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4 Einleitung

4.1  Die extraokuldren Augenmuskeln
4.1.1 Die extraokuldren Augenmuskeln

Die Bewegung des menschlichen Auges erfolgt durch sechs extraokuléare Augenmuskeln, die
in zwei Gruppen, die geraden und schragen Augenmuskeln, unterteilt werden (Abbildung 1)
(Benninghoff and Drenckhahn 2004; Putz and Pabst 2007)

e Musculus rectus superior (SR)

e Musculus rectus inferior (IR)

e Musculus rectus medialis (MR)
e Musculus rectus lateralis (LR)

e Musculus obliquus superior (SO)

e Musculus obliquus inferior (10).

M. obliquus inferior

M. obliquus superior ___

M. rectus medialis

M. rectus inferior

M. rectus lateralis

~ M. rectus superior

Abb. 1 — Die extraokuldren Augenmuskeln des Menschen, Ansicht von kranial. Sobotta 2007
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Séugetiere, somit auch der Mensch, besitzen weiterhin einen siebten extraokuldren Muskel
den Musculus levator palpebrae (LP), der das Oberlid hebt.

Die extraokuldren Augenmuskeln sind in das Fettgewebe der Orbita eingebettet und umgeben
den Bulbus oculi, sowie einen Teil des Sehnerven (Nervus opticus). Die vier Musculi recti
entspringen einem fibrosen Ring (Anulus tendineus communis), der das Foramen opticum
und den oberen Teil der Fissura orbitalis superior umrahmt (Sevel 1986). Der SO entspringt
vom Os sphenoidale, der Periorbita und der Durascheide des Nervus opticus, der 10 am Os
maxillaris von der medialen Wand der Orbita und der LP vom Os sphenoidale unmittelbar

uber dem Ursprung des SR.

Die Anséatze der vier geraden auBeren Augenmuskeln befinden sich jeweils vor dem Aquator
des Bulbus oculi, die Ansétze der zwei schréagen duReren Augenmuskeln dorsal und lateral der
Ab- und Adduktionsachse des Bulbus oculi. Der LP besitzt keinen direkten Kontakt zum Bul-
bus oculi, sondern sein Ansatz verlauft als breitgefacherte Aponeurose in die Haut des oberen
Augenlides, sowie in die obere Tarsalplatte. Ein Teil der Levator Aponeurose ist in die Sehne
des SR eingelassen, so dass er keine direkte Einwirkung auf die Bulbusbewegung besitzt, ihn

jedoch indirekt Gber die Bewegung des SR beeinflussen kann (Miller et al. 2004).

Zusétzlich besitzen die extraokuldren Augenmuskeln einen Halteapparat aus einer
fibroelastischen Hulse, die dem aktuellen Stand der Literatur nach der Tenon-Kapsel zugeord-
net wird (Demer et al. 2000; Oh et al. 2001; Demer 2002). Diese im angloamerikanischen
Sprachgebrauch ,,extraoculomotor (EOM) pulleys®“ genannten Strukturen befinden sich am
Aquator des Bulbus oculi und sind an der kndchernen Orbita tiber kollagene, elastische oder
glatte muskulére Streben oder Sehnenansétze befestigt (Demer et al. 1995; Porter et al. 1996;
Clark et al. 1997; Kono et al. 2002). Dieser Halteapparat dient den Augenmuskeln als Wende-

punkt und somit als zusatzlicher funktioneller Ursprung.

4.1.2 Funktion der extraokuldren Augenmuskeln

Die horizontalen (MR, LR) und vertikalen (SR, IR) Augenmuskeln sind symmetrisch um den
Bulbus angeordnet und fungieren als Antagonisten. Der MR dient primér als Adduktor, LR als
Abduktor, SR als Elevator und IR als Senker des Auges. Da die vertikalen Augenmuskeln 23°

lateral zur visuellen Achse ansetzen, kdnnen sie sekundér auch als Adduktoren fungieren, der
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SR als Innen- und der IR als Aussenrotator. Die schragen Augenmuskeln SO und 10 sind pri-
mar fir die Innen- und Aussenrotation, sekundér fur die Senkung des Bulbus zusténdig
(Benninghoff and Drenckhahn 2004). Die zahlreichen Kontributoren erméglichen ein vielsei-
tiges Spektrum der Augenbewegungen, die neben den willkurlichen Augenbewegungen auch

eine Reihe unwillkirlicher Bewegungsmuster umfassen.

4.1.3 Aufbau der extraokuldren Augenmuskeln

Die Augenmuskeln weisen im Gegensatz zum Skelettmuskel zwei longitudinal zur Langsach-
se angeordnete Schichten auf: eine duBere orbitale Schicht, die sich proximal des distalen
muskulotendindsen Uberganges abspaltet und in die Pulleys fortsetzt (Demer et al. 2000;
Miller et al. 2003), sowie eine innere globale Schicht, die sich tber die gesamte Muskelléange
vom Anulus tendineus communis bis zur Insertion am Bulbus erstreckt (Abb. 2). Beim Men-
schen besteht weiterhin die Annahme, dass eine zusétzliche dritte Schicht aulRerhalb der orbi-
talen Schicht existiert, die von Wasicky als marginale Schicht beschrieben wurde (Wasicky et
al. 2000).

Orbitale Schicht mit Pulleys
Muskelspindein Globale Schicht mit
/Palisadenendigungen

N
R

Multipel innervierte _— %
non-twitch-Faser (MIF)

Globale Schicht

MIF Motoneuron

Abb. 2 — Schematische Darstellung der orbitalen und globalen Schicht der extraokuléren Au-

genmuskeln. Adaptiert nach (Blittner-Ennever 2007).

Dieser spezielle anatomische Aufbau veranlasst zu der Hypothese, dass die orbitale Schicht
nicht simultan mit der globalen Schicht an der Rotation des Bulbus beteiligt ist, sondern fur
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die Ausrichtung der Pulleys (“active pulley hypothesis™) verantwortlich sein kénnte (Oh et al.
2001; Demer 2002). Neben der aktiven Pulley Hypothese existieren weiterhin Hinweise, dass
die extraokuldren Ausgenmuskeln kompartimentalisiert sein kdnnten. Das eindriicklichste
Beispiel ist der Muskulus rectus lateralis, der im Gegensatz zu den anderen geraden Augen-
muskeln zwei Urspringe, am superioren und am inferioren Rand des Anulus tendineus
communis besitzt (Spencer and Porter 2006). Neue Untersuchungen fanden in diesem Muskel
eine relativ konsistente Spaltung des Nervus abducens, sowohl in Rhesusaffen als auch im
Menschen, bevor er in die globale Schicht eintritt mit getrennter Innervierung eines superio-
ren und inferioren Abschnittes (Peng et al. 2010). Diese Unterteilung des Muskels wie auch
die Tatsache, dass er zwei Kopfe besitzt, kdnnte hinweisend darauf sein, dass sie funktionell
unterschiedlich agieren konnten. Bis dato ist allerdings sowohl die Bedeutung der Pulleys fiir
die Kontrolle der Augenbewegungen noch die Kompartimentalisierung des Musculus rectus
lateralis nicht geklart und wird kontrovers diskutiert (Dimitrova et al. 2003; Peng et al. 2010).
Es besteht allerdings Ubereinstimmung dariiber, dass die Kenntnis tber ihre Funktion ein
fundamentaler Aspekt zum Verstandnis der Augenbewegungen darstellt.

Der strukturelle Aufbau von Muskulatur ist tblicherweise ihrer jeweiligen Funktion angepasst
und unterscheidet sich daher in ihrer prozentualen Zusammensetzung unterschiedlicher Mus-
kelfasertypen (Ranvier 1874). Bisher sind in der Skelettmuskulatur vier Muskelfasertypen
bekannt (Typ I (Slow Twitch, midigkeitsresistent), 1A (Fast Twitch, midigkeitsresistent), 11X
(Fast Twitch, schnell ermidend) und 1IB (Fast Twitch, intermediar)), die sich biochemisch
(Moore and Schachat 1985), histochemisch (Brooke and Kaiser 1970), immunozytochemisch
(Bormioli et al. 1980; Pierobon-Bormioli et al. 1981), ultrastrukturell (Schiaffino et al. 1970)
und physiologisch (Burke 1981) unterscheiden.

Bereits im Jahre 1949 wurden histologisch zwei grundlegende Faserarten im Skelettmuskel
der Wirbeltiere unterschieden, die entweder eine ,Fibrillenstruktur oder ,,Felderstruktur
aufwiesen (Kriger 1949). Diese zwei Kategorien der Muskelfaserarten entsprechen den ein-
zeln- und multipel-innervierten Muskelfasern (Lennerstrand and Nichols 1977; Bondi and
Chiarandini 1983; Spencer and Porter 2006).

Normale Skelettmuskulatur besteht typischerweise aus einzeln-innervierten Muskelfasern
(Twitch oder SIFs) (Brooke and Kaiser 1970; Burke et al. 1971; Peter et al. 1972; Schiaffino
et al. 1989), wahrend die extraokuldren Augenmuskeln eine weitere Muskelfaserart, die mul-

tipel-innervierten Muskelfasern (Non-Twitch oder MIFs) enthalten. Diese Faserart ist in der
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Muskulatur von Amphibien h&ufig zu finden, jedoch ungewohnlich fir Sdugetiermuskulatur
und kommt im Menschen auller in der Augenmuskulatur nur noch in der Larynxmuskulatur
vor (Dietert 1965; Brandt and Leeson 1966; Han et al. 1999).

4.1.4 Motorische Innervation der extraokuldren Augenmuskeln

Die Twitch Fasern und die Non-Twitch Fasern unterscheiden sich anatomisch, physiologisch

wie auch in der Art ihrer Innervation.

Die Twitch Fasern reagieren auf Stimulierung mit einer ,,Alles oder Nichts* Kontraktion der
gesamten Muskelfaser. Sie werden von Motoneuronen innerviert, die dicke Axone mit einem
Durchmesser von 7-11 pum besitzen und die Uber jeweils eine ,,en plaque“-Endplatte im mittle-
ren Drittel der Muskelfaser ansetzen. Die Non-Twitch Fasern dagegen zeigen auf Stimulation
eine langsame tonische lokale Kontraktion der Muskelfaser. Sie werden von Motoneuronen
innerviert, die diinnere Axone mit einem Durchmesser von 3-5 um besitzen, deren Endplatten
traubenartig ,,en grappe* tiber die gesamte Muskelfaser mit Betonung des distalen Endes ver-
teilt sind. Die Muskulatur der globalen und der orbitalen Schicht der extraokuléaren Augen-
muskeln beinhalten beide Muskelfaserarten, wobei die multipel-innervierten Non-Twitch Fa-
sern in der orbitalen Schicht zusétzlich ,,en-plaque“-Endigungen mit Twitch-Eigenschaften im

Zentrum aufweisen (Spencer and Porter 2006).

4.1.4.1 Twitch- und Non-Twitch Motoneurone

Anhand retrograder Traceruntersuchungen an Rhesusaffen und Ratten konnte in der Vergan-
genheit gezeigt werden, dass die Twitch und Non-Twitch Motoneurone in den Kernen der
aulleren Augenmuskeln getrennt voneinander lokalisiert sind und ein unterschiedliches
histochemisches Profil besitzen (Buttner-Ennever et al. 2001; Eberhorn et al. 2005; Eberhorn
et al. 2006).

Die Injektion eines retrograden Tracer, meist WGA-HRP (,,wheat germ agglutinin horseradish
peroxidase® — Weizenkeim Agglutinin konjugiert mit Meerrettich Peroxidase) oder CTb
(,,non-toxic cholera toxin subunit B“ — Choleratoxin Untereinheit B), in den Muskelbauch
oder in den muskulotendindsen Ubergang ermdglicht die Rickverfolgung des Tracers nach
Aufnahme durch die Nervenendigungen bis zu den zufuhrenden Neuronen. Injektionen des
Tracers in den Muskelbauch markierten sowohl die Twitch als auch die Non-Twitch Motoneu-
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rone, wahrend die Injektion des Tracers in den distalen Abschnitt des Muskels, der nur die
,en-grappe“-Endigungen enthalt, zu einer retrograden Markierung einer Untergruppe flhrte,
die als Non-Twitch Motoneurone interpretiert wurden (Abb. 3) (Blttner-Ennever et al. 2001;
Eberhorn et al. 2006). Einschrankend muss hier allerdings erwéhnt werden, dass durch eine
solche Injektion in den muskulotendindsen Ubergang vermutlich nur die Non-Twitch Moto-
neurone der globalen Schicht erfasst wird, da sich die orbitale Schicht bereits vorher abspaltet
(Demer et al. 2000; Oh et al. 2001). Zusatzlich werden moglicherweise auch Zellkorper der
Palisadenendigungen markiert, die ebenfalls in diesem Bereich terminieren (Zimmermann et
al. 2010; Lienbacher et al. 2011). Die Palisadenendigungen sind mit den multipel-innervierten
Muskelfasern assoziiert (Richmond et al. 1984), ihre genaue Funktion ist bisher aber noch
unklar, da ihnen sowohl motorische (Lukas et al. 2000; Blumer et al. 2001) als auch sensori-
sche Funktionen (Alvarado-Mallart and Pincon-Raymond 1979; Billig et al. 1997) zuge-

schrieben wurden.

‘en plaque' )
Endplattenzone Palisaden
Endingungen

'en grappe'
Endplatten

DISTALE
Sehne

PROXIMALE
Sehne

—-— Non-Twitch
Faser =—fe———_|

Twitch Non-Twitch
Motoneuron Motoneuron

Abb. 3 — Schematische Darstellung der Synapsenverteilung der Twitch und Non-Twitch Mo-

toneurone an den Muskelfasern der extraokuldren Augenmuskeln. Eine distale Injektion eines
retrograden Tracers fuhrt zur Traceraufnahme von den Endigungen der Non-Twitch Motoneu-

rone und der Palisadenendigungen. Modifiziert aus Buttner-Ennever et al. 2001.
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Eine konsekutive histochemische Farbung der Tracer-markierten Schnitte erlaubt die eindeu-
tige Zuordnung der histochemischen Eigenschaften zu einer dedizierten Neuronengruppe.
Untersuchungen am Rhesusaffen zeigte, dass mit ChAT die gesamte Motoneuronpopulation,
bestehend aus den Twitch und den Non-Twitch Motoneuronen, markiert werden kann
(Buttner-Ennever et al. 2001; Eberhorn et al. 2005). Beide Motoneurongruppen kénnen an-
hand zweier weiterer Marker, den perineuronalen Netzen identifiziert Uber Chondroitin-
Sulfat-Proteoglykane (CSPG) (Hartig et al. 1994) und die nicht-phosphorylierten Neurofila-
menten (NP-NF) unterschieden werden, die von den Twitch Motoneuronen exprimiert wer-
den, nicht aber von den Non-Twitch Motoneuronen (Eberhorn et al. 2005). Im Unterschied zu
den Twitch-Motoneuronen, die immer innerhalb der Motokerne lokalisiert sind, liegen die
eher kleinen bis mittelgroRen Non-Twitch Motoneurone auBerhalb der Kerngrenzen der klas-
sischen Motokerne (Buttner-Ennever et al. 2001; Eberhorn et al. 2005; Eberhorn et al. 2006).

4.2 Hirnnervenkerne der extraokuldren Augenmuskeln

Die motorische Innervation der extraokuldren Augenmuskeln erfolgt durch drei paarig ange-

legte Hirnnervenkerne und ihrer efferenten Nervenfasern.

Der Nucleus oculomotorius (nlll) liegt im Mittelhirn im Bereich des Tegmentums, unmittel-
bar vor dem Aquadukt und hinter den Fasern des medialen longitudinalen Faszikels (MLF)
und innerviert durch den Nervus oculomotorius (NIII) den kontralateralen SR und die
ipsilateralen IR, MR, 10 und LP (Abb. 4). Der Nucleus trochlearis (nlV) liegt kaudolateral des
nlll und innerviert Uber den Nervus trochlearis (NIV) den kontralateralen SO (Abb. 5). Der
Nucleus abducens (nV1) liegt im Ubergangsbreich der Pons zur Medulla oblongata und inner-
viert Gber den Nervus abducens (NV1) den ipsilateralen LR (Buttner-Ennever 2006) (Abb. 5).
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Abb. 4 — Sagittaler Schnitt durch den Hirnstamm des Menschen zur Visualisierung der Lage
des Nucleus oculomotorius (111), Nucleus trochlearis (1) und Nucleus abducens (V1) (aus der
20. U.S. Edition von “Gray's Anatomy of the Human Body”, urspringlich 1918 publiziert).

4.3 Der Nucleus abducens
4.3.1 Lokalisation und Aufbau

Die vorliegende Arbeit beschrankt sich auf die Untersuchung des Nucleus abducens, der des-
halb hier ausfihrlicher beschrieben wird. Der Nucleus abducens ist der sechste Hirnnerven-
kern. Er besteht bei Vogeln und S&ugetieren aus einem runden Zellcluster, der konsistent in
der dorsalen Pons, unter dem Boden des vierten Ventrikels beidseits der Mittellinie unmittel-
bar unter dem Fazialisknie lokalisiert ist (Abb. 4). Der Durchmesser des Nucleus abducens
beim Menschen betragt je nach Alter 1,5 — 3 mm mit einer durchschnittlichen Neuronenzahl
von 6455 + 1481 (Vijayashankar and Brody 1977). Die menschlichen Motoneurone besitzen
einen durchschnittlichen Durchmesser von 50 pum mit 12-20 primaren Dendriten (Szabo et al.
1987).
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4.3.2 Die Neuronengruppen des Nucleus abducens und ihre Funktionen

Der Nucleus abducens der Saugetiere enthdlt mindestens vier funktionell unterschiedliche
Neuronengruppen (Abb. 5) (Bittner-Ennever 2006). Die gréRte Gruppe bilden die Motoneu-
rone, die den ipsilateralen LR innervieren. Eine zweite Neuronengruppe wird von den
Internukledren Neuronen gebildet, deren Efferenzen rostral tber den MLF zu MR-
Motoneurone des kontralateralen Nucleus oculomotorius ziehen (Nakao and Sasaki 1980;
Buttner-Ennever 2006) und damit die neuroanatomische Basis flir horizontale konjugierte
Augenbewegungen bilden (Buttner-Ennever 2005). Die Lokalisation der internukledren Neu-
rone ist spezies-spezifisch. In Primaten sind die Motoneurone und die internukledren Neurone
innerhalb des Kerngebietes des Nucleus Abducens nicht klar getrennt, wahrend in der Katze
eine gewisse Separation beider Gruppen gezeigt werden konnte (Steiger and Buttner-Ennever
1978). Eine weitere Neuronengruppe wird von einer der Paramedian-Trakt-(PMT)-Neuronen
Gruppe gebildet. In den Gehirnen von Primaten inklusive des Menschen wurden mindestens 5
Gruppen von PMT-Neuronen beschrieben, die in den paramedianen Trakten beidseits der Mit-
tellinie im Hirnstamm verteilt sind. Sie zeichnen sich dadurch aus, dass sie von allen Hirn-
stammzentren, die auch zu den Augenmuskelkernen projizieren, Eingénge erhalten und Effe-
renzen zum Flocculus des Kleinhirns schicken (Langer et al. 1985; Bittner-Ennever and
Buttner 1988; Buttner-Ennever et al. 1989). Eine dieser PMT-Gruppen liegt im Bereich des
Nucleus abducens und bildet eine Art rostrale Kappe (Buresch 2005).
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FLOCCULUS Abducens
REGION Internukleare

‘ Neurone (INT)

Paramedian Tract /\ I MLF
Neurone (PMT) '

Nucleus abducens

@ @

N—

M. rectus lateralis M. rectus lateralis
Twitch Motoneuron Non-Twitch
(TWM) Motoneuron (Non-TWM)

Abb. 5 — Diagramm zur Veranschaulichung der vier Neuronengruppen des Nucleus abducens
und ihrer Zielstukturen. Adaptiert nach (Buttner-Ennever 2006).

4.3.2.1 Histochemische Eigenschaften der Nucleus abducens Neurone

Histochemische Studien und kombinierte Trakt-Tracer-Versuche am Rhesusaffen und Ratte
zeigten, dass die Motoneurone (Twitch- und Non-Twitch) cholinerg sind, im Unterschied zu
den internukledren Neuronen, die vermutlich Glutamat als Transmitter benutzen (Spencer and
Baker 1986; Carpenter et al. 1992; Melendez-Ferro et al. 2000; Eberhorn et al. 2005;
Eberhorn et al. 2006). Innerhalb der Motoneurone kénnen die Twitch-Motoneurone an Hand
der Expression von nicht-phosphorylierten Neurofilamenten (NP-NF) und der Assoziation mit
CSPG-positiven perineuronalen Netzen von den Non-Twitch-Motoneuronen abgegrenzt wer-
den, die flr den LR in einer peripheren Gruppe um den medialen Teil des Nucleus abducens
liegen (Abb. 6) (Eberhorn et al. 2005).
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Nucleus abducens

NV I» \\Q

Abb. 6 — Darstellung des Areales, in dem bei retrograden Traceruntersuchungen die putativen

Non-Twitch Motoneurone im Nucleus abducens gefunden wurden.

Wie die Twitch Motoneurone tragen auch die internukledren Neurone perineuronale Netze,
unterscheiden sich aber im Transmitter. Die rostral im Nucleus abducens gelegenen nicht-
cholinergen PMT-Neurone zeichnen sich durch eine starke Cytochromoxidase-Aktivitat aus
(Buresch 2005) und exprimieren vermutlich kein NP-NF. Zusammenfassend kénnen die Neu-
rone im Nucleus abducens anhand ihres immunhistochemischen Farbeverhaltens unterschie-
den werden. Die Motoneurone lassen sich in zwei Gruppen unterteilen, die den Twitch und
Non-Twitch Motoneuronen entsprechen. Die putativen Twitch Motoneurone sind immunreak-
tiv auf ChAT, CSPG und NP-NF, wahrend die mutmaRlichen Non-Twitch Motoneurone nur
immunreaktiv auf ChAT sind und keine Anfarbung auf CSPG und NP-NF zeigen (Eberhorn et
al. 2005). Die internukle&ren Neurone und die PMT-Neurone lassen sich von den Motoneu-
ronen unterscheiden, da sie beide ChAT-negativ sind (Eberhorn et al. 2005). Von den
internukledren Neuronen ist aulerdem bekannt, dass sie CPSG-positiv sind (Eberhorn et al.
2005) (Eberhorn et al., 2005).
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4.4  Zielsetzung des Projektes

Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel erstmalig funktionelle Neuronengruppen des humanen
Nucleus abducens zu differenzieren und zu lokalisieren. Da Trakt-Tracer-Untersuchungen am
Menschen aus offensichtlich ethischen Griinden nicht durchfiihrbar sind, miissen die Untersu-
chungen auf immunhistochemischen Techniken basieren, die vorher an vergleichbarem Paraf-

finmaterial von Rhesusaffen etabliert wurden und zu ihnen in Vergleich gesetzt werden.

45  Fragestellung

Folgende Fragen sollen in der vorliegenden Arbeit untersucht werden:

1. Lassen sich im Nucleus abducens des Menschen analog zum Rhesusaffen cholinerge Mo-
toneurone, nicht-cholinerge internukledre Neurone und Paramedian-Trakt-Neurone iden-
tifizieren und voneinander abgrenzen? Weisen die drei Neuronengruppen eine bestimmte

Anordnung zueinander auf?

2. Konnen im humanen Nucleus abducens wie beim Rhesusaffen mit Hilfe kombinierter
Immunfarbungen auf cholinerge Marker und perineuronale Netze die Twitch- und Non-
Twitch Motoneurone identifiziert werden? Wo liegen die Non-Twitch Motoneurone beim
Menschen?

Folgende immunhistochemische Marker sollen zum Einsatz gebracht werden: Antikorper zur
Detektion von Cholin-Acetyltransferase (ChAT), von Chondroitin Sulfat Proteoglykanen
(CSPG) (Celio and Blimcke 1994) und von nicht-phosphorylierten Neurofilamenten (SMI-
32) (Sternberger and Sternberger 1983; Sternberger 1986).
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5 Material und Methoden

51 Rhesusaffe

Fur den direkten Vergleich zu den Untersuchungen an menschlichem Gewebe wurden Paraf-
finschnitte von dem Hirnstamm eines Rhesusaffens (Z30) benutzt, die aus einem friiheren
anatomischen Projekt der Arbeitsgruppe zur Verfligung standen. Der Rhesusaffe wurde nach
intravendser Applikation einer Uberdosis Nembutal (96 mg/kg) eingeschlafert und transkardi-
al mit physiologischer Kochsalzlésung und nachfolgend mit gepufferter 4%igen Paraformal-
dehydldsung perfundiert (PFA) (Horn et al. 1994). Der Hirnstamm wurde in zwei Blocke zer-

legt, die in Paraffin eingebettet wurden.

5.2 Mensch

Es wurden vier menschliche Gehirne untersucht, die aus der Hirnbank (Brain-Bank) der Lud-
wig-Maximilians-Universitdt Miinchen mit Einverstandnis der dortigen Ethikkommission zur

Verfiigung gestellt wurden.

Es wurden vier Falle ausgewdhlt, die keine neurologische Erkrankungen, insbesondere keine

okulomotorische Erkrankungen zu Lebzeiten besafen.

Fall M1 (Paraffinfall) war weiblichen Geschlechts, verstorben an einer Lungenembolie. Das
Hirngewicht betrug 1220 g. Nach der Obduktion wurde das Gehirn in Fixativ mit 10% Forma-
lin fir 6 Tage eingelegt, dann in etwa 1cm dicke Blocke in Transversalebene zerlegt und in
Paraffin eingebettet. Fiir die Farbeexperimente wurde ein Block (Block 2) benutzt, der die

Medulla oblongata und den kaudalen Abschnitt der Pons mit dem Nucleus abducens enthielt.

Fall M2 (Paraffinfall) war mannlichen Geschlechts, verstorben an Linksherzversagen. Das
Hirngewicht betrug 1450 g. Nach der Obduktion wurde das Gehirn in Fixativ mit 10% Forma-
lin flir 6 Tage eingelegt, dann in etwa 1cm dicke Blocke in Transversalebene zerlegt und in

Paraffin eingebettet.

Fall M3 (Gefrierfall) war mannlichen Geschlechts, verstorben an einer Uberdosis Betiu-
bungsmittel. Nach der Obduktion wurde das Gehirn ohne vorherige Fixierung direkt in der

Transversalebene zerlegt, in Tissue Tech eingebettet, mit Isopentan bei -60°C eingefroren und
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in der Tiefkihltruhe bei -80°C aufbewahrt. Fur die Farbungen wurde ein Block (Block 2) be-
nutzt, der die Medulla oblongata, sowie den kaudalen Abschnitt der Pons mit dem Nucleus

abducens enthielt.

Fall M4 (Gefrierfall) war mannlichen Geschlechts, verstorben an einem Herzstillstand. Nach
der Obduktion wurde das Gehirn in Isopentan blockiert, bei -60°C eingefroren und in einer
Tiefkihltruhe bei -80°C aufbewahrt. Fir die Experimente wurde ein Block (Block 3) benutzt,

der den kaudalen Abschnitt der Pons mit dem Nucleus abducens enthielt.

5.3  Préaparation

\on den Obduktionsfallen wurde der Abschnitt vom Diencephalon bis zum Hirnstamm prapa-
riert und von Hirnhautresten befreit. Die cerebralen GeféBe wurden von verbliebenen
korpuskuldren Blutbestandteilen gereinigt, die eine endogene Peroxidaseaktivitat besitzen und
dadurch in den durchzufiihrenden immunhistochemischen Untersuchungen unspezifische Féar-
beartefakte produzieren kénnen (Bourne 1983). Die Praparate wurden danach fur 1-2 Tage in
4% Paraformaldehyd (in 0,2M PBS mit einem pH-Wert von 7,4). Nach der Aushértung wur-
den die Praparate in kleinere Blocke zur Fixierung und weiteren Verarbeitung geschnitten.
Gewebe flr Gefrierschnitte wurde direkt am Kryostat geschnitten, die Gewebsblocke von

zwei Féllen wurden zur weiteren Bearbeitung in Paraffin eingebettet.

54 Gefrierschnitte

Die Gefrierschnitte wurden ohne Fixierung im gefrorenen Zustand mit TissueTech auf einem
Objekttisch befestigt und mit einem Mikrotom-Kryostat (Cryo-Star HM 560MV, Microm) 20
um diinn geschnitten. Die Schnitte wurden danach einzeln auf einen Objekttrager (SuperFrost

Plus, Menzel-Glaser) aufgefangen und danach bei -80°C bis zur Verwendung aufbewahrt.

55 Paraffinschnitte

Fur die Herstellung von Paraffinschnitten wurden die Hirnblocke in einem Fixativ mit 10%
Formalin flr 6 Tage eingelegt, in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert und in Paraffin

eingebettet. Die Blocke wurden mit einem Schlittenmikrotom der Firma R. Jung AG Heidel-
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berg in einer Schnittdicke von 10 um (M1) oder 5 um (M2) geschnitten, in einem Wasserbad
(Temperatur < 50°C) gestreckt und auf Superfrost - Objekttrager aufgezogen.

5.6  Die Farbung - Grundschritte
5.6.1 Entparaffinierung und Rehydrierung von Paraffinschnitten

Paraffinschnitte missen vor der Durchfiihrung einer immunhistochemischen Farbung eine

Reihe von Prozeduren durchlaufen, um optimale Féarbeergebnisse zu erzielen.

Der erste Schritt ist die vollstdndige Entfernung des Paraffins in einem Xylol-Bad, sowie die

Rehydrierung des Schnittes mit einer absteigenden Alkoholreihe:
- 1h Xylol (oder tiber Nacht in Xylol)
-10 min  100% Alkohol
-10 min  96% Alkohol
-10 min  90% Alkohol
-10 min  70% Alkohol

-10 min  aqua dest.

5.6.2 Antigen-Demaskierung

Der zweite Schritt beinhaltet die Antigen-Demaskierung, die tblicherweise durch feuchte Hit-
ze erreicht wird. Fur dieses Projekt wurden drei unterschiedliche Arten der Demaskierung
getestet, um die optimale Methode zu finden. Vor allem bei den humanen Schnitten war es
schwierig mit den ublichen Demaskierungsmethoden des Wasserbades oder der Mikrowelle
eine gute Antigen-Demaskierung zu erreichen. Die Konsequenz war eine schwache Farbung

und somit eine schwierige oder unma@gliche Interpretation der Ergebnisse.

Infolgedessen wurde eine neuere Methode der Antigen-Demaskierung eingeftihrt, die das Ko-
chen der Schnitte mit Hilfe eines Dampfkochtopfes beinhaltet (Bankfalvi et al. 1994). In der
Literatur wurde mit dieser Methode bessere Féarbeergebnisse beschrieben, die auch fur die
Schnitte dieses Projektes zutrafen (Dianova).
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5.6.2.1 Wasserbadvorbehandlung

Die Schnitte wurden fur die Antigen-Demaskierung mit dem Wasserbad in ein Férbegestell
einsortiert und bei 80°C flr 15 min in einem Natrium-Citrat-Puffer (pH-Wert 8,8) gekocht.

5.6.2.2 Mikrowellenvorbehandlung

Fur die Antigen-Demaskierung mit der Mikrowelle wurden die Schnitte in einem Farbegestell
platziert, dann in ein Mikrowellen-geeignetem GefaR, z.B. einem Plastik- oder GlasgefaR ein-
getaucht, dass mit Natrium-Citrat-Puffer (pH-Wert 6,0) gefullt war und zweimal 5 min ge-
kocht (Shi et al. 1991; Cattoretti et al. 1992; Cattoretti et al. 1993; Munakata and Hendricks
1993). Die mehrfache Kochung (z.B. a 5 min) wird empfohlen, um die beim Kochen verduns-
tete Flissigkeit durch aqua dest. ersetzen zu kénnen. So wird verhindert, dass die Schnitte

wéhrend des Kochvorganges austrocknen.

5.6.2.3 Dampfkochtopfvorbehandlung

Die Technik der Vorbehandlung mit einem Dampfkochtopf wird auch ,,feuchtes Autoklavie-
ren“ genannt (Bankfalvi et al. 1994). Die Schnitte werden auch bei dieser Methode auf einem
Farbegestell platziert. Der Dampfkochtopf wird zu einem Drittel mit 0,01M Natrium-Citrat-
Puffer (pH-Wert 6,0) gefullt und auf einer Herdplatte zum Kochen gebracht. Die Paraffin-
schnitte werden in den kochenden Natrium-Citrat-Puffer gelegt und der Dampfkochtopf ver-
schlossen. Wenn der Dampfdruck das Maximum erreicht hat, werden die Schnitte weitere 2
min bei maximalem Druck autoklaviert. Danach wird der Dampfkochtopf vom Herd entfernt
und unter kaltem Wasser abgekuhlt. Im Folgenden kann der Dampfkochtopf gedffnet und die
Paraffinschnitte entnommen werden. Zum Abschluss werden die Paraffinschnitte zweimal mit

Phosphat-gepufferten Kochsalzlésung (PBS) gewaschen.
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5.7  Die immunhistochemische Farbung
5.7.1 Antikorper
5.7.1.1 Cholin Acetyltransferase (ChAT)

Motoneurone gehdéren zu der Gruppe cholinerger Zellen im zentralen Nervensystem
(Ichikawa and Shimizu 1998; Oda 1999), deren Neurotransmitter Acetylcholin ist. Zu dieser
Gruppe gehoren neben den Motoneuronen, auch préganglionische autonome Neuronen,
postganglionische parasympathische Neuronen, verschiedenene Hirnregionen und einige neu-
ronen-ahnliche Stammzellen. ChAT ist das entsprechende Enzym, das fir die Biosynthese von
Acetylcholin bendtigt wird. Es lasst sich daher nur in cholinergen Nervenzellen und Nerven-
fasern nachweisen. Flr dieses Projekt wurde fiir die Detektion der cholinergen Zellen ein in
der Ziege (AB144P, Chemicon), sowie ein in Kaninchen (AB143, Chemicon) hergestellter
Antikorper gegen humanes ChAT benutzt (Tabelle 1). Das Kaninchen anti-ChAT Produkt er-

brachte allerdings ein nur sehr schwaches Farbeergebniss, das nicht auswertbar war.

5.7.1.2 Chondroitin Sulfat Proteoglykane (CSPG)

Perineuronale Netze sind Bestandteile der extrazelluldaren Matrix des Gehirns, die eine Art
Calyx um die neuronalen Somata bilden (Brauer et al. 1982; Celio and Blimcke 1994; Celio
et al. 1998). Die extrazellulare Matrix ist bedeutsam fur die Entwicklung und Erhaltung der
neuronalen Aktivitat, der Signallbertragung, Erndhrung und vermutlich auch der Regenerati-
on (Carlson and Hockfield 1996). Die perineuronalen Netze lassen sich mit einem monoklo-
nalen Maus-Antikdrper gegen Cat-301, einem grofmolekularen Chondroitin Sulfat
Proteoglykan (CSPG, 550 kDa), das sich auf der Oberflache der Neurone befindet, markieren
(MAB5284, Chemicon, Tabelle 1).

5.7.1.3 Nicht-phosphorylierte Neurofilamente (NP-NF)

Das Auftreten von nicht-phosphorylierten Neurofilamenten wurde fir cholinerge Neurone mit
allen Hirnnervenkernen beschrieben (Tsang et al. 2000). Sie kdnnen mit einem monoklonalen
Maus-Antikorper gegen ein ,,Epitop des Neurofilamentes H* (SMI-32) detektiert werden
(Clone 02-135, Sternberger Monoclonals Inc., Tabelle 1) (Sternberger and Sternberger 1983;
Sternberger 1986).



27

5.7.1.4 Herstellertibersicht der Antikorper

ChAT Kaninchen, Choline- AB143 Chemicon, Temecula 1:250
polyklonal Acetyltransferase CA

ChAT Ziege, polyklonal Choline- AB144P Chemicon, Temecula 1:100
Acetyltransferase CA

CSPG Maus, monoklonal Chondroitin Sulfat Clone Cat-301, Chemicon, Temecula 1:100
Proteoglykane MAB5284 CA

CSPG Kaninchen Chondroitin Sulfat 2083-5005 Biogenesis, Poole, 1:1000
Proteoglykane United Kingdom

SMI-32 Maus Nicht- Clone 02-135 Sternberger 1:5000
phosphorylierte Monoclonals Inc.,
Neurofilamente Luthervill MD

Tab. 1 — Ubersicht der angewendeten Antikorpern

5.7.1.1 Férbeverhalten der humanen Falle

Humane Hirnschnitte sind erfahrungsgemal nicht immer einfach zu farben. Ein Grund dafir
ist, dass die Latenzzeit zur Fixierung nicht standardisiert durchgefiihrt werden kann, so dass

das Hirngewebe meist einer unterschiedlich langen Zersetzungszeit ausgesetzt ist.

Die humanen Gefrierfélle und Paraffinfalle zeigten ein unterschiedliches Anfarbeverhalten fir
verschiedene Methoden. Die Gefrierschnitte zeigten zwar ein sehr gutes Farbeverhalten fir
den enzymatischen Nachweis von Cytochromoxidase, aber nur eine sehr schwache Immun-
farbung auf die hier untersuchten Antigene (M3, M4). Deshalb erfolgte die Auswertung der

hier erhobenen Immunzytochemie-Farbe-Daten an den Paraffinfallen (M1, M2).

5.7.1.2 Verdunnungsreihen

Fir die immunhistochemischen Farbungen existieren fur die spezifischen Primé&rantikorper
eine Empfehlung Uber die anzuwendende Verdinnung. Da das Férbeverhalten der humanen
Falle teilweise sehr unterschiedlich war, wurde vor jedem Versuch eine Farbereihe des ent-
sprechenden Falles mit unterschiedlichen Konzentrationen des Antikdrpers getestet, um die
optimale Konzentration zu ermitteln. Die fiir die Falle optimale Antikdrperkonzentration ist in
Tabelle 1 ersichtlich.
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5.7.2 Einfache immunhistochemische Féarbung

Die immunhistochemische Farbung erfolgte auf den flach liegenden entparaffinierten Schnit-
ten Uber eine Immun-Peroxidase-Methode mit abschlieBendem Nachweis der eingebrachten
Peroxidase mit dem Chromogen Diaminobenzidin (DAB) und Wasserstoffperoxid. Ihr ging
jeweils eine Inhibition endogener Peroxidasen des untersuchten Schnittes voraus, die den
Zweck hatte eine unspezifische Anfarbung zu verhindern (Bourne 1983). Hierfur wurden die
Schnitte bei Raumtemperatur (RT) in einer Lésung aus 3% H,0,, 10% Methanol und 0,1M
Phosphatpuffer (PB) inkubiert.

An eine einstiindige Prainkubation mit 5% Esel-Normalserum (Verdinnung in 0,1M PB mit
0,3% Triton-X 100) fir ChAT oder CSPG-Nachweis oder in 5% Pferde-Normalserum (in
0,1M PB mit 0,3% Triton-X 100) fur NP-NF-Nachweis schloss sich die Inkubation im spezi-
fischen Primérantikorper an. Dazu wurden die Objekttréger entweder mit Ziege anti-Cholin
Acetyltransferase (1:100) oder Kaninchen anti-CSPG (1:1000) oder Maus anti-NP-NF
(1:5000) uberschichtet und Uber Nacht bei RT belassen. Nach drei Waschgéngen in Puffer
folgte die Inkubationin biotinylierten Esel anti-Ziege (1:500) (flr ChAT) oder in biotinylierten
Esel anti-Kaninchen (1:50) (fir CSPG) oder in biotinylierten Pferde anti-Maus (1:200) (fur
NP-NF) fir 1 Stunde bei RT. Auf drei Pufferwaschgénge folgte eine einstiindige Inkubation in
einem Komplex aus Avidin und biotinylierter Peroxidase (ABC Kit; 1 Tropfen A und 1 Trop-
fen B in 5 ml 0,1M PBS) oder Extraavidin Peroxidase (E-2886, Sigma, Aldrich, St. Louis,
MO; 1:1000). Nach griindlicher Waschung wird die eingebrachte Peroxidase in einer Reaktion
mit dem Chromogen Diaminobenzidin (DAB) und Wasserstoffperoxid im Schnitt sichtbar
gemacht. Das oxidierte Chromogen setzt sich als feiner Niederschlag am Ort der Antikorper-
bindung ab. Die Reaktion wird nach mikroskopischer Kontrolle etwa nach 10 Minuten mit

einer Pufferwaschung beendet.

Danach wurden die Schnitte mit 0,1M PBS gespiilt, in einer Alkoholreihe entwéssert und ein-

gedeckt. Die genauen Arbeitsanweisungen sind im Anhang aufgeftihrt.
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5.7.3 Doppelimmunperoxidase -Farbung
5.7.3.1 ChAT und CSPG

Immunhistochemische Farbungen kénnen auch mit zwei Priméarantikrpern gegen zwei
unterschiedliche Antigene — hier ChAT und CSPG - durchgefiihrt werden. Die
Immunfarbungen erfolgen hierfur hintereinander, wobei die Visualisierung des ersten
Antikorpers mit Hilfe von DAB, die des zweiten Antikorpers mit einer mit Nickel-lonen
intensivierten DAB-Reaktion durchgefihrt wird. Die einfache DAB-Reaktion produziert
eine braune Farbung, die DAB-Nickel-Reaktion eine schwarze Farbung (genaue Féarbeproto-
kolle siehe Anhang). Es ist wichtig dabei, darauf zu achten, dass die Priméarantikorper nicht

aus derselben Spezies stammen, damit ungewiinschte Kreuzreaktionen vermieden werden.

5.7.3.1 Nissl

Nach der initialen immunhistochemischen Farbung mit einem spezifischen Antikorper, ist es
maoglich die Gehirnschnitte zusétzlich mit einer Nissl-Farbung gegenzufarben. Dadurch wer-
den Zellen visualisiert, die nicht positiv auf den Antikdrper der gewilinschten Immunfarbung
reagiert haben und man erhalt die Mdglichkeit die Morphologie und Lage der unterschiedlich
gefarbten Zellgruppen zu untersuchen und zu vergleichen. Sie erfolgte nach einer géngigen
Labormethode mit 0,5% Kresylviolett nach Nissl (siehe Anhang).

5.7.4 Entwasserung und Eindeckung

Die fertig gefarbten Gehirnschnitte wurden luftgetrocknet, in einer aufsteigenden Alkoholrei-
he entwéssert und danach fur 30 min in einem Xylol-Bad eingelegt. Danach wurden sie mit
,,DPX Mountant for Histology* (Fluka 44581) eingedeckt.

5.8  Auswertung

Die gefarbten histologischen Préparate wurden mit MIRAX SCAN (Carl Zeiss, Microlmaging
GmbH, Deutschland) eingescannt und digitalisiert. Der Scanner ist eigens fur die Digitalisie-
rung von histologischen Schnitten entwickelt worden und ermdglicht eine bis zu 40-fache

\ergrolierung der Scans.
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Mit einer korrespondierenden Software (Mirax Viewer, Carl Zeiss, Mirolmaging GmbH,
Deutschland) wurden die einzelnen digitalisierten Schnitte betrachtet. Zuerst wurde der
Nucleus abducens identifiziert und dann seitengetrennt (rechte und linke Seite separat) in ei-
ner Ubersicht photographiert (integrierte Softwarefunktion des Mirax Viewers) und ausge-
druckt.

Der néchste Schritt bestand aus der genauen Analyse der immunhistochemischen Féarbung der
einzelnen Zellkdrper des Nucleus abducens. Die Zellen wurden entsprechend ihrer histologi-
schen Farbung/-en auf den Ubersichtaufnahmen markiert und diese nach Beendigung des Pro-
zesses eingescannt und digitalisiert. Mit Corel Draw X4 (Corel Cooperation, Ottawa, Kanada)
wurde eine Maske auf den digitalisierten Schnitt gelegt und die unterschiedlich markierten
Zellen manuell mit unterschiedlichen Farbkreisen geplottet, um eine schematisierte Ubersicht
uber die Zellanordnung zu erhalten. Nur die Neurone mit einem sichtbaren Zellkern wurden
gewertet. Coexpression von ChAT und NP-NF in benachbarten 5um Paraffinschnitten vom
Menschen (M2) wurde durch Ubereinanderlagern der digitalen Schnitte (Adobe Photoshop
CS4, Adobe Systems Incorporated, San Jose, CA) untersucht und ebenfalls ausgeplottet (Co-

rel Draw X4, Corel Cooperation, Ottawa, Kanada).

Die  mikroskopischen  Ubersichtsaufnahmen wurden anhand der digitalisierten
Histologieschnitte angefertigt und mit einem Bildbearbeitungsprogramm (Adobe Photoshop
CS4, Adobe Systems Incorporated, San Jose, CA) entsprechend der Helligkeit und dem Kon-
trast unter dem Lichtmikroskop gefenstert. Die Detailaufnahmen wurden mit einer tiber einem
Lichtmikroskop (Leica DMRB, Bensheim) aufmontierten Digital-Kamera (Pixera Pro 600ES;
Klughammer) photographiert, Helligkeit und Kontrast im Nachhinein mit Adobe Photoshop
(Adobe Photoshop CS4, Adobe Systems Incorporated, San Jose, CA) an Hand des mikrosko-
pischen Bilds optimiert.

5.8.1 Quantitative Analyse der funktionellen Neuronengruppen im Nucleus abducens

FUr eine angendherte quantitative Einschatzung der unterschiedlichen Zellpopulationen wur-
den die immunzytochemisch gefarbten Zellen der vier analysierten Schichten im rostro-
caudalen Verlauf des Nucleus abducens entsprechend ihrer histochemischen Eigenschaften
gezéhlt und zu der Gesamtzahl aller markierten Zellen in Relation gesetzt. Zur Bestimmung
der Anzahl der Twitch Motoneurone wurden die Zellen, die ChAT-positiv und gleichzeitig

CSPG- oder SMI-32 positiv waren gezéhlt, zur Bestimmung der Anzahl der Non-Twitch Mo-
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toneurone die ChAT-positiven und gleichzeitig CSPG- oder SMI-32-negativen. Die Anzahl
der internukledren Neurone ergab sich aus Zahlung der ChAT-negativen, aber CSPG-positiven
Zellen. Der prozentuale Anteil wurde aus dem Verhéltnis der einzelnen Neuronengruppen zur

Gesamtzahl aller markierten Neuronen ermittelt.
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6 Ergebnisse

6.1  Affen
6.1.1.1 ChAT/CSPG Doppelfarbung im Nucleus abducens

Der Nucleus abducens hebt sich in der ChAT-CSPG Doppelfarbung durch die
Neuropilfarbung der CSPG Komponente deutlich von seiner Umgebung ab (Abb. 7). Die
ChAT-Immunreaktivitat erscheint in schwarz, die CSPG-Féarbung in braun. Exemplarisch

wurden vier Schnittebenen von rostral nach kaudal analysiert.

In der rostralen Ebene erscheint der Nucleus abducens mediodorsal aufgelockert durch die
wegfihrenden Fasern des Nervus abducens (Abb. 7, A, B). In den mittleren Ebenen zeigt er
die groRte Ausdehnung (Abb. 7, C — F) mit disseminierter Verteilung der markierten Neurone
und auf der kaudalen Ebene erscheint er besonders klein, nur mit vereinzelten Neuronen und
in seiner Integritat durchbrochen durch die Fasern des Nervus facialis und des Fazialis-Knie
(Abb. 7, G, H).
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Abb. 7 — Beidseitige Ubersichtsaufnahmen des Nucleus Abducens beim Affen auf verschie-

-caudaler Anordnung. Die Schnitte zeigen Doppel-

farbungen auf ChAT (schwarz) und CSPG (braun). MaBstab 100 um (H).

denen transversalen Schnittebenen in rostro
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Die ChAT Féarbung erfasst alle cholinergen Neurone, also die gesamte Population der Moto-
neurone. Die Férbung zeigt zwei morphologisch etwas unterschiedliche Neuronengruppen
innerhalb des Nucleus abducens. Eine Gruppe besteht aus zahlreichen groen Neuronen mit
polygonalen Somata, die sich innerhalb der Begrenzung des Nucleus abducens befinden. Die
zweite Gruppe besteht aus einer geringerer Zahl Neuronen, die Kleiner erscheinen mit eher
rundlich-ovalen Somata, die partiell in der medialen Peripherie und partiell innerhalb des

Nucleus abducens verteilt liegen.

Die CSPG Farbung markiert ebenfalls zahlreiche grof’e Neurone mit polygonalen Somata

innerhalb der Begrenzung des Nucleus abducens.

Die kombinierte Doppelfarbung mit ChAT und CSPG ist in der Lage, die Neurone noch ge-
nauer zu Klassifizieren. Die ChAT-positiven Neurone, die der Population mit groen Somata
angehoren, tragen alle perineuronale Netze und kénnen aufgrund friiherer Arbeiten als Twitch
Motoneurone interpretiert werden (Eberhorn et al. 2005) (Abb. 8). Die ChAT-positive Popula-
tion mit den kleineren Zellsomata tragt hingegen keine perineuronalen Netze und kann daher

als Non-Twitch Motoneurone angesprochen werden (Abb. 8).
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Abb. 8 — Detailaufnahmen (A, B) von den ChAT/CSPG-positiven Neuronen im Nucleus
abducens beim Rhesusaffen (C). ChAT-positive Neurone mit CSPG-positiven perineuronalen
Netzen reprasentieren putative Twitch-Motoneurone (rote Pfeile) und ChAT-positive, aber
CSPG-negative Neurone, entsprechen den putativen Non-Twitch Motoneuronen (gelbe Pfei-
le). ChAT — schwarz, CSPG — braun. Maf3stab 100 pm.
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In der Doppelfarbung demarkiert sich noch eine weitere Gruppe von Neuronen mit groR3en
Zellsomata, die perineuronale Netze tragen, allerdings nicht cholinerg sind (Abb. 9). Diese
Population repréasentiert vermutlich die nicht-cholinergen internukledren Neurone, die
bekannterweise Netze tragen (Eberhorn et al. 2005). In der rostralen Ebene findet sich eine
weitere Neuronengruppe mit den gleichen histochemischen Eigenschaften, die etwas peripher

des eigentlichen Kerngebietes liegt und den PMT-Neuronen entsprechen konnten (Abb. 10).
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Abb. 9 — Zentrale Detailaufnahmen (A, B) von ChAT/CSPG-positiven Neuron im Nucleus
abducens beim Rhesusaffen. Putative Twitch-Motoneuronen sind ChAT und CSPG-positiv
(rote Pfeile) und ChAT-negative, aber CSPG-positive Neurone représentieren putative
internukledre Neurone (gelbe Pfeile). ChAT- schwarz, CSPG — braun. Malstab 100 pm.
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Abb. 10 — Detailaufnahme der putativen PMT-Neurone in der rostralen Ebene des Rhesusaf-
fen anhand einer ChAT/CSPG Doppelfarbung (A). Bild C zeigt einen Nachbarschnitt, mit
einer ChAT/Nissl Doppelfarbung. Die VergrolRerung B zeigt Zellkorper, die peripher des ei-
gentlichen Kerngebietes liegen und ChAT-negativ sind, aber perineuronale Netze (vgl. Gebiet
in A) tragen. ChAT — schwarz, CSPG — braun. Mal3stab A,C 100 um; B 200 pm.
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6.1.1.2 Twitch- und Non-Twitch Motoneuronen im Nucleus abducens des Rhesusaffen

In den rostralen Schnitten liegen ChAT-positive Neurone ohne Netze, die den putativen Non-
Twitch Motoneurone entsprechen, interponiert zwischen den proximalen Nervenwurzeln des
Nervus abducens, sowie vereinzelt disseminiert zwischen den ChAT-positiven Neuronen mit
Netzen, die den putativen Twitch Motoneuronen innerhalb des Kerngebietes entsprechen
(Abb. 11, A, B). Auf den mittleren Ebenen liegen die putativen Non-Twitch Motoneurone
ebenfalls verstreut zwischen den putativen Twitch Motoneuronen im Hauptkerngebiet mit
einer Tendenz zur Lage in der medialen Halfte, allerdings ohne eindeutige fokale Kumulation
(Abb. 11, C — F). Auf den kaudalen Ebenen liegen linksseitig die putativen Non-Twitch Mo-
toneurone tendenziell in der lateralen Peripherie des Kerngebietes (Abb. 11, G). Auf der kor-
respondierenden rechten Seite waren in unserem Fall keine putativen Non-Twitch Motoneu-
rone mehr abgrenzbar (Abb. 11, H). Diese asymmetrische Verteilung ist vermutlich bedingt
durch die etwas unterschiedliche Schnittebene, die rechts im Vergleich zur linken Seite weiter

kaudal liegt und geringere Anteile des Nucleus abducens erfasst.

Die Gesamtzahl der analysierten ChAT-positiven Motoneurone im Nucleus abducens betréagt
linksseitig n = 326 und rechtsseitig n = 275. Von diesen lassen sich 89% links und 92% rechts
den putativen Twitch und 11% links und 8% rechts den putativen Non-Twitch Motoneuronen

zuordnen.
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Abb. 11 — Plots der ChAT/CSPG Doppelfarbung auf rekonstruierten Transversalschnitten
durch den Nucleus abducens des Rhesusaffen (Z30) in rostro-caudaler Anordnung: rote Punk-
ten reprasentieren putative Twitch-Motoneurone (ChAT- und CSPG-positiv), gelbe Punkte
putative Non-Twitch Motoneurone (ChAT-positiv, CSPG-negativ).
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6.1.1.3 Motoneuronen und internukleédre Neuronen im Nucleus abducens des Rhesusaffen

Im Gegensatz zur disseminierten Lage der putativen Motoneurone (Twitch- und Non-Twitch
Motoneurone) innerhalb des gesamten Kerngebiet des Nucleus abducens, fand sich eine ten-
denziell bandférmige Anordnung der putativen internukleéren Neurone von dorso-lateral nach
ventro-medial im mittleren und vorderen Drittel des Nucleus abducens (Abb. 12). In der
rostralen Ebene demarkiert sich weiterhin eine kleine Gruppe von Neuronen mit den gleichen
immunhistochemischen Eigenschaften wie die putativen internuklearen Neurone (nicht-
cholinerg, CSPG-positiv), die medial des eigentlichen Nucleus abducens im Bereich des MLF
liegen (Abb. 10; Abb. 12, A, B). Aufgrund ihrer Lage, kdnnte diese Gruppe den PMT-

Neuronen entsprechen (Buresch 2005).

Insgesamt kdnnen auf den ausgewerteten Schnittebenen 515 Neurone links und 401 Neurone
rechts im Nucleus abducens identifiziert werden. Von diesen lassen sich 63% links und 69%
rechts den ChAT-positiven Motoneuronen und 37% links und 31% rechts den ChAT-negativen
putativen internukledren Neuronenzuordnen, wobei ein kleiner Anteil davon den PMT-
Neuronen entspricht. Weitere Kriterien sind notwendig, um diese beiden Gruppen sicher von-

einander abzugrenzen.
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Abb. 12 — Plots der ChAT/CSPG Doppelfarbung auf rekonstruierten Transversalschnitten

durch den Nucleus abducens am Rhesusaffen (Z30): graue Punkte markieren ChAT-positive

putative Motoneurone,

internukleédre Neurone.

blaue Punkte ChAT-negative,

aber Netz-tragende putative
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6.2  Menschen
6.2.1.1 ChAT/CSPG Doppelfarbung im Nucleus abducens

In der ChAT/CSPG-Doppelfarbugen demarkiert sich beim Menschen der Nucleus abducens
ahnlich dem Rhesusaffen ebenfalls durch die, wenn auch etwas schwéchere Neuropilfarbung
der CSPG Komponente von seiner Umgebung (Abb. 13). Im Gegensatz zum Rhesusaffen
besitzt der Nucleus abducens beim Menschen eine eher querovale als rundliche Form. Exemp-
larisch wurden auch hier wieder vier transversale Schnittebenen von rostral nach kaudal ana-

lysiert.

Die ChAT-Farbung markiert analog zum Rhesusaffen zwei Neuronengruppen mit unterschied-
licher Morphologie, die der Gesamtpopulation der Motoneuronen entsprechen (Abb. 13). Die
groere Gruppe umfasst Neurone mit groRen Somata, die innerhalb der Begrenzung des
Nucleus abducens liegen und mdoglicherweise vereinbar sind mit den putativen Twitch-
Motoneuronen (Abb. 14, B). Die kleinere Gruppe hingegen umfasst Neurone mit kleinen
rundlich bis ovaldr imponierende Somata, die vereinzelt verteilt innerhalb des Nucleus
abducens liegen mit Betonung der medialen Halfte und den putativen Non-Twitch Motoneu-
ronen entsprechen konnten (Abb. 14, C). Eine genaue Quantifizierung der ZellgroRe wurde

nicht explizit durchgefuhrt.



Abb. 13 — Beidseitige Ubersichtsaufnahmen von Transversalschnitten durch den Nucleus
Abducens des Menschen (M1) in rostro-caudaler Anordnung (rostral A, B — kaudal G, H). Die
Schnitte zeigen Doppelfarbungen auf ChAT (schwarz) und CSPG (braun). Malistab 100 pm.

43
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Abb. 14 — Detailaufnahmen im Menschen (M1) von einem ChAT/CSPG-positive Neuron, das
den putativen Twitch-Motoneuronen entspricht (B, roter Pfeil) und ChAT-positiver, aber
CSPG-negativer Neurone (C, gelbe Pfeile), die den putativen Non-Twitch Motoneuronen ent-
sprechen, sowie einer weiteren Neuronengruppe, die ChAT-negativ, aber CSPG-positiv sind
(D, gelber Pfeil) und zu der Gruppe der internukledren Neurone/PMT-Neurone gehdren kénn-
te. ChAT (schwarz), CSPG (braun). Malstab 50 um.

Perineuronale Netze lassen sich auch am Menschen in einer Doppelfarbung um die choliner-
gen Neurone der Zellpopulation mit den groRen Somata nachweisen (Abb. 14, B), wahrend
sie um die cholinergen kleinen Neurone fehlen (Abb. 14, C). Identisch zum Rhesusaffen de-
markiert sich auch hier eine weitere Gruppe von nicht-cholinergen Neuronen mit groRen So-
mata innerhalb des Nucleus abducens, die intensiv gefarbte perineuronale Netze aufweisen.
Diese Neurone konnten internukledre Neurone représentieren und partiell im rostralen Ab-
schnitt auch PMT-Neurone, die jedoch im Rahmen dieses Projektes nicht weiter untersucht
wurden (Abb. 14, D).
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6.2.1.2 Twitch- und Non-Twitch Motoneuronen im Nucleus abducens des Menschen

Die putativen Motoneurone (Twitch- und Non-Twitch Motoneurone) liegen disseminiert in-
nerhalb des Kerngebietes des Nucleus abducens. Die potenziellen Non-Twitch Motoneurone
liegen in den zwei rostralen Schnitten zwischen den proximalen Nervenwurzeln des Nervus
abducens, sowie zwischen den putativen Twitch Motoneuronen in der medialen Halfte des
Kerngebietes (Abb. 15, A — D). In den beiden gezeigten kaudalen Schnittebenen liegen sie in
der medialen und dorsalen Peripherie (Abb. 15, E — H). Die symmetrische \erteilung weist
darauf hin, dass der Hirnstamm hier besser seitengleich geschnitten wurde als beim Rhesusaf-

fen.

Die Gesamtzahl der analysierten putativen Motoneurone im Nucleus abducens des Menschen
betragt linksseitig n = 268 und rechtsseitig n = 302. Anhand der Marker ChAT und CSPG las-
sen sich 79% links und 77% rechts den putativen Twitch und 21% links und 23% rechts den
putativen Non-Twitch Motoneuronen zuordnen (Tab. 2). Damit erscheint die Population der
putativen Non-Twitch Motoneurone im Menschen groRer als im Rhesusaffen (links 11%,

rechts 8%) zu sein.
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Abb. 15 — Plots der ChAT/CSPG Doppelféarbung auf rekonstruierten Schnitten durch den
Nucleus abducens des Menschen (M1): Rote Punkte reprasentieren putative ChAT/CSPG-

290

positive Twitch-Motoneuronen, gelbe Punkte markieren nur ChAT-positive Non-Twitch Mo-
toneurone.
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6.2.1.3 Motoneurone und internukleédre Neurone im Nucleus abducens im Menschen

Die putativen Motoneurone (Twitch- und Non-Twitch Motoneurone) verteilen sich gleichmé-
Big im gesamten Kerngebiet des Nucleus abducens. Die putativen ChAT-negativen
internukledaren Neurone sind ebenfalls gleichmaRig im Kern zwischen den putativen Moto-
neuronen verteilt, somit anders als im Rhesusaffen (bandférmige Anordnung von dorso-lateral
nach ventro-medial im mittleren und vorderen Drittel). Man kann dennoch eine diskrete Beto-
nung der Zelldichte in den ventralen zwei Drittel des Kerngebietes beobachten (Abb. 16). In
den rostralen drei Ebenen demarkiert sich dhnlich dem Rhesusaffen eine weitere kleine Grup-
pe von nicht-cholinergen Netz-tragenden Neuronen, die in der medialen Peripherie des
Nucleus abducens innerhalb der proximalen Nervenwurzelaustrittes des Nervus abducens
liegen (Abb. 16, A - F). Diese Gruppe gehort aufgrund ihrer Lage moglicherweise nicht mehr
zu der Population der potenziellen internukledaren Neurone, sondern kénnte von der Lage her
den putativen PMT-Neuronen entsprechen, die mit Cytochromoxidase-Farbungen in einer
anderen Studie beschrieben wurden (Abb. 17) (Buresch 2005).

Insgesamt kénnen auf den analysierten Schnitten des Nucleus abducens 442 Neurone links
und 413 Neurone rechts identifiziert werden. Anhand der Marker ChAT und CSPG lassen sich
61% links und 73% rechts den putativen Motoneuronen und 39% links und 27% rechts den
ChAT-negativen putativen internukledren Neuronen und PMT-Neuronen zuordnen (Tab. 2).

Damit entspricht der prozentuale Anteil beider Neuronengruppen denen des Rhesusaffen.
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Abb. 16 — Plots der ChAT/CSPG Doppelfarbung auf rekonstruierten Schnitten durch den
Nucleus abducens des Menschen (M1): Graue Punkte markieren ChAT-positive Motoneurone,

blaue Punkte entsprechen ChAT-negativen, aber Netz-tragenden putativen internukleéren
Neuronen.
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Abb. 17 — Detailaufnahme putativer PMT-Neurone in der rostralen Ebene des Menschen (M1,
Ubersicht A). Die VergroRerung B zeigt Zellkorper, die peripher des eigentlichen Kerngebie-
tes liegen und ChAT-negativ sind, aber perineuronale Netze (gelbe Pfeile) tragen. Die angren-
zenden ChAT- und CSPG-positiven Zellen (rote Pfeile) entsprechen ihren histochemischen
Eigenschaften am ehesten Twitch Motoneuronen. ChAT — schwarz, CSPG - braun. MaRstab
100 pm.

6.2.1.4 ChAT und nicht-phosphorylierte Neurofilamente (NP-NF) im Nucleus abducens des
Menschen

Beim Menschen wurde an einem Fall (M2) eine zusatzlich Immunfarbung auf nicht-
phoyphorylierte Neurofilamente (NP-NF) durchgefuhrt, die in allen cholinergen Neuronen des
Hirnstammes nachweisbar sind (Tsang et al. 2000). Somit sollte es méglich sein NP-NF alter-
nativ als Marker fir Motoneurone einzusetzen. Fir diese Untersuchung wurden jeweils zwei
benachbarte 5um dicke Schnitte aus dem Nucleus abducens entweder mit einer
immunhistochemischen Féarbung auf ChAT oder NP-NF behandelt und dann mit Nissl gegen-
gefarbt (Abb. 18).

Die Verteilung der cholinergen Motoneurone (ChAT-positiv) ist &hnlich zu dem ersten Fall

M1 mit disseminierter Verteilung Uber das gesamte Kerngebiet des Nucleus abducens.

Nach Ausplotten der auf ChAT und NP-NF gefarbten Nachbarschnitte lassen sich drei
Neuronenpopulationen unterscheiden. Eine ist cholinerg und zeigt zuséatzlich eine deutliche
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Féarbung mit NP-NF-Antikorpern. Sie entspricht den putativen Twitch Motoneurone, die ver-
teilt im gesamten Kerngebiet des Nucleus abducens liegen. Eine zweite Population ist eben-
falls cholinerg ohne Anfarbung von NP-NF und entspricht den putativen Non-Twitch Moto-
neuronen. Diese liegen dhnlich dem Fall M1 vereinzelt verteilt im Kerngebiet und im
Ursprungsbereich des Nervus abducens (Abb. 19). Es findet sich eine dritte
Neuronenpopulation, die nicht-cholinerg ist, aber deutlich NP-NF immunreaktiv ist. Diese
rein NP-NF positiven Neurone sind diffus tber das Kerngebiet verteilt ohne eindeutige Be-
vorzugung einer Lokalisation mit einigen Neuronen im Nervenwurzelbereich des Nervus
abducens (Abb. 20).

Die Gesamtanzahl der Neurone der hier analysierten Schnitte betragt links 302, rechts 328.
Davon kénnen 59% links und 54% rechts den Motoneuronen und 41% links und 46% rechts
den nur NP-NF positiven Neuronen zugeordnet werden. Von den ChAT-positiven Motoneuro-
nen entsprechen 77% links und 76% rechts den putativen Twitch Motoneuronen und 23%

links und 24% rechts den putativen Non-Twitch Motoneuronen (Tab. 2).
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Abb. 18 — Ubersicht von jeweils benachbarten Transversalschnitten durch den Nucleus
abducens geféarbt auf ChAT mit DAB-Nickel (A,B,E,F) und auf NP-NF mit DAB (C,D,GH)
geféarbt wurden. Die Sterne markieren die korrespondierenden BlutgefélRen in benachbarten
Schnitten, der schwarze Pfeil ein ChAT- und SMI-32 positives Neuron, der rote Pfeil ein nur
SMI-32 positives Neuron und der griine Pfeil ein nur ChAT positives Neuron. ChAT —
schwarz, SMI-32 — braun.
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- NVI 15

Abb. 19 — Plots der Immunféarbungen auf ChAT oder NP-NF in jeweils zwei benachbarten
5um Paraffinschnitten im Nucleus abducens des Menschen (M2): Rote Punkte reprasentieren
ChAT-/NP-NF-positive Neurone, die den putativen Twitch-Motoneuronen entsprechen, gelbe
Punkte markieren ChAT-positive, aber NP-NF-negative Neurone, die den putativen Non-

Twitch Motoneuronen entsprechen.
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O | \ChAT/SMI32

Abb. 20 — Plots der Immunfarbungen auf ChAT und NP-NF in zwei benachbarten 5um dicken

Paraffinschnitten durch den Nucleus abducens Menschen (M2): graue Punkte markieren

75

ChAT-positive Motoneurone, blaue Punkte markieren ChAT-negative, aber NP-NF-positive

Neurone.
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6.3  Zusammenfassung Zellpopulationen in Prozent (%)

Neuronenpopulationen |

Twitch Non-Twitch Motoneurone Internukleare/PMT

Neuronenanzahl
Motoneurone Motoneurone gesamt Neurone
gesamt
(%) (%) (%) (%)

< 3 ChAT+ ChAT+ ChAT-
Immunhistologie CSPG+ CSPG- ChAT+ csPG+
Rhesusaffe Z30 290 36 326 189 T
links (89%) (11%) (63,3%) (36,7%)
Rhesusaffe 230 253 22 275 126 o
rechts (92%) (8%) (68,6%) (31,4%)
Mensch M1 21 57 268 174 s
links (78,7%) (21,3%) (60,6%) (39,4%)
Mensch M1 233 69 302 11 —_
rechts (77,2%) (22,8%) (73,1%) (26,9%)

Tabelle 2 — Neuronenpopulationen des Nucleus abducens im Rhesusaffen (Z30) und im Men-

schen (M1) mit ihren immunhistochemischen Charakteristika.

Neuronenpopulationen Il

Twitch Non-Twitch Motoneurone Internukleare/PMT
Neuronenanzahl
Motoneurone Motoneurone gesamt Neurone
gesamt
(%) (%) (%) (%)

ChAT+ ChAT+ ChAT-
Immunhistologie ChAT+

SMI32+ SMI32- SMI32+
Mensch M2 128 38 179 123 302
links (77,1%) (22,9%) (59,3%) (40,7%)
Mensch M2 139 45 176 152 a%8
rechts (75,5%) (24,5%) (53,7%) (46,3%)

Tabelle 3 — Neuronenpopulationen des Nucleus abducens im Menschen (M2) mit ihren

immunhistochemischen Charakteristika.
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6.4  Ubersicht der Lokalisation der Neuronengruppen des Nucleus abducens im

Rhesusaffen und im Menschen (rostral — caudal)

RHESUSAFFE MENSCH
Non-Twitch
MLF N Twitch
W INT

Abb. 21 — Ubersicht Uber die Lokalisation der in dieser Arbeit immunhistochemisch
charakterisierbaren Neuronenpopulationen des Nucleus abducens. MLF — medialer longitudi-
naler Faszikel, NVII — Nervus fascialis, NVI — Nervus abducens, INT — Internukledre Neu-

rone
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7 Diskussion

Dieses Projekt zeigt erstmals, dass auch die Motoneurone im Nucleus abducens des Menschen
aus zwei Populationen bestehen, die sich anhand ihrer unterschiedlichen histochemischen
Eigenschaften voneinander unterscheiden lassen. Korrespondierend zu vorangegangenen Un-
tersuchungen am Rhesusaffen und an Ratten, lassen sie sich in Twitch- und putative Non-

Twitch Motoneuronen unterteilen.

Die Gesamtpopulation der zwei Motoneurongruppen kann mit immunhistochemischen Fér-
bungen gegen Cholin Acetyltransferase identifiziert werden, da beide Motoneurongruppen
cholinerg sind. Trennen kann man sie daraufhin mit kombinierten Doppelfarbungen gegen
Cholin  Acetyltransferase (ChAT) und perineuronale Netze (CSPG) oder nicht-
phosphorylierten Neurofilamenten (NP-NF), da Twitch Motoneurone perineuronale Netze und
nicht-phosphorylierte Neurofilamente tragen, die den putativen Non-Twitch Motoneuronen
fehlen. Im Folgenden werden die histochemischen Unterschiede der Twitch und Non-Twitch
Motoneurone analysiert und mit Untersuchungen in anderen Séugetierarten verglichen. Wei-
terhin soll diskutiert werden, ob mit diesen Methoden eine Abgrenzung der Motoneurone zu
anderen Neuronengruppen des Nucleus abducens moglich ist und inwiefern sie Hinweise auf

unterschiedliche funktionelle Eigenschaften liefern kdnnen.

7.1  Histochemische Eigenschaften der extraokularen Motoneurone
7.1.1 Cholin Acetyltransferase

Motoneurone gehoren zu der Gruppe cholinerger Neurone, die als neurogenen Transmitter
Acetylcholin  nutzen (Ichikawa and Shimizu 1998; Oda 1999). Mit einer
immunhistochemischen Farbung auf Cholin Acetyltransferase (ChAT) lasst sich dieses En-
zym, das notwendig ist fur die Synthese des Neurotransmitters und somit die Gesamtpopulati-
on der Motoneurone erfassen, die im Nucleus abducens die putativen Twitch und die Non-

Twitch Motoneurone umfasst.

7.1.2 Perineuronale Netze

Kombinierte Trakt-Tracer-Versuche am Affen und in der Ratte hatten gezeigt, dass

perineuronale Netze nur Twitch, nicht aber mit Non-Twitch Motoneuronen assoziiert sind
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(Eberhorn et al. 2005; Eberhorn et al. 2006). Chemisch bestehen perineuronale Netze aus
Chondroitin-Sulfat-Proteoglykanen, die gitterahnliche Netze um die Zellkérper und proximale
Dendriten bilden (Brauer et al. 1982; Celio and Blimcke 1994; Celio et al. 1998). Sie sind ein
Bestandteil der extrazellularen Matrix, umscheiden allerdings nur bestimmte
Neuronengruppen. Wéhrend die extrazellulare Matrix bedeutsam ist fur die Entwicklung und
Aufrechterhaltung der neuronalen Aktivitat, der Signaltransduktion und vermutlich auch der
Regeneration von Neuronen (Carlson and Hockfield 1996; Matsui et al. 1999; Yamaguchi
2000; Morawski et al. 2004; Sayed et al. 2005), ist die genaue Aufgabe der perineuronalen
Netze bisher noch unklar (Hockfield et al. 1990; Briickner et al. 1999; Morris and Henderson
2000; Adams et al. 2001). Bekannt ist aber, dass Parvalbumin positive Neurone hdufig mit
perineuronalen Netzen assoziiert sind (Hartig et al. 1994; Horn et al. 2003). Parvalbumin (PV)
Positivitat wiederum findet sich gehduft bei hoher Cytochrom Oxidase Aktivitat (CO), die vor
allem in Neuronen mit hoher metabolischer Aktivitdt nachzuweisen ist (Baimbridge et al.
1992; Blimcke and Celio 1992). Daraus erschlie8t sich die Hypothese, dass perineuronale
Netze vor allem an Neuronen zu finden sind, die eine hohe Aktivitat aufweisen (Briickner et
al. 1993), wie in Studien im medialen Septum der Ratte oder an exzitatorischen und
inhibitorischen Burst Neuronen des sakkadischen Systemes von Primaten nachgewiesen wer-
den konnte (Morris and Henderson 2000; Horn et al. 2003). Im Gegensatz dazu besitzen lang-
same modulierende Neurone keine perineuronalen Netze (Briickner et al. 1994; Hobohm et al.
1998).

In der Vergangenheit haben einige Arbeiten gezeigt, dass funktionelle Neuronengruppen des
okulomotorischen Systems bei Rhesusaffen und Menschen die gleichen histochemischen Ei-
genschaften aufweisen (Horn et al. 1995; Horn and Buttner-Ennever 1998). Erst kirzlich
wurde beim Menschen mit kombinierten Immunféarbungen auf ChAT und CSPG eine Gruppe
kleiner netzloser ChAT-positiver Neurone an den medialen Réndern des Nucleus
oculomotorius identifiziert, die entsprechend der Lage als putative Non-Twitch-Motoneurone
betrachtet werden (Horn et al. 2008). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen daher
ebenfalls nahe, dass die Twitch und die Non-Twitch Motoneurone im Nucleus abducens des

Menschen anhand ihrer histochemischen Eigenschaften unterschieden werden kdnnen.

Die putativen humanen Non-Twitch Motoneurone tragen im Gegensatz zu den Twitch Moto-
neuronen keine perineuronale Netze als moglicher Hinweis auf ein unterschiedliches Feue-
rungsverhalten beider Populationen. Es besteht generell die Annahme, das Twitch Motoneu-

rone die Twitch / SIF-Muskelfasern und die Non-Twitch Motoneurone die Non-Twitch / MIF-
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Muskelfasern innervieren (Lennerstrand 1975; Nelson et al. 1986; Peng et al. 2010). In Prima-
ten wurde das Feuerungsverhalten der Non-Twitch Motoneurone bisher nicht untersucht, aber
in Fréschen und Katzen (Goldberg et al. 1981; Dieringer and Precht 1986; Nelson et al. 1986;
Shall and Goldberg 1992). In Froschen besallen die Non-Twitch Einheiten eine tonische Feue-
rungsrate von etwa 50 Hz (Dieringer and Precht 1986). Ubertragen auf die histochemischen
Eigenschaften korreliert das Fehlen der perineuronalen Netze in den Non-Twitch Motoneuro-

nen gut mit der angenommenen langsamen Feuerungsrate.

Twitch Einheiten wurden nicht direkt separat untersucht, aber Ableitungen der Motoneurone
des LR im Affen zeigen Feuerungsraten, die 300 bis 400 Hz erreichten, in Einzelféllen sogar
bis zu 800 Hz (Fuchs and Luschei 1971; Fuchs et al. 1988). Um eine derart hohe Feuerungsra-
te zu erreichen, bedarf es einer hohen metabolischen Aktivitét, was gut mit der Anwesenheit
der perineuronalen Netze um die Twitch Motoneurone und mit ihrer in der Literatur beschrie-
benen PV- und CO-Immunreaktivitat korreliert (Eberhorn et al. 2005).

7.1.3 Nicht-phosphorylierte Neurofilamente

Die Detektion der nicht-phosphorylierten Neurofilamente mit dem Antikérper SMI-32 ist im
Bereich der okularen Hirnnervenkerne relativ spezifisch fur Twitch Motoneurone und spart
die Non-Twitch Motoneurone aus (Eberhorn et al. 2005). Sie ist daher also nicht geeignet, um
die Gesamtpopulation der Motoneurone darzustellen, aber um die Twitch von den Non-Twitch

Motoneuronen zu unterscheiden.

Dies trifft auch fiir den humanen Nucleus abducens zu, wie sich anhand von Doppelfarbungen
mit ChAT und SMI-32 feststellen liel3, die eine Population cholinerger groer Neurone mit
positiver NP-NF Immunitat demarkiert, die den Twitch Motoneuronen entsprechen diirften.
Eine kleinere Gruppe cholinerger kleiner Neurone zeigte hingegen keine NP-NF Immunitét
vereinbar mit den Non-Twitch Motoneuronen. Interessanterweise fand sich neben diesen bei-
den Zelltypen eine weitere Gruppe groRer ChAT-negativer Neurone, die eine deutliche NP-NF
Immunitat aufwiesen. In der bisherigen Literatur wurden die NP-NF als relativ spezifischer
Marker flr Twitch-Motoneurone beschrieben (Eberhorn et al. 2005). Diese Zellpopulation
kann jedoch nicht den Motoneuronen zugehérig sein, da sie ChAT-negativ und somit nicht
cholinerg sind. Solch eine Gruppe wurde bisher in der Literatur nicht beschrieben. Da es sich
hier um eine prozentual relativ grolRe Neuronengruppe handelt, die in dem untersuchten Fall

bis zu 40-45% der Nucleus abducens Neurone repréasentieren, ké&men prinzipiell die
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internukledaren Neurone als potentielles Substrat infrage. Diese wurden allerdings in den bis-
herigen Untersuchungen, die am Rhesusaffen durchgefiihrt wurden als NP-NF negativ be-
schrieben (Eberhorn et al. 2005). Dies schliefit theoretisch aber nicht aus, dass die
internukledren Neurone im Menschen nicht NP-NF reaktiv sein kdnnen, da Unterschiede in
der SMI-32 Immunreaktivitdt zwischen Rhesusaffen und Menschen beschrieben wurden
(Campbell and Morrison 1989) und sie in diesem Projekt eine &hnlich groRe Population zu

den mit Hilfe perineuronaler Netze identifizierten putativen internukleéren Neuronen bilden.

Es gab bereits Vermutungen, dass die NP-NF Immunreaktivitat mit der Aktivitat und der Gro-
Re der Neurone korrelieren kdnnte (Campbell and Morrison 1989). Aufgrund der dahnlichen
Grolke und Feuerungsrate der internukleéren Neurone mit den Motoneuronen (Delgado-Garcia
et al. 1986; McCrea et al. 1986; Fuchs et al. 1988) ware eine NP-NF Immunreaktivitat nicht
verwunderlich, kann in dieser Arbeit aber nicht bewiesen werden. Die Diskrepanz der Ergeb-
nisse beziglich dieser NP-NF positiven nicht-cholinergen Neurone erfordert daher weitere

Untersuchungen um sie endgltig zu klassifizieren.

7.2 Quantitative Analyse der Twitch und Non-Twitch Motoneuron Population

Der GroBteil der Neuronen im Nucleus abducens (53-73%) reagiert positiv auf ChAT Farbun-
gen und ist somit als cholinerg zu klassifizieren. Sie umfasst die gesamte Gruppe der Moto-
neurone (Twitch und Non-Twitch Motoneurone). Die Ubrigen 27-47% sind nicht cholinerg

und entsprechen am ehesten den internukledaren Neuronen und den PMT-Neuronen.

Im Gegensatz zum Nucleus oculomotorius und dem Nucleus trochlearis bilden die Non-
Twitch Motoneurone im Nucleus abducens kein Zellcluster, sondern liegen eher diffus ver-
streut im Kerngebiet mit Betonung der medialen Peripherie (Blttner-Ennever et al. 2001;
Eberhorn et al. 2005). Diese Verteilung trifft auch fir den Nucleus abducens des Menschen

ZU.

In diesem Projekt scheint im Vergleich zum Rhesusaffen die Population der Non-Twitch Mo-
toneurone beim Menschen in etwa doppelt so groR3 zu sein (Rhesusaffe ca. 10%, Mensch ca.
22%). In der Literatur wurden allerdings auch im Rhesusaffen ein prozentualer Anteil bis zu
20% berichtet (Eberhorn et al. 2005), der flr alle drei okularen Hirnnervenkerne &hnlich zu

sein scheint. So findet man auch im Menschen das bereits fir andere Sduger festgestellte
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quantitativ dhnliche Verhaltnis von Twitch und Non-Twitch Motoneuronen zu den Twitch und
Non-Twitch Fasern innerhalb der Augenmuskeln zu (80% zu 20%) (Porter et al. 1995). Die
genaue Korrelation der Motoneurone zu den Muskelfasern ist allerdings aufgrund der Kom-
plexitat der motorischen Einheiten (Shall and Goldberg 1992) und einer mdglichen

polyneuronalen Innervation der Non-Twitch / MIF-Fasern (Jacoby et al. 1989) noch unklar.

7.3 Untergruppen Non-Twitch Motoneurone

Retrograde Tracer-Versuche im Rhesusaffen weisen darauf hin, dass zwei Populationen von
Non-Twitch Motoneuronen existieren (Eberhorn et al. 2005). Der Grund hierfur ist, dass die
distale Tracerinjektion in den muskulotendindsen Ubergang der extraokularen Augenmuskeln
nur zur Traceraufnahme durch die distal gelegenen multiplen ,,en-grappe“-Endigungen fuhrt
und dadurch vor allem Non-Twitch Motoneurone markiert, die in der Peripherie der klassi-
schen Kerngrenzen liegen. Das trifft fiir alle drei okulére Hirnnervenkerne zu; so werden Neu-
rone markiert, die im Nucleus oculomotorius in der C- und S-Gruppe, im Nucleus trochlearis
in einer dorsalen Kappe und im Nucleus abducens in der medialen Peripherie liegen (Bdttner-
Ennever et al. 2001; Eberhorn et al. 2005). In den begleitenden immunhistochemischen Far-
bungen der tracer-markierten Schnitte, fanden sich jedoch neben den in der Peripherie lokali-
sierten Non-Twitch Motoneuronen, weitere Motoneurone innerhalb des Kerngebietes des
Nucleus abducens, die die gleichen histochemischen Eigenschaften wie die tracer-markierten

Non-Twitch Motoneuronen besitzen.

Als Ursache fir die selektive Demarkierung der peripher gelegenen Non-Twitch Motoneurone
wird angenommen, dass die distale Injektion bei den Trakt-Tracer-Versuchen nur die Non-
Twitch Motoneurone der globalen Muskelschicht erfasst, da die orbitale Muskelschicht pro-
ximal der globalen Schicht endet und in die Pulleys auslduft (Demer et al. 2000; Oh et al.
2001; Ruskell et al. 2005). Die innerhalb des Kerngebietes lokalisierten Neurone mit densel-
ben histochemischen Eigenschaften wie die tracer-markierten Non-Twitch Motoneurone
konnten den zum ersten Mal demarkierten putativen Non-Twitch Motoneuronen der orbitalen
Schicht entsprechen (Eberhorn et al. 2005).

Im Unterschied zum Affen zeigten die putativen Non-Twitch Motoneurone im Nucleus
abducens beim Menschen eine diffusere \erteilung auch vermischt mit den Twitch-
Motoneuronen innerhalb des Nucleus abducens. Beim Rhesusaffen bilden die Non-Twitch-

Motoneurone eine ,,Schale” um den medialen Teil des Nucleus abducens, wihrend beim Men
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schen allenfalls eine leichte Konzentration in der medialen Halfte zu sehen ist (Buttner-
Ennever et al. 2001). In &hnlicher Weise war nur eine kleine Gruppe netzloser putativer Non-
Twitch Motoneurone an der Mittellinie, auferhalb der Kerngrenzen des Nucleus

oculomotorius, identifiziert worden (Horn et al. 2008).

7.4 Internukleédre Neurone und PMT-Neurone

Die internukledren Neurone des Nucleus abducens sind im Unterschied zu den Motoneuronen
nicht cholinerg, sondern nutzen den Transmitter Glutamat (Spencer and Baker 1986;
Carpenter et al. 1992). Ableitungexperimente am Rhesusaffen haben gezeigt, dass die
internukledren Neurone nahezu dieselben elektrophysiologischen Eigenschaften haben, wie
die Motoneurone (Fuchs et al. 1988; Sylvestre and Cullen 2002). Damit verwundert es nicht,
dass die internukledren Neurone ebenfalls perineuronale Netze aufweisen wie die Motoneuro-
ne. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Motoneurone und die internukleéren Neuro-
ne in Primaten innerhalb des Kerngebietes des Nucleus Abducens nicht klar voneinander ge-
trennt liegen. Allerdings stimmt das von dorsolateral nach ventromedial laufende Band von
ChAT-negativen Neuronen mit perineuronalen Netzen gut mit den Beobachtungen der Vertei-
lung retrograd markierter internuklearer Neurone nach Tracerinjektion in den kontralateralen
Nucleus oculomotorius von Affen Uberein (Buttner-Ennever et al. 1989). Beim Menschen
findet sich hingegen eine Konzentration der putativen internukledren Neurone in den ventra-
len zwei Drittel des Kerngebietes (Abb. 16). Rostral liegt &hnlich wie im Rhesusaffen eine
weitere kleine Gruppe nicht-cholinerger Netz-tragender Neuronen, die sich in der medialen
Peripherie des Nucleus abducens zwischen den proximalen Nervenwurzeln und lateral des
Nervus abducens befindet (Abb. 17). Diese Gruppe gehort aufgrund ihrer peripherer Lage
maoglicherweise nicht mehr zu der Population der Interneurone, sondern kénnte zu einer der
PMT-Neuronen Gruppen gehdren (Buresch 2005). Die histochemischen Unterschiede der
Interneuronen und der PMT-Neuronen wurden in dieser Arbeit jedoch nicht weiter untersucht,
da sie nicht Gegenstand der Arbeit war, so dass diese beiden Populationen nicht unterschieden

werden kdnnen.
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7.5  Zusammenfassung der histochemischen Eigenschaften der Neuronengruppen

Histochemische Eigenschaften

ChAT CSPG SMI-32
Twitch Motoneurone ++ ++ ++
Non-Twitch Motoneurone 3 = o
Internukleére Neurone = b Méglw. ++
PMT-Neurone - ++ Maoglw. ++

Tab. 3 — Ubersicht tiber die histochemischen Eigenschaften der vier Neuronenpopulationen
des Nucleus abducens

7.6 Funktionen der extraokularen Augenmuskeln

Die Okulomotorik ist einer der kompliziertesten, allerdings auch eines der besterforschtesten
muskuloskeletalen Kontrollsysteme. Jedes der extraokuldren Augenmuskeln besitzt ein indi-
viduelles komplexes Bewegungsrepertoire, das permanent mit hoher Prazision wahrend der
Wachheitsphase eines Individuums ausgefiihrt werden kann. Dabei ist der Toleranzbereich fir
die Augenbewegung schmal, da bereits leichte Unstimmigkeiten zur Unschérfe des Visus oder
Doppelbildersehen fiihren.

Derzeit sind finf verschiedene motorische Kontrollsysteme fiir die extraokuldaren Augenmus-
keln bekannt. Die phylogenetisch altesten sind die vestibulookuldaren (VOR) und
optokinetischen (OKN) Reflexbewegungen zur Stabilisierung der wahrgenommenenen Bilder
auf der Retina, die bereits in allen Wirbeltieren vorhanden sind und auf denen die anderen
motorischen Kontrollsysteme aufbauen. Die optischen Augenzielbewegungen wie Sakkaden
und Folgebewegungen (,,smooth pursuit™) erscheinen erst spiter in der phylogenetischen
Entwicklung, die Vergenzbewegung erst mit der Frontalverlagerung beider Augen und Spezia-

lisierung der Retina auf hohe Sehscharfe durch die Fovea centralis (Leigh und Zee, 1999).

Fur die Ausfihrung dieser dezidierten Bewegungen sind sowohl sensorische Einflisse als

auch motorische Eingénge notwendig. Die einzelnen charakteristischen Muskeleigenschaften



63

sind dabei direkt von dem Aktivitdtsmuster der innervierenen Motoneurone abhangig (Pette,
2002). Robinson (1970) beschreibt ebenfalls, dass die Motoneuronen das Zielorgan der ver-
schiedenen motorischen Kontrollsysteme darstellen und jeweils ein individuelles Entla-
dungsmuster aufweisen. Diese Entladungsmuster beinhalten unter anderem eine enge Asso-

ziation zwischen Aktivitatdauer der Motoneurone und der Augenposition.

7.7 Funktion der Twitch und Non-Twitch Motoneurone

Analog zu den Rhesusaffen kann angenommen werden, dass die Twitch Motoneurone die
Twitch / SIF-Muskelfasern und die Non-Twitch Motoneurone die Non-Twitch / MIF-
Muskelfasern innervieren (Buttner-Ennever et al. 2001). Die unterschiedliche molekulare Zu-
sammensetzung und Morphologie der beiden Motoneurongruppen, sowie der unterschiedli-
che Aufbau ihrer innervierten Muskelfasern suggerieren eine unterschiedliche Funktion beider

Einheiten bezlglich der Augenbewegungen.

Diese Theorie wird unterstiitzt durch die unterschiedlichen pramotorischen Eingange der
Twitch und Non-Twitch Motoneuronen. Die Twitch Motoneurone erhalten vornehmlich Affe-
renzen von pramotorischen Neuronen, die der Generierung von Augenbewegungen dienen,
e.g. paramediane pontine Formatio reticularis, inhibitorische Burst-Neurone, wéhrend die
Non-Twitch-Motoneurone keine Eingange von diesen Arealen erhalten, sondern von Zentren
zur Blickstabiliserung, e.g. Nucleus prepositus hypoglossi (Blttner-Ennever et al. 2003;
Wasicky et al. 2004; Ugolini et al. 2006).

Momentan wird angenommen, dass die Twitch Motoneurone und Fasern mit ihrer ,,Alles-
oder-Nichts“ Reaktion fiir die Bewegung der Augen zustindig ist, wahrend die Non-Twitch
Motoneurone und Fasern eher eine Rolle in der Blickstabilisierung, also in der

propriozeptiven Kontrolle spielt.

7.8  Sensorische Innervation der extraokuldaren Augenmuskeln

Die propriozeptive Kontrolle erfordert wiederum ein anatomisches Substrat. Die humanen
extraokuldren Augenmuskeln besitzen zwei Arten von Propriozeptoren. Einmal die Muskel-
spindeln, die als klassische Propriozeptoren auch in der Skelettmuskulatur zu finden sind und
die Informationen tber den Muskeldehnungszustand und —dehnungsgeschwindigkeit Gbermit-
teln, die fir die motorische Kontrolle ben6tigt werden (Maier et al. 1974; Donaldson 2000;
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Buttner-Ennever et al. 2003). Allerdings sind die Muskelspindeln im Augenmuskel beim
Menschen nicht sehr gut entwickelt. Zum zweiten gibt es die Palisadenendigungen, die exklu-
siv nur in den extraokulédren Augenmuskeln existieren und sich am distalen Ende im Bereich
des muskulotendindsen Uberganges der Non-Twitch Fasern der globalen Muskelschicht be-
finden (Eberhorn et al. 2005; Eberhorn et al. 2005; Biittner-Ennever et al. 2006). Bisher ist
nicht Klar ist, ob die Palisadenendigungen rein sensorische Organe darstellen oder auch moto-
rische Eigenschaften haben (Sas and Schab 1952; Shall et al. 1995; Lukas et al. 2000; Blumer
et al. 2001; Konakci et al. 2005). Die Somata der Palisadenendigungen scheinen zwischen den
Non-Twitch Motoneuronen lokalisiert zu sein (Lienbacher et al. 2011). Dennoch liess sich in
der Studie bisher nicht beweisen, ob eine gemischte Population von sensorischen und motori-
schen Neuronen innerhalb der Non-Twitch Motoneurone vorliegt.

In diesem Kontext unterstiitzt die Identifizierung der Twitch und Non-Twitch Motoneurone
auch im Menschen die Theorie der dualen motorischen Innervation entgegen der Theorie der

gemeinsamen Endstrecke der Steuerung der Augenbewegungen (Blttner-Ennever 2006).



65

8 Zusammenfassung

Der Nucleus abducens des Menschen besteht analog zum Rhesusaffen aus mindestens vier
Neuronenpopulationen, den cholinergen Motoneuronen und den nicht cholinergen
internukledren Neuronen und Paramediantrakt-Neurone. Da die Neuronengruppen unter-
schiedliche histochemische Eigenschaften besitzen, lassen sie sich auf Basis

immunhistochemischer Farbungen differenzieren.

Die Gesamtpopulation der Motoneurone l&sst sich durch die immunhistochemische Markie-
rung der Cholin Acetyltransferase, einem Enzym, das nur in cholinergen Zellen vorkommt,
visualisieren. Eine zusatzliche Doppelfarbung fir perineuronale Netze demarkiert die Popula-
tion der internukledren Neurone und PMT-Neurone, die nicht cholinerg sind und etwa 30-40%
der Neurone reprasentieren. Motoneurone und internukledre Neurone liegen innerhalb des
Kerngebietes des Nucleus abducens vermengt, mit einer tendenziellen Lage der
internukledren Neurone in den ventralen zwei Dritteln. Da die PMT-Neurone &hnliche
histochemische Eigenschaften aufweisen, wie die internukledren Neurone, konnten sie in die-
ser Arbeit nicht weiter abgegrenzt werden und ihre genaue Lokalisation nicht bestimmt wer-

den.

Die Motoneurone des Menschen kénnen in zwei molekular und morphologisch unterschiedli-
che Populationen unterteilt werden, die Twitch und Non-Twitch Motoneurone. Sie lassen sich
analog zum Rhesusaffen anhand kombinierter Immunférbungen auf cholinerge Marker, die
beide Populationen markieren und perineuronale Netze oder nicht phosphorylierte Neurofila-
mente, differenzieren. Die GroRe der Motoneuronpopulationen korreliert mit dem der Rhesus-
affen und liegt in dem Verhaltnis von 20% putative Non-Twitch zu 80% Twitch Motoneurone,
quantitativ im &hnlichen Verhéltnis von SIF- zu MIF-Muskelfasern. Im Menschen liegen die
putativen Non-Twitch Motoneurone deutlicher als im Rhesusaffen diffus im Kerngebiet des
Nucleus abducens verteilt, allerdings auch mit Betonung des medialen Abschnittes. Die
Immunhistochemie markiert hierbei eine deutlich héhere Anzahl putativer Non-Twitch Moto-
neurone innerhalb des Kerngebietes, als Trakt-Tracer Versuche am Rhesusaffen gezeigt haben.
Dies konnte eine Konsequenz dessen sein, dass bei den distalen Tracer-Injektionen vor allem
Non-Twitch Motoneurone der globalen Schicht markiert werden, durch die Farbung aber die
gesamte Population der putativen Non-Twitch Motoneurone der globalen und der orbitalen

Muskelschicht erfasst wird.
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Die Verschiedenheit der Twitch und der putativen Non-Twitch Motoneurone weisen auch im
Menschen auf potentiell unterschiedliche Eigenschaften hin. In Zusammenschau mit dem
Substrat ihrer Innervation, Twitch Motoneurone die SIF-Fasern und die Non-Twitch Moto-
neurone die MIF-Fasern, liegt die SchluRfolgerung nahe, dass sie daruber unterschiedliche
Einflisse auf die Augenbewegungen haben konnten. Mit dem Nachweis beider
Motoneuronenpopulationen im Menschen im Kontext neuerer Studien ber die unmittelbare
Né&he der Nervenendigungen der Non-Twitch Motoneurone zu den Palisadenendigungen, die
als putative sensorische Organe gelten, wird das Konzept einer speziesibergreifenden dualen
motorischen Innervation bekréftigt.
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9 Anhang

LOSUNGEN

4% Paraformaldehyd in 0,1M PBS pH 7,4 fur 3L

Losung A:

* 1500 ml aqua dest. auf 60°C erwarmen

* 120 g Paraformaldehyd langsam unterriihren
* 5 Tropfen 40% NaOH

* AnschlieRend filtrieren

Losung B:

*1500 ml 0,2M PBS, pH 7,4

Losung A und Losung B kurz vor Gebrauch zusammengeben und pH-Wert auf 7,4 einstellen.

Gesamtlosung im Kihlschrank aufbewahren.

0,9% NaCl-Losung fur 1L

*9 g NaCl in 1000 ml aqua dest. l6sen

Aufbewahrung im Kihlschrank

Stammldsung Phosphatpuffer (PB) 0,2M pH 7.4 fiir 5L

Lésung A: 26,22 g NaH,PO,*H,0 in 950 ml aqua dest. I6sen
Lésung B: 114,17 g Na,HPO4*2H,0 + 36 g NaCl in 4050 ml aqua dest. I6sen

Losung A und Losung B kurz vor Gebrauch zusammengeben und pH-Wert auf 7,4 einstellen



Phosphat-Puffer Saline (PBS) 0,1M pH 7.4 fiir 5L (fuir Immunhistochemie)

*72,1 g NaHPO4*2H,0
*13,1 g NaH,PO4*H,0
* 40 g NaCl

* 1g KCI

Alle Bestandteile in 5L aqua dest. 16sen und pH-Wert auf 7,4 einstellen

Stammldsung Tris-Puffer (TBS) 0.5M pH 7.6

* 60,57 g Trizma Base in 800 ml aqua dest. I6sen
* mit 37% HCI auf pH-Wert 7,6 einstellen

* mit aqua dest. auf 1L auffillen

Citrate Puffer 0,01M pH 8,5-9.0 fiir Wasserbad (80°C) Paraffinschnitte

* 2,94 g Sodium Citrate
* 1000 ml aqua dest.

*mit 0,1M NaOH auf pH-Wert 8,5-9,0 einstellen

Citrate Puffer 0,01M pH 6.0 fir Mikrowellenbad Paraffinschnitte

* 2,1 g Zitronensauremonohydrat

*900 ml aqua dest.

* mit 2M NaOH auf pH-Wert 6,0 einstellen
* mit aqua dest. bis 1000 ml auffillen

(2M NaOH = 8 g NaOH in 200 ml aqua dest. 16sen)
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PROTOKOLLE IMMUNHISTOCHEMIE

DAB-Reaktion 10 min

0,05 DAB + 0,01% H,0; in 0,05M TBS pH 8
- 1% H,0, = 34 ul 30% H,0, + 1 ml TBS pH 8

- 0,05% DAB = 1 ml von 1% DAB-Stocklosung in 19 ml TBS pH 8 + 200 ul 1% H,0,

Intensivierte DAB-Nickel-Reaktion (Hancock 1984) 10 min

0,05 DAB + 0,01% H,0, in 0,05M TBS pH 8
- 1% H202 = 34 pul 30% H,0, + 1 ml TBS pH 8
- 0,05% DAB = 1 ml von 1% DAB-Stocklésung in 19 ml 0,05M TBS pH 8,9 + 100 ml 1%

H.0, + 40 mg Ammonium-Nickel

Immunhistochemie, Beispiel fiir Kaninchen anti-ChAT (Chemicon, AB143)

Fixierung: 4% Paraformaldehyd in 0,1M PBS pH 7,4

Demaskierung von Antigenen in den formalin-fixierten Paraffinschnitten

1. Tag
* Schnitte entparaffinieren und rehydrieren
-1h Xylol (oder Giber Nacht in Xylol)
-10 min  100% Alkohol
-10 min  96% Alkohol
-10 min  90% Alkohol
-10 min  70% Alkohol

-10 min  aqua dest.
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* 0,01 Sodium Citrate Puffer 15 min in Wasserbad bei +80°C
oder 2 x 5 min in MW
* in Citrate Puffer abkihlen lassen 15 min bei RT
* Kurz in aqua dest. spilen
*0,06M TBS pH 8,0 2 X 10 min
* Schnitte kurz in 0,1M PBS pH 7,4 waschen
* Blockierung endogener Oxidasen 15 min
3% H,0,/ 10% Methanol in 0,1M PBS pH 7,4
(Iml 30% H,0, + 1 ml Methanol + 8 ml PBS pH 7,4)
*3x0,IMPBS pH 7,4 je 10 min
* Prainkubation 1h bei RT
5% Normal Ziege Serum (NGS) + 0,3% Triton in 0,1M PBS pH 7,4
(500 pl NGS + 10 ml (0,3% Triton in PBS))
* 1. Antikorper ubernacht bei RT auf Schiittler
Kaninchen anti-ChAT 1:2000

(5 ul AK in 10 ml PBS pH 7,4)

2. Tag
*3x0,1M PBS pH 7,4 je 10 min
* 2. Antikorper 1h bei RT

Biotiniliertes Ziege anti-Kaninchen 1:200
(50 pl in 10 ml PBS pH 7,4)

*3x0,IMPBS pH 7,4 je 10 min
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* EAP (30 min vorher ansetzen) 1h bei RT
EAP: Extravidin-Peroxidase 1:1000

(10 ul EAP in 10 ml PBS pH 7,4)

*2x0,AIMPBS pH 7,4 je 10 min
*0,05M TBS pH 8,0 10 min
* DAB-Reaktion 10 min

0,05 DAB + 0,01% H,0,in 0,05M TBS pH 8

- 1% H,0,= 34 ul 30% H,O, + 1 ml TBS pH 8

- 0,05% DAB =1 ml von 1% DAB-Stocklosung in 19 ml TBS pH 8 + 200 pul 1% H,0;
*3x0,IMPBS pH 7,4 je 10 min
* Trocknen lassen
* Alkoholreihe

* Xylol

Immunhistochemie — Dedizierte Arbeitsschritte fiir die einzelnen Antikdrper

Polyklonales Ziege anti-ChAT
Tag 1

* 1h Prainkubation bei RT in 5% Esel-Normalserum (Verdinnung in 0,1M PB mit 0,3% Tri-
ton-X 100)

* Inkubation Gber Nacht bei RT in Ziege anti-Cholin Acetyltransferase (1/100)
Tag 2

* 1h Inkubation bei RT in biotinyliertem Esel anti-Ziege (1/500)
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Polyklonales Kaninchen anti-ChAT
Tag 1

* 1h Prainkubation bei RT in 2% Ziege-Normalserum (Verdinnung in 0,21M PB mit 0,3% Tri-
ton-X 100)

* Inkubation Uber 3 N&chte bei RT in Kaninchen anti-Cholin Acetyltransferase (1/250)
Tag 2

* 1h Inkubation bei RT in biotinylierter Ziege anti-Kaninchen (1/200)

Kaninchen anti-CSPG
Tag 1

* 1h Prainkubation bei RT in 5% Esel-Normalserum (Verdinnung in 0,1M PB mit 0,3% Tri-
ton-X 100)

* Inkubation Uber Nacht bei RT in Kaninchen anti-CSPG (1/1000)
Tag 2

* 1h Inkubation bei RT in biotinyliertem Esel anti-Kaninchen (1/50)

Monoklonales Maus anti-CSPG
Tag 1

* 1h Préinkubation bei RT in 2% Ziege-Normalserum (Merdinnung in 0,1M PB mit 0,3% Tri-
ton-X 100)

* Inkubation Gber 3 N&chte bei RT in Maus anti-CSPG (1/100)
Tag 2

* 1h Inkubation bei RT in biotinylierter Ziege anti-Maus (1/200)
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Monoklonales Maus anti-SMI-32
Tag 1

- 1h Prdinkubation bei RT in 2% Normal Pferdeserum (Verdinnung in 0,1M PB mit 0,3%
Triton-X 100)

- Inkubation Gber Nacht bei RT in Maus anti-SMI-32 (1/5000)
Tag 2

- 2h Inkubation bei RT mit biotinyliertem Pferd anti-Maus (1/200)

Immunhistochemie flir Doppelfarbung: Ziege anti-ChAT (Chemicon, AB144P) und Ka-
ninchen anti-CSPG (2083-5005, Biogenesis)

Fixierung: 4% Paraformaldehyd in 0,1M PBS pH 7,4

Demaskierung von Antigenen in den formalin-fixierten Paraffinschnitten

1. Tag
* Schnitte entparaffinieren und rehydrieren
-1h Xylol (oder tiber Nacht in Xylol)
-10 min  100% Alkohol
-10 min  96% Alkohol
-10 min  90% Alkohol
-10 min  70% Alkohol
-10 min  aqua dest.
* 0,01 Sodium Citrate Puffer 2 min in Dampfkochtopf
*in Citrate Puffer abkihlen lassen 15 min bei RT

* Kurz in aqua dest. spiilen
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*0,06M TBS pH 8,0 2 X 10 min

* Schnitte kurz in 0,1M TBS pH 7,4 waschen

* Blockierung endogener Oxidasen 30 min
1% H,0,in0,IM TBSpH 7,4

*3x0,IMTBSpH 7,4 je 10 min

* Prainkubation 1h bei RT
5% Esel Normalserum (Dianova), 0,3% Triton X-100 enthaltend in 0,1M TBS pH 7,4
(ENS-TBS-T)

* 1. Antikorper ca. 16-18h bei RT
Ziege anti-ChAT 1:100, Kaninchen anti-CSPG 1:1000 in ENT-TBS-T

*3x0,IMTBSpH 7,4 je 10 min

* 2. Antikorper 1h bei RT
Biotinylierts Esel anti-Ziege 1gG 1:500 (Dianova), Esel anti-Kaninchen 1:100 (Dianova) in
0,1M TBS pH 7,4 mit 2% Rinderserumalbumin (TBS-RSA)

*3x0,IMTBSpH 7,4 je 10 min

* Inkubation mit pr&formiertem ABC-Komplex: 1h bei RT
12,5 ug/ml Streptavidin (Molecular Probes Europe, Leiden, NL)
und 2,5 ug/ml biotinylierte Peroxidase (Peroxidase I, Boehringer
Mannheim selbst biotinyliert mit Biotinylamido-caproyl-N-
Hydroxysuccinimidester, September 2002) in TBS-RSA

*2x0,1M TBS pH 7,4 je 10 min

*0,06M TBS pH 8,0 10 min
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* DAB-Farbung 10 min
mit H,O, (Perhydrol, Merck (30%iges H,0;) 1:2000 verdinnt — 0,015%)
in Cosubstrat-L6ésung:
10 ml TBS, pH 8 + 2 mg Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid
(DAB, Sigma) + 40 mg Nickelammoniumsulfat-Hexahydrat,
Riedel de Haen)
*3x0,IMTBSpH 7,4 je 10 min
*0,6% H,0,in 0,1M TBS pH 7,4 30 min
Beseitigung moglicher Restaktivitat der Immunperoxidase
*3x0,IMTBSpH 7,4 je 10 min
* Kaninchen-Peroxidase-anti-Peroxidase (PAP)- 1h
Komplex 1:500 (Dianova) in TBS-RSA
*2x01IMTBSpH 7,4 je 10 min
* 0,05M Tris-Puffer pH 7,6 mind. 10 min
* Féarbung mit DAB (0,5 mg/ml) und H,0, (0,015%) in 0,05M Tris-Puffer pH 7,6; Féarbezeit
mikroskopisch kontrolliert: 10-40 min — braune CSPG-Immunreaktivitét
*2x01IMTBSpH 7,4 je 10 min
* Aqua dest. je 5min
* Lufttrocknen lassen

* Eindeckelung mit Entellan in Toluol (Merck)
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