in ihrer Sequenz hoch

konservativ und dabei notwendig und ausreichend für die Rezeptorerkennung und –

aktivierung (Bedecs et al., 1995).

Galanin lässt sich immunhistochemisch in vielen Regionen im Gehirn der Maus nachweisen

(Perez et al., 2001). In der Maus wurden bislang drei Rezeptoren für Galanin gefunden

(GAL1, GAL2, GAL3). Sie lassen sich in unterschiedlicher Verteilung im gesamten
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peripheren und zentralen Nervensystem nachweisen (Waters et al., 2000). Sie

unterscheiden sich in ihrer Aminosäuresequenz, in ihrem Bindungsverhalten zu

Galaninfragmenten und Galanin selbst und in ihrer Signaltransduktion (Florén et al., 2000).

Diese wird über G-Proteine vermittelt, denen sich intrazellulär unterschiedliche

Signaltransduktionen und Wirkungen anschließen, wie die Hemmung der 

Phosphatidylinositolhydrolase und die der Adenylatzyklase sowie die Stimulierung der

Phospholipase C (Bedecs, 1995; Wang et al., 1998; Iismaa und Shine, 1999; Branchek et 

al., 2000).

Bislang sind Galanin vielfältige, überwiegend hemmende Effekte zugeschrieben worden. So

wirkt es negativ auf kognitive (Lernen und Gedächtnis) und auf affektive Funktionen

(Depression bzw. Angst auslösend). Es führt zu einer Verminderung der 

Neurotransmitterausschüttung und der neuronalen Feuerrate, womit es schmerzhemmend

wirkt (Übersicht: Wrenn and Crawley, 2001; Wiesenfeld-Hallin, Xu, 2001). Galanin wirkt im

neuroendokrinen System stimulierend auf die Freisetzung von Wachstumshormon und

Prolactin (Ottlecz et al.,1986) sowie auf die Fettaufnahme (Kyrkouli et al., 1986; Crawley,

1999).

Galanin ist während der embryonalen Entwicklung stark expremiert, was nach Geburt rasch

auf wenige Prozent der Neurone abfällt. Nach Axotomie kommt es in 40-50% der 

sensorischen, aber auch in sympathischen und motorischen Neuronen zu einer erneuten

starken Hochregulierung und einem anterograden Transport entlang der auswachsenden

Axone in die Wachstumskegel (Hokfelt et al., 1987; Saika et al., 1991; Schreiber et al., 1994;

Shadiack et al, 1998). Die Expression wird von LIF induziert und von NGF gehemmt (Sun

and Zigmond, 1996; Corness et al., 1998). Versuche an Galanin-defizienten Mäusen zeigten 

im Vergleich zum Wildtyp ein verringertes Überleben von sensorischen Neuronen, eine 

verminderte axonale Regeneration bei ausgewachsenen Mäusen und eine verstärkte 

Apoptose bei neugeborenen Mäusen. Bei in vitro Studien zeigten die Galanin-defizienten 

Neurone ein verringertes Neuritenwachstum (Holmes et al., 2000). Darüberhinaus konnte für 

Galanin eine neuroprotektive Wirkung nachgewiesen werden (O´Meara et al., 2000).

1.4.4 Neuronale und endotheliale Stickoxidsynthetase (nNOS und eNOS)

1.4.4.1  Stickoxid (NO) 

Stickoxid (NO) ist im ganzen Organismus wirksam und seine Funktionen sind vielfältig. Die

Synthese erfolgt durch drei Isoenzyme: n, -i, -eNOS (neuronal [NOS-1], independent bzw.

induceable [NOS-2], endothelial [NOS-3] nitric oxide synthase). n- und eNOS sind in ihrer 

Aktivität Ca++ abhängig (auch nc- bzw. ecNOS genannt) und liegen zellulär in inaktiver Form 

vor, während iNOS Ca++ unabhängig induzierbar ist. Bei Präsenz Ca++ stimulierender
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Faktoren (z.B. Bradykinin, Thrombin) kommt es bei e/ncNOS zu einer eher transienten

Wirkung, wogegen iNOS eine dauerhafte, kumulative Aktivität zeigen kann (Marletta, 1994). 

NO ist in seiner Aktivität nicht beschränkt auf anatomische Strukturen, es ist nicht abhängig

von der Verteilung durch den Kreislauf und muss nicht an spezifische Rezeptoren koppeln.

Seine Wirkung basiert auf transzellulärer Diffusion und lässt sich paradox als ungerichtet 

spezifisch bezeichnen (Schmidt and Walter, 1994; Bredt, 1999). Daher sind die bisher 

bekannten Wirkungsspektren von n- und eNOS  als klar zuordenbare eingeschränkt zu

bewerten. Darüberhinaus ist der Einfluss von iNOS in ihrer unabhängigen Wirkungsweise 

ebenfalls nicht klar abzugrenzen (Paakkari  and Lindberg, 1994; Chao et al., 1996; Minghetti

et al., 1998; Murpy et al., 2000). nNOS und eNOS kommen entgegen ihrer durch 

Erstbeschreibung bedingten Bezeichnung im Gesamtorganismus an vielfältigen

Lokalisationen vor. Sie überlappen sich in Ihrem Vorkommen sowohl bezüglich der 

Zellpopulation als auch bezüglich der Zellkompartimente. NO wird sehr rasch nach

neuronalem Trauma gebildet (Kumar et al., 2001).

1.4.4.2  Endotheliale Stickoxidsynthetase (eNOS) 

eNOS ist in endothelialen Zellen lokalisiert, jedoch auch in Neuronen und Astrozyten

nachweisbar (Wiencken et al. 1999). Das von (e, -n)cNOSs gebildete NO hat im

Nervensystem vielfältige Wirkungen. So fungieren beide durch die Bildung von

Stickstoffmonoxid je unterschiedlich modulierend auf die Freisetzung erregender und 

hemmender Neurotransmitter in unterschiedlichen Regionen des zentralen Nervensystems

(Kano et al., 1998), bzw. NO hat selbst die Funktion eines nonadrenerger-noncholinerger

Neurotransmitters. eNOS hat v.a. gefäßrelaxierende, antiischämische und 

antiatherosklerotische, sowie mit seiner hemmenden Wirkung auf die Lymphozytenmigration

eine neuroprotektiven Wirkung (Lefer et al., 1999; Sanz et al., 2001; Altay et al., 2004).

Zusätzlich hemmt NO neuroprotektiv die Migration von Mikroglia an den Ort des Traumas

(Chen et al., 2001). Im Gegensatz zu eNOS´s antiischämischer Wirkung, scheint nNOS 

proischämische Wirkung zu haben (Huang et al., 1999). Darüberhinaus zeigt eNOS einen

positiven Effekt auf die Neuroregeneration und axonale Regeneration nach Trauma, wo es 

vor allem in der vasa vasorum des auswachsenden Axons zu finden ist (Gonzalez-

Hernandez et al., 1999; Cheng et al., 2005).

1.4.4.3 Neuronale Stickoxidsynthetase (nNOS) 

nNOS lässt sich im gesamten Nervensystem in unterschiedlicher Dichte, v.a. in Neuronen, 

weniger in Astrozyten nachweisen (Iwase et al., 1998; Cork et al., 1998; Aoki et al., 1998;

Eliasson et al., 1997). nNOS hat modulierend hormonal-sekretorsiche und vielfältige

physiologische Funktionen (Schmerzwahrnehmung, Ess- und Schlafverhalten,
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Thermoregulation, Mikrozirkulationssteuerung). nNOS wirkt modulierend auf die

Synaptogenese und –plastizität. Es ist in der Embryonalperiode an dem koordinierten Aufbau

des neuronalen Netzwerkes beteiligt (Williams et al., 1994; Oermann et al., 1999). Postnatal 

zeigt sich sein Einfluß auf Lernen und Gedächtnis (Schuman and Madison, 1994; Böhme et 

al., 1993). In vivo und in vitro Studien zeigen widersprüchliche Wirkungsweisen von NO: In

Regionen höchster NO-Konzentration war vermehrte Synapsenbildung nachzuweisen,

wohingegen es zu einem Kollaps von Wachstumskegeln bei aussprossenden Axonen in vitro

bei Zugabe von Stickstoffmonoxid kommt ( Hess et al., 1993). Nach axonaler Schädigung ist

nNOS versärkt in den geschädigten Neuronen expremiert (Gonzalez-Hernandez et al.,

1999). nNOS-defiziente Mäuse zeigten jedoch keine morphologischen neuronalen

Veränderungen, was auch durch Ausgleich des Defizits durch die NOS–Isoformen, hier vor

allem eNOS miterklärbar wäre (Huang et al., 1998). Daneben scheint nNOS wie auch eNOS,

jedoch in geringerem Maße, eine hemmende Wirkung auf das Immunsystem zu haben (Lefer

et al., 1999). Andere Untersuchungen wiederum zeigen für nNOS auch eine 

migrationsfördernde Wirkung auf die Lymphozyten (Altay et al., 2004). 

1.5 Zielsetzung

Wie schon erwähnt, ist den hier einführend charakterisierten Substanzen gemeinsam, dass

sie nach Fazialisaxotomie in je eigenem Zeitverlauf verstärkt expremiert werden. Es stellt

sich die Frage, ob diese Substanzen eine Rolle und wenn ja, welche Rolle in der 

posttraumatischen Reaktion nach peripherem Trauma im motorischen Fazialiskern und im

Fazialisnerven spielen. Die einzelnen zellulären Reaktionen, die von den traumatisierten

Neuronen ihren Anfang nehmen, sollen im Folgenden anhand des Fazialismodells bei Gen-

defizienten Tieren hinsichtlich der einzelnen Substanzen und ihrer Wildtyp-Vergleichsgruppe

untersucht werden. Die immunhistochemische Analyse zielt vor allem auf Unterschiede in

der Quantität und Morphologie: Unterschiede in der Quantität der Zellen oder ihrer 

Bestandteile (z.B. die Anzahl der eingewanderten Lymphozyten, der mikroglialen Knötchen,

der aussprossenden Wachstumskegel etc.) und Unterschiede in der Quantität der

molekularen Expression, die posttraumatisch in den einzelnen Zelltypen einem

verhältnismäßig stereotypen Muster folgt. Hat die Defizienz der hier untersuchten Moleküle

Einfluss auf die Quantität des immunhistochemischen Nachweises anderer hochregulierter

Moleküle, und wie könnte dies zu den möglicherweise vorzufindenden zellulären 

Veränderungen im Zusammenhang stehen? Gibt es beim Vergleich der Gen-Defizienz und 

der Wildtyp Gruppe Unterschiede in der Morphologie der einzelnen Zellpopulationen (z.B. 

unterschiedliche Formation der Astrozyten)? Diese  Fragen sollen mit den folgenden

Experimenten untersucht werden.
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2  ERGEBNISTEIL 

2.1  Interleukin 6 und die zelluläre Antwort auf Verletzung des Fazialisnervs

2.1.1  Axonale Regeneration des gequetschten Fazialisnervs

Die Quetschung des peripheren Fazialisnerven führt mit einiger Verzögerung zu einem 

Wiederauswachsen der Axone und zur Reinnervation der Muskulatur der Barthaare um den 

Tag 7. Frühere elektrophysiologische und autoradiographische Studien konnten eine

Regenerationsgeschwindigkeit der motorischen und sensorischen Neurone von ~4mm/Tag

zeigen (Forman and Berenberg, 1978; Bisby and Keen, 1985; Chen and Bisby, 1993). Es 

konnte zudem gezeigt werden, dass die Regeneration mit einer Verzögerung von 2 Tagen 

beginnt (Forman and Berenberg, 1978). Dies ergibt eine Regenerationsgeschwindigkeit von

~3mm/Tag, wenn man bedenkt, dass die Regenerationsstrecke am Tag 4 ca. 6 – 7mm

beträgt (Werner et al., 2000). CGRP und Galanin lassen sich am Tag 4 immunhistochemisch

gut in den Wachstumskegeln in je unterschiedlicher Neuronenpopulation nachweisen (Gray 

et al., 1992; Moore et al., 1989).

Die axonale Regeneration des gequetschten Fazialisnerven wurde hier 96h nach der 

Verletzung untersucht (Methode beschrieben bei Werner et al., 2000). Die

immunhistochemische Darstellung der axonalen Wachstumsfront der regenerierenden 

CGRP- oder Galanin-positiven Motoneuriten und deren Wachstumskegel gelang in 

Paraformaldehyd fixierten, 10µm dünnen, longitudinal geschnittenen Fazialisnerven. Fünf 

Gewebsschnitte in einem Abstand von 50µm wurden verwandt, um die mittlere 

Regenerationsstrecke der Axone für das jeweilige Neuropeptid je Tier zu bestimmen (n = 5 in 

jeder Gruppe). Es wurde von der Quetschungsstelle (lichtmikroskopisch und durch

autochtone Fluoreszenz nachweisbar) bis zu dem weitest distal befindlichen

Wachstumskegel gemessen.

Wichtig ist zu bemerken, dass alle hier vorgestellten Ergebnisse im Mittelwert +/- 

Standardabweichung des Mittelwertes (SEM) aufgeführt werden.

Normale Wildtypmäuse zeigten eine Regenerationsstrecke von 6,54mm +/-0,21mm für

CGRP-immunreaktive und von 6,63mm +/-0,14mm für Galanin-immunreaktive Axone am 

Tag 4. Homozygot IL6-defiziente Mäuse zeigten eine mäßige, aber statistisch signifikant

verminderte Regenerationsstrecke um 14% oder 0,93mm für Galanin-immunreaktive und um 

12% oder 0,77mm für CGRP-immunreaktive Axone (P < 0,03 für CGRP, P < 0,001 für 

Galanin, Student t-test, Mittelwert der Regenerationsstrecke +/- Standardabweichung des

Mittelwertes SEM) (Abb. 2A, S. 18). 
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Abbildung 2 (A-C).

Abbildung 2 (D)

Axonale Regeneration (A) und zelluläre Infiltrate (B, C) im verletzten Fazialisnerv 4 Tage nach
Nervquetschung in lL6-/- Mäusen (graue Balken) und in lL6+/+ Mäusen (schwarze Balken). Mittelwert und SEM,
n=5 Tiere je Gruppe. *P <0,005 im Student  t-Test. Das Ausmaß der axonalen Regeneration wurde durch die 
Distanz zwischen der Wachstumsfront der regenerierenden CGRP oder Galanin-immunreaktiven Axone und der
Stelle der Nervenquetschung . Einwandernde neutrophile Granulozyten (NG) wurden durch
Immunhistochemie mit endogener Peroxidase an der Nervenquetschstelle, 2mm und 4mm distal nachgewiesen.
Die Makrophagen (M wurden durch Immunreaktivität mit M 2 Integrin nachgewiesen. Die Anzahl der
Makrophagen ist definiert durch die Anzahl pro Zählgitter von 0.39mm² (bei 20xVergrößerung).

zeigt die unterschiedliche neuronale Überlebensrate 30 Tage nach Fazialisaxotomie. Danach
kam es zu einem nicht signifikanten Unterschied (P = 0,42) von 3% bei 16% Neuronenverlust bei lL6+/+
gegenüber 13% Verlust bei Ll6-/-. Graue Balken axotomierte Seite, nichtaxotomierte Seite schwarze Balken.

bestimmt

2.1.2 Makrophagen- und Granulozyteneinwanderung in den gequetschten 

Fazialisnerven

Neben der axonalen Regenerationstrecke wurde noch die Anzahl der in den Fazialisnerven

eingewanderten Makrophagen und neutrophilen Granulozyten bestimmt. Die Anzahl wurde

ebenfalls am Tag 4 nach Verletzung an der Quetschungsstelle selbst, 2mm und 4mm distal 

davon erfasst. Es wurden wieder fünf Schnitte von 50µm Abstand zueinander je Tier

untersucht, bei 5 Tieren pro Gruppe (n = 5) (Abb. 2B und C, S. 18). Die Makrophagen

wurden mit Immunhistochemie für  Integrin nachgewiesen, die Granulozyten mit

Immunhistochemie für die endogene Peroxidase. Es konnte kein statistisch signifikanter

Unterschied in der Anzahl der nachgewiesenen Makrophagen und in der Anzahl der

nachgewiesenen Granulozyten zwischen den IL6-defizienten Mäusen und der Wildtyp

Vergleichsgruppe 4 Tage nach Quetschung gezeigt werden. 

2.1.3  Lymphozyteneinwanderung in den Fazialiskern

Die Fazialisaxotomie führt zu einer zweiphasigen T-Lymphozytenrekrutierung in den 

verletzten Fazialiskern. Der erste Gipfel der Lymphozyteneinwanderung ist um den Tag 1-4

nach Fazialisaxotomie zu sehen, der zweite, ausgeprägtere Gipfel am Tag 14 (Raivich et al.,

1998b). Die einwandernden T-Zellen wurden mit Immunreaktivität für CD3 nachgewiesen.

Hierbei wurden je Tier sieben 20µm dünne Schnitte mit gleichem Abstand von 120µm 

zueinander verwandt. Der Nachweis der Lymphozyten erfolgte am Tag 1 und am Tag 4 
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Abbildung 3.
Lymphozyteneinwanderung in den 
Fazialiskern am Tag 1, 4, und 14 nach
Axotomie des Fazialisnerven, Effekte der
IL6-Defizienz (-/-). Linke Seite:
Gesamtanzahl der CD-3-positiven T-
Zellen pro Schnitt des Fazialiskerns im
Vergleich der kontralateralen Seite
(graue Balken) zur axotomierten Seite
(schwarze Balken). Rechte Seite: Die
IL6-/- Mäuse (graue Balken) zeigen eine
90%ige Reduktion für die Anzahl der
CD3+ T-Zellen am Tag 1, ein 80%ige
Verminderung am Tag 4 und immer noch 
eine 60%ige Verminderung am Tag 14

( p<0.01). Jeweils im Vergleich zur
Wildtyp Gruppe (schwarze Balken).
Beachte den graduellen Zuwachs in der
Anzahl der CD3+ Lymphozyten
zwischen Tag 1 und Tag 14. 

*

Tag 4

0

3

6
*

in sieben Gewebsschnitten pro Tier (n = 4). Am Tag 14 erfolgte er an zwei Schnitten, die in

einem Abstand von 340µm zueinander lagen (n = 6-7). 

Die höhere Anzahl an Schnitten am Tag 1 sollte die Variabilität der weit geringeren Anzahl 

der eingewanderten T-Zellen zu den frühen Zeitpunkten ausgleichen. So ließen sich am Tag 

1 2,74 +/-0,38 CD3-positive Zellen pro Gewebsschnitt und am Tag 4 5,82 +/-0,42 CD3-

positive Zellen nachweisen, gegenüber 32,8 +/-5,5 am Tag 14. Wie in Abb. 3 (S. 19) gezeigt 

führte IL6-Defizienz zu einer signifikanten, 10-fach verminderten Einwanderung von CD3-

positiven T-Zellen am Tag 1, zu einer 5-fach verminderten am Tag 4 und zu einer 2,3-fach

verminderten Einwanderung am Tag 14 im Vergleich zur Wildtypgruppe (P < 0,01 im 

Student-t Test zu allen drei Zeitpunkten). Die Infiltration von CD3-positiven Zellen auf der

unoperierten, kontralateralen Seite war nicht von der IL6-Defizienz beeinflusst (Abb. 3, S.

19).

2.1.4  Neuronales Überleben 

Die Fazialisaxotomie führt zum neuronalen Zelltod mit einem Gipfel am Tag 14 (Möller et al., 

1996; Raivich et al., 1998b). Hier wurde das neuronale Überleben 30 Tage nach

Fazialisaxotomie untersucht. Der Nachweis der Neurone erfolgte mit einer Färbung nach 

Nissl in 25µm dünnen, in Paraformaldehyd fixierten Schnitten. Alle neuronalen
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Abbildung 4. Effekte der IL6 Defizienz auf
Wachstumskegel aussprossender Axone
am Tag 14: gezeigt wird die Summe
quant i ta t iver  Parameter  wie  der
umschriebenen Feldgröße, der Helligkeit
und des Volumens, mit 7 Tieren in jeder
G r u p p e . D i e  F e l d g r ö ß e  d e r
Wachstumskegel wird wiedergegeben in 
Elementen pro Tausend (ppt = parts pro
thousand) einer 1024x1024 Pixel Bitmap,
die Helligkeit als Logarithmus der Ratio der
mittleren Wachstumskegel zur mittleren
Bitmap Helligkeit und das mittlere
Wachstumskegelvolumen in µm³.
Il6 Defizienz beeinflusst nicht die Anzahl
CGRP-positiver Wachstumskegel, führt
jedoch zu einer fast 2 fachen Steigerung in 
der Gesamtheit der umschriebene
Feldgröße der Galanin immunreaktiven
Wachstumskegel und auch zu einer
Steigerung in ihrer relativen Helligkeit.

-
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Zellprofile wurden durch den gesamten Fazialiskern auf der operierten und auf der

unoperierten Seite gezählt. Die Anzahl für die neuronale Größe wurde korrigiert, indem die

Abercrombie Korrekturberechnung verwandt wurde (siehe Material und Methoden, S. 92 f).

Die korrigierte Anzahl der Motoneuronen betrug auf der unoperierten Seite in normalen 

Mäusen 1954 +/-58 (n = 7, Mittelwert +/- Standardabweichung) und stimmte damit mit vorher 

veröffentlichten Daten über die Anzahl von Motoneuronen im Fazialiskern überein (Sendtner

et al., 1997).

Verglichen mit der unoperierten Seite, führte die Fazialisaxotomie zu einem 16%igen Verlust

von Motoneuronen bei IL6+/+ Mäusen (1645 +/-85 auf der axotomierten Seite) und zu einem 

13%igen bei IL6-/- Mäusen 30 Tage nach Fazialisaxotomie (1815 +/-60 Motoneurone auf der 

axotomierten gegenüber 2087 +/-47 auf der kontralateralen Seite, n = 9 Tiere) (siehe Abb. 

2D, S 18). Damit ergab sich für den neuronalen Zellverlust keine signifikante Veränderung

zwischen den zwei Vergleichsgruppen mit p = 0,42. 

2.1.5  Zentrale Wachstumskegel 

Fazialisaxotomie führt zum Wiederauswachsen von Neuriten mit der Ausbildung von

Wachstumskegeln. Diese sind im Fazialiskern und hauptsächlich in der perinukleären

weißen Substanz mit einem Gipfel am Tag 14 nach Verletzung nachzuweisen (Abb. 1, S. 5).

Die Wachstumskegel zeigen sehr starke Immunreaktivität für CGRP, Galanin und

vesikulären Acetylcholintransporter (VACHT). Zudem wurden die Neurone retrograd mit Mini-

Ruby markiert, das an den proximalen Stumpf des axotomierten Nervs appliziert wurde, um 

die Herkunft als auswachsende Neurite der Neurone des Fazialiskerns zu bestätigen (Kloss
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Abbildung 5. CGRP- and Galanin-immunreaktive axonale Wachstumskegel im und um den Fazialiskern 14 Tage nach
Fazialisaxotomie. Fazialisaxotomie führte zum Auftreten stark Neuropeptid-immunfluoreszenter Wachstumskegel (kleine
Pfeile) in der Nachbarschaft von axotomierten neuronalen Zellkörpern, mit einem Maximum am Tag 14. Vergleich
nichtaxotomierte (nax) Seite mit der axotomierten (ax) Seite. HM: axotomierter Fazialis in höherer Vergrößerung (183x).
Die Wachstumskegel (kleine Pfeile) waren besonders prominent in der weißen Substanz ventral zum Fazialiskern. Sie
waren kleiner als die benachbarten Motoneurone (große Pfeile), zeigten jedoch eine weit stärkere Immunfluoreszenz für
CGRP (obere beiden Reihen) und Galanin (untere beiden Reihen). lL6-Defizienz führte zu einer starken Zunahme in den
Galanin-immunreaktiven Wachstumskegeln (Vergleich IL6-/- mit lL6+/+). Die weniger zahlreichen CGRP-positiven
Wachstumskegel zeigten keinen Unterschied. Bemerkenswert ist die Abwesenheit neuronaler Galaninimmunreaktivität im
nichtaxotomierten Fazialiskern. Maßbalken: 0,25mm linke und mittlere Spalte, 75µm rechte Spalte.
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et al., 1999; Werner et al., 1999). Wie in Abb. 5, linke Spalte (S. 21) zu sehen, sind diese

Wachstumskegel auf der kontralateralen Seite nicht nachzuweisen.

Beide Gruppen von Mäusen, IL6+/+ und IL6-/-, zeigten ein ähnlich mäßiges Aussprossen der 

CGRP-positiven Wachstumskegel 14 Tage nach Fazialisaxotomie (Abb. 5, erste und zweite

Reihe, S. 21). Die Quantifizierung des Areals, in dem intensiv angefärbte CGRP-

immunreaktive Wachstumskegel gemessen wurden (Material und Methoden, S. 90 ff), zeigte 

einen Anteil von 0,7 +/-0,1 Bildpunkten (englisch = pixel) pro Tausend (ppt) für IL6+/+ und 

0,67 +/-0,11 ppt für IL6-/- (Mittelwert +/- Standardabweichung, n = 7 Tiere pro Gruppe, P = 

0,87 im Student t-test) (Abb. 4, oben links, S. 20).

Die Galanin-immunreaktiven Wachstumskegel waren schon in der Wildtyp Gruppe 

zahlreicher (3,54 +/-0,43 ppt in IL6+/+ Mäusen). Diese ohnehin stärkere Antwort auf die

Axotomie war in IL6-/- Tieren hochsignifikant um den Faktor 1,8 vermehrt (6,36 +/-0,68 ppt, 

mit P < 0,001) (Abb. 4, oben rechts, S. 20; zu sehen auch in Abb. 5, 3. und 4. Reihe, S. 21). 

Die Quantifizierung der Galanin-Immunreaktivität in den markierten Wachstumskegeln,

durchgeführt mit dem modifizierten RISC Algorithmus (Material und Methoden, S. 90 ff),

zeigte auch eine signifikant stärkere Neuropeptid Markierung in den IL6-/- Mäusen bei P < 

0,001 (Abb. 4, Mitte rechts, S. 20). Die CGRP-Markierung war unverändert. Hingegen konnte

mit einer Größe von je 100-150µm³ kein signifikanter Unterschied zwischen der Größe der

Galanin-positiven und der CGRP-positiven Wachstumskegel festgestellt werden.

2.1.6  Mikrogliale Reaktion 

IL6-Defizienz führte zu einer Reihe von mikroglialen Veränderungen im verletzten 

Fazialiskern. Dies betraf die Morphologie, die Zellzahl und die immunhistochemische

Quantität der phasenspezifischen Aktivierungsmarker. Diese Veränderungen waren

besonders deutlich während der frühen Reaktion auf die Verletzung, 1-4 Tage nach 

Fazialisaxotomie.

Wie in der Einleitung beschrieben, erfolgt die Aktivierung von Mikroglia schrittweise in

verschiedenen Phasen (Raivich et al., 1999a). Diese Schritte sind durch Aktivierungsmarker

definiert, die sich in der entsprechenden Phase immunhistochemisch in unterschiedlichem 

Maß nachweisen lassen. Diese spezifischen Antigene lassen sich durch

Doppelimmunfluoreszenzmarkierung mit gleichzeitiger Immunreaktivität für mikrogliale

typische Marker wie M 2 Integrin, Maus IgG oder ionisierter Ca-bindendes Adaptor Protein

Typ 1 (IBA 1) auf der Mikroglia kolokalisieren. Die Quantifizierung erfolgte nach dem RISC 

Algorithmus (Raivich et al., 1998a; Werner et al., 1998; Kloss et al., 1999; siehe auch in 

Material und Methoden, S. 88 ff). 

Von allen Markern, die auf der ruhenden Mikroglia der kontralateralen, unoperierten Seite

des Fazialiskerns immunhistochemisch nachgewiesen wurden, zeigte lediglich die
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Abbildung 6. IL6-Defizienz beeinflusst das normale Muster früher mikroglialerAktivierung im axotomierten Fazialiskern. Es
zeigte sich ein Effekt auf Adhäsionsmoleküle und MHC1. Doppelimmunfluoreszenz für TSP, ICAM1, �5����a5b1) und �6���
�a6b1) Integrin, und MHC1 (grün), Kolokalisation mit �M�2 (TSP) oder IBA1 (ICAM1, �5�1, �6�1, MHC1, rot) Tag 1 und 4
nach Fazialisaxotomie. In IL6+/+ Mäusen rief die Fazialisaxotomie eine stark erhöhte Immunreaktivität der oben genannten
Marker hervor. lL6-Defizienz führte zu einer Verstärkung der Immunreaktivität für TSP auf ruhender Mikroglia (lL6-/- nax) und
zu einer Verminderung von ICAM1, �5�1, �6�1 und MHC1, Marker der aktivierten Mikroglia. Aktivierte Il6-/- Mikroglia (m)
konnte sich an axotomierte Neurone (n) anlegen. Jedoch kam es zu keinem Anschwellen des Zellkörpers und sie zeigten 
schlanke, fein verzweigte periphere Ausläufer. Bemerkenswert ist die Immunreaktivität von TSP, ICAM1 und �6�1 auf
benachbarten Blutgefäßen(v). Maßbalken: 25µm.
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IL6+/+ nax

IL6+/+ ax

IL6-/- nax

IL6-/- ax
Abbildung 7. IL6-Defizienz beeinflusste die Induktion des Rezeptors für das mikrogliale Mitogen MCSF und die
mikrogliale Proliferation. Die mikrogliale Antwort im Fazialiskern am Tag 3 nach Fazialisaxotomie (ax), Vergleich von
lL6+/+ mit IL6-/- Mäusen und Vergleich der axotomierten (ax) mit der nichtaxotomierten (nax) Seite.
Doppelimmunfluoreszenz für �M�2 Integrin (grün), ein konstitutiv expremierter Mikrogliamarker, und MCSF
Rezeptor (MCSFR, rot). Die Kolokalisation beider Marker wird gezeigt in gelb (R+G, rechte Spalte). IL6-/- Mäuse
zeigten eine geringere Dichte von �M�2 immunreaktiver Mikroglia im axotomierten Fazialiskern am Tag 3 und eine
stark verminderte MCSFR Immunreaktivität. Maßbalken: 0,2mm.
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MHC1 B7.2

IL6+/+ nax

IL6+/+ ax

IL6-/- nax

IL6-/- ax

Abbildung 8.
IL6-Defizienz beeinflusst nicht die
Immunreaktivität von MHC1 und B7.2 auf
Mikrogliaknötchen im axotomierten
F a z i a l i s k e r n , 1 4 Ta g e n a c h
Fazialisaxotomie (ax).
Doppelimmunfluoreszenz für MHC1 oder
B7.2 (grün) und mikrogliale IBA1 Immun-
reaktivität (rot) zeigt eine starke gelbe
Markierung auf den großen Zellstrukturen.
Hier wurde die mikrogliale Farbintensität für
MHC1 und B7.2 vermindert, um eine
Übersteuerung der Fluoreszenz der sehr
hellen immunreaktiven Mikrogliaknötchen
zu vermeiden. Maßbalken: 0,25 mm.
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Abbildung 9.

o

IL6 Defizienz (-/-) interferiert mit dem normalen Muster der Mikrogliaaktivierung.
Gezeigt wird die quantitative Immunfluoreszenz für mikrogliale Aktivierungsmarker 1, 3, 4 und 14
Tage nach Fazialisaxotomie (d1-14). Immunreaktivität für M 2 und für polyklonale Antikörper
(TSP, MCSFR) wurde in M 2 definierten Mikrogliaprofilen quantifiziert, für IBA1 und für andere
monoklonale Antikörper (ICAM1, 1, 6 1, MHC1, B7.2) in IBA1 definierten Profilen, wobei der
RISC Algorithmus (siehe Material und Methoden, S. 88ff) verwandt wurde. Schwarze Balken
geben die axotomierte Seite wieder, die grauen Balken die kontralaterale nicht axotomierte Seite.
Die Sterne zeigen eine statistisch signifikante Veränderung auf der gleichen Seite (axotomiert
oder nicht axotomiert) für IL6+/+ gegenüber den Zytokin-defizienten Mäusen (P<0,05 im
Studenten t-Test, n = 4 - 8 Tiere je Gruppe). : Eine statistisch signifikante Veränderung in der
Differenz zwischen der axotomierten und der kontralateralen nicht axotomierten Seite zwischen
IL6+/+ und Il6-/- Gruppen. Beinahe alle Effekte der lL6 Defizienz auf die mikrogliale Aktivierung
wurden während der frühen Zeitpunkte beobachtet (Tag 1 bis Tag 4). Mikrogliales IBA1 stellte die
einzige Ausnahme dar, mit einer verminderten Immunreaktivität bei IL6-/- zu allen untersuchten
Zeitpunkten, am Tag 1 (linke Spalte), am Tag 14 (rechte Spalte) und Tag 4 (nicht gezeigt, siehe 
dazu Text). Beachte den starken Effekt von IL6 auf mikrogliales MHC1 am Tag 4 und seine
Abwesenheit am Tag 14, dem Spätstadium der mikroglialen Aktivierung.

-

-

Immunreaktivität für Thrombospondin eine signifikante Veränderung mit einem 2-fachen

Anstieg der Quantität in IL6-/- Tieren verglichen mit den IL6+/+ Wildtypkontrollen (Abb. 9, 

oberste Reihe, S. 26; Abb. 6, oben links, S. 23) (P < 0,001, unpaariger Student-t Test). 

Keiner der anderen Marker (IBA1, ICAM1, MCSFR, 5 6, 6 1, MHC1 und B7.2) war
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statistisch signifikant verändert, obwohl eine leicht verstärkte Immunreaktivität des 

mikroglialen M 2 Antigens in der IL6-/- Gruppe nachzuweisen war (P = 0,087).

Die frühe mikrogliale Aktivierung ist normalerweise charakterisiert durch die Induktion von

TSP, M 2 Integrin, ICAM1 und IBA1 innerhalb der ersten 24h nach der Verletzung (Abb. 6,

erste und zweite Reihe, S. 23; Abb. 9, linke Spalte, S. 26). Zwei dieser Marker, ICAM1 und

IBA1, zeigten ein signifikant niedrigeres Niveau auf den mikroglialen Zellprofilen im 

axotomierten Fazialiskern der IL6-/- Tiere am Tag 1 nach Fazialisaxotomie (P < 0,001). Der 

Zuwachs von mikroglialer M 2 Aktivität (im Vergleich die operierte zur unoperierten Seite) 

war signifikant niedriger in den IL6-defizienten Tieren (P < 0,002). Dieses Phänomen könnte 

auch durch ein höheres Immunreaktivitätsniveau auf der kontralateralen Seite in der IL6-/-

Gruppe erklärt werden. Die mikrogliale TSP-Immunreaktivität auf der operierten Seite zeigte

auch eine Tendenz zu höherer Aktivierung in den IL6-/- Tieren, jedoch ohne statistische

Signifikanz (P = 0,24).

Nach der anfänglichen Aktivierung beginnt, wie in der Einleitung detaillierter ausgeführt, die 

stimulierte Mikroglia rasch zu proliferieren. Sie lagert sich an die verletzten Neurone an,

schwillt mit ihrem Zellkörper an und expremiert in hohem Maße Adhäsionsmoleküle 5 1

und 6 1–Integrin (Abb. 6, dritte und vierte Reihe, S. 23), MCSFR (Abb. 7, S. 24), das am

Tag 3 – 4 nach Axotomie den Gipfel seiner immunhistochemischen Nachweisbarkeit hat 

(Raivich et al., 1998a, b; Kloss et al., 1999). Die Annäherung und die Adhäsion an Neurone

wird auch begleitet von einer langsam gesteigerten mikroglialen Immunreaktivität für MHC1 

(Abb. 6, fünfte Reihe, S. 23) und dessen kostimulierenden Faktor B7.2 (Bohatschek et al.,

1999). Die meisten dieser mikroglialen Marker zeigten eine weit geringere

immunhistochemische Nachweisbarkeit in den IL6-/- Tieren verglichen zu den IL6+/+ Tieren 

der Kontrollgruppe.

Wie in Abb. 9 (S. 26) gezeigt werden konnte, war die Immunreaktivität zu 48% vermindert bei 

MCSFR (P < 0,0001), zu 55% bei 5 1-Integrin (P < 0,001), zu 73% bei 6 1-Intgerin (P <

0,025) und zu 61% bei MHC1 (P < 0,002).

Diese unterschiedliche Induzierung von Aktivierungsmarkern wurde von Veränderungen in

der Zellzahl und der Morphologie begleitet. Die M 2 Markierung, siehe Abb. 7 (S. 24), 

zeigte eine reduzierte Dichte der Mikroglia im Fazialiskern 3 Tage nach Axotomie des

Fazialisnerven in den IL6-/- Mäusen. Diese war um das 1,5 fache reduziert, was mit Daten

der früher beschriebenen ungleichen Mikrogliaproliferation in den IL6-defizienten Mäusen 

übereinstimmt (Klein et al., 1997a). Auf der morphologischen Ebene zeigte die Mikroglia von

IL6+/+ Tieren eine verminderte periphere Verästelung und ein starkes Anschwellen der

Zellkörper, als sie sich an die axotomierten Motoneuronen 4 Tage nach Verletzung

anlagerten (Abb. 6, dritte bis fünfte Reihe, 3. Spalte, S. 23). Die aktivierten Mikrogliazellen

legten sich in IL6-/- Mäusen zwar auch an die axotomierten Neurone an, beginnend am
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Tabellarische Zusammenfassung: Auswirkungen der Interleukin 6-Defizienz

Zelltyp Zeitpunkt Veränderung
Axotomierte Motoneurone
- axonale Regeneration
- zentrales Neuritenauswachsen
- Galanin Immunreaktivität
- neuronales Überleben

Tag 4 
Tag 14 
Tag 14 
Tag 30 

mäßig vermindert 
stark gesteigert
gesteigert
unverändert

Lymphozyteneinwanderung
 (in den Fazialiskern) Tag 1 

Tag 4 
Tag 14 

sehr stark vermindert
stark vermindert 
vermindert

Mikrogliale Reaktion
- frühe Phase (state of alert) 
   (ICAM1, M IBA1)
- mittlere Phase (homing)
   (a5b1, a6b1, MCSFR, MHC1) 
- späte Phase (Phagozytose)
   (MHC1, B7-2) 

Tag 1 

Tag 4 

Tag 14 

stark vermindert 

stark vermindert 

unverändert

Einwanderung in den Fazialisnerv
- Granulozyten
- Makrophagen

Tag 4 
Tag 4 

unverändert
unverändert

ersten Tag nach Fazialisaxotomie (Abb. 6, oben, S. 23). Sie zeigten aber kein Anschwellen

der Zellkörper und präsentierten sich mit langen, schmalen und verzweigten Fortsätzen

(Abb. 6, dritte und fünfte Reihe, zweite Spalte, S. 23). 

Der verzögerte neuronale Zelltod mit seinem Maximum am Tag 14 nach Verletzung (Möller

et al., 1996) führt zu einer weiteren Veränderung der benachbarten Mikroglia. Sie wandeln

sich in phagozytotische Zellen um, die mikrogliale Knötchen bilden und eine sehr starke 

Immunreaktivität für MHC1 und B7.2 haben (Bohatschek et al., 2004a, b; Raivich et al.;

1998a, b). Wie gezeigt werden konnte in Abb. 8 (S.25), war das Vorkommen dieser Marker 

bei IL6-/- Tieren nicht beeinträchtigt. Zusätzlich zu diesen zellulären Veränderungen in 

mikrogliale Knötchen ist die Phagozytose der Neurone von einem zweiten Schub der 

Aktivierung benachbarter, nicht phagozytotischer Mikroglia begleitet. Dabei zeigte diese eine 

geringere Immunreaktivität für MHC1 und B7.2 und eine starke Immunreaktivität für IBA1

(Bohatschek et al., 2004a, b; Raivich et al., 1999a, b). Mit ungefähr 130 Zellen in IL6-/- und

200 Zellen in IL6+/+ Tieren je 20µm messendem Gewebsschnitt am Tag 7 – 14 (Klein et al., 

1997a) sind diese parenchymalen Zellen zahlreicher als die Mikrogliaknötchen (2 – 3 pro

Schnitt) und stellen daher den Hauptanteil der gesamten mikroglialen Immunreaktivität dar.

Anders als die Aktivierung in der mittleren Phase am Tag 4 war die Induktion des 

mikroglialen MHC1 Markers in der gesamten mikroglialen Population des axotomierten

Fazialiskerns 14 Tage nach Verletzung von der IL6-Defizienz nicht beeinflusst. Das gleiche

galt für B7.2 (Abb. 9, rechte Spalte, S. 26). 
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Allerdings führte die Defizienz von IL6 zu einer signifikanten Verminderung der 

posttraumatischen Immunreaktivität von IBA1 am Tag 14 (Abb. 9, rechts, dritte Reihe, S. 26),

ebenso wie am Tag 1 (Abb. 9, unten links, S. 26) und am Tag 4 (-28%, P < 0,005). 

2.2  Galanin, CGRP, eNOS und nNOS

2.2.1  Zeitverlauf für Galanin, CGRP und die NADPH-Diaphorase

Neben Interleukin 6 wurden die beiden Neuropeptide Galanin und CGRP und die das 

Akutphasemolekül Stickoxid (NO) bereitstellenden Enzyme endotheliale und neuronale

Stickoxidsynthetase (eNOS und nNOS) hinsichtlich ihrer Rolle beim posttraumatischen 

Regenerationsprozess im Fazialiskern nach Fazialisaxotomie und bei der Regeneration des 

Fazialisnerven untersucht.

Die Experimente erfolgten, wie schon bei den Versuchen für IL6, an homozygot defizienten

Mäusen im Vergleich zu deren Wildtyp-Kontrollgruppe. Abbildung 10 A und B (S. 30) zeigt im 

Vergleich von homozygot defizienten Tiere mit der Wildtyp Vergleichsgruppe den

immunhistochemischen Nachweis für die Defizienz von CGRP am Tag 3 (Abb. 10 A, S. 30) 

und für Galanin am Tag 14 (Abb. 10 B, S. 30), jeweils die Zeitpunkte des stärksten

immunhistochemischen Nachweises.

Galanin zeigte im Zeitverlauf in der Galanin-spezifischen Motoneuronenpopulation (Moore et 

al, 1989) einen kontinuierlichen Anstieg des immunhistochemischen Nachweises mit einem 

Gipfel am Tag 14 und einen anschließenden kontinuierlichen Abfall bis zum Tag 42 (Abb. 11

A und B, S. 31).

CGRP zeigte im Zeitverlauf in der CGRP-spezifischen Motoneuronenpopulation (Moore et

al., 1989) einen raschen Anstieg mit einem ersten Gipfel um den Tag 3 und einem 

anschließenden erneuten Abfall mit einem zweiten, kleineren Gipfel des 

immunhistochemischen Nachweises am Tag 21, dem Zeitpunkt der erfolgreichen 

Reinnervation (Abb. 12 A und B, S. 32).

Im Fall des zeitlichen Aktivitätsmusters von eNOS und nNOS (Abb. 13 A und B, S. 33) 

erfolgte der Nachweis indirekt durch die bei beiden Enzymen coenzymatisch mitbeteiligte 

NADPH-Diaphorase mit Immunhistochemie mit Tetrazolium (siehe Material und Methoden,

S. 84). Beim Nachweis der NADPH-Diaphorase zeigte sich immunhistochemisch ein rascher

Anstieg mit einem Gipfel am Tag 3 und ein anschließender langsamer Abfall bis zum Tag 42,

was der bekannnten Funktion von NO als rasch bereitgestelltes Akutphasemolekül

entspricht.
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Abbildung 10 (A). CGRP Immunhistochemie nach Fazialisaxotomie am Tag 3. Vergleich von CGRP+/+ mit CGRP-/- Mäusen, jeweils
die axotomierte Seite (ax). CGRP-/- Mäuse zeigten keine spezifische immunhistochemische Färbung, CGRP+/+ hingegen schon. Man
beachte die deutliche immunhistochemische Anfärbung der neuronalen Zellkörper (große Pfeile). (B) Galanin Immunhistochemie nach
Fazialisaxotomie am Tag 14. Vergleich von Galanin+/+ mit Galanin -/- Mäusen, jeweils die axotomierte Seite (ax). Gal-/- Mäuse zeigten
keine spezifische immunhistochemische Färbung, Galanin+/+ hingegen schon mit spezifischer Färbung der neuronalen Zellkörper
(große Pfeile) und der aussprossendenAxone mit ihren Wachstumskegeln (siehe kleine Pfeile). Maßbalken: 0,13mm
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Abbildung 11. Immunhistochemie mit Galanin im Fazialiskern im Zeitverlauf nach Fazialisaxotomie morphologisch (A) und quan-
titativ (B). Nach Fazialisaxotmie (ax) kommt es im Verhältnis zur nichtaxotomierten Seite (nax) (siehe Graph B) zu einem deut-
lich vermehrten immunhistochemischen Nachweis von Galanin im axotomierten Fazialiskern (ax) mit Gipfel am Tag 14 und anschließ-
endem kontinuierlichen Abfall (A/B). Graphische Darstellung (B) der imunhistochemischen Quantifizierung des Zeitverlaufs der Galanin
Immunhistochemie im axtomierten Fazialiskern (ax) im Vergleich zum nichtaxotomierten Fazialiskern (nax), n = 5 je Zeitpunkt.
Maßbalken: 0,2mm.
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Abbildung 12. Immunhistochemie für CGRP im Zeitverlauf nach Fazialisaxotomie morphologisch (A) und quantitiv (B).
Nach Fazialisaxotomie kommt es auf der operierten Seite (ax), verglichen mit der nicht axotomierten Seite (nax), zu einem
deutlichen Anstieg von CGRP mit Gipfel am Tag 2 bis 4, mit einem anschließenden Abfall und einer erneuten Zunahme um
den Tag 21 (dem Zeitpunkt der erfolgreichen Reinnervation der motorischen Endplatte), mit einem anschließenden Abfall
am Tag 42. A: Immunhistochemie für CGRP im Zeitverlauf, hier die axotomierte Seite dargestellt. B: Vergleich der
immunhistochemischen Quantifizierung der CGRP Immunreaktivität im axotomierten Fazialiskern (ax) und im nicht
axotomierten Fazialiskern (nax) im Zeitverlauf, n = 5 je Zeitpunkt. Maßbalken: 0,2mm.
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Abbildung 13. Immunhistochemie der nadph-Diaphorase mit Tetrazolium im Fazialiskern im Zeitverlauf nach Fazialisaxotmie
morphologisch (A) und quantitativ (B). Nach Fazialisaxotomie kommt es im Verhältnis zur nichtaxotomierten Seite (nax) (siehe
Graf B) zu einem mäßigen, immunhistochemischen Nachweis der nadph-Diaphorase im axotomierten Fazialiskern (ax) mit
Gipfel am Tag 4 und einem anschließenden kontinuierl ichen Abfal l bis zum Tag 42 (siehe A/B)
n = 5 z u j e d e m Z e i t p u n k t d e s Z e i t v e r l a u f s . M a ß b a l k e n : 0 , 2 m m .

B
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 2.2.2 Galanin-Defizienz und die zelluläre Antwort auf die Verletzung des Fazialisnervs

2.2.2.1  Axonale Regeneration des gequetschten Fazialisnervs

Die auswachsenden Neuriten der CGRP-positiven Neuronenpopulation der Galanin-

Wildtypen zeigten eine maximale Regenerationsstrecke von 5,83mm +/-0,27 gegenüber

jener der Galanin-defizienten Tiere von 5,64mm +/-0,19 (P > 0,5, Student-t-Test, Mitttelwert 

+/- Standardabweichung SEM) (Abb. 14, oben links, S. 35). Damit wiesen die Galanin-

defizienten Tiere eine unsignifikante, mit 5% leicht verminderte Wachstumsstrecke auf.

2.2.2.2 Makrophagen- und Granulozyteneinwanderung in den gequetschten

Fazialisnerven

Der Nachweis der Makrophagen erfolgte durch Immunhistochemie für M 2 und jener der 

neutrophilen Granulozyten durch Immunhistochemie für die endogene Peroxidase der 

Granulozyten.

Homozygot Galanin-defiziente Tiere wiesen gegenüber der Wildtyp Vergleichsgruppe an der

Verletzungsstelle eine 20%, 2mm distal eine 25% und 4mm distal eine 50% vermehrte

Einwanderung von Granulozyten auf, die jedoch jeweils unsignifikant war (P > 0,1 an allen

Lokalisationen, Student-t-Test, Mittelwert +/- Standardabweichung SEM) (Abb. 14, oben

Mitte, S. 35). 

Homozygot Galanin-defiziente Tiere zeigten im Vergleich zu der Wildtyp Gruppe an der 

Verletzungsstelle eine unwesentlich vermehrte Anzahl eingewanderter Makrophagen von 

2%, 2mm und 4mm distal der Verletzungsstelle jedoch eine leicht verminderte Anzahl von 

9% und 3%, die jeweils nicht signifikant war (P > 0,5 Verletzungsstelle, P > 0,05 2mm distal,

P > 0,5 4mm distal, Student-t-Test, Mittelwert +/- Standardabweichung SEM) (Anzahl der 

Makrophagen pro Gesichtsfeld in einer Vergrößerung von x20 und die Anzahl pro

Messgitterquadrat von 0,39mm²) (Abb. 14, oben rechts, S. 35).

Damit ergab die Galanin-Defizienz eine deutlich vermehrte Granulozyteneinwanderung, das 

Ergebnis war jedoch nicht signifikant. Die Zahl eingewanderter Makrophagen zeigte sich im

Vergleich von Gal+/+ und Gal-/- kaum unterschiedlich. 

2.2.2.3  Lymphozyteneinwanderung in den Fazialiskern 

Homozygot Galanin-defiziente Tiere hatten auf der axotomierten Seite am Tag 3 im 

Durchschnitt 4 +/-0,66 gegenüber den Wildtyp Tieren 2,6 +/-0,46 und am Tag 14 im 

Durchschnitt 24,1 +/-7,86 gegenüber 24,8 +/-4,95 eingewanderte T-Lymphozyten pro

Gewebsschnitt. Damit ergab sich am Tag 3 eine 1,5fach erhöhte Einwanderungszahl, die

jedoch nicht signifikant war (P > 0,1, Student-t-Test). Am Tag 14 war ein vernachlässigbar 

geringer Unterschied in der Lymphozytenzahl zu zählen (Abb. 14, unten, S. 35). 
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CD3+ Abbildung 14. Galanin-Defizienz zeigte

gegenüber der Wildtyp-Vergleichsgruppe
keinen signifikanten Unterschied in der
Regenerationsgeschwindigkeit der 
CGRP-positiven Axone (links oben,
AxR). Die Einwanderung der
neutrophilen Granulozyten (Mitte oben,
NG) und der Makrophagen (rechts oben,
M  an die Verletzungsstelle des
peripheren Nerven sowie 2mm und 4mm
distal davon war im Vergleich der beiden
untersuchten Gruppen Gal-/- (grau) und
Gal+/+ (schwarz) ebenfalls nicht
signifikant verändert. Jeweils Tag 4 nach 
Nervcrush.

Die beiden Grafen unten zeigen die nicht signifikant veränderte Einwanderung von CD3+ Lymphozyten am Tag 3 
(d3) und Tag 14 (d14). Galanin-Defizienz zeigte am Tag 3 eine 1-fach vermehrte Einwanderung in die
nichtoperierte Seite (nax) und eine 1,5-fach vermehrte in die operierte Seite (ax), wobei beide Ergebnisse nicht
signifikant waren. (Student-t-Test, Mittelwert der Regenerationsstrecke bzw. der Anzahl der eingewanderten
Zellen, +/- Standardabweichung des Mittelwerts, SEM). 

2.2.2.4  Neuronale Reaktion 

Der Nachweis von CGRP bzw. der von Galanin in Galanin- bzw. CGRP-defizienten Tieren

erfasst jeweils diejenige Neuronenpopulation, in der sich das defiziente Neuropeptid nicht 

nachweisen lässt, da Galanin bzw. CGRP in jeweils unterschiedlichen

Neuronenpopulationen im Fazialiskern immunhistochemisch zum Nachweis kommen (Moore

et al., 1989).

Je 1 Gewebsschnitt von 20µm Dicke wurde an den unterschiedlichen Zeitpunkten am Tag 2,

Tag 3, Tag 7 und Tag 14 untersucht. An den ersten drei Zeitpunkten innerhalb der 

homozygot defizienten Gruppe und der Wildtyp Vergleichsgruppe wurden je n = 3-4 Tiere 

untersucht, am Tag 14 n = 6-7.

Homozygot Galanin-defiziente Tiere zeigten im Vergleich zu den Wildtyp Tieren im 

axotomierten Fazialiskern in der Quantifizierung von CGRP einen verminderten

immuhistochemischen Nachweis am Tag 2 (19%) und am Tag 7 (17%) und einen 

vermehrten immunhistochemischen Nachweis von CGRP am Tag 3 (16%) und am Tag 14 
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Abbildung 15. Grafische Darstellung der
neuronalen Reaktion der Gruppen
Gal+/+ (schwarz) und Gal-/- (grau) im 
Vergleich anhand des Neuropeptids
CGRP. Die beiden untersuchten
Gruppen zeigten zu den verschiedenen
Zeitpunkten keinen signifikanten
Unterschied, weder auf der axotomierten
Seite (ax) noch auf der nicht
axotomierten Seite (nax) (Student-t-Test,
Mittelwert immunhistochemische
Färbung, +/- Standardabweichung des
Mittelwertes SEM). 
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(5%). Die immunhistochemische Quantifizierung war zu keinem Zeitpunkt signifikant (Tag 2

P > 0,05, Tag 3 P > 0,1, Tag 7 P > 0,5, Tag 14 P > 0,5, Student-t-Test, Standardabweichung 

+/- Mittelwert, SEM) (Abb. 15, S. 36).

2.2.2.5  Neuronales Überleben 

Nach Fazialisaxotomie gehen etwa 30% der geschädigten Neurone zu Grunde. Es wurden

Galanin-defiziente Tiere mit ihrer Wildtyp-Vergleichsgruppe auf die Anzahl der Neurone am

Tag 30 nach Axotomie untersucht. Untersucht wurden je 10 Tiere pro Gruppe, ca. 34 

Schnitte a 20µm Dicke pro Fazialiskern, Färbung nach Nissl, Auszählung der Neurone pro 

Schnitt und Korrekturberechnung nach Abercrombie (siehe Material und Methoden, S. 92 f). 

Die Überlebensrate der Neurone 30 Tage nach Fazialisaxotomie im Vergleich von Wildtyp

Tieren gegenüber Galanin-defizienten Tieren war nicht signifikant verändert. So war die

Überlebensrate mit 72% in der Wildtypgruppe im Vergleich zur unoperierten Seite und mit

74% Überlebensrate in der Galanin-defizienten Gruppe im Vergleich zur unoperierten Seite 

mit P > 0,05 ohne signifikanten Unterschied. Mit den genannten Überlebensraten

entsprechen die hier gewonnen Daten den vorbeschriebenen Raten neuronalen Überlebens 

nach Axotomie (Sendtner et al, 1997).

2.2.2.6  Zentrale Wachstumskegel 

Nach Axotomie des Fazialisnervs kommt es mit einer zeitlichen Verzögerung von ca. 2

Tagen zu einem Wiederaussprossen von Axonen, ausgehend von den Motoneuronen des

Fazialiskerns. Bei der Quantifizierung der Wachstumskegel im Zeitverlauf zeigte sich eine

mäßige Regeneration beginnend am Tag 4 mit einem sehr deutlichen Regenerationsschub

ab dem Tag 7 und einem Gipfel am Tag 14. Die Wachstumskegel waren im Fazialiskern und

v.a. perinukleär in der weißen Substanz nachzuweisen. Nach erfolgter Regeneration und
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Gal +/+ (ax)

Abbildung 16. VACHT Immunhistochemie im Fazialiskern. Vergleich der zentralen Axonaussprossung
der Motoneurone in Gal+/+ Mäusen zu denen in Gal-/- Mäusen 14 Tage nach Fazialisaxotomie (ax).
Beachte die deutliche Färbung von Neuronen (kleine Pfeile) und aussprossenden Axonen mit ihren
Wachstumskegeln (große Pfeile), diese vor allem perinukleär in der weißen Substanz, hier vor allem
ventral des Fazialiskerns. Morphologisch und quantitativ läßt sich im Hinblick auf die aussprossenden
Wachstumskegel kein Unterschied bei Gal+/+ gegenüber Gal-/- Mäusen erkennen. Maßbalken: 0,1mm
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Reinnervation der muskulären Endplatte bzw. nach dem neuronalen Zelltod, mit einem Gipfel

ebenfalls am Tag 14, fiel die Zahl der nachweisbaren Wachstumskegel ab (Abb. 1, S. 5). 

Die Wachstumskegel sind hier, im Fall der Galanin-Defizienz, gegen VACHT (vesikulärer

Acetylcholintransporter) gefärbt. Galanin-Defizienz zeigte keinen nachweisbaren Unterschied

im Vergleich der homozygot defizienten Tiere gegenüber den Wildtypen in der

morphologisch-quantitativen Beurteilung der VACHT-positiven Wachstumskegel (Abb. 16, S. 

37).

2.2.2.7  Astrogliale Reaktion

Die astrogliale Reaktion lässt sich gut mit dem Marker GFAP erfassen. Der

immunhistochemische Nachweis erfolgte je Tier an zwei 20µm dicken Schnitten in einem 

Abstand von ca. 200µm zueinander. An den ersten drei Zeitpunkten wurden innerhalb der

homozygot defizienten Gruppe und der Wildtyp Vergleichsgruppe jeweils n = 3-4 Tiere

untersucht, am Tag 14 n = 6-7. 

Homozygot Galanin-defiziente Tiere zeigten im Vergleich zu den Wildtyp Tieren im 

axotomierten Fazialiskern in der Immunhistochemie für den astroglialen Marker GFAP zu

den verschiedenen Zeitpunkten voneinander stark abweichende Ergebnisse , die daher nur 

eingeschränkt aussagekräftig sind. Es zeigte sich eine vermehrte immunhistochemische

Färbung am Tag 2 um 18%, eine leicht verminderte am Tag 3 um –5%, sowie keine 

Differenz am Tag 14, wobei der Nachweis jeweils unsignifikant war (P > 0,1, Student-t-Test). 

Am Tag 7 zeigte sich jedoch eine gesteigerte, signifkante GFAP-positive Astrozytenreaktion 

um +13%, wobei diese als zufällig signifikant einzuschätzen ist (P < 0,05, Student-t-Test, 

Mittelwert Farbintensität +/- Standardabweichung SEM) (Abb. 17, oben links, S. 39). 

2.2.2.8  Mikrogliale Reaktion 

Die frühe Phase mikroglialer Aktivierung (Tag 1 bis 4)  lässt sich gut durch das vermehrt

nachweisbare Antigen M 2-Integrin erfassen, das neben anderen Antigenen den Beginn 

und den Verlauf der mikroglialen Aktivierung markiert.

Die zweite Phase um die Tage 7 - 14 wurde hier mit den Zelladhäsionsmolekülen MHC1 und

dessen kostimulierenden Faktor B7.2 untersucht. Neben der Quantifizierung der mikroglialen

Aktivierung lässt sich damit auch das Auftreten von mikroglialen Knötchen morphologisch

aufzeigen, die als mikrogliale Konglomerate die „Phagozytosetrupps“ um zugrunde 

gegangene Neuronen repräsentieren. Ein indirekter Schluss auf das Ausmaß des

neuronalen Zelltods ist durch die Anzahl der Mikrogliaknötchen möglich, lässt jedoch keine

endgültige Aussage über diesen zu. 

Homozygot Galanin-defiziente Tiere zeigten im Vergleich zu den Wildtyp Tieren im 

axotomierten Fazialiskern in der Immunhistochemie für den v.a. die frühe Phase 
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markierenden Marker M 2-Integrin ein nahezu unverändertes Bild. So ergab sich ein

vernachlässigbarer quantitativer Unterschied von +3% am Tag 2, -7% am Tag 3 und -3% am 

Tag 7, der jeweils unsignifikant war (P > 0,1, Student-t-Test). Am Tag 14 ließ sich jedoch

eine signifikante, vermehrte Reaktion von 15% bei den homozygot Galanin-defizienten

Tieren nachweisen (P < 0,05, Student-t-Test; Mittelwert Farbintensität +/-

Standardabweichung SEM) (Abb. 17, oben rechts, S. 39). Auf Grund der erheblichen

Schwankungen der Ergebnisse zu den unterschiedlichen Zeitpunkten ist das signifikante

Ergebnis am Tag 14 als zufällig signifikant einzuschätzen.

MHC1 zeigte in den homozygot Galanin-defizienten Tieren im Vergleich zu der Wildtyp-

Vergleichsgruppe eine signifikante, um 15% verminderte immunhistochemische

Nachweisbarkeit am Tag 7, hingegen eine gesteigerte am Tag 2 von 50%, am Tag 3 von

100% und am Tag 14 von 30%, die bei relativ hoher Standardabweichung jeweils 

unsignifikant war (P < 0,05 am Tag 7, P > 0,5 am Tag 2 und Tag 3, P > 0,05 am Tag 14,
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Abbildung 17. Links oben ist die astrogliale Reaktion anhand des Markers GFAP (glial fibrillary acid protein) bei der
Galanin Wildtyp-Gruppe im Vergleich zu der Galanin-defizienten Gruppe nach Axotomie zu den verschiedenen
Zeitpunkten dargestellt. Ebenso ist der Vergleich von der operierten (ax) und der unoperierten Seite (nax) gezeigt.
Es zeigte sich ein uneinheitliches Bild unterschiedlicher immunhistochemischer Färbung zu den unterschiedlichen
Zeitpunkten. Dies gilt auch für die Untersuchung der mikroglialen Marker M 2 (rechts oben), MHC1 (links unten)
und B7-2 (rechts unten). Die signifikanten Ergebnisse am Tag 7 für GFAP, am Tag 14 für M 2, am Tag 7 für 
MHC1 und am Tag 14 für B7-2 sind vor dem Hintergrund der im Zeitverlauf uneinheitlichen immunhistochemischen
Reaktion als zufällig signifikant einzuschätzen. Zu den weiteren Zeitpunkten waren die Ergebnisse nicht signifkant
im Vergleich der beiden untersuchten Gruppen Gal+/+ (schwarz) und Gal-/- (grau) (Student-t-Test, Mittelwert, +/-
Standardabweichung des Mittelwertes SEM). 
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Tabellarische Zusammenfassung: Auswirkungen der Galanin-Defizienz

Zelltyp Zeitpunkt Veränderung
Axotomierte Motoneurone
- axonale Regeneration
- zentrales Auswachsen VACHT positiver
  Neuriten 
- CGRP Immunreaktivität
- neuronales Überleben

Tag 4 
Tag 14 

Tag 14 
Tag 30 

unverändert
unverändert

unverändert
unverändert

Lymphozyteneinwanderung
 (in den Fazialiskern)

Tag 3 
Tag 14 

unverändert
unverändert

Mikrogliale Reaktion
- frühe Phase (state of alert) 
   ( M , MHC1, B7-2) 
- mittlere Phase (homing)
   ( M , MHC1, B7-2) 
- späte Phase (Phagozytose)
   ( M , MHC1, B7-2) 

Tag 2 

Tag 3 
Tag 7 

Tag 14 

unverändert

unverändert
unverändert

unverändert

 Astrogliale Reaktion
- frühe Phase 
   (GFAP)
- späte Phase
   (GFAP)

Tag 2 
Tag 3 
(Tag 7) 
Tag 14 

unverändert

unverändert

Einwanderung in den Fazialisnerven
- Granulozyten
- Makrophagen

Tag 4 
Tag 4 

vermehrt (nicht signifikant)
unverändert

Student-t-Test, Mittelwert Farbintensität +/- Standardabweichung SEM) (Abb. 17, unten links,

S. 39). 

B7-2 zeigte eine nicht signifikante, verminderte immunhistochemische Nachweisbarkeit von

20% am Tag 2 und von 5% am Tag 3 und eine nicht signifikante, vermehrte von 8% am Tag 

7. Am Tag 14 hingegen zeigte sich eine signifikante, verminderte quantitative

Nachweisbarkeit im axotomierten Galanin-/- Fazialiskern von 25% (P <0,05, Student-t-Test, 

Mittelwert +/- Standardabweichung SEM) (Abb. 17, unten rechts, S. 39). 

Für die Ergebnisse der Immunhistochemie gegen MHC1 wie für die der Immunhistochemie

gegen B7-2 gilt, dass auf Grund der Unterschiedlichkeit der Ergebnisse zu den 

verschiedenen Zeitpunkten einzelne signifikante Ergebnisse als zufällig signifikant

einzuschätzen sind. 

Quantitativ-morphologisch waren die Anzahl und Dichte der Mikrogliaknötchen im Vergleich

zu denen in den Fazialiskernen der Wildtyp-Vergleichsgruppe unverändert (nicht 

mitdargestellte Beobachtung). 
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2.2.3  CGRP-Defizienz und die zelluläre Antwort auf die Verletzung des Fazialisnervs

2.2.3.1  Axonale Regeneration des gequetschten Fazialisnervs

Zum Nachweis der Regenerationsstrecke der auswachsenden Axone wurden je Tier fünf, in 

ihrem Abstand zueinander gleichweite Nervenschnitte von 10µm Dicke verwandt (n = 5).

Allerdings wurde in diesem Versuch lediglich die Galanin-positive Neuronen-

/Axonenpopulation erfasst, die eine von der CGRP-positiven unterschiedliche 

Motoneuronenpopulation darstellt. 

Die Galanin-positive Neuronenpopulation der CGRP Wildtypen zeigte eine maximale

Regenerationsstrecke von 7,60mm +/-0,3 die der CGRP-defizienten Tiere von 7,71mm +/-

0,22. Damit wiesen die CGRP-defizienten Tiere eine nicht signifikante, unwesentlich

verminderte Wachstumsstrecke im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren auf (P > 0,5, Student-t-

Test, Mitttelwert +/- Standardabweichung SEM) (Abb. 18, oben links, S. 42).

2.2.3.2 Makrophagen- und Granulozyteneinwanderung in den gequetschten

Fazialisnerven

Der Nachweis der Makrophagen erfolgte durch Immunhistochemie für M 2, der der

neutrophilen Granulozyten durch den immunhistochemischen Nachweis der endogenen

Peroxidase. Es wurden je Tier fünf, in ihrem Abstand zueinander gleichweite Nervenschnitte

von 10µm Dicke verwandt. 

Homozygot CGRP-defiziente Tiere wiesen gegenüber der Wildtyp Vergleichsgruppe an der

Verletzungsstelle eine 25% vermehrte, jedoch nicht signifikante Einwanderung von

Granulozyten auf (P > 0,1, Student-t-Test, Mittelwert +/- Standardabweichung). Die Anzahl

eingewanderter Granulozyten 2mm und 4mm distal der Verletzungsstelle zeigte nahezu

keinen Unterschied zu der Wildtyp Vergleichsgruppe (Abb. 18, oben Mitte, S. 42).

Homozygot CGRP-defiziente Tiere zeigten im Vergleich zu der Wildtyp Gruppe an der 

Verletzungsstelle eine um 30% vermehrte Einwanderung von Makrophagen, 2mm distal

davon keinen Unterschied bzw. 4mm distal eine leicht vermehrte Anzahl von 10%, wobei

keines der Ergebnisse signifikant war (P > 0,1 an der Verletzungsstelle, P > 0,5 2mm und 

4mm distal; Student-t-Test, Mittelwert +/- Standardabweichung SEM) (Anzahl der

Makrophagen pro Gesichtsfeld in einer Vergrößerung von x20 und die Anzahl pro

Messgitterquadrat von

0,39mm²) (Abb. 18, oben rechts, S. 42). Somit hatte die Defizienz von CGRP keinen 

signifikanten Einfluss auf die Einwanderung von Granulozyten und Makrophagen in den

gequetschten Fazialisnerven.
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CD 3 + Abbildung 18. CGRP-Defizienz zeigte
gegenüber der Wildtyp-Vergleichsgruppe
keinen signifikanten Unterschied in der
Regenerationsgeschwindigkeit der Galanin-
positiven Axone (links oben, AxR). Die
Einwanderung der neutrophilen Granulozyten
(Mitte oben, NG) und der Makrophagen
(rechts oben, M  in die Verletzungsstelle
des peripheren Nerven sowie 2 mm und 4 
mm distal davon war im Vergleich der beiden
untersuchten Gruppen CGRP-/- (grau) und
CGRP+/+ (schwarz) ebenfalls nicht signifikant
verändert. Jeweils Tag 4 nach Nervcrush. 

Die beiden Grafen unten zeigen am Tag 3 eine zwar nicht signifikante, jedoch schon 3,4 fach vermehrte Anzahl von
Lymphozyten bei hoher Standardabweichung bei n = 3.  Am Tag 14 zeigte sich eine 2,4 fach vermehrte, signifikante
Anzahl eingewanderter Lymphozyten in CGRP-/- gegenüber CGRP+/+ (* P < 0,05) . Schön zu sehen ist die
vernachlässigbare Anzahl an Lymphozyten am Tag 14 auf der nichtoperierten Seite (nax). (Student-t-Test,
Mittelwert der Regenerationsstrecke bzw. der Anzahl der eingewanderten Zellen, +/- Standardabweichung des
Mittelwerts SEM). 

2.2.3.3  Lymphozyteneinwanderung in den Fazialiskern 

Der Nachweis der T-Lymphozyten erfolgte mit Immunhistochemie für CD3 in sieben 20µm 

dicken Schnitten des Fazialiskerns in je gleichen Abständen zueinander (120µm Abstand)

und in 2 Schnitten (340µm Abstand) am Tag 14. Durch die höhere Anzahl von Schnitten am

Tag 3 gelang es, die höhere Variabilität der insgesamt noch niedrigen Anzahl 

eingewanderter Lymphozyten zu diesem Zeitpunkt auszugleichen. Anzahl der Tiere am Tag

3 n = 3-4 und am Tag 14 n = 6-7. 

Homozygot CGRP-defiziente Tiere zeigten im Vergleich zu den Wildtyp Tieren auf der 

axotomierten Seite am Tag 3 eine 3,2-fach vermehrte, jedoch zu diesem Zeitpunkt 

unsignifikante Einwanderung CD3-positiver T-Lymphozyten. Die genaue Anzahl betrug bei

CGRP-/- 4,4 Lymphozyten +/-0,51 gegenüber CGRP+/+ 0,89 Lymphozyten +/-0,51 (P > 0,5, 

Student-t-Test, SEM Mittelwert +/- Standardabweichung). Was sich als Tendenz am Tag 3

andeutete, ergab am Tag 14 ein signifikantes Ergebnis, wo CGRP-/- mit 114,6 Lymphozyten

+/-12,5 gegenüber 46,5 Lymphozyten +/-11,4 eine signifikante, 2,45-fach vermehrte

Lymphozyteneinwanderung in den Fazialiskern zeigte (P< 0,05, Student-t-Test) (Abb. 18, 

unten, S. 42). 
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2.2.3.4  Neuronale Reaktion 

Abbildung 19. Grafische Darstellung der neuronalen
Reaktion der Gruppen CGRP+/+ (schwarz) und CGRP-/- 
(grau) im Vergleich anhand des Neuropeptids Galanin. Die
beiden untersuchten Gruppen zeigten keinen signifikanten
Unterschied weder auf der axotomierten Seite (ax) noch
auf der nicht axotomierten Seite (nax) zu den verschieden
Zeitpunkten. Tag 14 bei eigenständigem Versuchsaufbau
ist getrennt dargestellt. (Student-t-Test, Mittelwert der
immunhistochemischen Intensität, +/- Standardabweichung
des Mittelwertes SEM). 

Eine Möglichkeit, die posttraumatische

neuronale Reaktion zu erfassen, ist die

immunhistochemische Quantifizierung 

von neuronalen Markern wie Galanin

und CGRP. Auch in diesem

Versuchsaufbau wurden bei CGRP-

Defizienz der untersuchten Tiere nur die

Galanin-positiven Neurone erfasst, die

eine eigene Population gegenüber den 

CGRP- positiven Neuronen darstellen 

(Moore et al., 1989). Untersucht wurde 

je 1 Gewebsschnitt von 20µm Dicke zu

den unterschiedlichen Zeitpunkten Tag 

2, Tag 3, Tag 7 und Tag 14, wobei zu 

den ersten drei Zeitpunkten innerhalb

der homozygot defizienten Gruppe und der Wildtyp Vergleichsgruppe je n = 3-4 Tiere

untersucht wurden, am Tag 14 n = 6-7.
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Homozygot CGRP-defiziente Tiere zeigten im Vergleich zu den Wildtyp Tieren im

axotomierten Fazialiskern kaum einen Unterschied im immunhistochemischen Nachweis von

Galanin am Tag 2. Am Tag 3, 7 und 14 zeigten sie einen mit 10% verminderten, nicht

signifikanten Nachweis im Vergleich zu der Gruppe der Wildtyp Tiere (P > 0,1, Student-t-

Test, Mittelwert immunhistochemische Färbung, +/- Standardabweichung des Mittelwerts

SEM) (Abb. 19, S. 43).

2.2.3.5  Zentrale Wachstumskegel 

Bei CGRP-Defizienz der untersuchten Gruppe wurde die Galanin-positive 

Neuronenpopulation und deren Wachstumskegel erfasst. Es lässt sich also keine Aussage

über die Auswirkung der CGRP-Defizienz auf die von der Galanin-positiven 

Motoneuronenpopulation unabhängige CGRP-positve Neuronenpopulation machen.

Die CGRP-defizienten Tiere zeigten in der quantitativ-morphologischen Beurteilung der

Galanin-positiven Wachstumskegel keinen nachweisbaren Unterschied im Vergleich zu der 

Wildtyp Gruppe (Abb. 20, S. 44).
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Abbildung 20. Vergleich der zentralen Axonaussprossung
der Motoneurone in CGRP+/+ Mäusen im Vergleich zu der in CGRP-/- Mäusen 14 Tage nach
Fazialisaxotomie (ax). Beachte die deutliche Färbung von Neuronen (kleine Pfeile) und aussprossenden
Axonen mit ihren Wachstumskegeln (große Pfeile), diese vor allem perinukleär in der weißen Substanz.
Morphologisch und quantitativ lässt sich im Hinblick auf die aussprossenden Wachstumskegel kein
Unterschied bei CGRP+/+ gegenüber CGRP-/- Mäusen erkennen. Maßbalken: 0,1mm

Galanin Immunhistochemie im Fazialiskern.
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2.2.3.6  Astrogliale Reaktion

Abbildung 21. Links oben ist die astrogliale Reaktion anhand des Markers GFAP (glial fibrillary acid protein) bei
der CGRP Wildtyp-Gruppe (schwarz) im Vergleich zu der CGRP-defizienten Gruppe (grau) nach Axotomie zu den
verschiedenen Zeitpunkten dargestellt. Ebenso ist der Vergleich von der axotomierten (ax) und der nicht
axotomierten Seite (nax) gezeigt. Es zeigte sich zu den Zeitpunkten Tag 2, 3 und 7 eine jeweils um ca. 25%
verstärkte immunhistochemische Nachweisbarkeit bei CGRP-/- (ax) im Vergleich zu CGRP+/+, die jedoch nicht
signifikant war. Am Tag 14 zeigte sich kaum ein Unterschied.
Ein uneinheitliches Bild ergab die jeweilige Immunhistochemie der mikroglialen Marker M 2 (rechts oben),
MHC1 (links unten) und B7-2 (rechts unten). MHC1 war am Tag 2 bei CGRP-/- signifikant um 34% in seiner
immunhistochemischen Intensität verstärkt. Außer bei MHC1 zu diesem Zeitpunkt zeigte sich bei diesem und den
anderen mikroglialen Markern kein weiteres signifkantes Ergebnis im Vergleich der beiden untersuchten Gruppen
CGRP+/+ und CGRP-/-. Tag 14 ist bei eigenständigem Versuchsaufbau jeweils abgesetzt dargestellt (Student-t-
Test, Mittelwert, +/- Standardabweichung des Mittelwertes SEM).

Die astrogliale Reaktion lässt sich gut mit dem Marker GFAP erfassen. Der

immunhistochemische Nachweis erfolgte je Tier an zwei 20µm dicken Schnitten in einem 

Abstand von ca. 200µm zueinander. Die Anzahl der untersuchten Tiere war zu den 

unterschiedlichen Zeitpunkten Tag 2, Tag 3, Tag 7 je n = 3-4 und Tag 14 n = 6-7. 

Homozygot CGRP-defiziente Tiere zeigten im Vergleich zu den Wildtyp Tieren im

axotomierten Fazialiskern in der Immunhistochemie für den astroglialen Marker GFAP an

den Zeitpunkten Tag 2, Tag 3 und Tag 7 eine zwar verstärkte, jedoch jeweils unsignifikante

immunhistochemische Intensität von ca. 20–25%. Die Untersuchung der GFAP-

Immunhistochemie am Tag 14, die in einem eigenständigen Versuchsaufbau erfolgte, ergab

hingegen eine im Vergleich unwesentlich verminderte Reaktion (P > 0,1 am Tag 2, 3 und 7

und P > 0,5 am Tag 14, Student-t-Test, Mittelwert Farbintensität +/- Standardabweichung 

SEM) (Abb. 21, oben links, S. 45). 
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Tabellarische Zusammenfassung: Auswirkungen der CGRP-Defizienz

Zelltyp Zeitpunkt Veränderung
Axotomierte Motoneurone
- axonale Regeneration
- zentrales Neuritenauswachsen
  (Galanin positiv)
- Galanin Immunreaktivität

Tag 4 
Tag 14 
Tag 14 

unverändert
unverändert
unverändert

Lymphozyteneinwanderung
 (in den Fazialiskern)

Tag 3 
Tag 14 

vermehrt (nicht signifikant)
stark vermehrt 

Mikrogliale Reaktion
- frühe Phase (state of alert) 
   ( M , MHC1, B7-2) 
- mittlere Phase (homing)
   ( M , MHC1, B7-2) 
- späte Phase (Phagozytose)
   ( M , MHC1, B7-2) 

Tag 2 

Tag 3 
Tag 7 

Tag 14 

unverändert

unverändert

unverändert

 Astrogliale Reaktion
- frühe Phase 
   (GFAP)
- späte Phase
   (GFAP)

Tag 2 
Tag 3 
(Tag 7) 
Tag 14 

unverändert

unverändert

Einwanderung in den Fazialisnerv
- Granulozyten
- Makrophagen

Tag 4 
Tag 4 

vermehrt (nicht signifikant)
vermehrt (nicht signifikant)

2.2.3.7  Mikrogliale Reaktion 

Der immunhistochemische Nachweis erfolgte auch hier je Tier an zwei 20µm dicken

Schnitten in einem Abstand von ca. 200µm zueinander. Die Anzahl der untersuchten Tiere

war zu den unterschiedlichen Zeitpunkten Tag 2, Tag 3, Tag 7 je n= 3-4 und Tag 14 n = 6-7. 

Homozygot CGRP-defiziente Tiere zeigten im Vergleich zu den Wildtyp Tieren im

axotomierten Fazialiskern für den frühen Aktivierungsmarker M 2 eine vermehrte

immunhistochemische Färbung um 29% am Tag 2 und um 5% am Tag 7, hingegen eine

verminderte immunhistochemische Färbung am Tag 3 um 20% und am Tag 14 um 7%, die 

jeweils nicht signifikant waren (P > 0,05 am Tag 2, P > 0,5 am Tag 3, 7 und 14, Student-t-

Test, Mittelwert +/- Standardabweichung SEM) (Abb. 21, oben rechts, S. 45). 

MHC1 als Marker der späten Phase zeigte in den homozygot CGRP-defizienten Tieren im

Vergleich zu den Wildtyp Tieren am Tag 2 eine signifikante, vermehrte

immunhistochemische Farbintensität von 34% (P < 0,005, Student-t-Test), hingegen eine

nicht signifikante, vermehrte Färbeintensität am Tag 3 von 27%, eine verminderte von 7% 

am Tag 7 und am Tag 14 keine differente Signalgebung (P > 0,1, Student-t-Test, Mittelwert

+/- Standardabweichung SEM) (Abb. 21, unten links, S. 45). Bei sehr schwacher

Signalgebung am Tag 2 ist dieses Ergebnis als zufällig signifikant einzustufen.
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B7-2 zeigte in den homozygot CGRP-defizienten Tieren im Vergleich zu den Wildtyp Tieren 

keinen wesentlichen und zu allen Zeitpunkten einen nicht signifikanten Unterschied. So 

ergab sich eine leicht vermehrte immunhistochemische Intensität am Tag 2 von 9%, eine 

gleichbleibende am Tag 3 und eine leicht verminderte von 4% am Tag 7 und von 15% am 

Tag 14 (P > 0,1 zu allen Zeitpunkten, Student-t-Test, Mittelwert Farbintensität +/- 

Standardabweichung SEM) (Abb. 21, unten rechts, S. 45). 

Quantitativ-morphologisch waren die Anzahl und Dichte der Mikrogliaknötchen in den CGRP-

defizienten Tieren im Vergleich zu denen in den Fazialiskernen der Wildtyp Mäuse

unverändert (nicht dargestellte Beobachtung). Mikrogliaknötchen bilden sich v.a. um zu

Grunde gegangene Neurone, womit auch gleichzeitig ein indirekter Schluss auf das Ausmaß

des neuronalen Zelltods möglich ist. Im Vergleich der beiden Gruppen war jedoch die Anzahl

der Mikrogliaknötchen unverändert.

2.2.4  eNOS-Defizienz und die zelluläre Antwort auf die Verletzung des Fazialisnervs

2.2.4.1  Axonale Regeneration des gequetschten Fazialisnervs

Zum Nachweis der Regenerationsstrecke der auswachsenden Axone wurden je Tier fünf, in 

ihrem Abstand zueinander gleichweite Nervenschnitte von 10µm Dicke verwandt (n = 5). 

Normale Wildtyp Tiere zeigten eine Regenerationsstrecke von 6,88mm +/-0,21 für Galanin–

und 6,94mm +/-0,1 für CGRP-immunreaktive Axone am Tag 4. Die homozygoten eNOS-

defizienten Tiere zeigten dazu im Vergleich eine leicht verminderte Wachstumsstrecke für 

die Galanin-immunreaktiven Axone von 6,73mm +/-0,14 (entspricht einer 0,15mm geringeren

Wachstumsstrecke) und eine leicht erhöhte für die CGRP-immunreaktiven Axone von

7,04mm +/-0,27 (entspricht einer 0,1mm längeren Wachstumsstrecke), wobei beide 

Ergebnisse nicht signifikant waren (P > 0,5 für Galanin und P > 0,5 für CGRP, Student-t-

Test, Mittlelwert +/- Standardabweichung SEM) (Abb. 22, oben links – Galanin, oben rechts – 

CGRP, S. 48). 

2.2.4.2 Makrophagen- und Granulozyteneinwanderung in den gequetschten

Fazialisnerven

Der Nachweis der Makrophagen erfolgte durch Immunhistochemie für M 2 und jener der 

neutrophilen Granulozyten durch den immunhistochemischen Nachweis der endogenen

Peroxidase.

Homozygot eNOS-defiziente Tiere wiesen gegenüber der Wildtyp Vergleichsgruppe an der 

Verletzungsstelle und 2mm distal davon nahezu keinen Unterschied in der Anzahl 

eingewanderter neutrophiler Granulozyten auf, 4mm distal ließ sich eine um 40%
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Abbildung 22. eNOS-Defizienz
zeigte gegenüber der Wildtyp-
Vergleichsgruppe keinen
signifikanten Unterschied in der
Regenerationsgeschwindigkeit der
Galanin-positiven sowie der
CGRP-positiven Axone (links und
rechts oben, AxR). Die 
Einwanderung der neutrophilen
Granulozyten (links unten, NG) 
und der Makrophagen (rechts
unten, M  in die
Verletzungsstelle des peripheren
Nerven sowie 2mm und 4mm
distal davon war im Vergleich der
beiden untersuchten Gruppen
eNOS-/- (grau) und eNOS+/+
(schwarz) ebenfalls nicht
signifikant verändert. Jeweils Tag
4 nach Axotomie bzw. Nervcrush.
(Student-t-Test, Mittelwert der
Regenerationsstrecke bzw. der 
Anzahl der eingewanderten
Zellen, +/- Standardabweichung
des Mittelwerts SEM). 

verminderte Anzahl nachweisen, die jedoch nicht signifikant war (P > 0,1, Student-t-Test,

Mittelwert +/- Standardabweichung SEM) (Vergrößerung von x20 pro Gesichtsfeld des 

Mikroskops) (Abb. 22, unten links, S. 48). 

Homozygot eNOS-defiziente Tiere zeigten im Vergleich zu der Wildtyp Gruppe an allen drei 

gemessenen Stellen eine leicht verminderte Anzahl eingewanderter Makrophagen von 6%

an der Verletzungsstelle, von 7% 2mm und von 12% 4mm distal davon, wobei auch hier die

Ergebnisse nicht signifikant waren (P > 0,5 an der Verletzungsstelle und 2mm distal, P > 0,1

4mm distal, Student-t-Test, Mittelwert +/- Standardabweichung SEM) (Anzahl der

Makrophagen pro Gesichtsfeld in einer Vergrößerung von x20 und die Anzahl pro

Messgitterquadrat von 0,39mm²) (Abb.22, unten rechts, S. 48).

Somit hatte die Defizienz von eNOS keinen signifikanten Einfluss auf die Einwanderung von 

Granulozyten und Makrophagen in den gequetschten Fazialisnerv. 

2.2.4.3  Lymphozyteneinwanderung in den Fazialiskern 

Der Nachweis der T-Lymphozyten erfolgte mit Immunhistochemie für CD3 in sieben 20µm 

dicken Schnitten des Fazialiskerns in je gleichen Abständen zueinander (120µm Abstand)

am Tag 4 und in 2 Schnitten (340µm Abstand) am Tag 14. Durch die höhere Anzahl von

Schnitten am Tag 4 gelang es, die höhere Variabilität der zu diesem Zeitpunkt noch 

niedrigen Anzahl eingewanderter Lymphozyten auszugleichen. Anzahl der Tiere am Tag 4 n

= 3-4 und am Tag 14 n = 6-7. 
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Abbildung 23. Die beiden Grafen
oben zeigen sowohl am Tag 4 
(links) als auch Tag 14 (rechts)
eine  unsignifikante, jeweils um
38% verminderte Einwanderung
von CD3+ Lymphozyten bei
eNOS-/- (grau) gegenüber
eNOS+/+ (schwarz) . Am Tag 14
ist lediglich die axotomierte Seite
dargestellt (ax).
Unten erfolgte der Nachweis der
neuronalen Reaktion. Links zu 
sehen ist ein nahezu
unveränderter immunhisto-
chemischer  Nachweis von
Galanin am Tag 1,3 und 7, jedoch
am Tag 14 zeigte sich eine
signifikante um 58% gesteigerte
immunhistochemische Nach-
weisbarkeit von Galanin im
axotomierten Fazialiskern (ax).
Desweiteren zeigte eNOS-/- eine 
um 22% verminderte
immunhistochemische Intensität
gegenüber eNOS+/+ für CGRP
am Tag 14, die jedoch nicht
signifikant war (unten rechts).
(Student-t-Test, Mittelwert der
eingewanderten Zellen bzw.
immunhistochemische Färbung,
+/- Standardabweichung des
Mittelwertes SEM).
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Die homozygot eNOS-defizienten Tiere zeigten am Tag 4 mit einer Anzahl eingewanderter

Lymphozyten von 2,7 +/-1,12 im Vergleich zu den Wildtyp Tieren von 4,3 +/-1,87 eine um 

38% verminderte, jedoch nicht signifikante verminderte Einwanderung auf der axotomierten

Seite (P > 0,1, Student-t-Test). Ein relativ ähnliches Ergebnis ergibt sich für den Tag 14, wo 

eNOS-/- mit 40,9 +/-3,9 gegenüber eNOS+/+ 65,08 +/-9,8 eine 38% geringere

Lymphozyteneinwanderung zeigte, wobei dieses Ergebnis knapp nicht signifikant war (P > 

0,05, Student-t-Test) (Abb. 23, oben links – Tag 4 – und oben rechts – Tag 14, S. 49). 

2.2.4.4  Neuronale Reaktion 

Zum Nachweis der neuronalen Reaktion wurden die Neurone gegen Galanin und CGRP 

gefärbt. Untersucht wurde je Tier 1 Gewebsschnitt von 20µm Dicke am Tag 2, Tag 3, Tag 7, 

je Zeitpunkt n = 3-4, und am Tag 14 n = 6-7.

Die homozygot eNOS-defizienten Tiere zeigten im Vergleich zu den Wildtyp Tieren im

axotomierten Fazialiskern in der Immunhistochemie für Galanin am Tag 2 und Tag 7 einen 

leicht verstärkten immunhistochemischen Nachweis, der nicht signifikant war. Am Tag 3

gelang ein um 10% intensiverer immunhistochemischer Nachweis in der eNOS-defizienten

Gruppe gegenüber den Wildtyp Tieren, der mit P = 0,06 fast signifikant war. Was sich an den 

früheren Zeitpunkten schon andeutete, kam am Tag 14 zum Tragen, wo eNOS-Defizienz

einen 40% farbintensiveren Nachweis in der Immunhistochemie für Galanin zeigte als die

49



Wildtyp Kontrollgruppe, der signifikant war (P < 0,05, Student-t-Test, Standardabweichung

+/- Mittelwert) (Abb. 23, unten links, S. 49). 

Anders verhält es sich bei dem immunhistochemischen Nachweis der CGRP-positiven

Neurone, die zu der Galanin-positiven Neuronen verschieden sind. Hier zeigte sich bei den 

homozygot eNOS-defizienten Tieren am Tag 14 eine um 22% verminderte, nicht signifikante 

immunhistochemische Farbintensität im Vergleich zur Wildtyp Kontrollgruppe (P > 0,1, 

Student-t-Test, Mittelwert +/- Standardabweichung) (Abb. 23, unten rechts, S. 49). 

2.2.4.5  Zentrale Wachstumskegel 

Die homozygot eNOS-defizienten Tiere zeigten im Vergleich zu den eNOS-positiven Tieren 

am Tag 14, dem Gipfel des Aussprossens von Neuriten (siehe Abb. 1, S. 5), eine signifikante

um 72% höhere Anzahl Galanin-positiver aussprossender Neurite und ihrer Wachstumskegel

(Abb. 24, S. 51). Dieses Ergebnis korreliert zu der oben aufgezeigten signifikant vermehrten

immunhistochemischen Quantifizierung von Galanin von 58% am Tag 14 im axotomierten

Fazialiskern (siehe Abb. 23, S. 49). 

Dazu im Vergleich wird in Abbildung 25 (S. 52) die immunhistochemische Färbung mit

Galanin an homozygot eNOS-defizienten Tieren und an der Wildtyp Vergleichsgruppe im 

nichtaxotomierten Fazialiskern gezeigt, wo sich keine aussprossenden Neurite und deren

Wachstumskegel anfärben. Die immunhistochemische Färbung der Wachstumskegel gegen

das Neuropeptid Galanin ist also als spezifisch anzusehen.

Trotz der höheren Anzahl aussprossender Galanin positiver Neurite hat eNOS-Defizienz

keinen Einfluss auf die Wachstumsgeschwindigkeit der aussprossenden Neurite im Vergleich

zu der Gruppe der Wildtyp Tiere (Abb.22, oben links, S. 48). 

2.2.4.6  Astrogliale Reaktion

Die astrogliale Reaktion lässt sich gut mit dem Marker GFAP erfassen. Der

immunhistochemische Nachweis erfolgte je Tier an zwei 20µm dicken Schnitten in einem 

Abstand von ca. 200µm zueinander. Die Anzahl der untersuchten Tiere war am Tag 2, Tag

3, Tag 7, je Zeitpunkt n = 3-4, und am Tag 14 n = 6-7. Die Gruppe der homozygot eNOS-

defizienten Tiere zeigte im Vergleich zu der Gruppe der Wildtyp Tiere im axotomierten

Fazialiskern in der Immunhistochemie für den astroglialen Marker GFAP am Tag 2, am Tag 

3 und am Tag 7 eine um 7% verminderte immunhistochemische Reaktion und am Tag 14

eine leicht vermehrte Reaktion von 5%. Zu allen Zeitpunkten waren die Ergebnisse

unsignifikant bei P > 0,1 (Student-t-Test) (Abb. 26, oben links, S. 53). 
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Gal IHC d14

eNOS +/+ (ax)

eNOS -/- (ax)

Abbildung 24. Galanin Immunhistochemie im Fazialiskern. Vergleich der zentralen Axonaussprossung
der Motoneurone in eNOS+/+ im Vergleich zu der in eNOS-/- Mäusen 14 Tage nach Fazialisaxotomie (ax).
Beachte die deutliche Färbung der Neurone (kleine Pfeile) und aussprossenden Axonen mit ihren
Wachstumskegeln (große Pfeile), diese vor allem perinukleär in der weißen Substanz, hier vor allem
ventral des Fazialiskerns. Quantitativ kommt es zu einer deutlichen, 58% signifikant stärkeren
immunhistochemischen Anfärbung für Galanin bei eNOS-/- (P = 0,01, Student-t-Test) (siehe auch Abb.:
23, S. 49 unten links). Ebenso lässt sich v.a. perinukleär in der weißen Substanz eine 72%, signifikant
höhereAnzahl axonaler Wachstumskegel bei eNOS-/- nachweisen (P = 0,02, Student-t-Test). Maßbalken:
0,1 mm
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eNOS +/+ (nax)

eNOS -/- (nax)

Gal IHC d14

Abbildung 25. Galanin Immunhistochemie im Fazialiskern. Vergleich eNOS+/+ zu eNOS-/- Mäusen 14 
Tage nach Fazialisaxotomie, hier gezeigt die unoperierten Seiten (nax) als Kontrollversuch. Im Gegensatz
zu den Fazialiskernen der axotomierten Seiten (sieheAbb. 24, S. 51) kommt es hier zu keiner spezifischen
Färbung der Neurone. Des Weiteren sind auf der nichtoperierten Seite keine Wachstumkegel
nachweisbar. Maßbalken: 0,1mm.
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Abbildung 26. Links oben ist die astrogliale Reaktion anhand des Markers GFAP (glial fibrillary acid protein) bei
der eNOS Wildtyp-Gruppe (schwarz) im Vergleich zu der eNOS-defizienten Gruppe (grau) nach Axotomie zu den
verschiedenen Zeitpunkten dargestellt. Ebenso ist der Vergleich von der operierten (ax) und der unoperierten
Seite (nax) gezeigt. Es zeigte sich ein uneinheitliches Bild von nur gering unterschiedlicher
immunhistochemischer Färbung für GFAP in den axotomierten Fazialiskernen beider Gruppen zu den
unterschiedlichen Zeitpunkten, wobei die Unterschiede jeweils nicht signifikant waren.
Dies galt auch für die Untersuchung der mikroglialen Marker M 2 (rechts oben), MHC1 (links unten) und B7-2
(rechts unten). Es zeigte sich zu keinem Zeitpunkt ein signifkantes Ergebnis im Vergleich der beiden untersuchten
Gruppen eNOS+/+ und eNOS-/- bei insgesamt Uneinheitlichkeit zwischen den unterschiedlichen Zeitpunkten und
geringen immunhistochemischen Unterschieden zwischen +/+ und -/- (ax). Tag 14 ist bei eigenständigem
Versuchsaufbau abgesetzt dargestellt. (Student-t-Test, Mittelwert der immunhistochemischen Färbung, +/-
Standardabweichung des Mittelwertes SEM).

2.2.4.7 Mikrogliale Reaktion 

Homozygot eNOS-defiziente Tiere zeigten im Vergleich zu den Wildtyptieren im

axotomierten Fazialiskern für den frühen Aktivierungsmarker M 2 ein zu allen Zeitpunkten

nicht signifikantes Ergebnis. Es zeigte sich eine vermehrte immunhistochemische Färbung

von jeweils 15% am Tag 2 und am Tag 3 und kaum ein Unterschied von <5% am Tag 7 und

am Tag 14 (P > 0,1 zu allen Zeitpunkten, Student-t-Test, Mittelwert Farbintensität +/-

Standardabweichung SEM) (Abb. 26, oben rechts, S. 53). 

Die Immunhistochemie für MHC1 zeigte in den homozygot eNOS-defizienten Tieren im

Vergleich zu den Wildtyp Tieren ein zu allen Zeitpunkten nicht signifikantes Ergebnis mit

einer vermehrten Quantifizierung am Tag 2 von 33% und 13% am Tag 3, sowie einer 

verminderten Quantifizierung von 13% am Tag 7 und keinem Unterschied am Tag 14 (P > 

0,05 zu allen Zeitpunkten, Student-t-Test, Mittelwert Farbintensität +/- Standardabweichung 

SEM) (Abb. 26, unten links, S. 53). 

Die Immunhistochemie für B7.2 zeigte in den homozygot eNOS-defizienten Tieren im
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Tabellarische Zusammenfassung: Auswirkungen der  eNOS-Defizienz

Zelltyp Zeitpunkt Veränderung

Axotomierte Motoneurone
- axonale Regeneration
- zentrales Neuritenauswachsen
- CGRP Immunreaktivität 
- Galanin Immunreaktivität

Tag 4 
Tag 14 
Tag 14 
Tag 14 

unverändert
stark vermehrt
unverändert
stark vermehrt 

Lymphozyteneinwanderung
 (in den Fazialiskern)

Tag 4 
Tag 14 

vermindert (nicht signifikant)
vermindert (knapp nicht signifikant)

Mikrogliale Reaktion
- frühe Phase (state of alert) 
   ( M , MHC1, B7-2) 
- mittlere Phase (homing)
   ( M , MHC1, B7-2) 
- späte Phase (Phagozytose)
   ( M , MHC1, B7-2) 

Tag 2-3 

Tag 3-7 

Tag 14 

unverändert

unverändert

unverändert

 Astrogliale Reaktion
- frühe Phase 
   (GFAP)
- späte Phase
   (GFAP)

Tag 2-3 

Tag (7)-14 

unverändert

unverändert

Einwanderung in den Fazialisnerv
- Granulozyten
- Makrophagen

Tag 4 
Tag 4 

unverändert
unverändert

Vergleich zu den Wildtyp Tieren ebenfalls ein zu allen Zeitpunkten nicht signifikantes

Ergebnis mit einer höheren Quantifizierung bei den eNOS-defizienten Tieren von 17% am 

Tag 2, einer 2,3-fach höheren am Tag 3 und einer um 11% höheren am Tag 14, sowie einer 

um 17% verminderten am Tag 7 (P > 0,1, Student-t-Test, Mittelwert Farbintensität +/-

Standardabweichung SEM) (Abb. 26, unten rechts, S. 53). 

Die Anzahl und Dichte der Mikrogliaknötchen in den Fazialiskernen waren in den homozygot

defizienten Tieren im Vergleich zu denen in den Wildtyp Fazialiskernen unverändert. Dies 

lässt auch einen indirekten Schluss auf einen quantitativ unveränderten neuronalen Zelltod in 

den beiden Vergleichsgruppen zu (nicht dargestellte Beobachtung).

2.2.5  nNOS-Defizienz und die zelluläre Antwort auf die Verletzung des Fazialisnervs

2.2.5.1  Axonale Regeneration des gequetschten Fazialisnervs

Zum Nachweis der Regenerationsstrecke der auswachsenden Axone wurden je Tier fünf, in 

ihrem Abstand zueinander gleichweite Nervenschnitte von 10µm Dicke verwandt (n = 5).
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Abbildung 27. nNOS-Defizienz zeigte
gegenüber der Wildtyp-Vergleichsgruppe
keinen signifikanten Unterschied in der
Regenerationsgeschwindigkeit (in mm)
der Galanin-positiven sowie der CGRP-
positiven Axone (links und rechts oben,
AxR). Die Einwanderung der
neutrophilen Granulozyten (Mitte links,
NG) war bei nNOS-/- in die 
Verletzungsstelle des peripheren Nerven
um 37%, 2 mm distal um 42% und 4 mm
distal davon um 28% vermehrt im
Vergleich zu nNOS+/+, wobei die
Ergebnisse knapp nicht signifikant waren.
Die Einwanderung der Makrophagen
(Mitte rechts, M ) war im Wesentlichen
unverändert im Vergleich +/+ mit -/-. 
Jeweils Tag 4 nach Nervcrush.
Die beiden Grafen unten zeigen am Tag
4 eine signifikante (*) um 76%
verminderte Lymphozyteneinwanderung
bei nNOS-/- (ax) gegenüber nNOS+/+.
Dies ist auch am Tag 14 nachweisbar mit
einer bei n-NOS-/- um 35% verminderten
Lymphozyteneinwanderung, die jedoch
nicht signifikant ist. 
(Student-t-Test, Mittelwert der
Regenerationsstrecke bzw. der Anzahl
der eingewanderten Zellen, +/-
Standardabweichung des Mittelwerts
SEM).

Wildtyp Tiere zeigten eine Regenerationsstrecke von 6,61mm +/-0,17 für Galanin–

immunreaktive und 6,52mm +/-0,11 für CGRP-immunreaktive Axone am Tag 4. Die

homozygoten nNOS-defizienten Tiere zeigten eine leicht verminderte Wachstumsstrecke für 

die Galanin-immunreaktiven Axone von 6,11mm +/-0,19 (entspricht einer 0,6mm oder 8%

geringeren Wachstumsstrecke) und für die CGRP-immunreaktiven Axone von 6,21mm +/-

0,09 (entspricht einer 0,31mm oder 5% geringeren Wachstumsstrecke). Beide Befunde in

beiden Zell-/Neuritenpopulationen waren knapp nicht signifikant (P > 0,05 für Galanin und P 

> 0,05 für CGRP, Student-t-Test, +/- Standardabweichung SEM) (Abb. 27, oben links –

Galanin – und oben rechts – CGRP, S. 55).

2.2.5.2 Makrophagen- und Granulozyteneinwanderung in den gequetschten

Fazialisnerven

nNOS-defiziente Tiere zeigten an der Verletzungsstelle eine um 37% vermehrte

Einwanderung von Granulozyten (nNOS+/+ 73,2 +/-10,9 gegenüber nNOS-/- 115,7 +/-18,1,

P = 0,09, Student-t-Test), 2mm distal eine um 45% vermehrte Einwanderung (nNOS+/+ 55,1

+/-9,2 gegenüber nNOS-/- 95,7 +/-15,1, P = 0,06, Student-t-Test) und 4mm distal eine um 

28% vermehrte Einwanderung (nNOS+/+ 45,2 +/-5 gegenüber nNOS-/- 62,7 +/-7,2; P = 0,09,
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Student-t-Test) (Vergrößerung von x20, ein Gesichtsfeld des Mikroskops) (Abb. 27, Mitte

links, S. 55).

Ähnlich wie schon bei der Granulozyteneinwanderung zeigte sich bei den homozygot nNOS-

defizienten Tieren auch bei der Einwanderung der Makrophagen eine Tendenz zur 

vermehrten Einwanderung gegenüber der Wildtyp Gruppe. An der Verletzungsstelle kam es

zu einer um 13%, 2mm distal zu einer um 4% und 4mm distal zu einer um 19% vermehrten

Einwanderung, wobei alle Ergebnisse ebenfalls nicht signifikant waren (P > 0,1 an allen 

Messpunkten, Student-t-Test, Mittelwert +/- Standardabweichung SEM) (Abb.27, Mitte

rechts, S. 55).

Die homozygot nNOS-defizienten Tiere wiesen gegenüber der Wildtyp Vergleichsgruppe zu 

allen Messpunkten eine vermehrte Einwanderung neutrophiler Granulozyten und

Makrophagen auf, die bei den Granulozyten nur knapp nicht signifikant war. 

2.2.5.3  Lymphozyteneinwanderung in den Fazialiskern 

Der Nachweis der T-Lymphozyten erfolgte mit Immunhistochemie für CD3 in sieben 20µm 

dicken Schnitten des Fazialiskerns in je gleichen Abständen zueinander (120µm Abstand)

am Tag 4 und in 2 Schnitten (340µm Abstand) am Tag 14. Durch die höhere Anzahl von

Schnitten am Tag 4 gelang, es die höhere Variabilität der niedrigen Anzahl eingewanderter

Lymphozyten auszugleichen. Die Anzahl der Tiere war am Tag 4 n = 3-4 und am Tag 14 n = 

6-7.

Homozygot nNOS-defiziente Tiere zeigten im Vergleich zu den Wildtyp Tieren am Tag 4 eine

signifikante, um 76%, bzw. 4,2fach verminderte Lymphozyteneinwanderung. nNOS-/- 1,5 +/-

0,5 gegenüber nNOS+/+ 6,3 +/-0,2 (P < 0,05, Student-t-Test, Mittelwert +/-

Standardabweichung). Eine verminderte Lymphozyteneinwanderung ließ sich auch am Tag

14 nachweisen, wobei nNOS-/- Tiere mit 27,1 +/-9,9 gegenüber nNOS+/+ Tieren mit 41,8 +/-

4,7 eine um 35% verminderte, jedoch unsignifikante Lymphozyteneinwanderung aufwiesen

(P > 0,1) (Abb. 27, unten links – Tag 4 – und unten rechts – Tag 14, S. 55).

2.2.5.4  Neuronale Reaktion 

Die homozygot nNOS-defizienten Tiere zeigten im Vergleich zu den Wildtyp Tieren in der

Immunhistochemie für Galanin eine geringfügig unterschiedliche immunhistochemische

Intensität, die jeweils unsignifikant war (Tag 4 nNOS-/- weniger 9%, Tag 14 nNOS-/- 4% 

mehr, jeweils P > 0,1, Student-t-Test). Die Immunhistochemie für CGRP zeigte bei nNOS zu

den beiden Zeitpunkten eine leicht veminderte Farbintensität von weniger als 10% am Tag 4 
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und weniger als 5% am Tag 14 (P > 0,5, Student-t-Test) (Abb. 

28, links – Galanin –, rechts – CGRP , S. 57).

Abbildung 28. Die
immunhistochemische
Quantifizierung der beiden
Neuropeptide Galanin
(links) und CGRP (rechts)
zeigten bei nNOS-/- (grau) 
gegenüber nNOS+/+
(schwarz) keinen 
signifikanten Unterschied
4 und 14 Tage nach
Axotomie (ax). (Student-t-
Test, Mittelwert des 
immunhistochemischen
Intensitätsunterschieds, +/-
Standardabweichung des
Mittelwertes SEM).
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2.2.5.5  Zentrale Wachstumskegel 

Es zeigte sich kein nachweisbarer Unterschied im Vergleich der homozygot defizienten Tiere

zu den Wildtypen (Abb. 29, S. 58) in der quantitativ-morphologischen Beurteilung der

Wachstumskegel am Tag 14, dem Zeitpunkt der höchsten Dichte an Wachstumskegeln

(Abb. 1, S. 5).

2.2.5.6  Astrogliale Reaktion

Die Astrozytenaktivierung lässt sich gut durch den astroglialen Marker GFAP bestimmen. Es 

wurden je Tier zwei 20µm dicken Schnitte in einem Abstand von ca. 200µm zueinander 

verwandt. Zu den unterschiedlichen Zeitpunkten betrug die Anzahl Tag 4 n = 4 und Tag 14 n 

= 14. 

Homozygot nNOS-defiziente Tiere zeigten im Vergleich zu den Wildtyp Tieren im

axotomierten Fazialiskern in der Immunhistochemie für den astroglialen Marker GFAP einen

minimal verstärkten Nachweis von +3% am Tag 4 und einen verminderten von –7% am Tag

14, die jeweils unsignifikant waren (P > 0,5, Student-t-Test, Mittelwert Farbintensität +/-

Standardabweichung SEM) (Abb. 30, oben links, S. 59). 

2.2.5.7  Mikrogliale Reaktion

Die homozygot nNOS-defizienten Tiere zeigten im Vergleich zu den Wildtyp Tieren im

axotomierten Fazialiskern für den frühen Aktivitätsmarker M  eine nicht signifikante,

verminderte immunhistochemische Färbung von 30% am Tag 4 und von 6% am Tag 14 (P >

0,1 zu beiden Zeitpunkten, Student-t-Test, Mittelwert) (Abb. 30, oben rechts, S. 59). Für 

MHC1 ergab die immunhistochemische Quantifizierung im Vergleich der Wildtyp Gruppe zu 

der homozygot nNOS-defizienten Gruppe keinen Unterschied am Tag 4 und eine nicht
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nNOS +/+ (ax)
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Abbildung 28 Galanin Immunhistochemie im Fazialiskern. Vergleich der zentralen Axonaussprossung
der Motoneurone in nNOS+/+ Mäusen mit denen in den nNOS-/- Mäusen 14 Tage nach Fazialisaxotomie.
Beachte die deutliche Färbung von Neuronen (kleine Pfeile) und aussprossenden Axonen mit ihren
Wachstumskegeln (große Pfeile), diese vor allem perinukleär in der weißen Substanz, hier vor allem
ventral des Fazialiskerns. Morphologisch wie quantitativ läßt sich im Hinblick auf die aussprossenden
Wachstumskegel kein Unterschied bei nNOS+/+ Mäusen gegenüber nNOS-/- Mäusen erkennen.
Maßbalken: 0,1mm
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Abbildung 30. Links oben ist
die astrogliale Reaktion
anhand des Markers GFAP
(glial fibrillary acid protein) bei
der nNOS Wildtyp-Gruppe
(schwarz) im Vergleich zu der
nNOS-defizienten Gruppe
(grau) nach Axotomie zu den
verschiedenen Zeitpunkten
dargestellt. Ebenso ist der
Vergleich von der operierten
(ax) und der unoperierte Seite
(nax) gezeigt. Es zeigte sich
ein uneinheitliches Bild von
nur gering unterschiedlicher
immunhistochemischer
Färbung für GFAP in den
axotomierten Fazialiskernen
beider Gruppen am Tag 4 und
14, die jeweils nicht signifikant
war.
Dies galt auch für die
Untersuchung der
mikroglialen Marker M 2
(rechts oben), MHC1 (links
unten) und B7-2 (rechts
unten).

Es zeigte sich zu keinem Zeitpunkt ein signifkantes Ergebnis im Vergleich der beiden untersuchten Gruppen
nNOS+/+ und nNOS-/-. Am Tag 14 zeigten jedoch alle drei mikroglialen Marker einen verminderten, nicht
signifikanten immunhistochemischen Nachweis bei n-NOS-/- M 2 –6%, MHC1 –30%, B7.2 –27% (Student-t-Test,
Mittelwert des immunhistochemischen Intensitätsunterschieds, +/- Standardabweichung des Mittelwertes SEM).

signifikante, um 30% verminderte Quantifizierung am Tag 14 (P > 0,1, Mittelwert +/-

Standardabweichung SEM) (Abb. 30, unten links, S. 59). 

Homozygot nNOS-defiziente Tiere zeigten für B7.2 eine 1,5fach gesteigerte,

immunhistochemische Quantifizierung am Tag 4 und eine um 27% verminderte am Tag 14,

wobei beide Ergebnisse unsignifikant waren (P > 0,1, Mittelwert +/- Standardabweichung 

SEM) (Abb. 30, unten rechts, S. 59). 

Neben der Quantifizierung war auch quantitativ-morphologisch das Auftreten von

mikroglialen Knötchen aufzuzeigen, die als „Phagozytosetrupps“ um zugrunde gegangene

Neurone gruppiert waren. Die Anzahl von diesen war bei den homozygot defizienten Mäusen

zu deren Wildtyp Vergleichsgruppe nicht unterschiedlich, was den indirekten Schluss zulässt,

dass die Anzahl der zu Grunde gegangenen Neuronen nicht unterschiedlich war.
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Tabellarische Zusammfassung: Auswirkungen der nNOS-Defizienz

Zelltyp Zeitpunkt Veränderung
Axotomierte Motoneurone
- axonale Regeneration
- zentrales Neuritenauswachsen
- CGRP Immunreaktivität 
- Galanin Immunreaktivität

Tag 4 
Tag 14 
Tag 14 
Tag 14 

unverändert
unverändert
unverändert
unverändert

Lymphozyteneinwanderung
 (in den Fazialiskern)

Tag 4 
Tag 14 

stark vermindert 
vermindert (nicht signifikant)

Mikrogliale Reaktion
- frühe Phase (state of alert) 
   ( M , MHC1, B7-2) 
- mittlere Phase (homing)
   ( M , MHC1, B7-2) 
- späte Phase (Phagozytose)
   ( M , MHC1, B7-2) 

Tag 4 

Tag 14 

unverändert

(unverändert)

vermindert (nicht signifikant)

 Astrogliale Reaktion
- frühe Phase 
   (GFAP)
- späte Phase
   (GFAP)

Tag 4 

Tag 14 

unverändert

unverändert

Einwanderung in den Fazialisnerv
- Granulozyten
- Makrophagen

Tag 4 
Tag 4 

vermehrt (nicht signifikant)
vermehrt (nicht signifikant)
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Tabellarische Zusammenfassung aller positiven, tlw. signifikanten Ergebnisse 

Gen-Defizienz Zellulär-molekulare
Veränderungen

Zeitpunkt Ausprägungsgrad

IL6 axonale Regeneration

zentrales Neuritenauswachsen

Galanin Immunreaktivität 

Lymphozyteneinwanderung
(in den Fazialiskern)

Mikrogliale Reaktion
- frühe Phase (state of alert) 
   (ICAM1, M IBA1)
- mittlere Phase (homing)
   (a5b1, a6b1, MCSFR, MHC1) 

Tag 4 

Tag 4 

Tag 14 

Tag 1 
Tag 4 
Tag 14 

Tag 1 

Tag 4 

mäßig vermindert 

stark vermehrt 

stark vermehrt 

sehr stark vermindert
stark vermindert 
mäßig vermindert 

stark vermindert 

stark vermindert 

Galanin Granulozyten
(in den peripheren Nerv) 

Tag 4 vermehrt (nicht signifikant)

CGRP Lymphozyteneinwanderung
(in den Fazialiskern)

Granulozyten
(in den peripheren Nerv) 

Makrophagen
(in den peripheren Nerv) 

Tag 3 
Tag 14 

Tag 4 

Tag 4 

vermehrt (nicht signifikant)
stark vermehrt

vermehrt (nicht signifikant)

vermehrt (nicht signifikant)

eNOS zentrales Neuritenauswachsen

Galanin Immunreaktivität 
(Neurone)

Lymphozyteneinwanderung
(in den Fazialiskern)

Tag 4 

Tag 14 

Tag 4 
Tag 14 

stark vermehrt 

stark vermehrt 

vermindert (nicht signifikant)
vermindert (knapp nicht
signifikant)

nNOS Lymphozyteneinwanderung
(in den Fazialiskern)

Granulozyten
(in den peripheren Nerv) 

Makrophagen
(in den peripheren Nerv) 

Mikrogliale Reaktion
-  späte Phase 
   ( M MHC1, B7.2) 

Tag 4 
Tag 14 

Tag 4 

Tag 4 

Tag 14 

stark vermindert 
vermindert (nicht signifikant)

vermehrt (nicht signifikant)

vermehrt (nicht signifikant)

vermindert (nicht signifikant)
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3  DISKUSSION

Die Verletzung von peripheren Nerven ruft, wie in der Einleitung beschrieben, eine Vielzahl

von zellulären Veränderungen im zentralen Nervensystem hervor. Diese sind bei der 

anterograden Degeneration des peripheren Nervenabschnittes, bei den retrograd

reagierenden Neuronen und schließlich in dem nicht-neuronalen Umfeld, wie der Mikro- und 

Astroglia und den einwandernden Lymphozyten zu finden. Das verhältnismäßig stereotype

Muster dieser Veränderungen wurde am experimentellen Modell des Fazialiskerns der Maus 

nach Fazialisaxotomie untersucht. Den zellulären Veränderungen liegt ein wohl 

orchestriertes, interzelluläres Kommunikationsnetzwerk unterschiedlicher Moleküle zu

Grunde. Bisherige Untersuchungen konnten zeigen, dass aus der Vielzahl der

posttraumatisch hochregulierten Moleküle nicht alle, sondern nur einige davon eine 

unterschiedlich wichtige Funktion während der einzelnen, voneinander abzugrenzenden

Stadien innehaben. Einigen von diesen kommt dabei wiederum eine Schlüsselrolle zu. 

Interleukin 6, die Neuropeptide Galanin und CGRP sowie die endotheliale und neuronale

Stickoxidsynthetase, sind ebensolche Moleküle, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten in den

axonal traumatisierten Motoneuronen des Fazialiskerns der Maus immunhistologisch

verstärkt nachweisbar sind. Zusammen mit den vorbeschriebenen Effekten der einzelnen

Moleküle (siehe Einleitung) lag die Vermutung nahe, dass ihnen eine Rolle innerhalb der 

posttraumatischen Signalkaskade zukommen könnte.

Grob zusammengefasst zeigte IL6 wesentlichen Einfluss in der frühen, weniger in der 

mittleren und späten Phase bei der im weiteren Sinne immunologischen Antwort

(Lymphozyten, Mikroglia, Astroglia). Daneben zeigte es einen wachstumsfördernden Einfluss 

bei der axonalen Regeneration. nNOS zeigte bei der frühen Lymphozyteneinwanderung und

CGRP bei der späten Lymphozyteneinwanderung milde Effekte. eNOS-Defizienz führte zu 

einer verstärkten Immunreaktivität für Galanin und vermehrt nachweisbaren Galanin-

positiven Wachstumskegeln. Galanin, mit einem deutlichem Gipfel des 

immunhistochemischen Nachweises in den Neuronen am Tag 14, zeigte hingegen keinen 

Einfluss auf die zelluläre Reaktion.

3.1 Das Akutphaseprotein Interleukin 6: seine Bedeutung vor allem in der frühen 

posttraumatischen Phase

Vorhergehende Studien konnten eine wichtige Rolle von IL6 für die Aktivierung von

Astrozyten (Klein et al., 1997a; Penkowa et al 1999; Raivich et al., 1999a, b; Sugiura et al.,

2000) und für das Überleben sensorischer Neurone zeigen (Murphy et al., 1999a; Zhong et 

al., 1999). Daneben ließ sich sein Einfluss auf die Expression von Neuropeptiden in 
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verletzten Neuronen nachweisen (Klein et al., 1997a; Murphy et al., 1999b). IL6 wird nach

Trauma sowohl im peripheren als auch im zentralen Nervensystem rasch expremiert (Kiefer

et al., 1993a; Bolin et al., 1995; Klein et al., 1997; Murphy et al., 1999a; Legos et al., 2000). 

Mit seiner frühen Expression rückt es in eine zentrale strategische Position, die 

posttraumatischen zellulären Veränderungen mit zu bestimmen. 

3.1    Interleukin 6-Defizienz: Bedeutung für die Lymphozyteneinwanderung

Die durch IL6 induzierten Veränderungen sind bei den unterschiedlichen Zellpopulationen

vielfältig. Wie die hier vorliegenden Ergebnisse zeigen, ist IL6 ein starker Stimulus für die

zweiphasige Lymphozyteneinwanderung um die Tage 1-4 und den Tag 14 (Raivich et al.,

1998a, b). Die Einwanderung von Lymphozyten in den posttraumatischen Fazialiskern

während der frühen Phase der Lymphozytenrekrutierung ist in den IL6-defizienten Tieren

nahezu komplett unterbunden. IL6-Defizienz führt zu einer drastisch verminderten T-

Lymphozyteneinwanderung (-90%) am Tag 1 und immer noch zu einer 2,5-fach 

verminderten Einwanderung am Tag 14. Dies unterstreicht die Bedeutung von IL6 als 

Lymphozytenstimulus (Hirano et al., 1986; Lotz et al., 1988). Die Ergebnisse stimmen zudem

zeitlich mit der frühen Hochregulierung von IL6 in den ersten 48 Stunden nach Trauma

überein und unterstreichen seine Bedeutung als ein früh immunaktivierendes Zytokin (Kiefer 

et al., 1997; Klein et al., 1997a; Legos et al., 2000).

Es ist der Einwand zu bedenken, dass die Abwesenheit von IL6 im Gesamtorganismus IL6-

defizienter Tiere die Aktivierung von T-Lymphozyten vermindern könnte, bevor sie in das 

ZNS einwandern. Dagegen spricht allerdings, dass die unterschiedliche Anzahl rekrutierter

T-Lymphozyten zu verschiedenen Zeitpunkten und der mangelnde Effekt auf die 

Einwanderung in die ungeschädigte kontralaterale Seite, klar auf die Bedeutung von IL6 für 

die Lymphozyteneinwanderung in die verletzte Gehirnregion verweisen. 

3.1.2 Interleukin 6-Defizienz: Bedeutung für die Mikrogliaaktivierung

Die meisten frühen und mittelfristigen Aktivierungsmarker waren bei den IL6-defizienten

Tieren in der immunhistochemischen Intensität reduziert. Dazu zählen IBA1, ICAM1, MCSF

Rezeptor, MHC1 und die Integrine 1 und 1. Ebenso war eine etwas geringere 

mikrogliale Proliferation während der frühen und mittleren Phase der Aktivierung der 

Mikroglia nachzuweisen (Klein et al., 1997a), was eine mäßig verminderte mikrogliale

Zelldichte zur Folge hatte. Unserer Beobachtung entsprechend führte IL6 bei in vitro

Versuchen zu einem stimulierenden Effekt (+ 35%) bei ramifizierter Mikroglia, die auf 

Astrozytenboden kultiviert wurde (Kloss et al., 1997) sowie auch bei reinen Mikrogliakulturen

(Streit et al., 2000). Dieser Effekt ist moderat im Vergleich zu dem, der durch die Hinzugabe

klassischer mikroglialer Mitogene wie MCSF, GMCSF und IL3 erzielt wurde und der mit einer 
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bis zu sechsfach stärkeren Proliferation am stärksten bei MCSF nachweisbar war (Kloss et 

al., 1997). Wie in vorhergehenden Studien gezeigt werden konnte, ist bei MCSF-defizienten

Mäusen die mikrogliale Proliferation vollkommen unterbunden (Raivich et al., 1994b;

Berezovskaya et al., 1995). Die Verminderung des mikroglialen MCSF Rezeptors um mehr

als 50%, die in unserem Versuchsmodell nachgewiesen wurde, kann deswegen zu einem 

indirekten, hemmenden Effekt bei der posttraumatischen mikroglialen Proliferation führen. 

Das Fehlen der IL6 Rezeptoren auf der Mikroglia in vivo (Klein et al., 1997a) und die starke 

Expression des MCSF Rezeptors auf der Mikroglia (Raivich et al., 1998a; Kalla et al., 2001)

unterstützen die Hypothese eines indirekten Signalweges.

Dagegen zeigte die IL6-Defizienz keine Auswirkungen auf die späte mikrogliale Aktivierung

am Tag 14, die durch den immunhistochemischen Nachweis von MHC1 und B7-2 belegt ist. 

Dies ist besonders bemerkenswert für MHC1, für das am Tag 4 eine mehr als 60%ige 

Reduktion zu beobachten war. IL6-Defizienz hatte keinen Einfluss auf den mehr als 

zweifachen Anstieg von MHC1 am Tag 14. Dies trifft auch auf die Bildung von mikroglialen

Knötchen und ihre sehr starke Expression von MHC1 und B7-2 zu, so dass zusätzliche

proinflammatorische Stimuli angenommen werden müssen. Dabei kommen vor allem IL1-

beta, TNF-alpha und Interferon-gamma in Frage. Wie die Arbeiten von Bohatscheck zeigen,

beruht dies vor allem auf Signalwegen, die über den TNF Rezeptor Typ 1 laufen

(Bohatschek et al., 2004a, b; siehe auch Raivich et al., 2002a, b, 2003; Liu et al., 2005)

3.1.3 Interleukin-6-Defizienz: Bedeutung für die Astrogliaaktivierung 

IL6-Defizienz führt bei der Astroglia zu einer starken Reduktion von 80% in der Ausbildung

stellarer Formationen (Klein et al., 1997a; Penkowa et al., 1999). Diese kommen sonst häufig

ab dem Tag 3 vor (Graeber und Kreutzberg, 1988a). Damit geht einher, dass die Anzahl von

30-60µm großen, diffus GFAP-positiven, runden Formationen deutlich reduziert ist. Diese

sind sonst in voller Ausprägung vor allem ab dem Tag 7 zu sehen (Raivich et al., 1999a, b).

IL6 ist damit an der Umwandlung in sternförmige Astrozyten und an der Ausbildung des 

astroglialen Narbengewebes durch die Aktivierung und die regelrechte intrazelluläre

Verteilung der zytoskeletalen Proteine, vor allem des GFAP, beteiligt. GFAP und Vimentin

sind wesentliche Elemente bei der reaktiven Gliose, die dem Gewebe Stabilität, Erhalt der 

Blut-Hirn-Schranke und protektive Abgrenzung verleiht (Eliasson et al., 1999; Raivich et al.,

1999a; Lepekin et al., 2001). Geht man von IL6 und seiner Funktion als ein frühes 

Aktivierungszytokin des Immunsystems aus, so liegt es nahe, dass es auch auf der Ebene 

der Parenchym-Architektur in der frühen Phase schützende Funktion ausübt. 
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3.1.4 Interleukin-6-Defizienz: Bedeutung für die neuronale Reaktion

Der Einfluss der IL6-Defizienz auf die Motoneurone war relativ gering. Das Ausmaß axonaler

Regeneration am Tag 4 war bei den Galanin-immunreaktiven Motoneuriten um 14%

reduziert und bei den CGRP-immunreaktiven um 12%. Ebenso war das spätere

perineuronale Auswachsen um den Tag 14 vermehrt für Galanin-positve, nicht aber für 

CGRP-positive Wachstumskegel. Eine Erklärung für das vermehrte

Regenerationsgeschehen kann die teils stark verminderte astrogliale Narbenbildung bei IL6-

Defizienz sein (Klein et al., 1997a, Penkowa et al., 1999), da eine Verminderung der Gliose 

axonales Aussprossen erleichtert (Menet et al., 2000; Moon et al., 2000). 

Hingegen war kein Effekt auf die neuronale Überlebensrate zu sehen. Die lediglich leichte

Tendenz zu etwas geringerem neuronale Zelltod (-3%) bei den IL6-/- Mäusen war nicht 

signifikant. In axotomierten sensorischen Neuronen ist der Zelltod bei IL6-/- Tieren um 13%

vermehrt (Murphy et al., 1999a, b). In einem Ischämiemodell des Vorderhirns kommt es zu 

keinem Unterschied der Rate neuronalen Zelltods bei IL6 defizienten Tieren (Clark et al., 

2000). Dies steht im Gegensatz zu beobachteten protektiven Effekten von IL6 für

postischämische Vorderhirnneurone oder axotomierte Motoneurone, das in vivo (Ikeda et al., 

1996; Loddick et al., 1998) oder in vitro (Ali et al., 2000) appliziert worden ist. Ebenso

verursacht eine kombinierte, transgene Überexpression des IL6 und seines Rezeptors eine 

raschere Reinnervation des peripheren Ziels im regenerierenden Hypoglossusmodel (Hiorata 

et al., 1996).

Die Auswirkungen der IL6-Defizienz auf Lymphozyten, Mikroglia und Astrozyten

unterstreichen die Hypothese, dass IL6 eine starke Rolle in der Initiierung der Immunantwort 

im axotomierten Fazialiskern innehat. Dagegen waren die rein neuronalen und axonalen

Auswirkungen vergleichsweise mild. All dies legt nahe, dass endogenes IL6 eher daran 

beteiligt ist, die Ausbreitung potentieller Infektionen zu verhindern als neuronale

Regeneration zu ermöglichen.

3.2 Die Neuropeptide Galanin und CGRP sowie die endotheliale und neuronale

Stickoxidsynthetase: geringe posttraumatische Bedeutung 

3.2.1 Galanin-Defizienz: kein Einfluss auf das posttraumatische Geschehen

Das Neuropeptid Galanin lässt sich nach Fazialisaxotomie in Motoneuronen

immunhistochemisch am stärksten am Tag 14 nachweisen. Es definiert gegenüber den 

CGRP-positiven Neuronen eine von diesen abgegrenzte Motoneuronen-Population (Moore

et al., 1989). Entsprechend ist es am Tag 4 für eben diese definierte Motoneuronen-
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Population in den auswachsenden, regenerierenden Axone und am Tag 14 in den 

auswachsenden, perineuronalen Wachstumskegeln nachweisbar (Werner et al., 1999; Bird

et al., 2003). Deswegen lag die Vermutung nahe, dass Galanin eine Rolle in der 

posttraumatischen Regeneration innehaben könnte, wie es für andere Bereiche des ZNS 

beschrieben worden ist (Mahoney et al., 2003). Mit dem Gipfel der Nachweisbarkeit am Tag

14 konnte auch über einen Einfluss auf die vor allem späte Phase der Immunantwort

spekuliert werden. Galanin zeigte allerdings in den hier durchgeführten Untersuchungen

posttraumatisch keine Auswirkungen auf die Immunanwort oder auf das 

Regenerationsverhalten.

Das Überleben von Motoneuronen am Tag 30 ist bei Galanin-defizienten Tieren gegenüber 

der Wildtyp-Vergleichsgruppe mit einem neuronalen Zelltod von ca. 30% unverändert. 

Demgegenüber zeigten axotomierte sensorische Neurone bei Galanin-Wildtyp-Tieren eine

bessere Überlebensrate verglichen mit den Galanin-defizienten Mäusen. Dies geht einher

mit einer 2,6 - 2,8fach geringeren neuronalen Apoptose-Rate postnatal im Wildtyp 

gegenüber Galanin-defizienten Tieren (Holmes et al., 2000). Diese neuroprotektive Wirkung 

von Galanin konnte in unserem Versuchsaufbau für die motorischen Neurone des 

Fazialiskerns nicht nachgewiesen werden.

Der immunhistochemisch gegen Galanin gefärbte Zeitverlauf der auswachsenden Axone mit 

einem deutlichen Gipfel am Tag 14 verwies ebenso auf die zumindest immunhistochemisch

dominante Präsenz dieses Neuropeptids in den Wachstumskegeln. Ein Unterschied in der 

Quantität der aussprossenden Wachstumskegel am Tag 14 nach Trauma im Vergleich von

Galanin-defizienten zu Wildtyp-Tieren war jedoch nicht nachweisbar.

In vitro Versuche zeigten ein deutlich vermindertes Neuritenwachstum bei Galanin-

defizienten sensorischen Neuronen in Zellkultur, beziehungsweise ein vermehrtes

Neuritenwachstum bei Zugabe von Galanin in Zellkultur sensorischer Neurone, was die 

regenerationsfördernde Wirkung von Galanin belegt (Holmes et al., 2000; Mahoney et al., 

2003). Dabei scheint dieser Effekt von Galanin wesentlich von GalR2 abzuhängen (Holmes e

al 2000; Mahoney et al., 2003). Wenn Galanin an GalR1 und GalR3 bindet, hemmt es die

Adenylat-Zyklase. Bindet Galanin an GalR2, aktiviert es die Phospholipase C mit

nachfolgender Steigerung des Inositoltriphosphat-Umsatzes (Wang et al., 1998). GalR2 und

auch dessen Hochregulierung im Fazialiskern nach Axotomie ist beschrieben (Burazin et al.,

1998; O´Donnell et al., 1999). Ein eventuell verzögerter Regenerationseffekt bei Galanin-

defizienten Mäusen im Vergleich zum Wildtyp war jedoch zumindest für die CGRP positven

Neuriten nicht nachweisbar.

Die Immunantwort ist bei den homozygot defizienten Tieren im Vergleich zu den Wildtypen

ebenfalls unverändert. Dies beinhaltet sowohl die Einwanderung von T-Lymphozyten im 

66



Fazialiskern als auch die der Makrophagen und Granulozyten im peripheren Nerv, an der 

Quetschungsstelle und distal davon.

Auch die Induktion von Aktivierungsmarkern der Mikroglia der frühen und mittleren Phase

wie 5 6 und MHC1 und der späten Phase MHC1 und B7.2 war bei den Galanin-defizienten 

Tieren gegenüber den Wildtyp Tieren unverändert. Ebenso blieb die Bildung der mikroglialen

Knötchen durch die Galanin-Defizienz unbeeinflusst. Dies trifft ebenso für die Astrozyten zu,

die weder in ihrer Morphologie noch in der Induktion des zytoskelettalen Proteins GFAP 

Unterschiede zeigten, wohingegen bei in vitro Versuchen ein aktivierender Effekt von

Galanin auf Astrozyten durch Induktion von mRNA früh aktivierten Faktoren (c-fos, junB und

Tis11) beobachtet wurde (Priller et al., 1998). Die signifikanten Ergebnisse am Tag 7 für

GFAP, am Tag 14 für M 2, am Tag 7 für MHC1 und am Tag 14 für B7-2 sind vor dem 

Hintergrund der im Zeitverlauf uneinheitlichen immunhistochemischen Reaktion als zufällig

signifikant einzuschätzen. Diese Ergebnisse haben keinen Einfluss auf die Einschätzung, 

dass Galanin für die Regulation der jeweiligen Marker keine Bedeutung hat. 

3.2.2 CGRP-Defizienz: Einfluss auf das posttraumatische Immungeschehen 

Das Neuropeptid CGRP weist nach Fazialisaxotomie sein Maximum des 

immunhistochemischen Nachweises um den Tag 3 in einer von den Galanin positiven

Neuronen unterschiedlichen Neuronenpopulation auf (Moore et al., 1989). Wie bei Galanin 

ist CGRP am Tag 4 nach Fazialisaxotomie immunhistochemisch in den aussprossenden

Motoneuriten und am Tag 14 in den Wachstumskegeln nachweisbar (Werner et al., 1999; 

Bird et al., 2003). Als Neuropeptid, das vor allem in der frühen Phase nach Trauma 

hochreguliert wird, lag die Vermutung nahe, dass CGRP Einfluss auf die

Reparaturmechanismen und die immunulogische Antwort in der frühen Phase nimmt.

Tatsächlich führt die CGRP-Defizienz zu einer erhöhten Lymphozyteneinwanderung sowohl 

am Tag 3 wie auch am Tag 14. Dieser Befund stimmt mit der vorbeschriebenen

immunsuppressiven Wirkung von CGRP überein (Wang et al., 1992; McGillis et al., 1993;

Richter et al., 1992; Jansen et al., 1999; Liu et al., 2000). Mit seinem Maximum zwischen 

Tag 3 und Tag 7 liegt CGRP am Ende der frühen Phase und reicht in die mittlere Phase der

zellulären Reaktion. Das kann die Auswirkung auf die frühe und die späte Phase der 

immunologischen Antwort erklären.

Die immunsuppressive Wirkung von CGRP zentral im Fazialiskern zeigte sich als Tendenz

auch am peripheren Nerv. Hier führte CGRP-Defizienz an der Quetschungsstelle bei 

Makrophagen zu einer um 30% und bei Neutrophilen zu einer um 25% vermehrten

Einwanderung. Die weiter distal gelegenen Messpunkte (2mm und 4mm) zeigten keinen 

Unterschied zum Wildtyp. Die Befunde waren untereinander konsistent und lagen knapp an

der 5% Signifikanzschwelle.
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Es ist zu spekulieren, ob CGRP die immunologische Antwort herabsetzt und so eine 

überschießende immunologisch-autodestruktive Reaktion dämpft, die eine erfolgreiche

Regeneration eventuell verhindern würde. Diese protektive Wirkung würde auch zu einer 

anderen hier gemachten Beobachtung passen, dass die in vitro beschriebene vermehrte

Astrogliose, die bei der Applikation von CGRP zu beobachten war (Haas et al., 1991a, b, c;

Lazar et al., 1991), in vivo im Fazialismodell nicht bestätigt werden konnte. Ein 

regenerationshemmender Effekt von CGRP, der durch eine vermehrte Astrogliose

entstünde, ist somit nicht zu sehen. 

CGRP-Defizienz zeigte ebenso keinen Effekt auf die mikrogliale Antwort, weder in der frühen

noch in der späten Phase. Ein verändertes mikrogliales Verhalten wäre zu erwarten

gewesen, nachdem ein deutlicher Effekt von CGRP auf die Lymphozytenrekrutierung gezeigt

werden konnte und posttraumatisch eine enge lymphozytär-mikrogliale Interaktion vorliegt. 

Allerdings ergab sich bei der quantitativen Immunhistochemie kein Unterschied bei den 

frühen, mittleren und späten Aktivierungsmarkern ( 5 6  – früh-, MHC1 und B7.2 –mittlere

und späte Phase). Quantitativ wie morphologisch-deskriptiv zeigte sich auch kein

Unterschied bei den um den Tag 14 auftretenden mikroglialen Knötchen in den beiden

Vergleichsgruppen.

Kein Unterschied zeigte sich bei den Motoneuronen im Vergleich der CGRP-defizienten und 

der Wildtyp Vergleichsgruppe. Die Morphologie und die immunhistochemische

Quantifizierung der Galanin-positiven Motoneurone, die Anzahl der aussprossenden

Wachstumskegel am Tag 14 und die Regenerationsgeschwindigkeit des auswachsenden 

Fazialisnerven am Tag 4 - beides gegen Galanin gefärbt - waren alle unverändert. Allerdings 

lässt die Immunhistochemie gegen Galanin keine Aussage über die Auswirkung der CGRP-

Defizienz auf die CGRP-positiven Motoneurone zu (Moore et al., 1989). 

Dieser wiederholte Hinweis ist wichtig, denn wie es auch in unserem Versuchsaufbau 

bestätigt werden konnte, ist CGRP in hohem Maße während der Reinnervationsphase der

muskulären Endplatte nach Trauma exprimiert (Borke et al., 1993). Zudem scheint CGRP 

durch Steigerung des cAMP´s in Schwannschen Zellen einen indirekt mitogenen Effekt durch 

Steigerung des fibroblast growth factors (FGF) und des platelet-derived growth factors

(PDGF) zu haben und somit an dem Regenerationsgeschehen beteiligt zu sein (Raivich et

al., 1992). Die hier gewonnenen Ergebnisse könnten darauf verweisen, dass CGRP lediglich 

eines von mehreren synergistisch an der Stimulation der Schwannzellen bzw. Interaktion der 

auswachsenden Neuriten und der Schwannzellen beteiligten Molekülen ist. Dabei kommen

eine Reihe anderer Substanzklassen in Frage wie Integrine (Kloss et al., 1999; Condic und

Letourneau, 1997; Werner et al., 2000), Cadherine, Zelladhäsionsmoleküle (Seilheimer und

Schachner, 1988; Doherty et al.; 1990; Martini 1994) und Laminine (LeBeau et al., 1994; Ide 

et al., 1996; Agius und Cochard, 1998).
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3.2.3 eNOS-Defizienz: Einfluss auf die posttraumatische neuronale Reaktion 

Die endotheliale Stickoxidsynthetase (endothelial Nitric Oxide Synthase, eNOS) zeigt im 

neuronalen Bereich Einfluss auf die immunhistochemische Quantität von Galanin. Dies lässt 

sich bei eNOS-defizienten Tieren verglichen mit den eNOS+/+ Kontrollen deutlich vermehrt

im axotomierten Fazialiskern am Tag 14 nachweisen. Dieser Befund stimmt mit einer stark 

gesteigerten Anzahl von Galanin-positiven Wachstumskegeln am Tag 14 überein. Allerdings

muss dieses Ergebnis vorsichtig interpretiert werden, da die verstärkte,

immunhistochemische Intensität von Galanin bei eNOS-defizienten Tieren die Galanin-

positiven Wachstumskegel besser kenntlich macht. So könnte es zu einem falsch positiven

Ergebnis kommen, weil relativ mehr Wachstumskegel erfasst werden, ohne dass deren 

Anzahl absolut gesehen tatsächlich erhöht wäre.

Interessanterweise führte das Fehlen von eNOS zu keinem Einfluss auf die

immunhistochemische Quantität von CGRP. Genausowenig hatte eNOS-Defizienz Einfluss 

auf die Wachstumsgeschwindigkeit der regenerierenden Motoraxone. 

Die im weiteren untersuchten posttraumatisch zellulären Reaktionen im Fazialiskern nach 

Fazialisaxotomie blieben ebenso unverändert. So zeigte sich bei eNOS Defizienz zwar kein

signifikanter Einfluss im Sinne einer vermehrten Einwanderung von T-Lymphozyten, weder in 

der frühen noch in der späten Phase, was zu dem bekannten leukozytenhemmenden Effekt 

in gewissem Gegensatz steht (Lefer et al., 1999; Sanz et al.; 2001, Altay et al., 2004). 

Hingegen konnte beobachtet werden, dass parallel zu dem signifikanten Ergebnis der 

verminderten T-Lymphozyteneinwanderung bei nNOS-/- (s.u.) es am Tag 4 und am Tag 14

zu einer deutlich verminderten, jedoch unsignifikanten T-Lymphozyteneinwanderung kommt.

Keinerlei Einfluss war auf die Einwanderung von Makrophagen und Granulozyten am Tag 4 

nach Fazialisquetschung an der Quetschstelle selbst, 2mm und 4mm distal davon zu sehen,

obwohl eNOS in hoher Konzentration in den vasa vasorum des Nervstumpfs expremiert ist

(Gonzalez-Hernandez et al., 1999).

Der immunhistochemische Nachweis von GFAP in den Astrozyten und die morphologische

Veränderung der Astrozyten in ihre aktivierte stellare Form waren in den beiden 

Vergleichsgruppen zu allen Zeitpunkten ohne Unterschied. Ebensowenig waren die

Morphologie der Mikroglia und der dort geführte immunhistochemische Nachweis der 

mikroglialen Marker 5 6 und MHC1 für die frühe und MHC1 und B7.2 für die späte Phase

im Vergleich der beiden Gruppen verändert. Bezüglich der Mikrogliaknötchen in ihrer Anzahl,

Dichte und Morphologie zeigte sich ebenso kein Unterschied. Dabei ist für eNOS eine 

Migrationshemmung der Mikroglia beschrieben (Chen et al., 2001). 
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3.2.4 nNOS-Defizienz: Einfluss auf das posttraumatische Immungeschehen 

nNOS-Defizienz zeigte am Tag 4 eine stark verminderte und am Tag 14 eine immerhin noch

leicht verminderte Einwanderung der CD3-positiven T-Lymphozyten. Dies steht im 

Widerspruch zu der beschriebenen hemmenden Wirkung von nNOS auf die

Lymphozytenmigration (Lefer et al., 1999; Sanz et al., 2001), passt jedoch gut zu

Ergebnissen, die eine proinflammatorische, leukozytenmigrationsstimulierende Wirkung von 

nNOS zeigte (Altay et al., 2004). Dahingegen zeigte sich bei nNOS-Defizienz eine vermehrte 

Einwanderung von Granulozyten von 32% an der Quetschungsstelle, 42% 2mm und 28%

4mm distal davon, wobei diese Ergebnisse sich knapp oberhalb des 5% Signifikanz-Niveaus

befanden. Ein ähnliches Ergebnis war bei den Makrophagen festzustellen. Diese

unterschiedlichen Ergebnisse unterstreichen die unterschiedliche Wirkung von NO auf

unterschiedliche Leukozytenpopulationen.

Die Defizienz der neuronalen Stickoxidsynthetase zeigte im neuronalen Bereich keinen

Unterschied in der immunhistochemischen Quantität für die beiden Neuropeptide CGRP und 

Galanin. Auch die Wachstumsgeschwindigkeit, gemessen am Tag 4, und die Anzahl der

aussprossenden Wachstumskegel am Tag 14 waren unverändert. 

nNOS-Defizienz hatte ebenso keine Einfluss auf die Astrozyten bezüglich ihrer Morphologie 

und des immunhistochemischen Nachweises von GFAP. Die Morphologie der Mikroglia und 

der immunhistochemische Nachweis der mikroglialen Marker 5 6 und MHC1 für die frühe 

und MHC1 und B7.2 für die späte Phase waren ebenso unverändert. Bezüglich der

Mikrogliaknötchen in ihrer Anzahl, Dichte und Morphologie zeigte sich ebenfalls kein

Unterschied.

3.3 Zusammenfassung 

Die in der Einleitung ausführlich beschriebenen, zentral zellulären Veränderungen zielen vor

allem auf die regenerativen und degenerativen Veränderungen der Neurone und auf die

Stimulation des Immunsystems (Mikroglia, Leukozyten und Astroglia). Dieser Prozess nimmt

seinen Anfang in den verletzten Neuronen. Die die Neurone umgebende Neuroglia und 

deren Interaktion mit in den indirekt verletzten Fazialiskern eingewanderten

immunkompetenten Zellen unterhält im weiteren das posttraumatische Geschehen.

Während der ersten frühen Phase schwellen die Neurone an, die Axone degenerieren. Die 

aktivierte Mikroglia sucht ihr Umfeld nach rekrutierten T-Zellen, gebundenen Antikörpern und 

aufzunehmenden Antigenen ab. Dies ist möglich durch neu expremierte Rezeptoren für 

Immunglobuline, Komplement und Lymphozytenantigene. Daran schließt sich die Adhäsion 

von Mikroglia an die Zellkörper der verletzten Neurone an. Die Mikroglia expremiert

zeitgleich MHC1, was eine Schlüsselrolle in der Antigenpräsentation innehat. Die Anlagerung

der Mikroglia an die Nervenzellkörperoberfläche platziert sie in eine strategisch günstige
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Position, um lösliche Moleküle aufzunehmen, die von den verletzten Neuronen abgegeben 

werden. Daran schließt sich die intrazelluläre Aufarbeitung und Präsentation von Molekülen

an die aktivierten T-Lymphozyten an, die in das zentrale Nervensystem eingewandert sind.

Die morphologischen Veränderungen der aktivierten Mikroglia, das Schwellen des

Zellkörpers und die Proliferation lysosomaler Organellen in der Nähe der Neurone 

unterstützen diesen Prozess. Die astrogliale Antwort verstärkt die physikalische Stabilität des 

geschädigten Gewebes. 

IL6 hat eine Schlüsselrolle zu Beginn und im frühen Verlauf der Immunantwort. Die

Abwesenheit von IL6 ist mit einer mäßig verminderten Geschwindigkeit der axonalen

Regeneration, mit einer verminderten astroglialen und mikroglialen Antwort, einer 

verminderten Lymphozytenrekrutierung und einem verstärkten, späten perineuronalen 

Aussprossen der Galanin-positiven Neuriten verbunden. Diese zellulären Effekte sind jedoch

alle in unterschiedlichem Ausmaß zu beobachten. IL6-Defizienz hat im Besonderen eine 

starke immunologische Wirkung hinsichtlich einer verminderten Lymphozytenrekrutierung zu

den frühen Zeitpunkten (Tag 1 und Tag 4) und einer verminderten mikroglialen Aktivierung. 

Durch diese Ergebnisse konnte die bestimmende Rolle von IL6 in der Initiierung der 

immunologischen Antwort im verletzten zentralen Nervensystem erneut hervorgehoben

werden.

Von den anderen hier untersuchten neuronalen Molekülen, die nach Fazialisaxotomie ein 

zeitlich spezifisch gesteigertes, immunhistochemisches Muster haben, wies lediglich nNOS 

Defizienz in der frühen Phase eine deutliche Verminderung der T-Lymphozytenrekrutierung 

und eine unsignifikante leichte Verminderung am Tag 14 auf. Ähnlich zeigte auch eNOS in

der frühen und in der späten Phase eine jedoch unsignifikante verminderte Einwanderung

von Lymphozyten. CGRP-Defizienz zeigte das Gegenteil mit einer deutlich vermehrten

Rekrutierung in der frühen Phase am Tag 3 wie auch am Tag 14. Auswirkungen auf die

mikrogliale oder astrogliale Aktivierung zeigten sich nicht. Keine Effekte auf die

immunologische Antwort zeigten das Neuropeptid Galanin. 

So ließe sich nNOS (und in geringem Maß eNOS) bzw. das von diesen gebildete

Stickstoffmonoxid (NO) als immunstimulierender Faktor neben IL6 interpretieren. Die 

Aktivität von nNOS (und eNOS) ist ebenso wie IL6 zu einem frühen Zeitpunkt nachweisbar.

Deswegen kann NO als rasch hochkonzentriert vorhandenes Molekül Einfluss auf die frühe

Phase der Immunantwort nehmen. Somit sind die neuronale Stickoxidsynthetase, in

geringerem Maße die endotheliale Stickoxidsynthetase und das von ihnen gebildete NO 

zusätzliche Moleküle, die das zentrale Nervensystem in den ersten Tagen nach Trauma

schützen. Durch ein rasch stimuliertes Immunsystem können weitere Schäden durch

Ausbreitung möglicher Pathogene vermieden werden.
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Anders lässt sich hingegen die Rolle von CGRP interpretieren. Als Neuropeptid ist der erste 

Gipfel seiner Expression um die Tage 3 bis Tag 7. Die immunsuppressive Wirkung kann als 

neuronaler Schutz vor einer überschießenden Immunantwort gedeutet werden. Die schon zu

einem frühen Zeitpunkt deutliche, jedoch noch unsignifikante vermehrte 

Lymphozytenrekrutierung in CGRP-defizienten Tieren, die am Tag 14 signifikant wird, zeigt

größte Wirkung in der Phase des Beginns des neuronalen Zelltods. Eine überschießende

Immunantwort kann zu vermehrtem neuronalen Zelltod führen. CGRP scheint diese

abzumildern. Mikroglia, eng interagierend mit Lymphozyten, bilden um geschädigte Neurone

sog. Mikrogliaknötchen, die, im Auswahlmuster noch unverstanden, Teile der Population der

geschädigten Neurone phagozytieren. Gegenseitige Immunstimulierung (Mikroglia–T-

Lymphozyten) könnte zu einer überschießenden Immunantwort mit einer vermehrten

Phagozytose geschädigter Neurone führen. Eine Quantifizierung der überlebenden Neurone

am Tag 30 wäre die adäquate Methode, um dieser Spekulation gerecht zu werden. Eine 

gewisse Entkräftung dieser Vermutung ist die Tatsache, dass die Anzahl von 

Mikrogliaknötchen am Tag 14 bei den CGRP-defizienten Tieren im Vergleich zur Wildtyp-

Gruppe unverändert ist. Dies lässt eine vorsichtige Extrapolation auf das Ausmaß des zu 

erwartenden neuronalen Zelltods zu, der damit unverändert zum Wildtyp wäre. 

Von den hier untersuchten Substanzen führten IL6-Defizienz und eNOS-Defizienz zu

deutlich vermehrtem Aussprossen von Wachstumskegeln. Zusätzlich zeigte sich bei beiden

eine vermehrte Nachweisbarkeit in der immunhistochemischen Quantifizierung für Galanin

am Tag 14. Während IL6-Defizienz die mikrogliale und astrogliale Reaktion vermindert und

auch zu einer verringerten Astrogliose führt, war dieses Phänomen bei e-NOS nicht zu

beobachten.

Astroglia kann im Rahmen der Aktivierung durch Astrogliose das Auswachsen von

regenerierenden Axonen verhindern. Damit, so die These, kann zugleich die mögliche 

Ausbreitung pathogener Keime und toxischer Substanzen entlang auswachsender Axone

oder durch einwandernde nichtneuronale Zellen verhindert werden. Die niedrigere Dichte

auswachsender Axone in der grauen Substanz des Fazialiskerns, verglichen mit den 

intranukleären und perinukleären Arealen weißer Substanz, würde die These der astroglialen

Reaktion der grauen Substanz und ihren inhibitorischen Effekt unterstützen. Die 

Verhinderung des axonalen Auswachsens kann als rationale Strategie gedeutet werden,

drohende Infektionen zu vermeiden. Demgegenüber steht die Notwendigkeit einer 

erfolgreichen axonalen Regeneration als Bedingung für eine wiederhergestellte

neurologische Funktion. Diese wird durch jenen Schutzmechanismus zum Teil verhindert. 
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Trotz der Relativität aller experimentellen Modelle im Sinne ihrer Übertragbarkeit, hier z.B.

auf das gesamte ZNS, haben diese Ergebnisse wichtigen Aussagewert. Als in vivo Modell 

lassen sich die Effekte gegenüber in vitro Untersuchungen im natürlichen Milieu aufzeigen.

Unter anderem deswegen sind die hier vorliegenden Ergebnisse ein weiterer wichtiger 

Schritt im Verständnis der Orchestrierung interzellulärer Signalkaskaden im 

posttraumatischen ZNS. Dabei konnte vor allem für Interleukin 6 eine entscheidende Rolle in

der frühen Phase der zellulären Reaktion erkannt werden. Auch die vereinzelten Effekte von 

CGRP, nNOS und eNOS müssen als weitere wichtige Aspekte im Verstehen des komplexen

Ablaufs gedeutet werden. Gerade die Beteiligung an der lymphozytären Rekrutierung in der

frühen Phase (nNOS) bzw. die Unterdrückung lymphozytärer Einwanderung in der späten 

Phase (CGRP) sind bei der engen Interaktion von Lymphozyten und Mikroglia/ Astroglia und

deren möglicher Auswirkung für das neuronale Überleben und die axonale Regeneration von

Bedeutung. Ebenso ist der Effekt von eNOS am Tag 14 auf die Neurone mit verstärktem 

immunhistochemischen Nachweis von Galanin und vermehrter Anzahl aussprossender

Neuriten eine weitere wichtige Erkenntnis.

Aber nicht nur die Ergebnisse über ein verändertes zelluläres Verhalten, sondern auch die

Ergebnisse über ein im Vergleich zum Wildtyp unverändertes zelluläres Verhalten sind für 

das Verständnis der interzellulären Signalkaskaden wesentlich. Insbesondere dann, wenn 

sich durch den posttraumatisch immunhistochemisch vermehrten Nachweis einzelner 

Moleküle die Vermutung aufdrängt, diese könnten an den posttraumatischen zellulären

Veränderungen beteiligt sein. Dies trifft für die hier untersuchten Moleküle, die beiden

Neuropeptide Galanin und CGRP sowie für e- und nNOS zu. Umso wichtiger ist es , durch

die Summation von positiven wie auch negativen Befunden im Knock out Modell der Maus 

das Verständnis der posttraumatischen Reaktion im peripheren wie im zentralen

Nervensystem voranzutreiben; hier am Modell des Fazialiskerns nach Fazialisaxotomie bzw. 

–quetschung.

Diese einzelnen Aspekte ließen sich dann in der Zusammenschau verschiedener 

experimenteller Modelle auf unterschiedlichen Ebenen in ein Gesamtkonzept vereinen und

können wegweisend sein für den Entwurf zukünftiger, therapeutischer Strategien.
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4  MATERIAL UND METHODEN 

4.1  Material 

4.1.1  Primäre Antikörper 

4.1.1.1  Primäre monoklonale Antikörper 

Antigen Wirt Spezifität/Klon Konzen-

tration*

Azeton Hersteller/ Herkunft 

Ratte Maus/ 5H10-27 1 : 2000 + Pharmigen; Hamburg, 

Deutschland 

Ratte Maus/ GoH3 1:3000 + Camon; Wiesbaden 

Deutschland 

Ratte Maus/ 5C6 1:6000 + Camon; Wiesbaden 

Deutschland 

B7-2 Ratte Maus/ GL-1 1:3000 + Pharmingen; San Diego, 

CA, USA 

CD3 Syrischer

Hamster

Maus/ 500A2 1:1600 + Pharmingen; San Diego, 

CA, USA 

CD3 Ratte Maus/ 17A2 1:1000 + Pharmingen; San Diego, 

CA, USA 

GFAP Kaninchen Ratte 1:5000 + Dako; Hamburg, 

Deutschland 

CGRP Kaninchen -CGRP 1:400 + Peninsula Laboratories, 

San Carlos, CA, USA 

Galanin Kaninchen Maus/ RGG-7141 1:400 + Peninsula Laboratories, 

San Carlos, CA, USA 

ICAM1 Ratte -ICAM1 1:3000 + Camon; Wiesbaden, 

Deutschland 

MHC-1 Ratte Maus/ R-HR52 1: 100 + BMA; 4302 Augst, 

Schweiz

*angegebene Konzentrationen Näherungswerte. Eine neue Charge erfordert erneute Titration für 

optimalen Gebrauch
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4.1.1.2  Primäre polyklonale Antikörper 

Antigen Wirt Spezifität/

Klon

Konz.* Azeton Hersteller/ Herkunft 

CGRP Kaninchen Ratte 1:1000 + Peninsula; Belmont CA, 

USA

Galanin Kaninchen Ratte 1: 400 + Peninsula; Belmont CA, 

USA

GFAP Kaninchen Kuh 1: 6000 + Dako; Hamburg 

Deutschland 

IBA1 Kaninchen Maus/ -

IBA1

1: 6000 + Dr. Imai; Nat. Institute of 

Neuroscience, Tokyo,

Japan

MCSFR Kaninchen Maus/ 06-

175

1: 6000 UBI; NY, USA 

TSP Kaninchen -TSP 1. 6000 + Alexis; Grünewald, 

Deutschland 

*angegebene Konzentrationen Näherungswerte. Eine neue Charge erfordert erneute Titration für 

optimalen Gebrauch

4.1.1.3  Sekundäre Antikörper 

Spezifität Wirt Konjugat Verd. Hersteller/ Herkunft 

Ig, Hamster Ziege FITC 1: 100 Dianova; Hamburg, Deutschland 

Ig, Hamster Ziege Biotin 1:100 Dianova; Hamburg, Deutschland 

Ig, Kaninchen Ziege Biotin 1: 100 Vector; Wiesbaden, Deutschland 

Ig, Kaninchen Esel Biotin 1: 100 Dianova; Hamburg, Deutschland 

Ig, Maus Pferd Peroxidase 1: 100 Vector; Wiesbaden, Deutschland 

Ig, Rattte Ziege Biotin 1: 100 Vector; Wiesbaden, Deutschland 

Ig, Ratte Ziege FITC 1:100 Sigma;Deisenhofen, Deutschland

Ig, Ziege Esel FITC 1:100 Dianova; Hamburg, Deutschland 
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4.1.2  Seren 
Wirt Hersteller/ Herkunft 

Esel Vector; Wiesbaden, Deutschland 

Ziege Vector; Wiesbaden, Deutschland 

Maus Sigma; Wiesbaden, Deutschland 

4.1.3  Reagenzien 

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

OCT Sakura Zoechterwoude, Niederlande

Tyramin, biotinyliert Dupont Bad Homburg, Deutschland 

VectaShield Vector Wiesbaden, Deutschland 

Vectorstain ABC Kit Vector Wiesbaden, Deutschland 

Gurr Certistain (Cresyl Violet) BDH Merck, Pool, England 

4.1.4 Chemikalien, Materialien und Kits 

Produkt Firma Hersteller/ Herkunft

ABC-Kit Vector Wiesbaden, Deutschland 

Avertin

(2,2,2-Tribromethanol,99%)

Aldrich Deisenhofen, Deutschland 

Azeton Merck Darmstadt, Deutschland 

Biotinyliertes Tyramin NEN Boston, MA, USA 

BSA (Rinderalbumin) Sigma Deisenhofen, Deutschland 

DEPEX BDH Pool, England

3-3´-Diaminobenzidin Sigma Deisenhofen, Deutschland 

Diethylether Merck Darmstadt, Deutschland 

Endogene Peroxidase Dupont Bad Homburg, Deutschland 

Ethanol Merck Darmstadt, Deutschland 

Fluorogold Fluorochrome Denver, CO, USA 

Formalin Merck Darmstadt, Deutschland 

Gelatine Merck Darmstadt, Deutschland 

Isopropanol Merck Darmstadt, Deutschland 

Jung Einbettmedium Leica Nussloch, Deutschland 

Kochsalz (NaCl) Merck Darmstadt, Deutschland 



77

MiniRuby Molecular Probes Eugene, OR, USA 

Natriumdihydrogenphosphat Merck Darmstadt, Deutschland 

Natriumhydrogenphosphat Merck Darmstadt, Deutschland 

Saccharose Merck Darmstadt, Deutschland 

Xylol Merck Darmstadt, Deutschland 

4.1.5  Lösungen, Puffer und Fixative 

Phosphat –Puffer (PB):

100mM Na2HPO4 mit 

 H3PO4 auf einen pH von 7,4 titriert 

Phosphat gepufferte Saline (PBS): 

10mm Na2HPO4

8,4 g/l NaCl 

mit H3PO4 auf pH 7,4 titriert 

PB/ BSA:  

1 g/l Rinderserum Albumin in PB 

Perfusionsfixativ (FA): 

40 g/l Paraformaldehyd 

warm in NaOH gelöst 

mit H3PO4 auf pH 7,4 titriert 

10mm Na2HPO4

8,4 g/l NaCl 

anschließend gefiltert 

0,2 m Tris-HCl Puffer : 

0,2 m Tris (12,11g auf 500 ml H2O) 

0,2 m HCl (20 ml 1 n HCl/ 100 ml H2O) 

Mischen der beiden Lösungen bis pH 7,4 

Postfixierung:

1 Teil Perfusionsfixativ 

3 Teile PBS (1% FA finale Konzentration) 
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Gefrierschutz Saccharose Lösung: 

30% Saccharose 

10mm Na2HPO4

mit H3PO4 auf pH 7,4 titriert 

Gelatine Lösung: 

0,5 % Gelatine in bidestilliertem Wasser  

Kurzfixierung: 

1 Teil 37% Formaldehyd/ 10% Methanollösung (Merck) 

9 Teile PB (3,7% FA finale Konzentration) 

Diaminobenzidin/ H2O2 (DAB/ H2O2): 

0,5 g/l Diaminobenzidin 

0.01% H2O2

4.2  Methoden 

4.2.1 Versuchstiere 

Die Untersuchungen an normalen Tieren wurden an zumeist 2 – 3 Monate alten C57Bl/6 

Mäusen durchgeführt. Die homozygot CGRP-defizienten Tiere und ihre Wildtyp-

Kontrollgruppe stammten aus dem Labor von Prof. S.J. Wimalawansa (Medical branch der 

Universität Houston, Galvaston, Texas, USA) und aus dem Labor von Prof. J. Changeux 

(Pasteur Institut, Paris, Frankreich). Die homozygot Galanin-defizienten Tiere und ihre 

Wildtyp-Kontrollgruppe stammten aus dem Labor von Prof. J. Wynick  (Bristol, England) und 

Prof. R. Zigmond (Case Western Reserve Universität, Cleveland, Ohio, USA). Die 

homozygot e-NOS- und n-NOS-defizienten Tiere und ihre Wildtyp-Kontrollgruppe stammten 

aus dem Labor von Prof. Chang (Mass. General Hospital, Cardiovascular Research Center, 

Boston, USA). 

Die Interleukin 6-defizienten Tiere stammten aus dem Labor von Dr. H. Bluethmann 

(Hoffman-LaRoche, Basel, Schweiz). Die IL6-/- Tiere mit einem genetischen C57Bl/6 

Hintergrund wurden mit C57Bl/6 Wildtyptieren (Charles River, Hannover) gekreuzt, um eine 

Wildtyp-Kolonie zu etablieren. Die Versuche wurden an den homozygoten IL6-/- bzw. IL6 +/+ 

F1 Nachkommen durchgeführt. Während der Aufzucht wurden die Tiere zur Genotypisierung 

einem PCR-Screening unterzogen. 
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Dazu wurde ein 1 cm langes Schwanzstück von 2 Wochen alten Mäusen über Nacht in 

Proteinase K Lysis Puffer (100µg/ml, Boehringer Mannheim) inkubiert. Das Lysat wurde mit 

Phenolchloroform behandelt und die genomische DNS wurde aus einer Lösung mit 

Isopropanol präzipitiert, gewaschen und wieder aufgelöst in 200µl bidestilliertem Wasser. Die 

Polymerase Ketten Reaktion (PCR) wurde verwandt, um die eingefügte Neomycin Kassette 

zu identifizieren. Dies wurde mit 0,5µl DNS, 1 x PCR Puffer (Eurobio, Raunheim, 

Deutschland), 2,0mM MgCl2, 200µM dNTPs (Phramacia, Freiburg, Deutschland), 1,0 

Einheiten taq Polymerase (Eurobio) und 10 pmol des gleichläufigen IL-6 Primers 5´-GCT 

AGC TAG ATA TCT CGA GAG AGG-3´und 10 pmol des Neomycin gegenläufigen Primers 

5´-TCC CGC TTC AGT GAC AAC GTC-3´ durchgeführt. Eine zweite PCR war spezifisch für 

das intakte IL-6 Gen, wobei der gleichläufige Primer 5´-GCT AGC TAG ATA TCT CGA GAC 

AGG-3´ und der gegenläufige Primer 5´-GGG ACT GGT ATC CTC TGT GAA GTC-3´ zur 

Anwendung kamen.

Bei den anderen untersuchten Molekülen wurde die jeweilige Gen-defiziente Gruppe mit der 

entsprechenden Wildtyp Vergleichsgruppe mit dem spezifischen Antikörper 

immunhistochemisch gefärbt. Dabei wurde der Zeitpunkt gewählt, an dem das Molekül 

posttraumatisch am stärksten nachweisbar war. Im Gegensatz zu den Wildtypen zeigte sich 

bei den gendefizienten Tieren keine immunhistochemische Färbung (siehe Abb. 10 A und B; 

S. 30).

Alle Tiere wurden vor jedem operativen Eingriff durch intraperitoneale Injektion mit 2.5% 

Tribromethanol (Avertin, Sigma, Deisenhofen) anästhesiert. Alle Tiere der einzelnen 

untersuchten Zeitpunkte haben zur gleichen Gruppe gehört (Gruppe Tag 1, Tag 2 etc.). Sie 

wurden alle am gleichen Tag operiert, innerhalb eines Zeitfensters von ca. 1-3 Stunden. Die 

Tierexperimente und das Versorgungsprotokoll waren gebilligt worden von der Regierung 

von Oberbayern (AZ 211-2531-10/93 und AZ 211-2531-10/97). 

4.2.2 Verletzungsmodelle des zentralen und peripheren Nervensystems 

4.2.2.1  Charakteristika des Fazialismodells 

Das Fazialismodell, bei dem durch periphere nervale Läsion ein indirektes zentrales Trauma 

gesetzt wird, ist ein seit langem etabliertes Modell, das eine Reihe von Vorteilen in sich 

vereint:

Der Fazialisnerv ist ein verhältnismäßig großer Nerv, der retroaurikulär einem operativen 

Zugriff distal des Foramen stylomastoideum gut zugänglich ist. Das Kerngebiet ist ein 

großes, leicht aufzufindendes Gebiet, dessen Neurone ausschließlich motorisch sind. Durch 
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die operative Schädigung lassen sich entzündlich-degenerative und regenerative Prozesse 

sowohl als retrogrades Geschehen zentral im Fazialiskern als auch peripher am Nerv selbst 

untersuchen. Es kommt zu einer retrograden Reaktion, die zu Veränderungen der Neuronen, 

der Mikroglia und Astroglia führt. Der paarige Fazialiskern bietet mit seiner kontralateralen 

Seite immer eine interne Kontrolle.  

Durch Schädigung des Fazialisnerven wird ein indirektes Trauma im Fazialiskern gesetzt, 

ohne jedoch die Blut-Hirn-Schranke (BBB) zu zerstören. Die Zellarchitektur bleibt somit 

erhalten. Dadurch können störende Effekte ausgespart bleiben, wie der Einstrom von 

hämatopoetischen Zellen und Entzündungsmediatoren, die bei anderen 

Hirnverletzungsmodellen durch den Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke eher auftreten. 

Die den zellulären Veränderungen zugrundeliegenden molekularbiologischen Mechanismen 

können so unverfälschter verstanden werden.  

Bei Axotomie des Fazialis kommt es zu einem erneuten Auswachsen der Axone von zentral 

und einer erfolgreichen Reinnervation der Muskelendplatten der Vibrissen. Wird das 

Axotomiemodell durch alleinige Quetschung des Fazialis modifiziert, lässt sich die periphere 

Regeneration und das lokale Entzündungsgeschehen des Traumas optimal untersuchen. 

4.2.2.2  Durchtrennung des Fazialisnervs 

Der rechte Fazialisnerv wurde retroaurikulär aufgesucht und unmittelbar nach seinem Austritt 

aus dem Foramen stylomastoideum durchtrennt. Der Operationssitus wurde anschließend 

mit Metallklammern verschlossen. Die nichtoperierte linke Seite diente bei allen Versuchen 

als Normalkontrolle. 

4.2.2.3  Quetschung des Fazialisnervs 

Eine leichte Abwandlung erfuhr das Modell bei der Untersuchung der Regeneration und 

Reinnervation der Muskulatur der Vibrissen. Anstelle einer kompletten Durchtrennung wurde 

über einen Zeitraum von ca. 20 sec der Nerv distal des Abgangs des Ramus auricularis 

posterior mehrmals mit einer feinen Pinzette gequetscht. So wurden die Axone in ihrer 

Kontinuität unterbrochen. Die zur Regeneration wesentliche Nervenhülle blieb als Leitbahn 

für auswachsende Fasern erhalten. Die Tiere wurden dann nach 96 Stunden sakrifiziert.   



81

4.2.3 Behandlung des Gewebes 

4.2.3.1  Zentrales Nervengewebe 

Vor der Entnahme von Gewebe wurden die Tiere mit dem hochdosierten 

Inhalationsanästhetikum Diethylether betäubt und getötet. Nach Eröffnung des Thorax 

wurden sie dann transkardial über den linken Ventrikel mit Hilfe einer Kanüle zuerst mit 200 

ml PBS, zur Reinigung der Gefäße von Blut und Erythrozyten, und anschließend mit 200 ml 

4%igem PFA für je 5 min perfundiert (40 ml/min). Für den Austritt der Lösungen wurde der 

rechte Vorhof eröffnet. Nach Entnahme des Gehirns wurde es für 2h auf einem Rotator (8 

rpm) bei 4°C in einer 1%igen PFA/PBS Lösung nachfixiert. Anschließend verblieb es auf 

dem Rotator für mindestens 12h in 30%iger Succrose zum Gefrierschutz. Nach Absinken 

des Gehirns in der Succroselösung wurde das Gehirn entnommen, in dem Eindeckmedium 

OCT eingebettet, auf Trockeneis eingefroren und bei –80°C gelagert (Raivich et al., 1998b). 

Die Region der Fazialiskerne im Hirnstamm wurde am Kryostaten von kaudal aufgesucht. 

Das Gewebe wurde bei einer Innenraumtemperatur von –20°C und bei einer 

Blocktemperatur von -10°C in einer Dicke von 20µm geschnitten. Das Gewebe wurde auf mit 

0,5%iger Gelatinelösung überzogenen, warmen Objektträgern aufgenommen, auf 

Trockeneis angefroren und bei -80°C zum weiteren Gebrauch gelagert.  

4.2.3.2  Peripherer Nerv 

Bei der Gewinnung des peripheren Nerven wurde das leicht veränderte Perfusionsschema 

angewandt. Als Lösungen wurden 200 ml PBS und 200 ml 4%igem PFA für je 5 min 

perfundiert. Daran schloß sich eine langsame Dauerperfusion mit 600 ml 1%igem PFA/PBS 

für 1h an. Bei einer Nachfixierung in einem 1%igen FA-Bad ex situ hätte sich der Nerv 

gewellt und wäre damit für das longitudinale Schnittverfahren unbrauchbar geworden. 

Anschließend wurde der Nerv entnommen, in einen eigens aus Aluminiumfolie geschaffenen 

Behälter mit planem Boden der Länge nach hineingelegt, mit Einbettmedium OCT (Jung, 

Leica Instruments) bedeckt und auf Trockeneis eingefroren. 

Am Kryostaten (Innenraumtermperatur –20°C, Blocktemperatur –10°C) wurde dieser dann 

longitudinal in einer Dicke von 10µm geschnitten und auf gelatinierte (0,5% Gelatine) warme 

Objektträger aufgenommen, die bei –80°C für den weiteren Gebrauch gelagert wurden. 
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4.2.4 Histologische Färbungen  

4.2.4.1  Immunhistochemie für Lichtmikroskopie 

Die 20µm dicken Schnitte wurden mit bidestilliertem Wasser rehydriert, mit einem feinen 

Pinsel entfaltet und geglättet, für 5 min unter leichter Luftzufuhr getrocknet, mit einem 

Fettstift umrundet (PAP-Pen) und dann für die Immunhistochemie vorbehandelt (Möller et al. 

1996).

Die folgenden Schritte erfolgten in Färbegefäßen. 

Die Schnitte wurden in 4%igem FA/ PB für 5 min auf dem Objektträger durch Ausbildung 

kovaltenter Bindungen fixiert, in PB aufbewahrt, dann, entsprechend dem Anitkörper, für je 2 

min in 50%igem Azeton, in 100%igem Azeton und in 50%igem Azeton entfettet, was das 

Aufbrechen der Lipidzellmembran bewirkte, und für je 2 min in 2 x PB und 1 x PB/ BSA 

überführt.

Danach wurden die Schnitte mit 5%igem Ziegenserum (Vector, Wiesbaden, Deutschland) in 

PB für 30 min bei RT vorinkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Diese 

Lösung wurde anschließend abpipettiert und die Schnitte mit dem primären Antikörper (Ak), 

optimal verdünnt in PB/ BSA über Nacht bei 4°C inkubiert und am folgenden Tag 1 x in PB/ 

BSA, 2 x in PB und 1 x in PB/ BSA gewaschen. 

Der entsprechende sekundäre biotinylierte Antikörper wurde vorerst unverdünnt mit der 

doppelten Menge Mausserum für 30 min bei 37°C vorinkubiert, um unspezifische 

Bindungsstellen des Antikörpers zu blockieren. Die Schnitte wurden dann mit dieser 

Mischung in einer Konzentration für den sekundären Antikörper von 1:100 in PB/ BSA/ 5% 

Ziegenserum für 1h bei RT inkubiert. Nach einem weiteren Waschvorgang mit 2 x PB/ BSA 

und 2 x PB wurden die Schnitte mit dem ABC-Reagenz (Vector) inkubiert, verdünnt je 1:125 

in PB (A und B in die gleiche PB Lösung). Die ABC/ PB Lösung wurde für 1h bei RT 

vorinkubiert. Hierbei wird an den biotinylierten sekundären Antikörper über eine Avidin-Biotin-

Avidin Brücke eine biotinylierte Peroxidase gebunden, welche das zugefügte 3.3´-

Diaminobenzidin (DAB) unter Reduktion von H2O2 visualisiert. Dazu wurden die Schnitte 

wieder in 2 x PB und 1 x PBS gewaschen, anschließend wurde die Färbung durchgeführt. 

Als Visualisierungsreagenz diente Diaminobenzidin (DAB) 0,5g/l in PBS und 0,01% H2O2

30%. Vor der Zugabe von H2O2 wurde die PBS Lösung mit dem aufgelösten DAB gefiltert. 

Die Schnitte reagierten für 5 min bei RT mit dieser Lösung. Das oxidierte DAB polymerisiert 

und bildet einen unlöslichen bräunlichen Niederschlag (Graham and Karnovsky, 1965; 

Sternberger et al., 1986). 

Durch Zugabe von 0,25 g/l CoCl2 und 0,2 g/l NiSO4 wurde bei manchen Färbungen die DAB/ 

PB Lösung im Färbeeffekt verstärkt. Bevor 0,01% H2O2 30% zur Visualisierung beigegeben 
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wurde, wurde diese Lösung feingefiltert, um Artefakte in Form grober Präzipitate zu 

vermeiden.

Der Färbevorgang wurde beendet, indem die Schnitte in bidestelliertem Wasser gewaschen 

wurden. Sie wurden anschließend in einer aufsteigenden Alkoholreihe von 2 x 70%, 2 x 90%, 

2 x 95% und 2 x 100%, dann Isopropanol und Xylol entwässert und zum Schluss in Depex 

eingebettet und mit einem Deckglas versehen. 

Periphere Nerven wurden ohne Rehydrierung für 5 min luftgetrocknet, die weitere 

Immunhistochemie ist oben beschrieben.   

Die Immunhistochemie für den Makrophagen Kolonie-stimulierenden Faktor (MCSFR) wurde 

an frei flottierenden Schnitten durchgeführt, ohne diese mit Azeton zu entfetten (Raivich et 

al., 1998 a, b). 

4.2.4.2  Färbung nach Nissl 

Die 25µm dicken Kryostatschnitte wurden bei Raumtemperatur luftgetrocknet und für 2 Tage 

in einer 3,7% Formalinlösung bei RT gelassen. Durch das Ausbilden kovalenter Bindungen 

zwischen den Proteinen der Gelatine und dem Gewebe, wurde das Gewebe auf dem 

Objektträger fixiert. Anschließend wurden die Schnitte wieder über Nacht bei RT in 70% 

Alkohol inkubiert. Daraufhin erfolgte die Färbung in 1% Kresylviolett über 10 min, wonach 

eine rasche Unterbrechung des Färbevorgangs durch Spülung mit bidestilliertem Wasser 

herbeigeführt wurde. Anschließend wurden die Schnitte durch eine aufsteigende 

Alkoholreihe gelassen, wobei der 96%ige Alkohol mit einigen Tropfen Eisessigsäure 95% 

versetzt war. Die Schnitte wurden dort bis zu dem gewünschten Ergebnis entfärbt und 

anschließend weiter in 96% und 100% Alkohol, dann Isopropanol und Xylol entwässert. Die 

Schritte der Entfärbung und der Entwässerung wurden so oft wiederholt, bis die gewünschte 

Färbeintensität erzielt war. Am Ende wurden die Schnitte in Depex eingebettet und mit einem 

Deckglas bedeckt. 

1 g Kresylviolett (Merck, Darmstadt) wurde in 10 ml absolutem Alkohol in Lösung gebracht 

und auf 100 ml mit bidestilliertem Wasser aufgestockt, erwärmt und, nachdem es abgekühlt 

war, gefiltert. Die gleiche Lösung war zum vielfachen Gebrauch geeignet.  

4.2.4.3  Färbung von Granulozyten durch endogene Peroxidase (EP) 

Zur Färbung der Granulozyten diente die Aktivität der endogenen Peroxidase (EP) in den 

Granulozyten. Die fixierten Schnitte wurden mit bioinyliertem Tyramin 3% (Dupont, Bad 

Homburg) in PB und 0,01% H2O2 für 10 min inkubiert. Das Tyramin wurde durch die 

Peroxidase oxidiert und kovalent an das Schnittgewebe gebunden. Durch die sich daran 
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anschließende ABC/ DAB Visualisierung wurde das konjugierte Biotin detektiert (Adams, 

1992).

4.2.4.4   NADPH-Diaphorase Färbung 

Die bei –80°C gelagerten Schnitte wurden bei Raumtemperatur für eine Stunde getrocknet. 

Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem Tetrazolium-Färbereagenz für eine halbe 

Stunde. Die Schnitte wurden in Formalin 4% gegeben und 20 min nachfixiert. Sie wurden 

ausgiebig in klarem bidestilliertem Wasser gespült und in der aufsteigenden Alkoholreihe 

entwässert. Die Inkubationslösung setzt sich zusammen aus: 10 ml Tetrazoliumstammlösung 

und 20 mg DPN-H (ß-Nicotinamid-adenin-aluminiumchlorid) (Boehringer 6756). 

Die Tetrazoliumstammlösung wurde hergestellt, indem 10 mg Nitrotetrazoliumbenzchlorid 

(Sigma N6876) in 10 ml bidestilliertem Wasser gelöst wurden. Anschließend wurden 6 ml 0,2 

mol Tris-HCl Puffer (pH 7,4) und 4 ml destilliertes Wasser hinzugegeben. Am Ende erfolgte 

eine Einstellung des pHs auf 7,4 mit 1 m NaOH. 

4.2.4.5  Fluoreszenzimmunhistochemie 

Die Untersuchung der zellulären Lokalisation von zellspezifischen Antigenen auf Neuronen, 

Astrozyten, Oligodendroglia, Mikroglia, Endothelien oder Leukozyten durch fluoreszierende 

Antikörper bietet gegenüber der konventionellen DAB-Immunhistochemie eine Reihe 

wichtiger Vorteile. Die simultane Markierung mehrerer Antigene durch verschiedene 

Fluoreszenzfarbstoffe ermöglicht zweifelsfrei die Zuordnung von verschiedenen Zellen, 

selbst wenn sich ihre Morphologie entsprechend des Aktivierungszustandes 

lichtmikroskopisch ähnelt. Als zellspezifischer Marker dienten in dieser Arbeit GFAP zur 

Markierung der Astrozyten, ionisiertes Ca-bindendes Adapterprotein 1 (IBA 1) und 

intrinsisches Maus-Immunglobulin (IgG) als Mikrogliamarker, sowie Galanin und CGRP als 

Marker für axotomierte Motoneurone (Raivich et al., 1995; Klein et al., 1997). Des weiteren 

ermöglichen Doppelmarkierungen eine besonders hohe Aufnahmeempfindlichkeit im 

konfokalen Lasermikroskop. Darüber hinaus lässt sich die Menge eines Antigens selektiv mit 

Hilfe der bestimmten Zelltypmasken semiquantitativ abschätzen. 

4.2.4.5.1  Immunfluoreszenz Doppelfärbung 

Für die Immunfluoreszenz Doppelfärbung wurden die 20µm Schnitte vorbehandelt, wie es im 

Kapitel über die Immunhistochemie für Lichtmikroskopie beschrieben wurde (S. 82). Hier 

wurden die Schnitte jedoch mit 5%igem Eselserum in PB vorinkubiert (ES; Sigma). Die 

Schnitte wurden gleichzeitig mit primärem monoklonalem Antikörper und primärem 

sekundärem Ak in PB/ BSA je 100 ml über Nacht bei 4°C inkubiert. Die Schnitte wurden 
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gewaschen 1x in PB/ BSA, 2 x in PB, wieder 1 x in PB/ BSA. Dann wurden sie für eine 

Stunde bei RT mit den sekundären Antikörpern inkubiert: Fluorescein-5-Isothiocyanat 

(FITC)-konjugiertes Antiserum gegen Ratte oder Hamster-IgG aus der Ziege (1:100 in 

PB/BSA) und einem Biotin konjugiertem Antiserum gegen Kaninchen oder Ratten IgG aus 

dem Esel (1:100 PB/BSA). Der gleiche Waschschritt wurde wiederholt, wonach die Schnitte 

mit dem tertiären FITC-konjugierten Esel anti Ziege Antikörper (Sigma) 1:100 in PB/ BSA in 

Kombination mit Texas Red-Avidin (Dianova) 1:1000 oder Cy3-Avidin 1:1000 in PB/ BSA für 

2h bei RT inkubiert wurden. 

Die Schnitte wurden erneut gewaschen, mit VectaShield (Vector) bedeckt und im Dunkeln 

bei 4°C gelagert. 

4.2.4.5.2  Doppelmarkierungen mit intrinsischem IgG 

Im Hirnparenchym der Maus finden sich an den Mikrogliazellen bereits unter physiologischen 

Bedingungen über Fc-Rezeptoren gebundene Immunglobuline (Fischman und Savitt, 1989; 

Werner et al., 1998), die hier als spezifische Marker für ruhende und aktivierte 

Mikrogliazellen dienten. Hierzu wurden die Schnitte nach der oben beschriebenen 

Vorbehandlung und Präinkubation in 5%igem ES mit Peroxidase-konjugiertem Antikörper 

gegen Maus IgG aus dem Pferd (1:400 in PB/BSA) für 1 Stunde bei RT inkubiert, dann 

sorgfältig in PB/BSA, PB, PB und PB/BSA gewaschen und für weitere 10 Minuten mit 

biotinyliertem Tyramin (1:3000 in PB) und H2O2 (1:10000 in PB) bei RT inkubiert. Bei dieser 

enzymatischen Reaktion oxidiert die Peroxidase das biotinylierte Tyramin unter der 

Reduktion von H2O2 und bewirkt dessen kovalente Bindung an den Gewebeschnitten. Mit

Hilfe des konjugierten Biotins kann das zuvor gebundene Tyramin nun nachgewiesen 

werden (Adams, 1992). Nach dem Waschen in PB/BSA und PB wurden die Schnitte erneut 

mit 5% Eselserum zur Absättigung unspezifischer Bindungsstellen für 30 Minuten bei RT 

präinkubiert und mit dem entsprechenden primären Anikörper über Nacht bei 4°C inkubiert. 

Anschließend wurden die Schnitte mit einem sekundären FITC-konjungierten Antikörper 

gegen Ratten-IgG (1:100 in PB/BSA) aus der Ziege (siehe Tabelle) für eine Stunde bei RT 

inkubiert und dann in PB/BSA, PB, PB und PB gewaschen. Schließlich wurden die Schnitte 

mit einem tertiären FITC-konjugierten Antiserum gegen Ziegen-IgG (1:100 in PB/BSA) aus 

dem Esel in Kombination mit Cy3-Avidin (1:1000 in PB/BSA) für 2 Stunden bei RT inkubiert. 

Nach dem Waschen in PB/BSA und 3 mal in PB wurden die Schnitte mit Vectashield 

eingedeckelt und bei 4°C im Dunklen bis zur mikroskopischen Auswertung aufbewahrt.  
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4.2.4.5.3  Autofluoreszenzextraktion im konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop 

Die Anregung der Fluoreszenz im konfokalen Laser-Mikroskop führt im fixierten Gewebe und 

hier besonders in phagozytischen Mikrogliazellen und Lipofuszinkörpern der Neurone 

(Raivich et al., 1998a) auch zu Emission von spezifischer Fluoreszenz, sogenannter 

Autofluoreszenz. Diese hat ein sehr breitbandiges Spektrum, so dass sie sich zu der 

spezifischen FITC- und Cy3-Fluoreszenz hinzuaddiert. Die Korrektur der Autofluoreszenz 

erfolgte nach dem Prinzip der linearen Extraktion (Raivich et al., 1998a). Hierbei wurde zur 

Detektion der autofluoreszenten Strukturen das Pärparat mit einer Wellenlänge von 647 nm 

(Cy5) angeregt, einem Bereich, in welchem die hier verwendeten Farbstoffe FITC und Cy3 

nicht mehr emittieren und in dem die autofluoreszierenden Strukturen gut angeregt werden. 

Diese Strukturen wurden mit den korrespondierenden Stellen im FITC- und Cy3-Bild in 

Bezug gesetzt, woraus lineare Extraktionskoeffizienten berechnet wurden. Zur Korrektur der 

Autofluoreszenz wurden unter Berücksichtigung der jeweiligen Extraktionskoeffizienten die 

optischen Lichtwerte (OLV) der jeweils korrespondierenden Pixel im FITC- und Cy3-Bild 

abgezogen. Die einzelnen Rechenschritte sollen im Folgenden dargestellt werden. 

Zunächst wurden die im TIFF Format gespeicherten Bilder mit FITC-, Cy3 und der 

Autofluoreszenz (AF) in OPTIMAS (Bildanalyseprogramm) importiert und der Mittelwert 

(MEANAF) und die Standardabweichung (SDAF) aller Pixel eines AF-Bildes (OMAF) bestimmt. 

Nun wurden hochautofluoreszente Strukturen (HAFS) im OPTIMAS Programm durch einen 

OLV-Schwellenwert aus MEANAF + (SDAF x 2) markiert. Der Mittelwert der OLV innerhalb 

dieser markierten Strukturen wurde als Maske in das FITC- und Cy3-Bild (OFFITC, OMCy3)

übertragen, wobei ihre Position dort den hochautofluoreszenten Strukturen im AF-Bild 

entsprach. Innerhalb dieser Profile wurde nun der OLV-Mittelwert getrennt für das FITC-Bild, 

(MEANFITC-HAFS) und das Cy3-Bild (MEANCy3-HAFS) berechnet. Anschließend wurde der 

Mittelwert aller OVL für FITC (MEANFITC) und Cy3 (MEANCy3) berechnet. Die linearen 

Extraktionskoeffizienten für FITC (LEKFITC) und Cy3 (LEKCy3) berechneten sich dann wie 

folgt:

LEKFITC = (MEANFITC-HAFS – MEANFITC) / (MEANAF-HAFS – MEANAF)

LEKCy3 = (MEANCy3-HAFS – MEANCy3) / (MEANAF-HAFS – MEANAF)

Die korrigierten FITC und Cy3-Bilder (KORFITC und KOR Cy3) wurden dann berechnet, indem 

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

KORF ITC  =OMFITC - LEKFITC x OMAF

KOR Cy3 = OM Cy3 - LEK Cy3 x OMAF
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Die korrigierten Bilder KORFITC und KORCy3 wurden als TIFF-Dateien zur weiteren Analyse 

gespeichert. Die Autofluoreszenzextraktion im konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop wurde 

durch Programmierung in OPTIMAS und EXCEL (Tabellenkalkulationsprogramm) 

halbautomatisch durchgeführt (Kloss et al., 1999). 

4.2.5  Retrograde Tracing-Techniken 

4.2.5.1  Identifikation von zentralen Wachstumskegeln 

Zur retrograden Markierung der Wachstumskegel im Fazialiskern wurde der Tracer MiniRuby 

verwendet, der im roten Wellenlängenbereich fluoresziert. Unmittelbar nach Durchtrennung 

des Fazialiskerns wurde unter Anästhesie mit Avertin ein mit 5 µl MiniRuby (10% in H20)

getränkter Gelatine-Schwamm auf der Schnittfläche des proximalen Nervenstumpfs platziert 

und nach 15 Minuten wieder entfernt. Vierzehn Tage später wurden die Tiere wie in Kapitel 

4.2.3.2. perfundiert und die entsprechend vorbehandelten Schnitte der Fazialisnerven mit 

FITC-konjugierten sekundären und tertiären Antikörpern gegen Galanin gefärbt. Die FITC- 

und die endogene MiniRuby-Fluoreszenz wurden entsprechend der FITC/TexasRed-

Doppelfluoreszenz im konfokalen Mikroskop mit einem 63x-Objektiv aufgenommen und 

bearbeitet.

4.2.5.2  Reinnervation der Vibrissenmuskulatur 

Der Nachweis von regenerierenden Fazialisneuronen, deren Axone die Vibrissenmuskulatur 

erreicht haben, erfolgte durch retrogrades Tracing mit Fluorogold. Zu definierten Zeitpunkten 

nach Quetschung des Fazialisnerven wurde ein flacher Schnitt unter die Haut der rechten 

und der linken Vibrissenmuskulatur gesetzt. Die entstandene Gewebetasche wurde mit 

einem 1mm dicken Gelatine-Schwamm ausgefüllt, der mit 15 µl Fluorogold (4% H20)

getränkt war. Nach 20 Minuten wurde der Schwamm entfernt. Die Wunde wurde mit PBS 

gespült und anschließend genäht. 48 Stunden später wurden die Tiere wie in Kapitel 4.2.3.1. 

perfundiert, die gewonnenen Schnitte des Hirnstamms in H20 ausgebreitet und anschließend 

für 10 Minuten getrocknet. Die retrograd markierten Neurone im linken und im rechten 

Fazialiskern wurden sofort unter einem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiophot) mit UV-

Beleuchtung gezählt. Von sechs Schnitten in jedem Tier wurde der Mittelwert bestimmt und 

das Verhältnis zwischen operierter und unoperierter Seite in Prozent angegeben. Bei der 

statistischen Analyse wurde der Wilcoxon-Test angewandt. 

Zur Illustration wurden die Schnitte in Vectashield eingebettet und mit dem konfokalen Laser-

Mikroskop (488 nm Anregungswellenlänge, 590 nm Langpassfilter) aufgenommen. 
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4.2.6  Quantifizierung der immunhistochemischen Ergebnisse 

4.2.6.1  Quantifizierung der lichtmikroskopischen Immunhistochemie 

Zur Darstellung wurden die gefärbten Schnitte an einem Zeiss Axiophot Mikroskop mit einem 

Scanner (Leica S1 Alpha) digital aufgenommen. Mit dem Bildanalyseprogramm OPTIMAS 

wurden die Schnitte eines Versuchs standardmäßig verarbeitet und für die Illustration 

aufbereitet.

Zur Quantifizierung der Intensität der DAB Immunhistochemie (teilweise verstärkt mit Kobalt 

und Nickel) wurden die Schnitte bei konstanter Beleuchtungsspannung in einem Zeiss 

Axiophot Mikroskop (5x-Objektiv) mit einem Praktika Scanner (75 Bildpunkte/inch) 

digitalisiert. Jeder Bildpunkt (Pixel) erhielt einen optischen Lichtpunkt von 0 – 255. Das 

digitalisierte Bild wurde in OPTIMAS für jeden Schnitt mit einer eigenen Maske markiert, in 

der für 100.000 Pixel der Mittelwert (MEAN) und die Standardabweichung (SD) der OLV 

ermittelt wurde. Als Maß für die Farbintensität (F) wurde der MEAN-SD-Algorithmus 

verwendet.

Da mit zunehmendem Helligkeitswert die Absorption abnimmt, wurde dem MEAN ein 

Minusvorzeichen gegeben, also (-MEAN + SD). Der (-MEAN + SD) von gewebefreiem Glas 

wurde als Referenz verwendet (-MEANGL + SDGL) und der FI wie folgt berechnet: 

 FI = (-MEAN + SD) – (-MEANGL + SDGL) oder 

 FI = (MEANGL – SDGL) – (MEAN – SD) 

Der MEAN-SD-Algorithmus hat sich als besonders stabiles Maß von Färbeintensitäten 

immunhistochemischer DAB Färbungen erwiesen (Möller et al., 1996; Raivich et al., 1998b; 

Kloss et al., 1999). 

4.2.6.2  Zelltypspezifische Quantifizierung der Immunfluoreszenz-Doppelfärbungen 

Zur Beurteilung der Immunoreaktivität der Aktivierungsmarker im Fazialiskern nach 

Fazialisaxotomie in IL-6 defizienten Mäusen wurden Fluoreszenz-Doppelmarkierungen mit 

nachfolgender digitaler Bildanalyse unter der Verwendung des RISC-Algorithmus (Raivich et 

al., 1998b) durchgeführt. Bei diesem Algorithmus wurden zuerst die gesuchten zellulären 

Profile in der Mikrographie mit der zellulären Maske (IgG, IBA1 im Cy3-Bild) definiert, um 

dann diese auf die Mikrographie der Zellart mit den zu quantifizierenden Fluoreszenzmustern 

zu übertragen (FITC-Bild). Dann wurde das Verhältnis des Mittelwertes der Pixel innerhalb 

der Maske zum Mittelwert aller Pixel im Bild bestimmt. Der Logarithmus dieses Verhältnisses 

liefert den relativen Färbekoeffizienten. Die Auswertung der Präparate nach dem RISC-
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Algorithmus erfolgte in OPTIMAS und EXCEL. Im folgenden werden die Rechenschritte im 

Einzelnen beschrieben. 

Für die Quantifizierung der jeweils spezifischen Immunreaktivität (FITC-Bild) auf den 

Immunglobulin-positiven Mikrogliazellen (Cy3-Bild) wurden die um die Autofluoreszenz 

korrigierten FITC- und Cy3-Bilder als TIFF in OPTIMAS importiert. Sie wurden mit der „Local 

Smoothing and Averaging“ Funktion mit einer 100x100 Pixel großen Boxgröße erfasst und 

anschließend wurde jeweils die Fläche des Fazialiskerns individuell markiert. Nun wurde im 

korrigierten Cy3-Bild der Mittelwert (MEAN) und die Standardabweichung (SD) der optischen 

Lichtwerte (OLV) der Pixel, die den Fazialiskern repräsentieren, berechnet. Die zu 

markierenden zellulären Cy3-Profile wurden anhand eines Schwellenwertes von MEAN + SD 

bestimmt. Diese Profil-Maske wurde auf das korrigierte und ebenfalls durch die „Local 

Smoothing and Averaging“ Funktion erfassten FITC-Bild übertragen. Dann wurde der 

Mittelwert der OLV aller Pixel im Fazialiskern (MEAN-Fazialiskern) und der Mittelwert aller 

Pixel innerhalb der Maske (MEAN-zelluläre Maske) berechnet. Daraus ergab sich der 

relative Färbekoeffizient (RISC), der sich wie folgt berechnet: 

RISC = log (MEAN-zelluläre Maske : MEAN-Fazialiskern) 

Anschließend wurde die Differenz der relativen Färbekoeffizienten zwischen der jeweils 

operierten Seite (RISC-operiert) und der kontralateralen, gesunden Seite als Kontrolle 

(RISC-Kontrolle) bestimmt. Diese ist ein Maß für die Veränderung der Immunreaktivität des 

jeweilig getesteten spezifischen Aktivierungsmarkers nach Fazialisaxotomie. 

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

Die statistische Auswertung der zellulären Immunreaktivität der spezifischen 

Aktivierungsmarker erfolgte an vier definierten Zeitpunkten nach Fazialisaxotomie (Tage 1, 4, 

7, 14). Die relativen Färbekoeffizienten (RISC) der operierten und der kontralateralen Seiten 

des Fazialiskerns wurden bei 5 Schnitten von jeweils 3-8 Tieren pro Gruppe nach dem RISC 

Algorithmus bestimmt, wobei die jeweiligen Berechnungsschritte der Koeffizienten 

teilautomatisiert durch Programmierung in OPTIMAS und EXCEL erfolgten. Dann wurden die 

Mittelwerte der Färbeintensitäten getrennt für die operierten und die kontralateralen Seiten 

errechnet, graphisch aufgetragen und mit einem gepaarten t-Test bei einem 

Signifikanzniveau von 5% auf statistisch signifikante Unterschiede getestet. 

Zur Erstellung der digitalen Bildaufnahmen von FITC- und Cy3-Fluoreszenz, wurde ein Leica 

TCS 4D konfokales Miroskop verwandt. Es wurde eine Vergrößerung von x 10 Objektiv für 

die Quantifizierung und eine Vergrößerung von x 100 Objektiv für die Illustrationen in einer 8 
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Bit Grauskala, 1024 x 1024 Pixel Format verwandt (beschrieben in Raivich et al., 1998a, b; 

Kloss et al., 1999). Je Schnitt wurden zehn gleich weite aufeinanderfolgende Ebenen mit 

einem Abstand von 30µm aufgenommen mit einem x 10 Objektiv oder entsprechend 15 

Ebenen mit einem Abstand von 16µm zueinander mit dem x 100 Objektiv. Nach der 

Aufnahme wurden diese zu einer einzigen Bitmap kondensiert mittels der Hilfe des 

MaxIntens Algorithmus kondensiert. Die Autofluoreszenz wurde extrahiert, indem die Cyanin 

5 (Cy5) Bitmap ebenfalls aufgenommen und dann von der Voraufnahme abgezogen wurde 

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

Die Aktivierungsmarker für Mikroglia bei den IL6+/+ und den IL6-/- Mäusen wurden 

quantifiziert, indem der Algorithmus des Färbekoeffizienten der relativen Intensität (relative 

intensitiy of staining coefficient = RISC) angewandt wurde (beschrieben in Werner et al., 

1998). Die Mikroglia im Fazialiskern wurden zuerst mit der 5C6 Immunofluoreszenz (FITC-

Bild) kenntlich gemacht oder mit der Immunofloureszenz des Kaninchenantikörpers gegen 

IBA-1 (Cy3-Bild). Dazu wurden der Mittelwert und die Standardabweichung (mean+SD) 

verwandt. Diese Profile wurden auf die Bitmap der gegensätzlichen Immunofluoreszenz für 

die hier zur Anwendung gekommenen Antikörper übertragen. Die relative Intensiät des 

Färbekoeffizienten für Mikroglia (RISCmicr) wurde gemäß folgender Formel festgelegt: 

RISCmicr = log[1 + (OLVmicr – OLVfac)/Ovout] 

Dabei galt für OLVmicr der Wert der mittleren optischen Leuchtkraft (mean optical luminosity 

value) für die mikroglialen Profile des Fazialiskerns, für OLVfac die OLV des gesamten 

Fazialiskerns und für OLVout das Gewebe außerhalb des Fazialiskerns. Dieser mittlere 

RISC wurde berechnet für die axotomierte und für die kontralaterale, nichtaxotomierte Seite 

des Fazialiskerns für jede Gruppe von Tieren (n = 3-7). Die statistische Signifikanz wurde 

anhand des unpaarigen Student- t-Test mit einer 5% Grenze (P < 0,05) berechnet.  

4.2.6.3  Quantifizierung der zentralen Wachstumskegel 

Die Wachstumskegel von aussprossenden Axonen nach Axotomie im und um den 

Fazialiskern am Tag 14 (Kloss et al., 1999; Werner et al., 1999) wurden nachgewiesen, 

indem Immunofluoreszenzhistochemie mit Antikörpern gegen Galanin oder CGRP 

angewandt wurde. Wie schon beschrieben, sind diese stark in den Motoneuronen und deren 

Wachstumskegeln immunhistochemisch nachzuweisen. In einem zweiten Schritt wurden die 

Schnitte mit einem Cy-5-konjugierten sekundären Esel gegen Kaninchen Ig Antikörper 

(Dianova) behandelt. 

Da die Wachstumskegel an den Rändern des Fazialiskerngebiets verstärkt vorkommen, 

wurden von jedem Tier 4 Schnitte verwandt, um eine ausgeglichene Quantifizierung zu 
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ermöglichen, wobei jeder Schnitt 200µm Abstand zum nächsten hatte. Die Schnitte wurden 

mit einem TCS 4D konfokalen Lasermikroskop (Leica, Nussloch, Deutschland) 

aufgenommen, wobei eine Vergrößerung von x10 mit Extraktionswerten für Cy5 

(Wellenlänge, 647 nm; LP665) zur Anwendung kam.  

Vierzehn aufeinanderfolgende Schnittebenen wurden unter Cy-5 Einstellung im konfokalen 

Mikroskop digitalisiert und kondensiert. Die Autofluoreszenz wurde simultan unter FITC-

Einstellungen aufgenommen und von den Cy-5 Bildern extrahiert. 

Die kleinen stark fluoreszierenden Wachstumskegel wurden von den großen Zellkörpern der 

Neurone mit dem Sobel Filter und einem dreistufigen Algorithmus in Optimas 6.2 

unterschieden. 

Im ersten Schritt wurde der Mittelwert der gesamten Leuchtkraft (MEANcor) und die 

Standardabweichung (Sdcor) der korrigierten Aufnahme (normale Aufnahme) aufgenommen. 

Diese Prozedur wurde wiederholt mit dem Sobel Filter (MEANsog, Sdsob, Sobel image).

Die Schwelle für die Galanin-immunofluoreszenten Wachstumskegel wurde in der Sobel 

Aufnahme mit folgender Formel gesetzt: 

Schwelle = MEANsob + 11 x SD cor. 

Bereiche (area) an und über der so definierten Schwelle wurden mit der Funktion “Object 

Classes” gefiltert, wobei zwei zusätzliche Kriterien für das normale Bild herangezogen 

wurden.

1.) Area size > 10 pixel 

2.) MEANarea – Sdarea > 1.4 x MEANcor 

Mit MEANarea wurde die mittlere Intensität bestimmt und mit Sdarea die 

Standardabweichung jedes individuellen Bereichsprofils. Die verbleibenden Bereiche 

stimmten überein mit den Profilen der Galanin-immunofluoreszenten neuronalen 

Wachstumskegel und dienten als Maß für ihren Gesamtbereich im Gewebeschnitt. 

Die Helligkeit der Wachstumskegel (growth cone brightness – BRTgc) für die 

Immunfluoreszenz des Neuropeptides wurde durch den modifizierten RISC Algorithmus mit 

folgender Formel festgelegt: 

BRTgc = log (OLVgc/OLVtotal) 
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OLVgc ist der Mittelwert der optischen Leuchtkraft der Wachstumskegel und OVLtotal der 

Mittelwert der Leuchtkraft für die gesamte 1mm² messende Bitmap des Fazialiskerns und 

des umgebenden Gewebes. 

Das mittlere Volumen der Wachstumskegel (VOLgc) wurde mit folgender Formel berechnet: 

VOLgc = 4 /3 x [GC-AREAtotal/( x #gc)]³/² 

Dabei meint GC-AREAtotal den gesamten Fläche (area) der Wachstumkegel pro Schnitt und 

#gc die Anzahl der Profile der Wachstumskegel, unter der Annahme einer nahezu 

sphärischen Struktur der Wachstumskegel. 

4.2.6.4  Quantifizierung der Neurone 

Zur Quantifizierung der Zahl der überlebenden Motoneurone wurden 60 Tage nach 

Fazialisaxotomie die Tiere sakrifiziert und jeweils 45 Gewebsschnitte mit einer Dicke von 

20µm in caudo-rostraler Schnittführung angefertigt. Hierbei wurde das Kerngebiet auf einer 

gesamten antero-posterioren Länge von 640-700µm erfasst, sowie zusätzlich 100µm an den 

anschließenden kaudalen und rostralen Schnittenden. Zur histologischen Färbung wurden 

die Präparate über Nacht an der Luft getrocknet, anschließend über Nacht mit 4% 

Paraformaldehyd auf den gelatinierten Objektträgern mittels kovalenter Bindung fixiert und 

dann 24 Stunden in 70% Alkohol entfettet. Die Schnitte wurden anschließend für 10 min in 

Toluidinblau (Nisslfärbung) gefärbt, durch die Alkoholreihe und Xylol entfettet und nach 

Bedarf mehrmals beim entsprechenden Alkoholschritt in 95% Alkohol/0,1% Eisessig bis zur 

optimalen Darstellung entfärbt. Die fertig entfärbten Schnitte wurden in Eukitt gebettet. Die 

Zahl der neuronalen Profile (n) wurde in jedem angefertigten Schnitt mit einer 

angenommenen Schnittdicke von 25µm (D) bestimmt und mit einer Korrektur nach 

Abercrombie (Abercrombie, 1946) nach folgender Formel korrigiert: 

N = n x D/ (D + d) 

Der mittlere neuronale Zelldurchmesser wurde zuvor aus jeweils drei Schnittpräparaten des 

Fazialiskerns mit einem Abstand von jeweils 100µm und einer Gesamtzahl von 140 – 220 

Neuronen auf der operierten Seite und 280 – 340 Neuronen auf der nicht-operierten Seite 

bestimmt. Hierzu wurden die mit einer Sony 3 CCD Videokamera (AVT-Horn, Aachen, 

Deutschland) im 24-bit RGB Format digitalisierten Bilder in das Bildverarbeitungsprogramm 

OPTIMAS 6.2 importiert und die neuronalen Zellprofile unter der Verwendung des MEAN – 

1.5 x SD-Schwellenwertes detektiert. Der mittlere Zelldurchmesser wurde dann unter 

Einbeziehung der mittleren Fläche (area) mit folgender Formel berechnet: 
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d = V(4xArea / 

4.2.6.5  Quantifizierung von Lymphozyten 

Nach Fazialisaxotomie erfolgt eine starke Einwanderung von CD 3 positiven Lymphozyten in 

den Fazialiskern. Die immunhistochemische Markierung erfolgte mit Antikörpern gegen CD 3 

in DAB/ABC Technik, verstärkt mit Kobalt und Nickel. Am Tag 1, 3 bzw. 4 wurde der 

Mittelwerte aus der Anzahl von je 7 20µm dicken Schnitten pro Tier verwandt. Die Schnitte 

hatten innerhalb des Fazialiskerns den gleichen Abstand zueinander. Durch die hohe Anzahl 

der Schnitte pro Tier konnte die geringe Anzahl eingewanderter Lymphozyten zum frühen 

Zeitpunkt mit ihrer hohen Schwankungsbreite ausgeglichen werden. Am Tag 14 wurde der 

Mittelwert aus der Anzahl zweier 15 Schnitte voneinander entfernter 20µm dicker Schnitte 

(Abstand 300µm) gebildet. Bei der hohen Zahl der einwandernden Lymphozyten waren zwei 

Schnitte ausreichend.

Im Fall der CD 3-positiven Lymphozyten wurde die statistische Analyse mit einer 

halblogarithmischen Funktion durchgeführt, wobei  f   wie folgt definiert wurde: 

    f   = log (x + 1) 

Dabei ist für x die durchschnittliche Anzahl der Lymphozyten des Fazialiskerns für jedes 

individuelle Tier benannt. Die Anzahl der Lymphozyten (in Klammern) wurde um 1 erhöht, 

um negative unendliche Zahlen zu vermeiden, was bei den nicht axotomierten 

Fazialiskernen auftreten konnte, die keine Lymphozyten enthalten haben. Diese Funktion hat 

zu einer deutlicheren Verminderung der normalerweise starken Variabilität der Anzahl der 

Lymphozyten im axotomierten Fazialiskern geführt (um den Faktor 2-3). Diese Variabilität 

war vor allem am Tag 14 zu beobachten. 

4.2.6.6  Quantifizierung von Granulozyten 

Im peripheren Nerv wurde die Einwanderung der Granulozyten an und um die Läsionsstelle 

gemessen. Dazu wurde die Aktivität der endogenen Peroxidase zu Hilfe genommen. Die 

gefärbten Granulozyten wurden in einem Fenster von 0,39mm2 direkt an der traumatisierten 

Region, 2mm und 4mm distal davon gezählt. Für jedes Tier wurden 5 Schnitte mit einem 

Abstand von 50µm verwandt und der Mitttelwert der pro Lokalisation gezählten Zellen 

gebildet.
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 4.2.6.7  Quantifizierung von Makrophagen 

Makrophagen wurden im regenerierenden peripheren Fazialisnerv mit Antikörper gegen die 

M-Integrin-Untereinheit in DAB/ABC Technik gefärbt. Die Quantifizierung erfolgte im 

Lichtmikroskop. Eine Mikroskop-Rasterlinie (0,5mm lang) wurde vertikal zur Verlaufsachse 

des longitudinalen Nervs projeziert, auf der alle M-positiven kreuzenden Membranen 

gezählt wurden. Für jedes Tier wurde der Mittelwert aus 5 Schnitten mit je 5 Schnitten 

Intervall zueinander (Abstand 50µm) gebildet. 

4.2.6.8  Quantifizierung von Mikroglia Knötchen 

Neuronaler Zelltod führt zu einer Aggregation von phagozytotischer Mikroglia, die MHC-1 

und B7-2 positiv ist. Die Anzahl MHC-1 und B7-2 positiver Knötchen kann daher als 

indirektes Maß für die Anzahl degenerierender bzw. zu Grunde gegangener Neurone 

herangezogen werden. Ihr Nachweis erfolgte am Tag 14, wo diese morphologisch gut zu 

erkennen sind. 

4.2.6.9  Messung der Regenerationsrate peripherer Nerven 

Zur Messung der peripheren Regenerationsstrecke wurden die Fazialisnerven gequetscht 

und die Tiere am Tag 4 sakrifiziert. Jeder fünfte Schnitt, mit einem Abstand von je 50µm 

zueinander, wurde entweder gegen das Neuropeptid CGRP oder Galanin 

immunhistochemisch in ABC/DAB Technik gefärbt. Damit kamen die Wachstumskegel 

auswachsender Axone, in denen diese beiden Neuropeptide deutlich immunhistochemisch 

nachweisbar sind, gut zur Darstellung. 

Als definierter Beginn für die Messung der Regenerationsstrecke galt die Quetschungsstelle 

des peripheren Nerven. Diese konnte meist schon makroskopisch, zur sicheren Kontrolle 

jedoch im Dunkelfeld, durch Unterbrechung der Autofluoreszenz des jeweiligen Nerven 

lokalisiert werden.  

Von dort wurde am Lichtmikroskop mit der Mikrometerschraube die Distanz bis zu dem 

weitest distal erkennbaren Wachstumskegel bestimmt (Zeiss Axiophot). Für jedes Tier wurde 

der Mittelwert aus den verwandten 4-5 Schnitten berechnet. 

4.2.7  Statistische Analyse 

Die statistische Analyse für die Strecke der axonalen Regeneration, für die Anzahl der 

Neurone, die Einwanderung der Makrophagen/ Granulozyten in den verletzten Nerv und die 

Auswertung der lichtmikroskopischen wie immunofluoreszenten quantitativen Histologie 

wurde mit Hilfe des unpaarigen Student t-test durchgeführt.  
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