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1 Einleitung

1.1 Extraokulare Augenmuskeln

1.1.1 Anatomie der extraokularen Augenmuskeln

Der Augapfel des Menschen sitzt in der mit Fettdevausgepolsterten kndéchernen
Hohle (Orbita) des Viscerocraniums. Das Auge windrcd sechs quergestreifte
extraokulare Augenmuskeln bewegt, die nach ihremadé in vier gerade (Musculi
recti) und zwei schrage (Musculi obliqui) Muskeinterteilt werden kénnen(s. Abb. 1).
Die vier geraden Augenmuskeln entspringen an démudf des Canalis opticus von
einem gemeinsamen fibrosen Ring (Annulus von Ziknaulus tendineus communis)
(Kanski, 2008 a), der den Canalis opticus und zilisBteinen kleinen medialen Tell
der Fissura orbitalis superior umrahmt. Die Muscetti ziehen weiter zum Augapfel
unter der Bildung eines Muskeltrichters, in dem Merven und Gefalie, eingebettet im
Fettgewebe, zum Auge verlaufen. Die vier Musculitiresetzten jeweils vor dem
Aquator des Augapfels an. Im Unterschied dazu uéirldler Musculus obliquus
superior (SO) von seinem Ursprung am Annulus vom &ntlang der medialen Wand
der Orbita, und wird durch einen Knorpelring (Trea) an der medialen Orbita
umgelenkt. Sein Ansatz am Bulbus liegt unterhald Meisculus rectus superior (SR).
Der Musculus obliquus inferior (10) entspringt agr danedialen Wand der Orbita, zieht
nach dorsal und lateral und inseriert hinter denuaigr des Augapfels unterhalb des
Musculus rectus lateralis. Ein siebter quergeséeiMuskel, der Musculus levator
palpebrae superioris (LPS), der wahrend der Exarluéirst ab den Saugetieren auftritt
und als Lidheber wirkt, wird wegen seines gemeireartrsprungs, Verlaufs und
Innervation zur extraokularen Muskulatur gezahkr DPS entspringt direkt Gber dem
SR und zieht oberhalb von ihm zu seinem Ansatz.NDeskel hat keinen unmittelbaren
Kontakt zum Bulbus oculi, sein Ansatz strahlt alsigefacherte Sehnenplatte in das
Oberlid ein. Jedoch kleine abgespaltete Fasern S#dmenplatte ziehen zum SR,
dadurch kann der Muskel indirekt die Augenbewegangmdifizieren (Spencer and
Porter, 2006). Die Augenmuskeln liegen in einerdéastischen Hilse, auch als
.extraoculomotor (EOM) Pulleys” bezeichnet, die &lalteapparat fungiert und der
Tenon-Kapsel zugeordnet wird (Demer, 2002; Demeal¢t2000; Oh et al., 2001).
Diese Strukturen sind Uber kollagene, elastischer giatte muskulére Fasern oder
Sehnenansatze in der Nahe des Aquators an dea®aitl fixiert (Clark et al., 1997;
Demer et al., 1995; Kono et al., 2002; Miller et &003; Porter et al., 1996). Diese



Pulleys fungieren als zusatzliche Fixationsstellerd verhindern ein Abgleiten der
Augenmuskeln bei extremen Augenstellungen (SpearoeiPorter, 2006).

M. rectus superior

M. rectus lateralis ) .
Periorbita

Anulus tendineus
communis

N. opticus

M. rectus inferior ;
/ M. obliquus

inferior

M. rectus medialis

Abb. 1 - Ubersicht der extraokularen Augenmuskeln ds Menschen
(Sobotta - Anatomie des Menschen 22. Auflage; Rz Bod R. Pabst; (Abb. 1346; S. 746 / modifiziert
/Ansicht von lateral)

1.1.2 Funktionen der extraokularen Augenmuskeln

Die effektive Zugwirkung (s. Tab.1l) der Augenmuskekird durch die aktuelle
Bulbusposition zur Orbitaachse zum Zeitpunkt derntfaktion beeinflusst. Die
medialen Wande der Orbita stehen parallel zu emmandie aber nach lateral
divergieren, d.h. die lateralen und die medialebitawande stehen in einem Winkel
von 45° zueinander. Daraus ergibt sich eine Orbiitsa mit einem Winkel von 22,5°,
aufgerundet 23° (s. Abb.2 - Bild a). Wenn der Kgefade steht und das Auge auf einen
Fixierpunkt in der Ferne ausgerichtet ist (primdBéickposition), dann bilden
entsprechend die Sehachsen einen Winkel von 23@eniOrbitaachse (s. Abb.2 - Bild
b).
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Abb. 2- Schematische Darstellung des Auges in derliita
(Klinische Ophthalmologie 6. Auflage; Kanski J. 3aQ Abb. 20.2 (S. 754) / modifiziert/)

Jeder Augenmuskel besitzt eine Hauptfunktion unde eiNebenfunktion. Die

Hauptfunktion wird ausgefihrt, wenn das Auge sichPrimarposition befindet, die
Nebenfunktion hangt von der augenblicklichen Stejldes Auges zur Orbitaachse ab
(Kanski, 2008a). Die definitiven Bewegungen undifRmsen des Auges im Raum sind
Folge der Summation der einzelnen Muskelaktivitatke durch die Kontraktion eines
oder mehrerer Muskeln (Agonisten) und die simult&edaxation der Antagonisten
entsteht (Leigh and Zee, 2006). Dieses genaue Zusaspiel der Augenmuskeln
ermoglicht die Ausfihrung spezieller Augenbewegumgster, die im Hirnstamm Uber
unterschiedliche pramotorische Bahnen entsteheniruggmeinsamer Endstrecke auf
den Motoneurone der Augenmuskelkerne konvergieBemm Primaten konnen diese
Augenbewegungstypen in funf Klassen unterteilt wardl-vestibulo-okularer Reflex

(VOR); 2 - optokinetischer Reflex; 3 - Sakkaden i¢Bspringe); 4 - langsame

Augenfolgebewegungen (smooth pursuit); 5 - Vergdemzige diskonjugierte
Augenbewegung) (Buttner and Buttner-Ennever, 2006).



1°

Muskel ; :
. Hauptfunktion | Nebenfunktion Ursprung Ansatz
Innervation
Zinn’scher Ring
rectus superior Adduktion (oben) 7,7 mm hinter
ISR/ Hebung Inzvkloduktion und dem oberen
kontralateraler N. Il y Dura mater des Limbus
Sehnervs
Zinn’scher Ring
rectus medialis (medial) 5,5 mm hinter
IMR/ Adduktion keine und dem nasalen
2 ipsilateraler N. VI Dura mater des Limbus
c Sehnervs
7
0
c
ch 6,5 mm hinter
=. | rectus inferior /IR/ Senkung Adduktion Zinn'scher Ring|
ipsilateraler N. 111 Exzykloduktion (unten) dem unteren
P ' Limbus
_ Zinn'scher Ring 6.9 mm hinter
rectus lateralis (lateral) dem
ILR/ Abduktion keine und
o . temporalen
ipsilateraler N. VI akzessorische .
Limbus
Ursprung
superomedial
des Foramen | dorsolateral am
obliquus superior opticums hinteren oberer
. Senkung
N /SO/ Inzykloduktion Abduktion und temporalen
§ kontralateraler N. IV Umlenkung | Quadrant des
= durch die Bulbus
= Trochlea
8 dorsolateral am
=i . . . direkt hinter der hinteren
Q obliquus inferior i
c . Hebung Orbitakante, unteren
10/ Exzykloduktion . .
insilateraler N. 1iI Abduktion seitlich vom temporalen
P ' Tranensack | Quadranten de
Bulbus
breitgefachert
lev. palpebrae sup. Lidhebung indirekt oberhalb des im Oberlid
LPS . . . Foramen (Septum
— . . keine direkte | Modifizierung . . .
U | kontrovers diskutiert . . opticums tber | orbitale und
wn . Funktion am | der Zugrichtung
bilateral Bulbus des SR der Sehne des Tarsus)
kontralateraler N. Il SR und einzelne
Fasern im SR
Tab. 1 - Ubersicht der extraokularenAugenmuskeln ud deren detaillierte Funktion



1.1.3 Histologischer Feinbau der extraokularen Augmuskeln

Die extraokularen Augenmuskeln lassen sich im Woteed zum normalen

Skelettmuskel beim S&auger, einschliel3lich der Menscdrei Schichten gliedern. Von

aul3en nach innen werden folgende drei Schichtearsgaftieden: eine auliere, der
knochernen Orbita anliegende Schicht wird beim MBngostuliert und wurde von

Wasicky als ,marginale Schicht / Layer” beschriel{@asicky et al., 2000). Diese

Schicht folgt die mittlere, aus schmalen Muskelfasbestehende ,orbitale Schicht/
Layer”, die sich nicht Gber die gesamte Muskelldeggreckt, sondern vor dem distalen
muskulotendinésen Ubergang abzweigt und in dieepsilliibergeht (s. Kap. 1.1.1)
(Demer et al., 2000; Miller et al., 2003). Die dd&ulbus angrenzende Schicht, die
»globale Schicht” enthalt dickere Muskelfasern, eted den Muskel komplett der Lange
nach durchziehen (Oh et al., 2001; Spencer an@R@Q06) (s. Abb. 3).

Pulleys
orbitale Schicht -

globale Schicht

Abb. 3 - Schematische Darstellung der Kompartimenteler extraokularen Augenmuskeln

Als Erklarung fur diesen schichtweisen Aufbau deuskkln postuliert man eine
unterschiedliche Auswirkung auf die Bulbusbewegumdéan nahm wohl an, dass die
globale Schicht an der Rotation des Auges betagigtind die orbitale Schicht bei der
Positionierung der Pulleys eine wichtige Rolle Enekdnnte, beschrieben als die
»Aktive Pulley-Hypothese”(Demer, 2002; Oh et al.002).Die Skeletmuskelfasern
konnten — was ihren makro- und mikroskopischen Aufbihren Stoffwechsel sowie
ihre Kapillarisierung, Kontraktionsschnelligkeit,afbe, Enzymaktivitat und ihre
Empfindlichkeit gegen Sauerstoffmangel und Tempeéaiderungen betrifft- bis dato

in vier verschiedene Muskelfasertypen eingeordnetden: Typ | (slow-Twitch-
5



oxidative, mudigkeitsresistent); A (fast-Twitchddative, mudigkeitsresistent); [IX
(fast-Twitch, schnell ermtdend); 1IB (fast-Twitclhygolytic, intermediar). Bereits im
Jahre 1874 veroffentlichte der franzésische Analtons-Antoine Ranvier anhand von
Tierversuchen die erste morphologische Unterschegid{Ranvier, 1874), dass die
Muskelfasern, die in ihrer Farbgebung dunkelrotieemen, sich auf eine langsamere,
mehr anhaltende Weise zusammenziehen als die drellstuskelfasern derselben
Species. Diese Beobachtung ist die Grundlage &ikldissische Nomenklatur von roten
(tonischen)- und weillen (phasischen)-Muskelfaseriitte{, 2003). Die
Muskelfasertypen lassen sich weiter anhand ihrecHamischen, histochemischen,
immunzytochemischen, ultrastrukturellen und phygigdchen Eigenschaften
unterscheiden.Im Jahre 1949 wurden von Kriger logigch zwei Faserarten im
Skelettmuskel beschrieben:1- FibrillenstrukturF2iderstruktur (Krtiger, 1949). Diese
zwei Muskelfaserarten entsprechen den ,einzeln- umaltipel-innervierten®
Muskelfasern (Bondi, 1983; Lennerstrand, 1977). Baugtieren konnten in den
Augenmuskeln bisher insgesamt sechs Fasertypetificient werden (Spencer and
Porter, 2006).

1.1.4 Motorische Innervation der extraokularen Augmuskeln

Die sechs Augenmuskeln werden von drei Paar Ner@naus den gleichnamigen
Hirnstammkernen hervorgehen, versorgt: dem Nereusomotorius (l1l); dem Nervus
trochlearis (IV) und dem Nervus abducens (VI)(sb.Ta / Abb. 5)(Blttner-Ennever,
2006). Wahrend die Skelettmuskulatur gro3e motbedginheiten aufweist, d.h. von
einer Nervenfaser werden ca. 300-400 Muskelfasanerviert, sind sie bei den
Augenmuskeln klein mit nur etwa 10 Muskelfaserre Blieinen motorischen Einheiten
ermoglichen eine feine Augenbewegung, die fir dézige Ausrichtung und fir das
Zusammenspiel beider Augen unentbehrlich sind (Ggethai, 1971; Kaufman, 2003
a;Burke et al., 1973; Burke et al., 1971).



1.1.4.1 Twitch Fasern und non-Twitch Fasern
Nach Innervationsmuster und Kontraktionseigensehaft lassen sich die
Muskelfasertypen in zwei Hauptkategorien eintesedbb. 4):

Die ,einzeln-innervierten” Muskelfasern(SIFs/ Twitch) mit Fibrillenstruktudie man
typischerweise in der Skelettmuskulatur findet (® and Kaiser, 1970; Burke et al.,
1971, Peter et al., 1972; Schiaffino et al., 19B&hiaffino and Reggiani, 1994), werden
von dicken Axonen (7-11pm)ber jeweils eine einzelne breite ,en plaque* Eatpl
im zentralen Drittel der Muskelfasern innerviertaggmarski, 1974; Namba et al.,
1968). Elektrische Reizung resultiert nach dem gélbder Nichts“-Gesetz mit einem
fortgeleiteten Aktionspotential Uber die gesamte skilange mit einer schnellen
Kontraktion (Twitch). Die rasch ermudenden SIFs dienen vor allem denediehn
phasischen Augenbewegungen, deswegen werden dieFast- oder Twitch-Fasern

genannt.

Die ,multipel-innervierten® Muskelfasern (MIFs / non-Twitch) mit Felderstruktu
werden von dinnen Axonen (Kleiner als 7um) durcltipie ,en grappe” Endplatten
Uber die gesamte Lange der Muskelfasern innen&itulation der Nerven resultiert
in lokalen nicht-fortgeleiteten Potentialen, was =ainer langsamen tonischen
Kontraktion(non-Twitch) flhrsie werden als Slow- oder non-Twitch Fasern beneich
(Kaufmann, 20045pencer and Porter, 2006; Kaufman, 2003Dg. MIFs sind typisch
fur alle Muskeln bei Amphibien und Vogel (MorgandarProske, 1984), jedoch
untypisch fur Saugetiere (Porter et al., 1995; $peand Porter, 2006). Bei Menschen
sind die MIFs aul3er in den Augenmuskeln nur noct.amynx vorhanden (Brandt and
Leeson, 1966; Dietert, 1965; Han et al., 1999). IEs vom Felderstrukturtyp leisten
eine langsame Kontraktion und tonische Haltearli®éide Muskelfasertypen sind
sowohl in der orbitalen Schicht als auch in detbglen Schicht vorhanden (Spencer
and Porter, 2006).
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Abb. 4 - Schematische Darstellung der Muskelfaserpen im Augenmuskel
(Buttner- Ennever 2006 - Abb. 4/ modifiziert/)

1.1.4.2 Twitch und non-Twitch Motoneurone

Die die Twitch- bzw. non-Twitch- Fasern innervieden Motoneurone konnten
mithilfe retrograd transportierter Tracer nach kbj@n in einzelne Augenmuskeln an
Ratten und Rhesusaffen identifiziert und dereroblstmische Eigenschaften detailliert
untersucht werden (Buttner-Ennever et al., 200Erkdrn et al., 2005; Eberhorn et al.,
2006). Dabei markierte die Injektion des Tracersdan Muskelbauch sowohl die
Twitch als auch die non-Twitch Motoneurone, wahrafhid Injektion des distalen
Abschnitts des Muskels nur die non-Twitch Motonegronarkierte(Buttner-Ennever et
al., 2001; Eberhorn et al., 2006). Man ging davos, @lass durch die Injektion in den
muskulotendindsen Ubergang nur die non-Twitch Metmane der globalen Schicht
markiert wurden, da die orbitale Schicht bereitsheo abzweigt (Demer et al., 2000;
Oh et al., 2001). Die Bestimmung der weiteren lesiséonischen Eigenschaften dieser
Neuronengruppen, die auch als ldentifikationsmet&mgenen kénnen, erfolgte durch
die konsekutiven immunhistochemischen FarbungenTdacer-markierten oder mit
cholinergen Markern gefarbten Motoneuronen auf tzlishke Marker. Eine Immun-
Farbung auf Cholinacetyltransferase (ChAT) farbtdéeMotoneuronenpopulationen
(Buttner-Ennever et al., 2001; Eberhorn et al., 3200wobei nur die Twitch-
Motoneurone zusétzlich perineuronale Netze (PNNichgewiesen mit Antikorper
gegen Chondroitinsulfat Proteoglykane (CSPG), aiseve (Hartig et al.,, 1994).
Desweiteren enthalten nur die Twitch-Motoneurone chiaphosphorylierte
Neurofilamente (NP-NF), nicht aber die non-Twitchot@heurone(Eberhorn et al.,
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2005). Im Unterschied zu den Twitch Motoneurone,lskim Rhesusaffen innerhalb der
Augenmuskelkerne im Hirnstamm lokalisiert sindgéa die non-Twitch Motoneurone
aulRerhalb der Augenmuskelkerne (Buttner-Ennevat.e2001; Eberhorn et al., 2005;
Eberhorn et al., 2006). Mit kombinierten ChAT- uB&PG-Farbungen konnten auch
beimMenschen die putativen Twitch und non-Twitch tdM®urone im Nucleus
oculomotorius (Horn et al., 2008)und Nucleus abdacéHorng, 2011) identifiziert

werden.



1.2 Hirnnervenkerne der extraokularen Augenmuskeln

Die aufReren Augenmuskeln werden von drei paariglagten Hirnnervenkernen tber
die gleichnamigen Hirnnerven versorgt. Von rostrath caudal sind das der Nucleus
oculomotorius (lll), der im Tegmentum in der HohesdMittelhirns ventral vor dem
Aquadukt und eingebettet in den Fasern des mediaigitudinalen Faszikels (MLF)
lokalisiert ist, gefolgt von dem Nucleus trochlsaiV), der ventral des Aquaeductus
Sylvii auf H6he des Colliculus inferior sitzt. Anaedalsten liegtder Nucleus abducens
(VI) (s. Kap. 1.3 und Abb.5 A und E)(Buttner-Enngv2006; Szentagothai, 1971;
Kanski, 2008 b).

PMT-Neuronen

Genu nervi VII

o

&
/’I Thalamus -
/ R .A
/ ' B Schnitt- N Nel, VI
\ -f' / [ 5 RE ; ; [} 9(] , R\ AY
/ Wi K 1 N QN.W
Nel. 11 \ SN llp e ks > /,} Nervus VI
Ncl. 1V, \/[{ $
mb"l" Y et
Mesen- L-\ ~
zephalon X
INcl. VI ’ MLF

schoitt- F 7
ebenen

).
Medulla A \ \
Z\ oblongata \ > PX/
\ - J
\ 7 7 /\ __/

Abb. 5 — Darstellung der Lokalisation des Nucleuskaducens im Hirnstamm

(Neuroanatomie der okulomotorischen Kerne, Hirnstaentren und — bahnen. Horn A.K.E, Buttner-
Ennever J.A 1997 In: Huber A, Kémpf D (eds): Ne@phthalmologie, Thieme Verlag, pp. 34-47. Abb. 2.9
(S. 34; Bild A); 2.11 (S. 40; Bild E)/ modifiziejt/

Bild_A: Schematisierter Sagittalschnitt durch den mendohfi Hirnstamm mit Darstellung der
Hirnnervenkerne der extraokularen Augenmuskeln .(dculomotorius (Ill); Ncl. trochlearis (1V); Ncl.
abducens (VI)

Bild E: Transversalschnitt durch den Hirnstamm auf Hohe HNel. abducens und schematische

Darstellung der Lage des Ncl. abducens
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1.3 Nucleus abducens

1.3.1 Lokalisation und Aufbau des Nucleus abducens

Das Hauptziel dieses Projektes ist die Untersuchdeg Transmittereingdnge auf
verschiedene funktionelle Neuronengruppen im Nigclaloducens des Menschen. Der
Nucleus abducens liegt am Boden des vierten Gednitnikels im Ubergangsbereich
zwischen der Medulla oblongata und Pons und windaloson dem inneren Knie des
Nervus facialis und nach medial von dem MLF begréaz Abb. 5 - Bild A und E).
Aufgrund dieser unmittelbaren Nahe der beiden $nek ist eine isolierte nukleére
Abducensparese unwahrscheinlich. Dabei weist euldeére Abducensparese meist
folgende Symptome auf: I-ipsilaterale Abduktionssabhe; I[I-Blick zur Seite der
Lasion in der horizontalen Ebene nicht moéglich: Haufiges Begleitsymptom ist eine
ipsilaterale Schadigung des Nervus fazialis (s..Kap.2)(Kanski, 2008 b).

1.3.2 Die Neuronengruppen des Nucleus abducens imrd Funktion

Der Ncl. abducens des Menschen erscheint in cauddbenen etwas queroval, wird
aber nach rostral zunehmend runder (s. Abb. 1@ -8il I, 11, IIl).Im Kern lassen sich
bisher vier funktionelle Neuronenpopulationen voaeider trennen, die sich anhand
ihrer unterschiedlichen histochemischen Eigensehatinterscheiden lassen (Buttner-
Ennever, 2006; Eberhorn et al., 2005; Horng, 2011).

PARAMEDIAN TRACT ABDUCENS

NEURON (PMT) INTERNUCLEAR
FLOCCULUS / NEURON

REGION

MLF

111

SIF / TWITCH
MOTONEURON

Lateral Rectus muscle

MIF / NON-TWITCH
MOTONEURON

Abb. 6- Darstellung der vier Neuronentypen des Nuelus abducens
(Buttner- Ennever 2006- Abb. 6 /modifiziert/)
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1.3.2.1 Twitch und non-Twitch Motoneurone (I;11)

Twitch und non-Twitch Motoneurone, die den ipsitaten Musculus rectus lateralis

innervieren. Wie bereits in Abschnitt 1.1.4.2 ndbeschrieben wurde, unterscheiden
sich beide Populationen in ihrer Histochemie (Ebentet al., 2005), an Hand derer sie
beim Menschen lokalisiert wurden (Horng, 2011). Besfall dieser Neurone flhrt zu

einer Abduktionsschwache des betroffenen Augesgkia@008 b).

1.3.2.2 Internukledre Neurone (llI)

Die efferenten Axone der internuklearen Neurone Masleus abducens ziehen Uber
den MLF zum Kkontralateralen Oculomotoriuskern (Ilind terminieren an den

Motoneurone des Musculus rectus medialis (MR)(Na&ad Sasaki, 1980; Buttner-
Ennever and Akert, 1981). Diese Verbindung ist rik@roanatomische Grundlage fur
horizontale konjugierte Augenbewegungen (Buttnemeier, 2006). Wie Motoneurone
sinddie internukledren Neurone von perineuronaletz&l umgeben (Eberhorn et al.,
2005). Anders als die Motoneurone benutzen diernotdedren Neurone nicht

Acetylcholin als Transmitter, sondern vermutlichu@mat (Spencer and Baker, 1986;
Carpenter et al.,, 1992; Nguyen and Spencer, 1999)and dieser histochemischen
Eigenschaften sind diese Neuronenpopulationen dem Menschen identifiziert

worden (Horng, 2011).

1.3.2.3 Paramedian-Trakt (PMT)-Gruppen-Neurone(1V)

Als PMT-Gruppen-Neuronen werden zusammenfassendNdigone bezeichnet, die

entlang der Mittellinie im Gehirnstamm lokalisiesihd, zum Flocculus des Kleinhirns
projizieren und von allen vertikalen und horizoatal Pramotorarealen Eingénge
erhalten(Buttner-Ennever and Blttner, 1988; Buttremever et al., 1989; Buttner and
Bittner-Ennever, 2006; Langer et al., 1985; Nakaeag al., 2000). Ein Ausfall dieser
Neuronengruppen fihrt zu einer BeeintrachtigungRlekhaltung (Anagnostou et al.,

2009; Buttner and Straube, 1995). Eine dieser PMIpfen sitzt im Nucleus abducens
als eine rostrale Kappe und weist eine hohe Cytmobkidase-Aktivitat auf (Buresch,

2005) (s. Abb. 5 - Bild A und E).
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1.3.3 Transmittereingange des Nucleus abducens

Die Motoneurone der Augenmuskeln erhalten erregemdehemmende Eingange von
pramotorischen Arealen, die unter anderem von ma@gtien Arealen und Arealen der
Formatio reticularis stammen (Horn und Adamzczykl2). Die excitatorischen
Signale werden vornehmlich Gber Glutamat und Agpamrmittelt, die inhibitorischen
durch Glycin undy-Aminobuttersaure(GABA). Hierbei wurde bei KatzeduAffe
gezeigt, dass der Ncl. abducens, der die horizzmtAugenbewegungen steuert, viel
glycinerge Eingdnge bekommt, die Areale fir vetekAugenbewegungen im Ncl.
oculomotorius und trochlearis jedoch mehr GABAergmgénge erhalten. Diese
Beobachtungen veranlassten zu der Hypothese, dgsis @ie horizontale und GABA
die vertikale Augenbewegungen kontrollieren(de lauzCet al., 1992; Spencer and
Baker, 1992; Spencer et al., 1992; Spencer €1389).
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit mit Fragestellung
Das Hauptziel dieses Projektes ist die UntersuchidesyNucleus abducens auf seine
inhibitorischen Transmittereingange beim Mensched imwieweit Unterschiede zum

Affen bestehen.
Folgende Fragen sollen in der vorliegenden Arbeiiertsucht werden:

I. - Inwieweit erhalt der Nucleus abducens beim Mbasc GABAerge und/oder

glycinerge Transmittereingdnge?

Il.- Inwieweit  lassen  sich  die inhibitorischen GABAerfgycinergen
Transmittereingange mit Twitch, non-Twitch Motonene und internukledren Neurone
korrelieren. Wie unterscheidet sich die Dichte iduibitorischen Transmittereingédnge

auf einzelne funktionelle Neuronengruppen?

Die Untersuchung erfolgte an humanen Hirnstammsemiin denen die Motoneurone
mit einer Immunfarbung auf Cholinacetyltransferadentifiziert wurden und Twitch

und non-Twitch Motoneurone zuséatzlich durch einédMvung auf perineuronale Netze
voneinander unterschieden wurden. Die GABAergenv&endigungen wurden mit
einem Antikdrper gegen Glutamatdecarboxylase (GAI®,glycinergen Eingdnge mit

einem Antikdrper gegen Glycinrezeptor (GlycR) nashigsen.
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2 Material, Methoden und Auswertung

2.1 Obduktionsfalle

Untersucht wurden menschliche Gehirne, welche uiisfreundlicher Genehmigung
von der Gewebebank des Institutes fur PathologiericBtsmedizin und der
Anatomischen Anstalt der Ludwig-Maximilians-Univiéégs Minchen, zur Verfigung
gestellt wurde. Alle Untersuchungen unterlagen Kiemtrolle der Ethikkomission und

wurden gemalRden staatlichen Regulationen durchdeflias Gewebe entstammte aus

folgenden Fallen (s. Tab. 2).

Fall 1 Fall 2 Fall 3
Herkunft Neuropathologie Anatomie Gerichtsmedizin
Geschlecht weiblich mannlich mannlich
Alter 57 Jahre 69 Jahre 51 Jahre
post mortem Zeit weniger als 24h 24 h 24 h
Sonstiges - Metastasen Schéadel-Hirn-Trauma
Hirnstamm-Blocke _ )
o Hirnstamm-Bl6cke Hirnstamm-Blocke
wurden in Fixativ(10% o S
wurden in Fixativ(4% | wurden in Fixativ(4%
o Paraformaldehyd)uber 6
Fixierung Paraformaldehyd) Ubert Paraformaldehyd) uber

Tage gelagert,
dannEinbettung in

Paraffin

6 Tage gelagert, dann

Einbettung in Paraffin

4 Tage gelagert, dann
Einbettung in Paraffin

Funktion in der
Doktorarbeit

Hauptfall

fur die Darstellung der
Transmittereingdnge de

Ncl. abducens

Referenzfall

fur die Darstellung der
sTransmittereingdnge des

Ncl. abducens

Visualisierung

fur die Darstellung das
Farbeverhalten des

Ncl. abducens

Tab. 2 - Ubersicht der Herkunft und Besonderheiterder Praparate
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2.2 Praparation

Nach der Entfernung des Hirnstamms wurden die Pafpaflir 4-6 Tage in
Paraformaldehyd (PFA) (Fall 1: 10% PFA; Fall 2: 48P Fall 3: 4% PFA; s. Tab. 2)
gelagert, damit man eine Erhartung, die fur eitesgieiches Durchtrennen notwendig
ist, erzielen konnte. Vor der Einlegung in die PE#sung wurden die makroskopisch
sichtbaren Gefal3e und Verunreinigungen entfernthNaisreichender Fixierung wurde
ein Gewebeblock, der caudal von der oberen Meddlangata bis auf H6he der Pons
nach rostral reichte, und damit den Ncl. abducenthigt (s. Abb.5 Bild A),
geschnitten. Es wurde darauf geachtet, dass dek Bime GroRe von nicht mehr als
2x2x2 cm hatte, womit eine gute Durchdringung niidf- und Alkohollésungen fir
die Histologie gewahrleistet war. An der linken t8eides Blockes wurde ein
keilformiges Stlick als Markierung fur die spatesté&bestimmung herausgeschnitten.
Fur die Paraffinschnitte (Fall 1 und 2) wurde egepufferte Paraformaldehydlésung
(PFA 10%; 4% in 0,2AM PBS, PH 7,4) verwendet, urel Braparate wurden ca. fur 6
Tage eingelegt. Nach ausreichender Fixierung wudlenPraparate in aufsteigender
Alkoholreihe (70%-90%-96%-100%) entwassert und iaraffin eingebettet. Der
Gewebeblock fir die Gefrierschnitte von Fall 3 waurthch der Fixierung in 4% PFA-
Losung in aufsteigender Sucrosereihe (10%-20%-30%,1 M PBS pH 7,4), die als
Gefrierschutzmittel fungiert, gelegt und bis zunitienkt des Absinkens aufbewahrt.

2.3 Histologische Aufarbeitung

Vom Gewebeblock der Fall 1 und 2 wurden mit einezhli@enmikrotom (R. Jung AG
Heidelberg) Paraffinschnitte mit einerDicke von fith geschnitten. Dabei wurden
benachbarte Schnittserien fur die immunhistochemeisd=arbungen und orientierende
Nisslfarbungen erstellt. Die Paraffinschnitte wurdech der Streckung im Wasserbad
(Temperatur <50°C) auf silanisierte oder super@®oSfibjekttrager aufgezogen. Zur
Anfertigung der Gefrierschnitte vom Fall 3 wurdaeesi5 mm dicke Gelatineplatte auf
den Objekttisch eines Kryostaten (Cryo-Star HM 58QNWlicrom) gebracht und mit
einem Gemisch aus Trockeneis und Aqua destillatmmamtelt. Das Praparat wurde
nach dem Anfrieren der Gelatineplatte mit seinestreden Anschnittflache auf die
Gelatinplatte gebracht und mit pulverisiertem Trohis rasch Uberschichtet und
durchgefroren. Die Schnitte wurden mit einer Dickan 40 pum angefertigt und in
mehreren Serien in kaltem 0,1 M Phosphatpuffer fidi 7,4 frei schwimmend
aufgefangen.
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2.4 Grundschritte der Anfarbung

2.4.1 Entparaffinierung und Rehydrierung

Zunachst mussten die Paraffinschnitte (Fall 1 updeZparaffiniert und rehydriert
werden, bevor man die Nissl- oder Immun-Farbungrimesp konnte. Dazu wurden die
Schnitte zunéchst in Xylol fur eine Stunde oderrid&cht inkubiert. Die Rehydrierung
der Schnitte erfolgte durch Einstellen in eine aiggnde Alkoholreihe (100%-96%-
90%-70%) und abschlieRend in Aqua destillata.

2.4.2 Antigen-Demaskierung

Die Antigen-Demaskierung erfolgt Ublicherweise dufeuchte Hitze, die hiermit auf
zwei Methoden erfolgreich angewandt wurde: Zunactstden die Schnitte in ein
Farbegestell einsortiert und in ein mit 0,01 M Ni&& Puffer (pH 8,8) geflilltes Gefald
eingestellt und folgendermal3en weiterbehandehtenuOsterwalder).

Bei derWasserbadvorbehandlungwerden die Schnitte bei 80°C fir 15 min gekocht.
Anschlie3end lasst man die Préaparate in der Citfeiposung bei Raumtemperatur fur
15 min abkihlen (Kawai et al., 1994).

Bei der Mikrowellenvorbehandlung kocht man die Schnitte & 5 min mit maximaler
Leistung in einem Mikrowellengerét, unter standigeontrolle, damit sie nicht
Uberkocht werden. AnschlieBend lasst man die Paépan der Citratpufferlosung bei
Raumtemperatur fur 15 min abkihlen (McQuaid etl#195; Munakata and Hendricks,
1993; Shi et al., 1991).

Anschlie3end wurden die Schnitte kurz mit A. desispult, bevor nach dreimaligem
Pufferwechsel (3x 5 min) in 0,1 M TBS pH 7,6 die thkat der endogenen
Peroxidasen mit 1% Wasserstoffperoxid (H202) fun80 blockiert wurden, wodurch
unspezifische Anfarbungen verhindert wurden (BournE983). Nach einer
anschlieenden dreimaligen Spulung (3x 10 min) ,lh A TBS pH 7,4 waren die
Praparate fur die spezielle Anfarbung mit den gesgbiten Primar- und Sekundar-

Antikoérpern bereit.

Die genauen Arbeitsanweisungen und Protokolle édle jFarbung sind im Anhang

(Kap. 5) aufgefuhrt.
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2.5 Spezielle immunhistochemische Anfarbung

2.5.1 Antikorper
Alle verwendeten Antikorper sind in der Tab. 3 alifgtet.

2.5.1.1 Cholinacetyltransferase (ChAT)

Cholinacetyltransferase ist ein Enzym, das den oteamsmitter Acetylcholin
synthetisiert (Karow, 2009 b) und nur in bestimmt&ellen vorhanden ist,
einschliellich Motoneurone. An Hand dieser Eigeafieh lassen sich cholinerge
Motoneurone und Nervenfasern mit Antikorper gegeATnachweisen (Ichikawa and
Shimizu, 1998; Oda, 1999; Horng 2011). In der egdinden Arbeit wurde ein
polyklonaler Antikorper aus der Ziege gegen huma&ie&T verwendet (s. Tab. 3).

2.5.1.2 Chondroitin Sulfat Proteoglykan (CSPG)

Durch die Farbung auf perineuronale Netze, dieilneste Neurone umgeben, werden
Twitch Motoneuronen und internukledre Neurone von-iwitch Motoneurone in den
Augenmuskelkernen abgegrenzt (Eberhorn et al., ;20B86rng, 2011). Die
perineuronalen Netze lassen sich unter andereneimem Antikdrper gegen Cat-301,
ein groldmolekulares Chondroitin Sulfat Proteoglyk@%PG, 550 kDa), nachweisen.
Hier wurde ein monoklonalerAntikérper aus der Mgegen humanes CSPG eingesetzt
(s. Tab. 3).

2.5.1.3 Glutamatdecarboxylase (GAD)

Glutamatdecarboxylase (GAD) ist das synthese Erdgsninhibitorischen Transmitters
GABA (Konnigshoff,2004 a). Die GAD-haltigen Endiggen von Neurone, die am
Zellkorper der Neurone im Ncl. abducens sitzen,dsar mit einem monoklonalem

Maus-Antikorper gegen GAD identifiziert (s. Tab. 3)

2.5.1.4 Glycinrezeptor Alpha 1 (GlyeR)

Der Glycinrezeptor ist ein Proteinkomplex, der ohiibitorischen Signale von Glycin
der Zelle vermittelt und an der Zelloberflache lodtart ist. Der Proteinkomplex

besteht aus alph&), der 4 Isoformen aufweist (I} und betgf) Subtypen(Kuhse et
al., 1993).Hier wurde ein monoklonaler Maus-Anti@r gegen den Glycinrezeptor
alpha b-Subtyp eingesetzt (s. Tab. 3), um die Zellen miyclBrezeptoren zu

markieren.
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2.5.1.5 Nicht-phosphorylierte Neurofilamente (NP-NIF

Mit einem Antikdrper gegen nicht-phosphorylierte uxgilamente (SMI32) kénnen
selektiv die Motoneurone in allen Hirnnervenkerrargefarbt werden(Tsang et al.,
2000), dafur wurde ein Maus-Antikdrper verwended(Stberger and Sternberger, 1983)
(s. Tab. 3).

Antikérper Wirt Antigen Nummer Firma Verdunnung
] ] 1:50
) Cholin- Chemicon
ChAT Ziege polyklonal AB 144P bzw.
Acetyltransferase Temecula CA
1:100
. Clone
Chondroitin ]
Cat-301 Chemicon
CSPG Maus monoklonal Sulfat 1:500
MAB Temecula CA
Proteoglykan
5284
Glutamat )
GAD Maus monoklonal GC 3108 Biotrend 1:4000
Decarboxylase
_ 1:1000
Glycinrezeptor )
GlycRal | Maus monoklonal 146 111 | Synaptic System bzw.
Alpha 1
1:800
. Clone
Nicht- Sternberger
) 02-135
SMI-32 Mausmonoklonal| phosphorylierte Cat N Monoclonals Inc. 1:5000
at Nr.
Neurofilamente Luthrevill MD
SMI 32

Tab. 3 — Ubersicht der verwendeten Antikorper

2.5.2 Immunperoxidase-Methode der Einfachfarbung

Zunachst erfolgte die Blockierung unspezifischendBingen der Sekundar-Antikdrper
durch eine Inkubation der Schnitte in 0.3% Tritondu0,1 TBS pH 7,4 mit 5%
Normalserum der Herkunftspezies des Sekundar-Am&s fir eine Stunde bei
Raumtemperatur. Dann wurden die Schnitte fir 48ifRaumtemperatur oder tber das
Wochenende bei 4°C mit dem spezifischen Primark@nper in entsprechendem
Normalserum mit 0,3% Triton in 0,1M TBS ph 7,4 ibkert. Auf eine grundliche
Spulung in 0.1M TBS folgte in einem nachsten Sthdie Reaktion mit dem
biotinylierten Sekundéar-Antikorper, der gegen dipe8es des Primar-Antikdrper
gerichtet ist, in 0,1 M TBS mit 2% RinderserumalbmniTBS-RSA) fur 1 h bei
Raumtemperatur (s. Tab.4).Nach dreimaliger Puftéusyg (3 x 10 min) in 0,1M TBS
pH 7,4 wurden die Schnitte mit Extravidin-Peroxielgd&-2886, Sigma, Aldrich, St.

Louis, MO) in einer Verdinnung von 1:1000 in 0,183 mit 2% Rinderserumalbumin
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(TBS-RSA), die 30 min vorher angesetzt wurde, filn inkubiert. Nach dreimaliger
Spulung (3 x 10 min) in 0,IM TBS pH 7,4 erfolgte rdé&lachweis den
Antikorperbindungsstellen entweder durch eine eiméa Diaminobenzidin (DAB)-
Reaktion (0.025%) unter Zugabe von,(Q4 (0.015 %) mit Braunfarbung der
Antikérperbindungsstellen oder durch eine interesi@ DAB-Reaktion unter Zugabe
von Ammonium-Nickelsulfat, was zu schwarzen Realgpyodukten fuhrte (genaue
Anleitung s. Anhang Kap. 5). Die Farbeintensitatradeuwahrend der Farbung unter
dem Mikroskop kontrolliert und durch Spllung derhitte mit TBS beendet. Die
meisten Einfachfarbungen wurden wegen der starkedarfarbung mit der

intensivierten DAB-Reaktion durchgefuhrt.

. Prainkubation Inkubation biotinylierter Antikorper
Farbung
Ziege anti-ChAT 1:50 _ o
ChAT 2% Normal-Hase-Serum biot. Hase-anti-Ziege 1:200
bzw. 1:100
CSPG 2% Normal-Pferd-Serum Maus anti-CSPG 1:50( biatrdranti-Maus 1:200

GAD 2 % Normal-Pferd-Serum Maus anti-GAD 1:4000 bider&-anti-Maus 1:200

Maus anti-Glyck1l 1:1000 | )
GlycRal | 2% Normal-Pferd-Serum biot. Pferd-anti-Maus 1:20(

bzw. 1:800

NP-NF 2% Normal-Pferd-Serum Maus anti-SMI32 1:5000 biderd-anti-Maus 1:200

Tab. 4 - Ubersicht der Antikorper der speziellen Inmunhistochemie der Einfachfarbungen und

deren Verdiinnung

2.6 Entwassern und Eindeckeln

Nach einer grundlichen Spilung (3 x 10 min) in 0,JMS pH 7,4 wurden die
freischwimmenden Schnitte (Fall 3) zunachst auhtiyakierte Objekttrager aufgezogen
und bei Raumtemperatur getrocknet. Die bereitsemgigenen Paraffinschnitte konnten
direkt weiter behandelt werden. Paraffinschnittd gatrocknete Gefrierschnitte wurden
in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%-90%-96%%0) entwassert und danach fur
30 min in Xylol eingelegt. AnschlieRend wurden &ehnitte mit ,DPX Mountant for
Histology” (Fluka 44581) eingedeckelt und bei Ragmmperatur gelagert.
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2.7 Immunperoxidase-Methode zur Doppelfarbung

Die Schritte der Doppelfarbungen entsprechen démitg&m der Einfachfarbungen. Die
Immunfarbungen erfolgen hierbei nacheinander. Dexpgelfarbung begann immer mit
dem Nachweis von Cholinacetyltransferase (ChAT) alsdzweiter Schritt folgte die
Anfarbung der perineuronalen Netze, GAD-haltigenigangen oder Glycinrezeptoren
(s. Tab. 5). Die Darstellung des ersten Antikorp@8AT) erfolgte immer mit der
Nickel-intensivierten DAB-Reaktion, was zu schwargefarbten cholinergen
Zellkorpern fuhrte. Nach einer griindlichen Wasch(®gx10 min) mit 0,1M TBS bei
pH 7,4, folgte die zweite Einfachfarbung auf CSREAD oder GlycRul. Zunéchst
wurde die verbliebene Restaktivitat von Peroxidagel% Wasserstoffperoxid ¢a-)
fur 30 min blockiert, bevor die Schnitte nach Blerkng im Normalserum mit dem
zweiten Primar-Antikorper (CSPG oder GAD oder GlydRR tGber 48 h bei
Raumtemperatur oder Gber das Wochenende bei 4ubierk wurden. Danach erfolgte
die Visualisierung der Strukturen durch erneute BR@&aktion ohne Nickel (s. Kap.
2.5.2), hierbei wurde der l6sliche Chromogen-Kompdeirch enzymatische Reaktion
von GAD oder CSPG oder GlyoR mit dem Substrat Wasserstoffperoxid zu einem
leicht identifizierenden braun-granularen Reaktppodukt oxidiert. Die Strukturen
wurden als braune PuUnktchen (GAD, GlydR oder braunes Netzwerk (CSPG)
dargestellt.

l. Farbung Il. Farbung
und v Zweck der Farbung

Erscheinung der Strukturen | Erscheinung der Strukturen

ChAT mit DAB-Ni (schwarz) CSPG mit DAB (braun) Idéizierung der Zellen

Bestimmung der
ChAT mit DAB-Ni (schwarz) GAD mit DAB (braun) GAD-haltigen Endigungen
(Ziel des Projektes)

Bestimmung der
ChAT mit DAB-Ni (schwarz) GlycR1 mit DAB (braun) Glycinrezeptoren
(Ziel des Projektes)

Tab. 5 - Ubersicht der Kombinationen der Einfachfabungen, die fiir die Doppelfarbung gekoppelt

wurden
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2.8 Nisslfarbung

Die Nisslfarbung ist die klassische FarbemethodeDarstellung der Zytoarchitektur
einschlief3lich der Zellmorphologie (s. Abb. 10).tMieser Farbung wurden von jedem
Fall Schnittserien erstellt, um den Ncl. abducemsdentifizieren und seine rdumliche
Ausdehnung zu studieren. Diese Schnitte dientempthachlich als Referenzpraparate
zu den immuncytochemisch angefarbten Schnitterediemurden die Schnitte zunéchst
entfettet und in einer absteigenden Alkoholreihe destilliertem Wasser rehydriert.
Die Farbung erfolgte in einer 0,5%-igen Kresylvitdeetatlésung, wobei der Farbstoff
an basophile Verbindungen wie RNA und DNA bindetl eiaher die Ribosomen und
Nukleoli blau oder violett anfarbt. Diese Zellorgdan sind im Nervengewebe nur im
Zellkoérper vorhanden, dadurch werden nur die Zefilkdé durch die so genannten
.Nissl-Schollen” dargestellt, nicht aber die Fotis Diese Schollen entsprechen dem
eigentlichen rauen endoplasmatischen Retikulum, didsRibosomen vollbeladen ist
(Rohlich, 2002). Uber essigsaures Wasser und eifsteigende Alkoholreihe wird die
Farbe wiederum teilweise herausgewaschen, d.h.erdifkiert, und nach der
Entwasserung in aufsteigender Alkoholreihe und lakion in Xylol mit ,DPX

Mountant for Histology” eingedeckelt und bei Raumperatur aufbewabhrt.

2.9 Auswertung

Fur dieses Projekt wurden drei reprasentative Ebéreudale, mittlere, rostrale) durch
den Ncl. abducens ausgewéhlt und untersucht. EUAdswertung wurden die Zellen
auf den drei Schnittebenen von den Fallen 1 unceriutzt. Die freischwimmenden
Schnitte von Fall 3 dienten nur der Visualisierudey Ebenen des Ncl. abducens als

Musterbild von verschiedenen Farbungen (s.Abb. 10).

2.9.1 Bildaufnahme und Digitalisierung

Die Ubersichtsaufnahmen vom Ncl. abducens wurden @mer Digitalkamera
(Mikrofire) angefertigt, die auf einem Forschungkraskop (Axioplan; Zeiss), montiert
und mit einem Computer verbunden ist. Nach der lBsgamg von Helligkeit und
Kontrast durch eine Bildbearbeitungsprogramm (AdBhetoshop CS4, Adobe System
Incorporated, San Jose, CA), - nur so weit, dasteas Bild im Mikroskop entsprach -
wurden die Einzelbilder mit einer Software (PanaVimeageassembler, Panavue,
Kanada) zur Ubersichtsaufnahmen zusammengese&zD@&ailaufnahmen wurden mit
einer Digitalkamera (Pixera Pro 600ES; Klughammei@, auf einem Lichtmikroskop

(Leica DMRB, Bensheim) sitzt, aufgenommen. Die Dek@tographien erfolgten mit
22



standardisierten Einstellungen der Digitalkamera Hilfe der Software Viewfinder
(Auflosung: 1392x1040; Exposuretime: 60 sec.; Setityi 100). Die weitere
Bearbeitung sowie Beschriftung und Druck-Lay-Out d&lder erfolgte mit dem
Zeichenprogramm Corel Draw (Corel Draw X4, Corelrg@wation, Ottawa, Ontario,

Kanada).

2.9.2 Identifizierung der Neurone

Zunachst wurden die Neurone im Ncl. abducens dencé Doppelfarbung (ChAT mit
CSPG s. Kap. 2.7) identifiziert und an Hand ihreteuschiedlichen Farbeeigenschaften
in Untergruppen (Twitch, non-Twitch Motoneurone umgternukledre Neurone)
eingeteilt (Eberhorn et al., 2005; Horng, 2011)Tab. 6; Abb. 7). Die klassifizierten
Neurone wurden dann in doppelt gefarbten Nachbaiteh mit Hilfe von
Landmarken, wie Blutgefal3e, aufgesucht und auf GAdder GlycRil-positive
Eingange untersucht. Dazu wurden zunachst in Uessiufnahmen (10fach) von
benachbarten Schnitten die identischen Zellen aufde und durchnummeriert. Dann
wurde die genaue Identifizierung der Zellen mithitfer Software Photo Shop von der
Firma Adobe (Adobe Photoshop CS4, Adobe Systemrpacated, San Jose, CA)
Uberprift. Die digital erstellten Bilder wurden viaayer anhand der Landmarken
Ubereinander gelegt und durch die Veranderung demsparenz die Lokalisation und
Identitat der Zellen kontrolliert. AnschlieRend warjede einzelne Zelle unter dem
Mikroskop ausgewertet.

CSPG ChAT
Twitch Motoneurone + +
non-Twitch Motoneurone - +
internukleére Neurone +

Tab. 6 - Ubersicht der Farbeeigenschaften der Neure fir die Identifizierung dieses Projektes
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Abb. 7 — Ubersicht der Farbeeigenschaften der untschiedlichen Zellpopulationen im Nucleus
abducens nach Immunfarbung auf ChAT (schwarz) und GPG (braun)

Bild A: Ubersichtsaufnahme von einem Transversalschnitthdden rechten Ncl. abducens auf mittlerer
Hoéhe (Fall 1), der auf ChAT (schwarz) und perin@ale Netze (braun) angefarbt wurde (IV —
IV.Ventrikel; N VII-Nervus facialis; VI-Nucleus ahatens; N VI-Nervus abducéns
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Bild B: Detailaufnahme des auf Bild A markierten Areal§AT/CSPG Doppelfarbung) mit putativen
Twitch Motoneurone (schwarzer Pfeil) und internu&téNeurone (gelber PfeilRild B/I: ChAT/CSPG
Doppelfarbung: Darstellung eines cholinergen (welern) Twitch Motoneurons (schwarzer Pfeil) mit
perineuronalen Netze (PNN) (weil3er Pfeilspitze) Blstail von Bild B. Bild B/ll: ChAT/CSPG
Doppelfarbung: Darstellung eines nicht-cholinergechwarzer Stern) internukledren Neurons mit PNN

(weiBer Pfeilspitze) als Detail von Bild B.

Bild C: Detailaufnahme des auf Bild A markierten Areal@3BAT/CSPG Doppelfarbung) mit putativem
non-Twitch Motoneuron (roter Pfeil)Bild C/I: ChAT/CSPG Doppelfarbung: Darstellung eines

cholinergen (weiRer Stern) non-Twitch Motoneurolssetail von Bild C.
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2.9.3 Quantitative Analyse der Glutamatdecarbox@d@SAD)-haltigen Endigungen

Zur quantitativen Analyse der GABAergen Eingangedeudie Zahl der GAD-haltigen
Punctae pro Zellumfang an den verschiedenen Zellppnen (Twitch, non-Twitch
Motoneurone, internukleédre Neurone) des Ncl. abasideestimmt. Dabei wurden alle
auswertbaren Zellen analysiert und keine Untersicimgy beziglich der Ebene durch
den Ncl. abducens gemacht. Nach der Identifiziereniglgte eine auf die Zelle
fokussierte Bildaufnahme der Doppelfarbungen (Ch&it GAD). Anhand dieses
digitalen Bildes wurde der Zellumfang am Monitor tiniife einer Software fur
Zellprofiimessung (Image J / Image Processing andlysis in Java, Autor. Wayne
Rasband, Maryland USA) bestimmt. Manuell erfolgéaml die genaue Auszahlung der
braunen GAD-positiven Endigungen am Monitor, diechawnter dem Mikroskop
kontrolliert wurden. Die Werte wurden in ein Talkeekalkulationsprogramm (Excel,
Microsoft Corporation, USA) Ubertragen und dort Bisdigungen pro gemessenen pm

berechnet.

2.9.4 Qualitative Analyse der Glycinrezeptor AlphdGlycRx1)

Die GlycRul-Einfachfarbungen dieses Projektes wurden nictdntitativ, sondern
qualitativ ausgewertet, da sich die Farbungen niehtf Nervenendigungen
beschrankten, sondern eher die gesamte postsytaptisdembran erfasste.
Dementsprechend wurde bei der Analyse nur erfabsglycRil-Immunoreaktivitat an
den einzelnen Zellpopulationen (Twitch, non-Twitbhotoneuroneund internukleare
Neurone) nachgewiesen wurde oder nicht. SowohlFdigbeintensitat als auch die

Dichte der Glycinrezeptoren wurde nicht weiter giaiirt.
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3 Ergebnisse

3.1 Technische Probleme
Bei der histologischen Aufarbeitung entstanden fakie, die zu Problemen bei der

Auswertung fihren kénnten und kritisch betrachtet bertcksichtigt werden mussten.

3.1.1 Farbeverhalten der menschlichen Fallen

Viele Parameter tragen dazu bei, dass sich dieitdehron menschlichen Gehirnen
nicht immer einfach und gleichmaRig anfarben lasBazu zahlt die post-mortem Zeit,
die Zeitspanne vom Tod des Individuums bis zur ms&etnahme und Fixierung in
Formalin. Eine Uberm&Rig lange Lagerung des Gewebdérmalin fihrt zu einer
schlechten Anfarbbarkeit des Gewebes (Tahan etl@@5; Werner et al.,, 2000). Es
missen z.T. Antigen-Demaskierungsmethoden angewevelelen, um die Antigene

wieder freizulegen (Osterwalder; Kawai et al., 1;99Hi et al., 1991).

3.1.2 Verdinnung der Antikdrper

Die Herstellerfirmen der Antikbrper empfehlen ewvan ihnen erprobte Verdinnung,
die oft wegen der unterschiedlichen Vorbedingunglss Gewebes nicht immer
funktioniert. Dadurch wurde fur jeden Fall und Atiper eine Verdinnungsreihe
durchgefuhrt und die Verdinnung an das Projekt pagg. Diese Austestung
ermoglichte die Bestimmung der optimalen AntikOkpgrzentration, um eine

bestmogliche Farbung zu erzielen (s. Tab. 3 und 4).

3.1.3 Randeffekt

Es wurde beobachtet, dass im Bereich der Schrdgradie Immunfarbung schwacher
ist als im Zentrum, was moglicherweise auf eine gdiierung” durch Formalin, das

beim Einlegen des Gehirns von auf3en nach innerriagtdzuriick zu fuhren ist. Der

Randeffekt, der zu Anfarbungsfehlern fiihrte, zsigh in der Ubersichtsaufnahme, d.h.
das dorsal an dem IV-Gehirnventrikel anliegendeakedneller erschienen (s. Abb. 8).
Dieses Problem tauchte nur bei der Farbung deffiRschnitte auf. Aus diesem Grund
wurden die Neurone von dem helleren dorsalen Amgidl den Neurone von dem

dunkleren ventralen Areal verglichen. Dazu wurdenRtaparate mit der ChAT - und
CSPG -Féarbung unter dem Mikroskop systematischrsuntat und verglichen. Eine

kritische Analyse der ChAT- und GAD - Farbungene dias Hauptziel der Arbeit

bilden, zeigte, dass nur die Farbeintensitat in Bereichen variierte, nicht aber die
guantitative Farbung. Aus diesen Griunden wurderh alie Neurone von helleren

Arealen in die Auswertung dieser Doktorarbeit nmb&zogen.
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Abb. 8 -
abducens

Bild A: Ubersichtsaufnahme eines Transversalschnitteshdien rechten Ncl. abducens in der mittleren
Ebene vom Fall 1(ChAT/GAD Doppelfarbung; IV — IV.Mekel; N VII-Nervus facialis; VI- Ncl.
abducens; N VI - Nervus abducens).

Bild B: Detailbild vom helleren Areal.
Bild C: Detailbild vom dunkleren Areal.

In beiden Bereichen finden sich gleichermal3en v@&MD-positive Punctae (schwarze Pfeilspitze).
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3.1.4 Schrumpfung durch die histologische Aufarbeitg

Durch die Fixierung und die Entwéasserung fir dieaRimeinbettung schrumpfte das
Gewebe betrachtlich, was sich darin zeigte, dade geschrumpfte Neurone mehr oder
weniger groRe Spaltraume im Neuropil hinterlie3eme konsequente Messung des
Zellumfangs entlang dem Zellumriss hatteregelméfiigkleineren Werten fir die
Umfange gefihrt (s. Abb. 9 - Bild A und B). Deshallorde eine Modifikation der
Umfangmessung entwickelt und in Vergleichsmessungén geeignet verifiziert.
Folgendes Vorgehen hat sich als praktikabel erwiesBas Umfahren der
Zelloberflache mit dem Cursor wurde immer auf halb&/eg zwischen der
geschrumpften Zelle und dem auf3eren Spaltraum zmngelenden Neuropil vollzogen
(intuitive ZellgroRe). Zuvor waren zwei Vergleichessungen durchgefihrt worden:
einmal entlang des aul3eren Spaltraumes und einmtiaing der Zelloberflache der
geschrumpften Zellen. Aus diesen zwei Werten wuede statistischer Mittelwert
errechnet, um eine annahernd reale Zellgré3e zinbasn (objektive ZellgroRe) (s.
Abb. 9 - Bild B). Dieser objektiv bestimmte Zelluamg wurde mit der konsequent
durchgefuhrten Naherungsmessung (intuitiv) an 1@e#everglichen, wobei sich
keinewesentlichen Unterschiede feststellen lieBeDiagr. 1). Sehr stark geschrumpfte
Zellen mit sehr schlecht bestimmbaren Zellumfangdeno nicht in die Auswertung
einbezogen (s. Abb. 9 - Bild A/ roter Pfeil/ und C)
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Abb. 9 - Darstellung der Schrumpfung der Zellen und deren Bseitigunc

Bild A: (ChAT / GAD Doppelfarbun) - Pfeil (schwarz) =Vakuole an dem Zellkorper; Pfedt)= stark

geschrumpfte Zé, die nicht ausgewertet wur

Bild B: schematische Darstellgndes Zellérpers mit Vakuole Pfeil (schwarz) =Vakuole an de
Zellkérper; blaue Linie= auf dem halben V (intuitive Zellgré3e); rote Linie =Aul3er Grenze der

Vakuole; schwarze ihie= geschrumpfte Zegrenze; (die objektive ZellgroRgurde von der ron und

schwarzen Linie berechnet

Bild C: stark geschrumpfte Zelle, die nicht ausgewertethe

120 T _._l

100 - intuitive ZellgroRe

E g0 -

180 |

g objektive Zellgrofie
:9 60 ,
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N 40
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Diagr. 1 - Vergleich verschiedener Messmethod
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3.2 Histologische Darstellung des Nucleus abducens

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden vom Fall 3ri@efchnitte fir die histologische
Darstellung des Ncl. abducens mit dessen Farbetenhan drei transversalen
Schnittebenen erstellt und zur Demonstration geénun freischwimmenden
Praparaten kann eine bessere intensivere Farbureit everden als an aufgezogenen
Paraffinschnitten, da sie besser von beiden Smieden Antikérper und dem Farbstoff
durchdrungen werden. Dazu zeigt Abb. 10 in Ubetshitdern auf drei reprasentativen
Ebenen das Erscheinungsbild des Ncl. abducens iNidsifarbung (Bild A / 1, 11, 111),

in der immunhistochemischen Farbung auf GAD (Bild /BI, I, Ill), nicht-
phosphorylierte Neurofilamente (NP-NF) (Bild C All, 111) und GlycR1 (Bild E / I, I,
[II). Die Nisslfarbung zeigt, dass der Ncl. abduzean hand seiner grof3en dunkel
gefarbten Zellkdrper sich gut von seiner Umgebubfelt. Auf caudalen Ebenen
erscheint er etwas queroval, wird aber nach rogtmaéhmend kleiner und runder (Bild
A/l 11, 1lIl). Der Form des Kerns liel3 sich inlah Immunféarbungen gut darstellen. Die
Zellsomata dieser Motoneurone im Ncl. abducens madeen Durchmesser von ca.
50um und eine Dendritendichte von 12-20 pro Nerekridzabo et al., 1987). Die NP-
NF Immunfarbung markiert das Stitzgerust der Nezitomd zeigt deren Dendriten und
Axone in ihrem Verlauf (Bild C / I, II, 1ll). Manisht auf der mittleren und rostralen
Ebene, dass der Nervus abducens (N.VI) ventromads®idem Kern austritt, um dann
am Ponsunterrand den Hirnstamm zu verlassen. OlieckeAD-Farbung und Glycin-
Farbung liel3 sich der Kern in allen Ebenen deutiibgrenzen, was bedeutet, dass der
Ncl. abducens reich mit GABAergen und glycinergerdi§ungen versorgt ist, deren
Nachweis die Zielsetzung dieses Projektes ist. ilagere Analyse der funktionellen
Neuronengruppen erfolgte anhand der immunhistoctwrai Farbungen vomFall 1

bzw. 2 s.u.
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Bild A/l, A/ll, A/l

IV Ventrikel
(Nisslfarbung)

Darstellung der  Zellkérpern deui( )
Neuronen ‘ '

MLF

Bild B/I, B/, B/l

(GAD-Farbung)

Darstellung der Glutamatdecarboxylags
haltigen Endigungen

Bild C/I, C/lI, C/lI

(SMI32-Féarbung)

Darstellung der nicht-phosphoryliert
Neurofilamenten (Neuronen gesamt
Axonen und Dendriten)

Bild D/I, D/11, D/l

(GlycR1-Farbung)

Darstellung der postsinaptischen Glycip-
Rezeptoren

= D/

Abb. 10 - Transversalschnitte durch den rechten Ndeus abducens in drei Ebenen (caudo-rostral)

(I- Caudale Ebeng; Mittlere Ebenelll- Rostrale Ebene anhand verschiedener Farbungen von
Nachbarschnitten (IV — IV. Ventrikel; VI-Ncl. abdes; N VI-Nervus abducens; MLF-Fasciculus
longitudinalis medialis) Maf3stab 200um;
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3.3 Cholinacetyltransferase (ChAT) und ChondroitinSulfat Proteoglykan (CSPG)
Doppelfarbung im Nucleus abducens

Mit der ChAT/CSPG-Immunperoxidase-Doppelfarbungsdas sich die putativen
cholinergen Motoneurone anhand ihrer schwarzen s@miata von den nicht-
cholinergen Neurone, die vermutlich internukledeuhne darstellen, abgrenzen. Die
braune CSPG-Immunfarbung findet sich nur an eineml T®er Neurone, die
perineuronale Netze besitzen, und erlaubt die Himg in die funktionellen
Neuronengruppen des Ncl. abducens: Twitch Motomeumit schwarzen Zellkdrper
und braunen CSPG-Netzen, non-Twitch Motoneuronesetitvarzen Zellkérper ohne
CSPG-Netze und internukleare Neurone mit ungefari@@lkorper undCSPG-Netze.
Alle Zelltypen waren auf allen Schnittebenen vodem wobei anhand des
Farbemusters nicht zwischen (PMT)-Gruppen- und rimoidedren Neurone
unterschieden werden konnten. (s. Abb. 11- Twitabtdvleuron B1/I und C1/1l; non-
Twitch Motoneuron C1/I; internukledreNeuroneB1/ll 5. Abb. 13 - Twitch
Motoneuronen B1/l; internukleareNeuron B1/Il) (Hgr2011).

3.3.1 Twitch und non-Twitch Motoneurone (I;11)

Die cholinergen Motoneurone verteilen sich gleicBigdm Ncl. abducens und lassen
sich anhand der zusatzlichen CSPG-Farbung in d&T@SPG Doppelfarbung in
zwei Untergruppen einordnen. Wie bereits vorherchesben fand sich eine Gruppe
mit etwas grof3eren polygonalen Zellkdrper mit pauitonalen Netze homogen verteilt
im gesamten Ncl. abducens (Horng, 2011). Die zw@iteppe der Motoneurone, die
keine perineuronale Netze tragen, besitzen ehenekleinde Zellkérper und liegen
vornehmlich im medialen Abschnitt. Sie wurden alsafive non-Twitch Motoneurone
betrachtet (s. Abb. 11- Twitch Motoneuron B1/l u@d/ll; non-Twitch Motoneuron
C1/1; s. Abb. 13- B1/I Twitch Motoneuron) (HorngQ1).

Insgesamt machte die Motoneuronenpopulation 83-98%@AD-Projekt: Fall 1 — 83
%; Fall 2 — 90 %; GlycR1 - Projekt: Fall 1 — 85 %) und davon konnte man/5%®%
der Neurone als putative Twitch (GAD-Projekt: Fal- 57 %; Fall 2 — 75 %; GlycR-
Projekt: Fall 1 — 67 %/ s. Tab 7; 9/) und 15-26%a®-Twitch Motoneurone (GAD-
Projekt: Fall 1 — 26 %; Fall 2 — 15%; GlyeR-Projekt: Fall 1 - 18%/ s. Tab 7; 9/)
klassifizieren.
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3.3.2Internukleére Neuronen (1)

Anhand der ChAT/CSPG Doppelfarbungen liel3en sichtreholinerge Neurone, die
aber perineuronale Netze tragen, von cholinergemoiMmrone unterscheiden. Diese
Neurone werden als putative internukledre Neuroeabhtet und scheinen beim
Menschen vermischt mit der Motoneurone ohne klg@mtiche Trennung im Ncl.
abducens zu liegen. (s.Abb. 11 - internukledre olerB1/Il; s. Abb. 13- Bl/ll
Internukle&re Neurone) (Horng, 2011).

Insgesamt lieBen sich ca. 10%-17% (GAD-Projektl Bal 17%; Fall 2 — 10%
;GlycRal-Projekt: Fall 1 - 15%/ s. Tab 7; 9/) der Neuraig putative internukleare

Neurone identifizieren.

3.3.3Paramedian-Trakt (PMT)-Gruppen-Neuronen (IV)

Die PMT-Neurone, die partiell im rostralen Beretids Ncl. abducens lokalisiert sind,
weisen bei der ChAT/CSPG Doppelfarbung identischirbé&eigenschaften und

Zellformen wie die internukledren Neurone auf. Bigssen sich durch diese Farbung
nicht von den internukledren Neurone unterscheid@eshalb wurde diese

Neuronengruppen im Rahmen dieses Projektes vomntinuklearen Neurone nicht

abgegrenzt und auch nicht n&her untersucht.
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3.4 Glutamatdecarboxylase(GAD)-Farbung im Nucleusfaducens

Nach der Einteilung, Identifizierung und Beseitiguther Fehlermdglichkeiten erfolgte
anhand einer ChAT/GAD Doppelfarbung die Bestimmuley Dichte von GAD-
haltigen Endigungen, die an der Zelloberflaiche Dwhdriten der Neurone im Ncl.
abducens enden und als braune Punkte markiert wuier Ncl. abducens wurde
beidseits anhand dreier transversaler Schnittebeoemrostral nach caudal analysiert.
Unter dem Mikroskop zeigten die untersuchten Pgipaein einheitliches Bild, dass
alle Zellpopulationen (s Abb. 11- ; Twitch MotonenrB2/I; non-Twitch Motoneuron
C2/1; internukledreNeurone B2/1l) ebenfalls gleicifieig mit GAD-positiven Punctae
versorgt sind. Zur Verifizierung der visuellen Eiadke erfolgte eine genaue
guantitative Analyse. Die meisten Zellen konnterdar mittleren Ebene aufgefunden
werden. Dieses Erscheinungsbild kénnte sowohl an si#rdgen transversalen
Schnittflache als auch an der Abnahme der Kerngd#%Ncl. abducens liegen. Die
guantitativen und qualitativen Unterschiede derseleiedenen Ebenen wurden nicht
weiter analysiert. Die GAD-positiven Punctae auh d@endriten der verschiedenen
Zellpopulationen wurden ebenfalls erfasst. Diesenddigen waren nur sparlich

aufzufinden, und diese Befunde miissen deshallsdmitbetrachtet werden.

Insgesamt wurden in diesem Projekt 271 Zellen vath Fund 79 Zellen vom Fall 2
mit der ChAT/GAD Doppelfarbung analysiert. Nach dstimmung der fir dieses
Projekt wichtigen Parameter erfolgte eine statbies Analyse. Die Anzahl der
ausgezahlten GAD-haltigen Endigungen wurde mit gemmessenen Strecke(intuitive
ZellgroRe) der Zelloberflache dividiert, so erhielan einen statistischen Wert (Anzahl
der GAD-haltigen Endigungen / gemessene Strecla)fld die bessere Prasentation
genutzt werden konnte. Fur jede Zellpopulation eudieser Wert bestimmt und der
statistische Mittelwert aus diesen Daten errechdatnit man die Zellpopulationen
miteinander vergleichen konnte. Je kleiner derufetang und je gro3er die GAD-
Dichte ist, desto grol3er ist dieser Wert. Das bededass die Zelle mit vielen GAD-
haltigen Endigungen versorgt ist. Beim Fall 2 wadegse Werte etwas kleiner als die
Werte vom Fall 1. Es konnte an der schlechtererévairkeit(s. Kap. 3.1.1) dieser
Praparate liegen. Trotzdem waren die Werte fir edieBrojekt nutzbar, da alle
Zellpopulationen und Strukturen generell schwacharkiert wurden, d.h. die Dichte
der GAD-haltigen Endigungen bei allen Zellen Kleirvear (s. Tab. 7; Diagr. 2).
Dadurch bleibt das Verhaltnis konsequent zwischienZglipopulationen gleich und

dem Fall 1 entsprechenden Ergebnisse wiederspiegelt
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Ab. 1 Ubersicht der Fabeeigenschaften de tsr:hiedlhen ZIIpo

platinen im Nucleus
abducens nach Immunfarbung auf ChAT (schwarz) und GPG (braun) oder GAD (braun)

Bild A : Ubersichtsaufnahme von einem Transversalschnitthdden rechten Ncl. abducens auf mittlerer
Hohe (Fall 1), der auf ChAT (schwarz) und perineale Netze (braun) angefarbt wurde, fir die
Reprasentation der Lokalisation der Zellen (IV —Mgntrikel; N VII-Nervus facialis; VI-Nucleus

abducens; N VI-Nervus abducéns

Bild B: Detailaufnahme des auf dem Bild A markierten AseBild B1: ChAT/CSPG Doppelfarbung:
zwei Twitch Motoneurone (schwarzer Pfeil) und dratative internuklare Neurone (gelber Pfei$)ld
B1/l: ChAT/CSPG Doppelfarbung: cholinerges Twitch Motameu(weiler Stern) mit perineuronalen
Netze (wei3e Pfeilspitze) als Detail vom Bild BRild B1/ll: ChAT/CSPG Doppelfarbung: nicht-
cholinerge internukledre Neurone (schwarzer Stemit) perineuronalen Netze (weil3e Pfeilspitze) als
Detail von Bild B1.Bild B2: ChAT/GAD Doppelfarbung: Twitch Motoneurone und imekleére
Neurone vom Areal BBild B2/I: ChAT/GAD Doppelfarbung: Twitch Motoneurone wie inid3B1/l im
Detail von Bild B2 mit Markierung der GAD-haltigendigungen (schwarze Pfeilspitz&ild B2/1I:
ChAT/GAD Doppelfarbung: putative internukleare Neme wie im Bild B1/Il im Detail von Bild B2 mit
Markierung der GAD-haltigen Endigungen (schwarzeilBpitze).
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Bild C: Detailaufnahme des auf Bild A markierten ArealsBld C1: ChAT/CSPG Doppelfarbung:
Twitch Motoneuron (schwarzer Pfeil) und non-Twitdietoneuron (roter Pfeil)Bild C1/l: ChAT/CSPG
Doppelfarbung: cholinerges (weil3er Stern) non-Thvitéotoneuron (roter Pfeil) im Detail von Bild C1.
Bild C1/ll: ChAT/CSPG Doppelfarbung: cholinerges (weiRer St@mjtch Motoneuron (schwarzer
Pfeil) mit perineuronalen Netze (weil3e Pfeilsitazg) Detail von Bild C1.Bild C2: ChAT/GAD
Doppelfarbung: Twitch und non-Twitch Motoneuroneeviin Bild C1 mit ChAT/GAD Doppelfarbung.
Bild C2/I: ChAT/GAD Doppelfarbung: non-Twitch Motoneuron wia Bild C1/l im Detail von Bild C2
mit Markierung der GAD-haltigen Endigungen (schvearPfeilspitze). Bild C2/ll: ChAT/GAD
Doppelfarbung: Twitch Motoneuron wie im Bild Clith Detail von Bild C2 mit Markierung der GAD-
haltigen Endigungen (schwarze Pfeilspitze).
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3.4.1 Twitch und non-Twitch Motoneurone (I;11)

Die cholinergen Motoneurone verteilen sich gleicBigam Ncl. abducens und lassen
sich anhand der ChAT/CSPG Doppelfarbung in zweip@en einteilen (s. Kap. 3.3.1):
Motoneurone mit perineuronalen Netze und Motoneeirohne Netze. Auch einige
Dendriten vornehmlich der netztragenden Motoneuréoenten identifiziert und
ausgewertet werden. Beide Zellpopulationen zeigtein gleichmaliiges
Anfarbeverhalten auf GAD und waren in allen Ebeaefzufinden.

Insgesamt konnten auf den analysierten histologis&chnittebenen des Ncl. abducens
155 putative Twitch Motoneurone und 27 Dendritemviéall 1 und 59 putative Twitch
Motoneurone und 7 Dendriten vom Fall 2 identifizieverden. Die non-Twitch
Motoneurone waren etwas sparlicher aufzufinden. Keésnten 71 non-Twitch
Motoneurone und 15 Dendriten vom Fall 1 und num&B-Twitch Motoneurone und
keinen Dendrit vom Fall 2 identifiziert werden (Ekmisse (Anzahl der GAD-haltigen
Endigungen geteilt durch die gemessene Strecke}tatidtische Wertes. Tab. 7).

3.4.2Non-Twitch Motoneuroneaul3erhalb des Kerns inedialen Randbereich

Es lieBen sich auch Zellen, die non-Twitch Eigenfieim (cholinerge Neurone ohne
PNN) aufwiesen und aul3erhalb des Kerns in der daseMLF an der medialen Seite
des Ncl. abducens lokalisiert waren, identifizied@rese Neurone kdnnten die putativen
non-Twitch Neurone, die sowohl beim Rhesusaffenttfi&i-Ennever, 2006) und auch
beim Menschen (Horng, 2011) den Ncl. abducens rhddiaarkieren. Diese Neurone
zeigten kontroverse Farbeintensitat, d.h. einigeirblee waren in der ChAT/GAD
Doppelfarbung mit vielen braunen Punktchen (s. AEbBild B2/1), die anderen mit
sparlichen braunen Punktchen (GAD-haltigen Endigandgs. Abb. 12 - Bild B2/Il) zu
sehen. AulRer der unterschiedlichen Farbeintensdiiften diese Zellen verschiedene
Zellformen. Die Zellen mit vielen braunen PinktclEsalieneinen grof3en polygonalen
Zellkorper (s. Abb. 12 -Bild B2/1), der fur die @mitven Twitch Motoneurone typisch
ware. Wahrend die Zellen mit wenigen braunen Pinmgticein kleines rundliches
Zellsoma (s. Abb. 12 - Bild B2/1l), typisch flir Nefwitch Motoneurone, aufwiesen.
Die putativen non-Twitch Motoneurone im Kern regrdserten ein deutlich
einheitlicheres Bild der ChAT/GAD Doppelfarbung dareine gleichméfige Beladung
des Zellkoérpers mit braunen Punktchen (s. Abb. Bild C2/I). Diese Beobachtung

wurde nicht ndher analysiert.
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Insgesamt konnten auf den analysierten histologis&chnittebenen des Ncl. abducens
45 putative non-Twitch Motoneurone und 10 DendritenKern und 26 putative non-
Twitch Motoneurone und 5 Dendriten aul3erhalb desn&eaufgefunden werden
(Ergebnisse (Anzahl der GAD-haltigen Endigungeneiifetdurch die gemessene
Strecke) und statistische Werte s. Tab. 8).
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Abb. 12 - Ubersicht der Farbeeigenschaften der untschiedlichen Zellpopulationen im Nucleus
abducens nach Immunfarbung auf ChAT (schwarz) und GPG (braun) oder GAD (braun)

Bild A : Ubersichtsaufnahme von einem Transversalschnitthdden rechten Ncl. abducens auf mittlerer
Hohe (Fall 1), der auf ChAT (schwarz) und perineale Netze (braun) angefarbt wurde, fir die
Repréasentation der Lokalisation der Zellen (IV —M¥ntrikel; N VII-Nervus facialis; VI-Nucleus

abducens; N VI-Nervus abducéns

Bild B: Detailaufnahme markierten Areals B von Bild Bild B1: ChAT/CSPG Doppelfarbung: zwei
unterschiedliche putative non-Twitch Motoneuronatgr Pfeil), die im medialen Randbereich des Ncl.
abducens liegenBild B1/l: ChAT/CSPG Doppelfarbung: putatives cholinerges ReeiStern) non-
Twitch Motoneuron mit grof3em polygonalem Zellsowua, Detail von Bild B1Bild B1/Il: ChAT/CSPG
Doppelfarbung: putatives cholinerges (weiler Stamap-Twitch Motoneuron mit kleinem rundem
Zellsoma, herausvergrof3ert von Bild BRild B2: ChAT/GAD Doppelfarbung: putative non-Twitch
Motoneurone wie im Bild B1, aber in ChAT/GAD Dopféebung. Bild B2/l: ChAT/GAD
Doppelfarbung: putatives nefwitch Motoneuron, wie im Bild B1/I mit ChAT/CSPGdppelfarbung
mit groRem polygonalen Zellsoma, herausvergréRem Bild B2 mit Markierung der GAD-haltigen
Endigungen (schwarzer PfeilspitzeBild B2/Il: ChAT/GAD Doppelfarbung: putatives ndrwitch
Motoneuron wie im Bild B1/ll in ChAT/CSPG Doppelfimg mit kleinem rundlichem Zellsoma, als
Detail von Bild B2 mit Markierung der GAD-haltiggindigungen (schwarzer Pfeilspitze).
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Bild C: Detailaufnahme markierten Areals C von Bild Bild C1: ChAT/CSPG Doppelfarbung:
putatives non-Twitch Motoneuron (roter Pfeil) im INcabducens. Bild C1/I: ChAT/CSPG

Doppelfarbung: putatives non-Twitch Motoneuron €rotPfeil) im Detail von Bild C1.Bild C2:

ChAT/GAD Doppelfarbung: non-Twitch Motoneuron wiemi Bild C1, aber in ChAT/GAD
DoppelfarbungBild C2/I: ChAT/GAD Doppelfarbung: putatives non-Twitch Motamen wie im Bild

C1/l mit ChAT/CSPG Doppelfarbung im Detail von Bild2 mit Markierung der GAD-haltigen
Endigungen (schwarze Pfeilspitze).
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3.4.3 Internukledre Neurone (lII)

Durch die ChAT/CSPG Doppelfarbung lieRen sich nadidlinerge Neurone mit

intensivem braunem Netz markieren und die vermhalic internuklearen Neurone
darstellen. Diese Zellen waren in allen Schnittelpernorhanden, besonders in der
mittleren Ebene. Die Dendriten dieser nicht-cholye® Neurone konnte man schlecht

identifizieren.

Insgesamt konnten auf den analysierten histologis&chnittebenen des Ncl. abducens
45 putative internukledre Neurone vom Fall 1 urgligative internukleare Neuronevom
Fall 2 identifiziert werden. Leider konnte nur jelsesin Dendrit aufgefunden werden
(Ergebnisse (Anzahl der GAD-haltigen Endigungeneiifetdurch die gemessene
Strecke) und statistische Wertes.Tab. 7).

3.4.4Paramedian-Trakt (PMT)-Gruppen-Neurone(1V)
Im Rahmen dieses Projektes wurden die PMT-Neuroneden internukledren Neurone
nicht abgegrenzt und naher untersucht (s. Kap3)3.3.
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3.4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse der Zellpopaten (ChAT/GAD)

i non-Twitch :
Twitch Motoneurone internukleare Neurone
Motoneurone
Zellkdrper | Dendriten | Zellkdrper | Dendriten | Zellkdrper | Dendriten
Zellzahl 155 71 45
/ / 27 / 15 / 1!
Prozentzahl 57% 26% 17%
Mittelwert der
. 0,13 0,16 0,14 0,16 0,17 0,39!
Ergebnisse*
Standard-
abweichung
0,05 0,05 0,07 0,05 0,06 0!
der
Ergebnisse*
Zellzahl 59 12 8
5 / / 7 / o! / 1!
[ Prozentzahl | 75% 15% 10%
o
N~
*é‘ Mittelwert der
T _ 0,07 0,06 0,07 o] 0,10 0,10!
0 Ergebnisse*
()
(a))
7
£ Standard-
o\ .
— abweichung
© 0,06 0,01 0,04 -l 0,04 0!
LL der
Ergebnisse*
Neuronen-
/
X Dendriten-
© 214 83 53
L anzahl gesam
+ / 34 / 15 / 1!
— (Fall 1+Fall 2)
— 62% 23% 15%
© 350
L
und
Prozentzahl
ChAT Positivitat
VS. 85% 15%
ChAT Negativitat

Tab. 7 - Zusammenfassung der Ergebnisse der ChAT/AD Doppelfarbung

* Anzahl der gezahlten GAD-haltigen Endigungenrhgssene Strecke der Zellgrenze
I Bemerkung — Wegen niedriger Fallzahlen misserediegebnisse kritisch betrachtet werden
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—o—Fall 1 —#—Fall 2

0,10

0,07 07
_/ 0’17
.—U,LD !
Twitch Motoneurone non-Twitch Motoneurone internukleare Neurone

Diagr. 2 - Mittelwerte der Ergebnisse (ChAT / GAD)

(Anzahl der GAD-haltigen Endigungen / gemessenec8& der Zellgrenze)

I Bemerkung: Die Dendriten wurden wegen der niedrigeallzahl nicht erfasst

non-Twitch Motoneurone

Zellkorper Dendriten
Zellzahl 45 10
Mittelwert der
) 0,16 0,16
Ergebnisse*
—
T Standardabweichung
s _ 0,07 0,06
der Ergebnisse *
Zellenim Zellzahl 26 5

medialen

. Mittelwert der
Randbereich _ 0,10 0,15
Ergebnisse*

aulerhalb des

Standardabweichung

Ncl. abducens 0,05 0,04

der Ergebnisse *

Tab. 8 - Unterschiede der GAD-haltigen Endigungener non-Twitch Motoneurone
(im Kern vs. aul3erhalb des Kerns)

* Anzahl der gezéhlten GAD-Endigungen/ gemessereckt der Zellgrenze
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3.5Glycinrezeptor Alpha 1 (GlycRul)-Farbung im Nucleus abducens

Die Darstellung der Glycinrezeptoren durch diesamik®rper funktionierte relativ
schwach, dadurch musste man auf eine ChAT/Glf§cRoppelfarbung verzichten, da
die sehr intensive ChAT-Farbung die braun markiefycinrezeptoren verdeckt. Als
Loésung wurden die Strukturen durch eine Einfachfigo mit GlycRi1-Antikorper
angefarbt, in der die Verdinnung reduziert und DiAEB-Reaktion mit Ammonium-
Nickelsulfate intensiviert wurde. Die vorher genenRarbemethode funktionierte leider
nur beim Fall 1. Aus diesen Grinden wurden im Rahmieses Projektes nur die
Farbungen vom Fall 1 als Hauptfall analysiert unt keinen Kontrollfarbungen vom
Fall 2 verglichen. Nach der Einteilung und ldeaidrung der Zellen erfolgte die
Bestimmung der Glyc&l-Positivitat der unterschiedlichen Zellpopulationtn diesem
Fall konnten nicht so hohe Fallzahlen wie im Rahmeles anderen
Projektes(ChAT/GAD) untersucht werden, da einigerbtfdgen mit den neuen
Antikorper von Synaptic Systems auch nicht erfatldrewaren und die Anzahl der
Praparatebegrenzt war. Die Praparate stammten raudransversalen Schnittebenen
des Ncl.abducens (caudale, mittlere und rostran&p Bei der Betrachtung unter dem
Mikroskop war ein uneinheitliches Farbeverhaltem Aellpopulationen zu sehen. Es
zeigte sich sogar innerhalb einer Zellpopulatioreegewisse Inhomogenitat, d.h. einige
Zellen der gleichen Neuronengruppen waren stadkerandere schwacher angefarbt.
Bei der weiteren Analyse wurden die Zellen in z@euppen (Glycin positive Zellen
vs. Glycin negativ Zellen) einsortiert, die Farlieisitat und Rezeptorendichte wurde
nicht erfasst. Trotz unterschiedlicher Farbeint#&hsikonnte man sehen, dass alle
Zelltypen(Twitch Motoneurone; non-Twitch MotoneuepninternukleareNeuronene)
Glycin-Transmittereingange erhielten (s. Tab. 9adpi 3 und Abb. 13; 14). Aber es
wurden auch gleicheNeuronentypen gefunden, dieek@lycin-Transmittereingdnge
besal3en. Die Dendriten wurden in diesem Projelitt r@nalysiert, da erfahrungsgeman
durch die GAD-Farbungen die Dendritender nicht Chgdsitiven Neurone schlecht

identifiziert werden konnten.

Die Gesamtanzahl der Neuronen der analysiertenitBaimetragt 124. Davon kdnnen
83 als Twitch Motoneurone, 22 als non-Twitch Motarmme und 19 als internukleare

Neurone klassifiziert werden.
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3.5.1 Twitch und non-Twitch Motoneurone (I;11)

Nach der Identifizierung erfolgte die Auswertung.

Insgesamt konnten auf den analysierten histologis&chnittebenen des Ncl. abducens
vom Fall 1 83 putative Twitch Motoneurone (s. AW - Bild B1/l) aufgefunden
werden, davon waren 43 (51,8%) Neurone durch Glig&rbung markiert (s. Abb. 13 -
Bild B2/1) und 40 (48,2%) Neurone waren nicht markEs konnten 22 non-Twitch
Motoneurone dargestellt werden (s. Abb. 14 - Bilt/IB davon waren 7 (31,8%)
Neurone durch die Glycin-Farbung markiert (s. Abd.- Bild B2/1) und 15 (68,2%)

Neurone waren nicht markiert (s. Tab. 9).

3.5.2 Internukledre Neurone (lII)

Insgesamt konnten auf den analysierten histologis&chnittebenen des Ncl. abducens
19 putative internukleare Neruone identifiziert dem (s. Abb. 13 - Bild B1/Il), davon
waren 8 (42,1%) Neurone durch die Glycin-Farbungkmed (s. Abb. 13 - Bild B2/1l)
und 11 (57,9%) Neurone waren nicht markiert(s. Bab.
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Abb. 13 - Ubersicht der Farbeeigenschaften der untschiedlichen Zellpopulationen im Nucleus
abducens nach Immunfarbung auf ChAT (schwarz) und GPG (braun) oder GlycRul (schwarz)

Bild A: Ubersichtsaufnahme eines Transversalschnitts ddechlinken Ncl. abducens in der rostralen
Ebene vom Fall 1 in ChAT/CSPG Doppelfarbung, fig Reprasentation der Lokalisation der Zellen (IV

— IV. Ventrikel; N VII-Nervus facialis; VI-Nucleuabduceng
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Bild B: Detailaufnahme des markierten Areals B von BildBNd B1: ChAT/CSPG Doppelfarbung:
putatives Twitch Motoneuron (schwarzer Pfeil) und putatives internuklares Neuron (gelber Pfeil).
Bild B1/l: ChAT/CSPG Doppelfarbung: cholinerges (weiBer Stemyitch Motoneuron mit
perineuronalen Netze (weiBe Pfeilspitze) als Detaiin Bild B1. Bild B1/ll: ChAT/CSPG
Doppelfarbung: nicht-cholinerges (schwarzer Steinjernukledres Neuron (gelber Pfeil) mit
perineuronalen Netze (weile Pfeilspitze) als Detait Bild B1. Bild B2: GlycRal Einfachfarbung:
Twitch Motoneuron und internuklares Neuron, wie Bidd B1 mit ChAT/CSPG Doppelfarbundgild
B2/I: GlycRal Einfachfarbung: Twitch Motoneuron wie im Bild Bhit ChAT/CSPG Doppelfarbung
als Detail von Bild B2 mit Markierung der Glycinegztoren (rote PfeilspitzeBild B2/ll: GlycRal
Einfachfarbung: internukledres Neuron wie im BB/l mit ChAT/CSPG Doppelfarbung mit
Markierung der Glycinrezeptoren (rote Pfeilspitats) Detail von Bild B2.
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Abb. 14 - Ubersicht der Farbeeigenschaften der untschiedlichen Zellpopulationen im Nucleus

abducens nach Immunfarbung auf ChAT (schwarz) und GPG (braun) oder GlycRul (schwarz)

Bild A: Ubersichtsaufnahme eines Transversalschnitts digohrechten Ncl. abducens in der mittleren
Ebene von Fall 1, gefarbt auf GlycR1, fur die Reprdation der Lokalisation der Zellen. Der

Nachbarschnitt in ChAT/CSPG Doppelfarbung ist inbAh2 gezeigt(lV — IV.Ventrikel; N VII-Nervus
facialis; VI-Nucleus abducens; N VI- Nervus abdugen
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Bild B: Detailaufnahme des markierten Areals B von BildBAd B1: ChAT/CSPG Doppelfarbung:
putatives non-Twitch Motoneuron (roter Pfeil; ZellN3) Bild B1/l: ChAT/CSPG Doppelfarbung:
cholinerges (weil3er Stern) non-Twitch Motoneuroneperineuronale Netze, herausvergrof3ert vom Bild
B1.Bild B2: GlycRal Einfachfarbung: non-Twitch Motoneuron (roter BfgellNr. 3) von Bild B1Bild
B2/l: GlycRal Einfachfarbung: non-Twitch Motoneuron, wie im dilB1/l mit ChAT/CSPG
Doppelfarbung, Im Detail von Bild B2 mit Markierumigr Glycinrezeptoren (rote Pfeilspitze).
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3.5.3 Zusammenfassung der Ergebnisse der Zellpopateen (GlycinRx1)

Fall 1

Twitch non-Twitch internukleare
Motoneurone Motoneurone Neurone
Zellzahl % Zellzahl % Zellzahl %
Glycin positiv 43 51,8% 7 31,8% 8 42,1%
Glycin negativ 40 48,2% 15 68,2% 11 57,9%
Neuronenzahl gesamt 83 22 19
/ / / /
Prozentzahl 67% 18% 15%
ChAT positivitat 105 19
VS. / /
ChAT negativitat 85 % 15%
gesamte Neuronenzahl 124

Tab. 9 — Zusammenfassung der Ergebnisse der GlycimR® Einfachfarbung

100%

90%

80%

70%

60%

B Glycin negativ

50%

40%

E Glycin positiv

30%

20%

10%

0%

Twitch Motoneurone

non-Twitch Motoneurone

internukleare Neurone

Diagr. 3 - Prozentuale Verteilung der Glycinpositien vs. Glycin negativen Neurone
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4 Diskussion
Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden die glycinargend y-Aminobuttersaure-

(GABA)ergen inhibitorischen Transmittereingange dumnktionelleNeuronengruppen
im Nucleus abducens des Menschen untersucht. Kitleiner Doppelfarbung auf
Cholinacetyltransferase(ChAT) und Chondroitin SuPaoteoglykan (CSPG) wurden
die funktionellen Neuronengruppen (Twitch, non-Tohit Motoneurone und
internukledre Neurone) voneinander unterschiedehaurh inre Farbeeigenschaften mit
Glutamatdecarboxylase(GAD) und Glycinrezeptor Aldi{&lycRal) untersucht. Der
erste Befund war, dass der menschliche Nucleuscabdweinen gleichermalRen starken
Input von GABA und Glycin erhélt. Die Analyse demktionellen Neuronengruppen
zeigte, dass alle Neuronengruppen sowohl durch GalB-auch GlycR1-Anfarbung
markiert wurden.Eskonnten aber durch die quantgatind qualitative Untersuchungen
keine grol3en Unterschiede der Transmittereingandggezug auf Twitch, non-Twitch

und internukledre Neurone festgestellt werden.
4.1 ldentifizierungfunktioneller Neuronengruppen im Nucleus abducens

4.1.1 Twitch und non-Twitch Motoneurone (I;11)

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Abgrenzungfdektionellen Neuronengruppen
im Nucleus abducens kombinierte ImmunfarbungenChAT und perineuronale Netze
(CSPG) durchgefuhrt, deren gemeinsames Auftrete¢atipe ,Twitch Motoneurone*
markiert. Am Rhesusaffen und an der Ratte konnterchdukombinierten
Tracerinjektionen in die auf3eren Augenmuskeln ggaserden, dass nur die Twitch
Motoneuronen innerhalb der Motokerne, die nachreimektion in den Muskelbauch
retrograd markiert werden, perineuronale Netze emagnicht aber die peripher
gelegenen non-Twitch Motoneurone, die sich nur Udiee Tracerinjektion in den
Muskelsehneniibergang anfarben lassen (Buttner-Enmd\al., 2001; Eberhorn et al.,
2005, Eberhorn et al., 2006). Als perineuronale zBletvird die gitterahnliche
extrazellulare Matrix bezeichnet, welche hauptsabhtie Somata und proximalen
Dendriten umgibt. Chemisch bestehen sie aus Glygtepren, Hyaluronsaure,
Proteoglykanen und vor allem aus dem ChondroitifeEBroteoglykan (CSPG), gegen
das der hier eingesetzte Antikorper gerichtet vigartplotto et al., 1996; Brickner et
al., 1994; DeYoe et al., 1990; Seeger et al., 1%4uer et al., 1982; Celio and
Blimcke, 1994; Celio et al., 1998). Die genaue Fonkdieser Netze ist noch unklar,
aber es wird eine haufige Assoziation mit Neuroekeigden, die das Calcium-bindende

Protein Parvalbumin enthalten (Briickner et al.,499artig et al., 1994; Horn et al.,
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2003). Dieses Protein wiederum findet sich meidi@urone mit hoher metabolischer
Aktivitat, die lang andauernd oder hochfrequentefeu(Baimbridge et al., 1992;
Blumcke and Celio, 1992;Brickner et al., 1993). eckt sich mit den hohen
Feuerungsraten von Twitch Motoneurone, die in Hféllen sogar bis zu 800 Hz
erreichen kdénnen (Robinson, 1970; Fuchs und Lusd$ail; Fuchs et al., 1988).Im
Unterschied zu den cholinergen Twitch Motoneurorasen im Tierexperiment die
multipel-innervierten non-Twitch Motoneurone keingerineuronalen Netze auf
(Eberhorn et al., 2005; 2006). Auf diese Weise kenrbeim Menschen putative non-
Twitch Motoneurone im Nucleus oculomotorius und Mus abducens identifiziert
werden (Horn et al., 2008; Horng, 2011). Ahnliclevsieim Rhesusaffen fanden sich im
menschlichen Nucleus oculomotorius die putativen tdleuronen eher in der
Peripherie dorsomedial, medial und ventromedial Zemn allerdings nicht in so
kompakten Gruppen (Horn et al.,, 2008). Im Nucledsduaens bilden beide
Motoneuronengruppen keine so klar getrennte radlicokalisation. Eine grol3e
Gruppe netzloser cholinerger Neurone (non-Twitchtdvleurone) fand sich in der
Peripherie medial zum Nucleus abducens, aber d&hnke beim Affen liegen
zahlreiche putative non-Twitch Motoneurone aucterhalb des Kerns (Eberhorn et al.,
2005; Horng, 2011), was in der vorliegenden Arbmsstatigt werden konnte. Der
Grol3teil der Neurone im Nucleus abducens ca. 83-@B#D-Projekt: Fall 1 — 83%;
Fall 2 — 90 %; GlycR1-Projekt: Fall 1 — 85 %/ s. Tab 7; 9/)reagiertiposauf ChAT-
Farbung und somit kbénnen sie als putative Motonsairklassifiziert werden. In der
Arbeit von (Horng, 2011) konnte gezeigt werden,sdas Vergleich zum Rhesusaffen
die Zahl der non-Twitch Motoneurone beim Menschéwaedoppelt so grof3 ist
(Rhesusaffe ca. 10 %, Mensch ca. 22%), was die&kl@iahl der aufgefundenen
putativen non-Twitch Motoneuronen ca. 15-26% (GAD}&kt: Fall 1 — 26 %; Fall 2 —
15%,; GlycRul-Projekt: Fall 1 - 18%/ s. Tab 7; 9/) erklaren d&ir In der Literatur
wurden allerdings auch beim Rhesusaffen ein proaéet Anteil von 20%
beschrieben(Eberhorn et al., 2005).
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4.1.2 Internukleéare Neurone (1)

Die internuklearen Neurone im Nucleus abducens siott cholinerg, sondern die
benutzen Glutamat und/oder Aspartat als Transm({@arpenter et al., 1992; Spencer
and Baker, 1986)Infolgedessen lassen sie sich in der ChAT-Farbgumigvon den
cholinergen Motoneurone unterscheiden (Eberhoml. eP005). Elektrophysiologische
Untersuchungen am Affen haben gezeigt, dass ceenmklearen Neurone eine ahnlich
hohe Feuerungsrate besitzen wie die Motoneuroneh@at al. 1988). Deshalb ist es
nicht Uberraschend, dass die putativen internuéfeddeurone auch perineuronale
Netze besitzen (Eberhorn et al., 2005; Horng, 2044¥% an der Ratte mit kombinierten
Tracerinjektionen in den Nucleus oculomotoriusebisf gezeigt werden konnte
(Eberhorn et al., 2006). Wie in den Untersuchungam Horng (2011) konnte auch in
vorliegender Arbeit keine klare raumliche Trennuxgr Motoneurone zu den
internuklaren Neurone gefunden werden. Im Unteesthiur Katze, wo ein gewisses
Verteilungsmuster der internukledren Neurone in@érldes Kerns beschrieben wurde
(Steiger and Bluttner-Ennever, 1978), scheinen bBmjeulationen (Motoneurone und
internukledre Neurone) beim Menschen miteinandanigeht zu liegen. Eine Tendenz
Zu einer bevorzugten Lokalisation internukledreudae in den ventralen zwei Dritteln
des Nucleus abducens (Horng, 2011) konnte in did2egjekt nicht bestétigt werden.
Unklar ist die hier gefundene geringe Anzahl vorafiven internuklearen Neurone, die
ca. 10%-17% (GAD-Projekt: Fall 1 - 17%; Fall 2 —-%40Gesamt: 15%; Glyokl-
Projekt: Fall 1 - 15%/ s. Tab 7; 9/) der Gesamtaranpopulation ausmachten im
Vergleich zu 27-47% putativer internuklearer Newram einer friiheren Untersuchung
(Horng, 2011). Ein moglicher Grund ist die Benugueines anderen CSPG-
Antikorpers, der zur Markierung der perineurond\size der internuklearen Neuronen
eingesetzt werden musste, nachdem der urspringhotigorper nicht mehr gekauft
werden konnte. Dieser neue AntikOrper hat vergkawehse evtl. zu schwacheren
Anfarbungen erzielt und damit zur ungewollten Ustbétzung der CSPG-positiven

internukledaren Neuronen geflhrt.
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4.1.3 Paramedian-Trakt (PMT)-Gruppen-Neurone (IV)

Eine weitere funktionelle Neuronengruppe im Nuclalxlucens, die die gleichen
Farbeeigenschaften wie die internukledren Neurdnesast,— nicht-cholinerg, aber
CSPG-positiv — bildet die paramedian-Trakt (PMT)gyen-Neurone. Diese Neurone
liegen in den paramedianen Trakten im Hirnstammbisher sechs identifizierten
Gruppen beidseits der Mittellinie. Beim Rhesusalfennte gezeigt werden, dass diese
Neurone von allen Regionen, die den Augenmusketkemorgeschaltet sind, Eingénge
erhalten und dass sie zum Flocculus des Kleintprogizieren (Buttner-Ennever and
Buttner, 1988; Buittner-Ennever et al.,, 1989; Biittaed Buttner-Ennever, 2006;
Battner-Ennever, 1992;Langer et al., 1985; Nakaraagfoal., 2000). Kurzlich wurde
auch ein erster Versuch unternommen, um diese Neanon menschlichen Hirnstamm
zu identifizieren (Buresch, 2005). Eine der sedhld Zellgruppen bildet eine ,Kappe*
am rostralen Ende des Nucleus abducens (s. AblBil8- A). Nachdem anhand
histochemischer Eigenschaften keine eindeutige rdcheidung zwischen den
internukledaren und PMT-Neurone moglich war, wurdén Untersuchungen nicht auf
der Ebene des rostralen Endes vom Nucleus abddceadsgefihrt und damit auf eine

Untersuchung der PMT-Neuroneda verzichtet.
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4.2 Inhibitorische Transmittereingange auf Zellsomé& der funktionellen
Neuronengruppen im Nucleus abducens des Menschen

Im Rahmen dieser Arbeit versuchte man die Lokatisatles inhibitorischenlnputs in
Hinsicht auf die Dendriten und Zellsomata zu idéigren. Leider waren die Dendriten
sparlich aufzufinden. Es konnten bei den Motoneeird® Dendriten und bei den
internukledren Neuronen nur 2 Dendriten eindeutigigefunden werden. Die
Identifikation der Dendriten von internukleédren Kene war stark erschwert, weil sie
nicht durch einen positiven Marker (wie ChAT benddotoneurone) angefarbt werden
konnten und dadurch im Neuropil untergingen. Aussedim Grund wurde auf eine
selektive Analyse der Glyzin-Eingdnge auf die Déedr verzichtet. Im Folgenden
werden nur die inhibitorischen Trasmittereingdngé Zellsomata der funktionellen

Neuronengruppen des humanen Nucleus abducensidiskut
4.2.1y-Aminobuttersdure(GABA) im Nucleus abducens

4.2.1.1 Marker fur Glutamatdecarboxylase(GAD)-haje Endigungen
Glutamatdecarboxylase (GAD) ist das Enzym, dadDdiearboxylierung von Glutamat
zu dem inhibitorischen  Transmitter y-Aminobuttersaure  (GABA) und
COykatalysiert(Konigshoff, 2004 a). Es gibt zwei lsofien von GAD, die sich in
Molekulargréf3e, Aminosauresequenz und Lokalisatioterscheiden (Erlander et al.,
1991). Es gibt zwei Rezeptoren fir das Enzym: dieotrope GABAa-Rezeptor, der die
Durchlassigkeit der Chloridkanale steuert und wee @lycinrezeptoren wirkt, und der
metabotrope Adenylatcyklase gebundene GABADb-Reremter die Kaliumkanéle
reguliert und bei Aktivierung ebenfalls eine Hypagyisation der Zellen zur Folge hat
(Karow, 2009 a). Die Konzentration von GABA im sptiachen Spalt wird durch
verschiedene GABA-Transporter reguliert (Border9@,9Pabel et al., 2012; Kaufman,
2003 d). Gegen alle genannten Proteine gibt ekémter. In der vorliegenden Arbeit
wurden Antikérpern gegen GAD eingesetzt, die ansuoklichen Paraffinschnitten gut

funktionieren und vorzugsweise Nervenendigungeéraeh.

4.2.1.2-Aminobuttersaure(GABA)erge Transmittereingange

Im Unterschied zum Rhesusaffen wies der Nucleusi@ts des Menschen starke
GABAerge Eingange auf, die sich bereits an ders¢tevimmenden Praparaten (Fall 3)
in der Ubersicht zeigten, wo sich der Kern anhaed @AD-Immunfarbung deutlich
von seiner Umgebung abgrenzen lie (s. Abb. 10ld Bil; B/ll; B/lll). Bei der

weiteren quantitativen und qualitativen Analyse g die unterschiedlichen
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Neuronenpopulationen im Nucleus abducens gleichgéemastarke GABAerge

Eingdnge (s. Abb. 11 - Bild B2; B2/I; B2/1l; C2; @2C2/11). Nachdem auch unerwartet
ahnlich starke GABAerge Eingange auf die Motoneardes M. rectus medialis im

Nucleus oculomotorius nachgewiesen worden waremn(ldbal., 2009), konnte anhand
der vorliegenden Befunde das Konzept am Menscheht miestatigt werden, dass
GABA nur der inhibitorische Transmitter zur Verrhitig vertikaler Augenbewegungen
ist (Spencer and Baker, 1992; Spencer et al., 1E®Rwurden zwar auch beim Affen
und bei Katzen GABAerge Eingange auf den Nuclewduedns beschrieben, aber in
weitaus geringerem Mal3e (Spencer et al., 1992).aBderen Spezies, wie Katze und
Hase, wurden hingegen keine grol3en UnterschiedeGddsAergen Eingadnge auf

verschiedene Motoneuronengruppen gefunden (Weatzal, 1996; de la Cruz et al.,
1992).

4.2.1.3 Quellep-Aminobuttersaure(GABA)erger Transmittereingdnge fauden
Nucleus abducens

Als mogliche Quellen GABAerger Eingdnge zum Nucleabducens dienen
internukleare Verbindungen vom Nucleus oculomo®gaum Nucleus abducens, was in
kombinierten Trakt-Tracer und immuncytochemischérbEngen an der Katze gezeigt
wurde (de la Cruz et al., 1992). Diese GABAergegiimge wurden aber bevorzugt auf
den Motoneurone nachgewiesen und nicht auf demuntéearen Neurone (de la Cruz
et al., 1992). Diese hemmenden Verbindungen spiséglicherweise eine Rolle bei
Vergenzbewegungen, bei denen die Motoneurone dderbéVl. rectus medialis von
bisher unbekannten Quellen aktiviert werden, urelchkeitig die Motoneurone des
Nucleus abducens gehemmt werden missen (Mays atet,P®84). Dazu passt, dass
die meisten Motoneurone und internukledren NeurpneNucleus abducens eine
verminderte Aktivitat bei Konvergenzbewegungen éeigen zeigen(Gamlin et al.,
1989). Als weitere mogliche Quellen fir GABAerge ngange sind die
Vestibulariskerne oder derNucleus prapositus hygssjl(PrH) denkbar, was aber noch

ZUu untersuchen ware.
4.2.2Glycin im Nucleus abducens

4.2.2.1 Marker fur Glycinrezeptor Alpha 1 (GlyeR)
Der inhibitorische Transmitter Glycin findet sich.av auf Ruckenmarks- bzw.
Hirnstammebene und in der Retina (Huppelsberg, 20CGufman, 2003 c). Der

Neurotransmitter bindet an einen Glycinrezeptor, ales einem Proteinkomplex mit 4
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a-und einer einzigerp-Untereinheit besteht und in der Zellmembran |akait ist
(Kuhse et al., 1993). Dieser Proteinkomplex komentgtsachlich in Nervenzellen, aber
auch in anderen Zellen vor. Der Glycinrezeptor fartgals ein lonenkanal, der die
Durchlassigkeit der Zellmembran fir Chlorid-lonesguliert. Die Rezeptoren sitzen
postsynaptisch und vermindern nach der Aktivierudgrch Glycin dort die
Zellerregbarkeit durch den Einstrom von Chloriddanwas eine Hyperpolarisation der
nachgeschalteten Zelle zur Folge hat (Karow, 200®ar Transmitter kann aber auch
als Coagonist am ionotropen N-methyl-D-aspartat M1 Rezeptor, einem Subtyp
des Glutamatrezeptors wirken (Hansen et al., 20@ayurch ist Glycin sowohl bei
inhibitorischen als auch bei excitatorischen Ggimoaessen involviert und spielt z.B.
auch bei Schlafprozessen eine wichtige Rolle (Barma Kawai, 2012). Die
glycinergen  Eingange wurden in der vorliegenden efrb Gber die
immuncytochemischen  Farbungen des  Glycinrezeptdrd&gestellt, der

erwartungsgemalfl eher die postsynaptische Membfarbsn

4.2.2.2 Glycinerge Transmittereingange

Ahnlich der Befunde an der Katze und beim RhesamaKonnte jetzt erstmals am
Nucleus abducens des Menschen ein starker gly@néngut gezeigt werden,der sich
bereits an den freischwimmenden Praparaten (Faith 3)er Ubersicht demonstrieren
lieRen(Spencer et al., 1992;Spencer et al., 1988)is. 10 — Bild D/I; D/1l; D/Ill).Bei
der weiteren qualitativen Analyse vom Fall 1 komnkei allen Neuronenpopulationen
im Nucleus abducens Glycin positive Neurone ideasift werden (Abb. 13 — Bild B2;
B2/1; B2/ Il; Abb. 14 — B2; B2/1). Nachdem beim Rfusaffen auch die Motoneurone
des M. rectus medialis einen selektiven glyciner@g@ngang erhalten, wurde von
Spencer und Kollegen das Konzept vertreten, dassndlibition der Motoneurone flr
horizontale Augenbewegungen tber Glycin erfolgtt wirlaufigen Befunden aus einer
anderen Untersuchung in der Arbeitsgruppe, die teejg dass die putativen
Motoneurone des M. rectus medialis selektiv mita@lyMarkern assoziiert sind (Horn,
eigene Beobachtungen), bestatigt sich das von 8penal. vorgeschlagene Konzept
mit Glycin als inhibitorischen Transmitter fir hoontale Augenbewegungen auch fir

den Menschen.

4.2.2.3 Quellen glycinergerTransmittereingéange ailén Nucleus abducens

Mit kombinierten physiologischen, Trakt-Tracer ungimuncytochemischen Methoden

wurde es an der Katze gezeigt, dass die glycineEgegéngen von hauptsachlich drei

Quellen stammen: dem ipsilateralen Nucleus vestisil medialis (MVN), dem
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kontralateralen Nucleus paragigantocellularis d@ms@PGD) in der paramedianen
pontinenFormatio reticularis (PPRF) und dem Nucleu$positus hypoglossi (PrH)
(Spencer et al., 1989). Bei horizontalen Kopfdrejam werden lber den vestibulo-
okularen Reflex kompensatorische langsame horilmm®agenbewegungen entgegen
der Kopfdrehung hervorgerufen (s. Abb. 15). Dabeiveeren vestibulare Afferenzen
aus dem horizontalen Kanal Neuronen im ipsilaterdVN, die ihrerseits eine
erregende Projektion auf den kontralateralen Ngchkluducens weitergeben, der dann
Uber die internukledren Neuronen auch die Motonemodes M. rectus medialis
aktiviert — woraus eine konjugierte horizontale Anbewegung entgegen der
Kopfdrehung erfolgt. Es werden von den vestibul&éerenzen aber auch gleichzeitig
hemmende Neuronen im MVN aktiviert, die dann Ubee glycinerge Projektion den
ispilateralen Nucleus abducens hemmen (ButtnerBiitther-Ennever, 2006;Bittner-
Ennever, 1992; Spencer et al., 1989).
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Abb. 15 - Schematische Darstellung der vestibulo-ok&ren Reflexbahnen bei horizontaler
Kopfdrehung

(MLF- Fasciculus longitudinalis medialis; MVN - Nietis vestibularis medialis, 111- Ncl. oculomotorjus
VI- Ncl. abducens;HC- horizontaler Bogengang; ATiactus ascendens Deiters)(Buttner- Ennever 2006
- Abb. 8 / modifiziert/)

Die glycinergenEingange auf den Nucleusabducensvieddn gleichermal3en die
Motoneurone wie auch die internukledren Neurone, k@mbinierte Ableitversuche an
der Katze mit pharmakologischen Blockierungen dégi@ezeptors mit Strychnin,
zeigten (Spencer et al., 1989). Der Nucleus paaagpgellularis dorsalis (PGD) in der
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medull&ren Formatio reticularis enthalt die ,intdsischen Burst-Neurone/ IBNs/*, die
wahrend einer horizontalen Sakkade z.B. nach redhits Motoneurone des
kontralateralen linken Nucleus abducens hemmenkamjugierte Augenbewegungen
zu ermoglichen (Strassman et al., 1986, Scuddat.,e1988). Auch hier wurde an der
Katze und am Affen gezeigt, dass die IBNs gleictafden auf die Motoneurone wie
auch die internuklearen Neurone im kontralateraMucleus abducens projizieren
(Scudder et al., 1988; Horn et al., 1995; Yoshidale 1982). Der Nucleus prapositus
hypoglossi(PrH) enthélt eine relativ grol3e Popafatan glycinergen Neurone (etwa
30% bei der Katze), von denen etwa drei Viertelr étheine Zellen, vermutlich lokale
Interneurone, sind (Yingcharoen et al., 1989). dliftoRe glycinerge Neurone des PrH
projizieren kontralateral zum Nucleus abducens. Brét spielt eine wichtige Rolle bei
der Blickhaltung, wie Lasionsversuche zeigten, vebnaassive Blickhaltestorungen in
der horizontalen Ebene auftraten (Ubersicht: Mc@ieHorn, 2006).

4.3 Inhibition (v-Aminobuttersdure(GABA) VS. Glycin)funktioneller
Neuronengruppen im Nucleus abducens des Menschen

In der vorliegenden Arbeit wurden gleichermalRemkstaGABAerge und glycinerge
Eingdnge auf die cholinergen Motoneurone und dahtrtholinergen internukleéaren
Neurone gefunden. Dieser quantitative Befund eispr anatomischen und
physiologischen Studien, dass Motoneurone undnokdeare Neurone weitgehend die
gleichen Eingange erhalten, z.B. von Burst Neuranatter PPRF und PGD, oder vom
PrH, was dann zu konjugierten horizontalen Blickegungen fihrt (Langer et al.,
1986,Strassman et al., 1986, Ubersicht: Horn, 2008 den Motoneurone
unterscheidet man erst seit Kurzem zwei raumlidhegate Gruppen voneinander, die
im Kern gelegenen Twitch Motoneurone, und die aldber der Augenmuskelkerne
lokalisierten non-Twitch Motoneurone (Buttner-Eneeet al., 2001; Eberhorn et al.,
2005). An Hand von Tracerversuchen mit Tollwut-Viir@s retrograd transsynaptische
Tracer, die in den M. rectus lateralis beim Rhelesanjiziert wurden, konnte gezeigt
werden, dass Twitch und non-Twitch Motoneurone vamterschiedlichen
pramotorischen Eingédngen kontrolliert werden. Eifdeacer-Injektion in den
Muskelbauch, die zu einer Aufnahme Uber die eireelBndplatten der Twitch-Fasern
und die multiplen Endplatten der non-Twitch Fasdiirten, resultierte in der
Markierung aller bekannten pramotorischen Neurorke, fir die Generierung von
Augenbewegungen zustandig sind (Ugolini et al., 600Das umfasst die

inhibitorischen Burst-Neurone im PGD, die exciteonen Burst-Neurone (EBNS) in
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der paramedianen pontinen Formatio reticularis (PPRlie sekundaren vestibulo-
okularen Neurone in den medialen Vestibulariskerih¥) und dem PrH. Eine kleine
selektive Tracer-Injektion in Muskelsehnenlbergaleg M. rectus lateralis dagegen
resultierte nur in der retrograd transsynaptiscAaférbung von Neuronen im PrH,
nicht aber in den Burst-Neurone, die der Sakkadeerierung dienen (Ubersicht: Horn,
2006). Aus diesen Befunden ergibt sich die Hypahesss die Twitch Motoneurone
die Generierung der Augenbewegungen bewirken uadndn-Twitch Motoneurone
eher fur die Blickstabilisierung tUber den PrH véwaortlich sind (Buttner-Ennever et
al., 2002; Ugolini et al., 2006; Wasicky et al. 02). Bisher gibt es nur eine vorlaufige
Studie am Rhesusaffen, bei der die Transmitteregg&uf Twitch und non-Twitch
Motoneurone des M. rectus medialis verglichen ward@abei fanden sich starke
glutamaterge (erregende) Eingange auf die Twitcholteurone und nur schwache auf
die non-Twitch-Motoneurone. Beide Motoneuronenpapahen erhielten aber gleich
starke GABAerge Eingange (Ying et al., 2008), wiak snit vorliegenden Daten zum
Nucleus abducens deckt, wo im Durchschnitt gleichevGABAerge und glycinerge
Eingédnge auf die Motoneurone registriert wurdererlings wurden bei putativen non-
Twitch Motoneuronen, die eher aul3erhalb des Keneslial zu den austretenden Fasern
des Nervus abducens liegen, Neurone gefunden,imieseits sehr starke GABAerge
Eingange aufwiesen, aber auch solche, die gar keB®BAerge Input aufwiesen( s.
Abb. 12 - Bild B2; B2/l; B2/Il). Mdglicherweise lasn sich die non-Twitch
Motoneurone in noch weitere Untergruppen untemeilevie z.B. non-Twitch
Motoneuroneder orbitalen Schicht versussolche di@bagen Schicht, die dann auch
unterschiedliche Inhibition erhalten.Bei der Gly&arbung zeigte sich auch innerhalb
einer Neuronengruppe eine gewisse Inhomogenitét lzdeallen Neuronentypen, d.h.
einige Zellen der gleichen Gruppe waren Glycin-Rézepositiv, die anderen
negativ(s. Tab. 9; Diagr.3). Weiterfiuhrende Untehsungen sind zur Klarung diese
Phanomenenoch erforderlich.
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4.4 Schlussfolgerung

Obwohl wie bei der Katze und beim Affen selektidgcgnerge Eingange auch beim
Menschen im Nucleus abducens gefunden wurden, iwmasaénliche Organisation des
horizontalen Augenbewegungssystems nahelegt, stekddie vorliegenden Ergebnisse
nicht das Konzept bestéatigen, nach dem GABA nurdeei Steuerung von vertikalen
und nicht bei der Steuerung der horizontalen Augemgungen beteiligt ist.

Moglicherweise kontrollieren die glycinergen Einganvorwiegend die konjugierten

Augenbewegungen, wahrend GABA bei der Kontrolle Vdargenzbewegungen

beteiligt sein kénnte. Eine gegenuber dem Affe ketaEntwicklung des Vergenz-

Systems in Zusammenarbeit mit Akkommodation uncerewerbesserten Fahigkeit
Nah- und Fernziele zu fixieren kdnnte die unerwartestarken GABAergen Eingange
auf Motoneurone und internukleare Neurone im Nwlabducens beim Menschen

erklaren. Weiterfuhrende Studien sind zur Klaruieger Frage erforderlich.
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4.5 Zusammenfassung

Der Augapfel des Menschen bewegt sich durch seclesggstreifte extraokulére
Augenmuskeln.Anhand morphologischer Eigenschaftemsdn sich diese Muskelnin
zwei  Muskelfaserarten einteilen: die schnell kdnmgeenden ,einzeln-
innervierten’"Muskelfasern (SIFs / Twitch) unddiedgaameren,ermidungsresistenteren
~-multipel-innervierten* Muskelfasern (MIFs / non-Tweh). Die Innervation dieser
Muskelfasern erfolgt durch unterschiedliche GruppenMotoneurone, die Twitch und
non-Twitch Motoneurone.Die Zellsomata befinden siohdrei paarig angelegten

Kernen im zentralen Nervensystem (Nucleus oculomgptrochlearis, abducens).

Der Nucleus abducens des Menschen ist am Bodenwieidsn Gehirnventrikels und
enthalt vier Neuronenpopulationen, 1. - die chotje@ Twitch; 2. -non-Twitch
Motoneuronen, 3. - nicht-cholinergen internukledNsurone und 4. - die Paramedian-
Trakt(PMT)-Gruppen-Neurone. Diese Neuronenpoputaio habenunterschiedliche
Morphologie und histochemische Eigenschaften, dadassen sie sich mit speziellen
immunhistochemischen Farbungen unterscheiden. DietoMurone enthalten
Acetylcholin als Transmitter, dessen Synthese diasrEnzym Cholinacetyltransferase
erfolgt. Anhand der An- oder Abwesenheit von parmoealen Netze (PNN) kénnen
Twitch- und non-Twitch-Motoneurone voneinander usthieden werden. Die
internukledren Neurone im Nucleus abducens sinditnaholinerg, sondern die
benutzen Glutamat und/oder Aspartat als Transmuttersind mit PNN umgeben. Die
vierte dorsomediale Gruppe am rostralen Ende deteNs abducens, die Paramedian-
Trakt(PMT)-Gruppen-Neurone, die ahnliche histoctsmimé Eigenschaften aufweisen,
wie die internuklearen Neurone, wurden im RahmeseB Projektes nicht analysiert.

Das Hauptziel dieserArbeitwar die Untersuchung der
inhibitorischenTransmittereingdnge auf drei funkétbe Neuronengruppen (Twitch;
non-Twitch Motoneurone und internukledre Neuron®) Nucleus abducens beim

Menschen und inwieweit Unterschiede zu den Affestdisen.

Die Untersuchungdes Nucleus abducens erfolgte afffPachnittserien zweier
menschlicher Hirnstdmme und an Gefrierschnittpidear eines weiteren Falles.
Zuerstwurden histologische Schnitte von drei Ebgeandale, mittlere, rostrale Ebene)
mit immunhistochemischen Methoden gegen Cholind#cahsferase und perineuronale
Netze fur die Identifizierung der Zellen angefarbanschlieBend wurden die

angrenzenden Schnitte dieser Praparate entwed@lutarihatdecarboxylase (GAD)
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oder Glycinrezeptor alpha 1 immunhistochemisch &g um die

inhibitorischenTransmittereingdngederidentifiziari#ellendarzustellen.

In dieser Arbeit konntenca. 85% deruntersuchtenrdieals Motoneurone und15 %
als nicht-cholinerge internukledre Neuroneidengfiz werden. Die drei untersuchten
Neuronenpopulationen erhielten gleichermalRen stamkébitorische Eingange von
GABAergen und glycinergen Afferenzen. Damit konatem einen das an der Katze
und am Affen entwickelte Konzept auch beim Menschestatigt werden, dass die
Inhibition der horizontalen Augenbewegungen ubeyc@l vermittelt wird. Allerdings
wurden im Unterschied zum Affen auch starke GAB/AeKngange auf den Nucleus
abducens registriert, deren Quellen bisher unbeksind.In der Zusammenschau mit
aktuellen Befunden aus der Arbeitsgruppe zu eitagksn GABAergen Innervation der
Motoneurone des M. rectus medialis 143t sich diadre Postulierung nicht bestatigen,
dass GABA vornehmlich die vertikalen und Glycin digrizontalen Augenbewegungen
kontrolliert. Es liegt vielmehr die Vermutung naltiass im Bereich der horizontalen
Augenbewegungen eine starke Verdnderung in deredasing der Motoneurone bei
Menschen im Vergleich zum Affen erfolgt ist. Diesetfifft mdglicherweise
dasVergenzbewegungssystem, das als Teil der Naklel'{Vergenz; Akkommodation
und Pupillenkonstriktion) beim Fokussieren von @ige notwendig ist, und dessen
pramotorische Verbindungen bisher noch unklar Susiterfihrende Studien sind zur
Klarung dieser Frage noch erforderlich.
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5 Anhang zu Material und Methoden

5.1 Losungen
» Citrat-Puffer 0,01M pH 8,5-9,0 fir Wasserbad (80°C)Paraffinschnitte
(2,94g Sodium Citrate + 1000 ml Aqua dest.)
mit 0,1M NaOH auf pH-Wert 8,5-9,0 einstellen
» Citrat-Puffer 0,01M pH 6,0 fur Mikrowellenbad Paraf finschnitte
(2,1g Zitronensauremonohydrat + 900ml Aqua dest.)
mit 2M NaOH auf pH-Wert 6,0 einstellen
(2M NaOH=8g NaOH in 200ml Aqua dest. I6sen)
mit Aqua dest. bis 1000ml auffillen
» NaCl-Losung (0,9%) fur 1L
9g NaCl in 1000 ml Aqua dest. I6sen und im Kihladkraufbewahren.
» PFA- 4% Paraformaldehyd in 0,1 M PBS pH 7,4 fur 3L

Losung | Losung Il

1500 ml Auqua dest. auf 60°C erhitzen
120g Paraformaldehyd langsam zumischen
5 Tropfen 40% NaOH

AnschlieRend filtrieren

1500 ml 0,2 M PBS pH 7,4

Die zwei Losungen mussen kurz vor dem Gebrauchnmmsmgemischt werden und
den pH-Wert auf 7,4 einstellen und im Kuhlschrantbawahren.
» Phosphat-Puffer Saline (PBS) 0,1 M pH 7,4 fur 5L (fr Immunhistochemie)
(72,1g Na2HPO4x2H20 + 13,1g NaH2P0O4xH20 + 40g NaQlg KCL)
Die Bestandteile in 5 L Aqua dest. I6sen und der/pett auf 7,4 einstellen.
» Stammldsung Tris-Puffer (TBS) 0,5M pH 7,6
60,57g Trizma Base in 800ml Aqua dest. |6sen
mit 37% HCL auf pH-Wert 7,6 einstellen
mit Aqua dest. auf 1L auffillen
» Stammldsung Phosphatpuffer (PB) 0,2 M pH 7,4 fir 5L

Losung | Losung Il

26,229 NaH2PO4x H20 in 950ml Aqua dest. 114,7g Na2HPO4x 2H20 + 36g NaCl in 4050mi

l6sen Aqua dest. lésen

Die zwei Losungen mussen kurz vor dem Gebrauchnmmemgemischt werden und

den pH-Wert auf 7,4 einstellen und im Kuhlschrantbawahren.
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5.2 Protokolle

5.2.1 DAB-Reaktion
(Inkubationszeit: ca. 10 min)

Lésung | ( DAB) L6ésung Il (H202)

0,025% DAB= 0,5 ml von 1% DAB-Stocklésung

_ 10 pl 30% H202
in 20 ml 0,05 M TBS pH7,6

Direkt vor dem Gebrauch muss die Lésung | mit L@sUrzusammengemischt werden,

dadurch wird die Losung | aktiviert.

mit Ammonium-Nickelsulfat Intensivierte DAB-Reaktio
Lésung | ( DAB) L6ésung Il (H202)

0,025% DAB= 0,5 ml von 1% DAB-Stocklésung
in 20 ml 0,05 M TBS pH7,6 + 40mg filtrierte 10 pl 30% H202
Ammonium-Nickelsulfat

Direkt vor dem Gebrauch muss die Losung | mit L@sUrzusammengemischt werden,

dadurch wird die Losung | aktiviert.
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5.2.2 Immunhistochemie der Einfachfarbung, Beispi@ghhand einer ChAT-Farbung
Polyclonal goat anti-choline Acetyltransferase =e@icon, AB144P

Anleitung:
Schnitte entparaffinieren und rehydrieren

1h oder Ubernacht Xylol
1x210min 100% Alkohol
1x10min 96% Alkohol
1x10min 90% Alkohol
2x10min 70%Alkohol
1x10min Aqua dest.

Demaskierung von Antigenen
*Natrium-Citrat-Puffer pH 8,8 ..., 5 mim der Mikrowelle
* in Citratpuffer abkihlen lassen...................c.ccoeiviiieiiceivee e a5 beil RT

* kurz in Aqua dest. spulen

F3XO0,AM TBS PH 7,6 .o e e e 5 min
1.Tag.

*KUIZ 0,IM TBS PH 7,4 . oo e e e e e e e e e e e aeeenne e 10 min

* Peroxidaseblockierunge:.........ooooii 30 min
1% H0O,in 0,1M TBS

*3X 0, M TBS PH 7,4 ettt je 10 min

* PrAINKUDALION. ... déi RT
2% Normal Hase Serum + 0,3% Triton in 0,1M TBS p# 7,

Bl B0 N 01 1] (o] 01T PP 48 Stunden bei RT

Ziege anti-ChAT  1:50
[in 2% Normal Hase Serum + 0,3% Triton in 0,1M TBS p#{ 7,
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2.Taqg.

F3X 0, IM TBS PH 7,4t et e je 10 min
* biotinilierter ILANGKOIPEr ... 1h bei RT
biot. Hase anti-Ziege 1:200

[in 0,1M TBS + 2% Rinderserumalbumin (TBS-RSA)]

F3X 0, IM TBS PH 7,4 oo ee e je 10 min
FEAP . 30.min vorher ansetzen....................... 1hREI

EAP = Extravidin-Peroxidase 1:1000
[in 0,1M TBS + 2% Rinderserumalbumin (TBS-RSA)]

F2XO0,IM TBS PH 7,4 et je 10 min
FAX 0,05M TBS PH 7,6 ..o 10min
*DAB-NI Reaktion:.......c...cc....... 10 min

0,025% DAB + 0,015% HO, in 0,05M TBS pH 7,6

- 0,025% DAB = 0,5 ml von 1% DAB-Stocklésung in 200005M TBS pH 7,6 + 40
mg Ammonium Nickel filtrieren

danrr 20ml 0,025% DAB + 10 pl 30%HO,

*3X0,IM TBS PH 7,4ttt je 10 min
*In [1x 0,1M TBS + 2x Aqua dest] Schnitte aufziehe

* Trocknen lassen

S X U= 0 = 5 min
* In Alkoholreihe 70, 90, 96, 100%0...........uuuuuuririiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeereaerennnae je 5 min
X XYIOL. o kurz, 5 min ud 15min

* Eindeckeln
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5.2.3 Immunhistochemie der Doppelfarbung, Beispiahhand einer ChAT/GAD-
Féarbung
Polyclonal goat anti-choline Acetyltransferase =e@icon, AB144P

Mouse monoclonal antibody to Glutamate Decarboxy(&AD)= Biotrend: GC 3108

Anleitung:

Schnitte entparaffinieren und rehydrieren

1h oder Ubernacht Xylol

1x10min 100% Alkohol

1x10min 96% Alkohol

1x10min 90% Alkohol

2x10min 70%Alkohol

1x10min Aqua dest.

Demaskierung von Antigenen

*Sodium Citrate Puffer pH 8,8 .......coiiiii i 5 min der Mikrowelle
*in Citratpuffer abkihlen lassen.............cooiiii 15 bei RT

* kurz in Aqua dest. spulen

*3X0,IM TBS PH 7,6 e e e e e e 5 min
1.Tag.

*KUIZ 0,IM TBS PH 7,4 e 10 min
* PeroxXidasebloCKIEIrUNG . ..........uuuieicie e e 30 min
1% HO, in 0,1M TBS

F3X0,IM TBS PH 7,4 e je 10 min
fll d = U1 F ] o= L1 o] o 1TSS héi RT
2% Normal Hase Serum + 0,3% Triton in 0,1M TBS p#l 7,

Sl B9 N 1] 2o 01T 48 Stunden bei RT

Ziege anti-ChAT  1:50
[in 2% Normal Rabbit Serum + 0,3% Triton in 0,1M TBS pH]
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2.Taqg.

F3X 0, IM TBS PH 7,4 e e e je 10 min
* biotinilierter ILANGKOIPEr ... 1h bei RT
biot. Hase anti-Ziege 1:200

[in 0,1M TBS + 2% Rinderserumalbumin (TBS-RSA)]

F3X 0, IM TBS PH 7,4 oo ee e je 10 min
FEAP . 30.min vorher ansetzen............c.......... 1hREI

EAP = Extravidin-Peroxidase 1:1000
[in 0,1M TBS + 2% Rinderserumalbumin (TBS-RSA)]

F2XO0,IM TBS PH 7,4 et je 10 min
FAX 0,05M TBS PH 7,6 ..ot 10 min
FDAB-NI REAKUON ... 10 min

0,025% DAB + 0,015% HO, in 0,05M TBS pH 7,6

- 0,025% DAB = 0,5 ml von 1% DAB-Stocklésung in 200005M TBS pH 7,6 + 40
mg Ammonium Nickel filtrieren

danrr 20ml 0,025% DAB + 10 pl 30%HO,

*3X0,IM TBS PH 7,4ttt je 10 min

* Peroxidaseblockierung:.........ooooii 30 min
1% H0O,in 0,1IM TBS pH 7,4

*3X 0, M TBS PH 7,4 ettt je 10 min

* PrAINKUDALION. ... déi RT

2% Normal Pferd Serum + 0,3% Triton in 0,1M TBS pH 7

* [Il.Antikorper :

48 Stunden bei RT oder Uber das Wochenende beind tGihlschrank
monoclonal mouse anti-GAD 1:4000

[in 2% Normal Pferd Serum + 0,3% Triton in 0,1M TBS pH]7
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3.Tag.
F3X 0, IM TBS PH 7,4 et ee e je 10 min

* biotinilierter V. ANGKOIPEr: ... 1h bei RT
biot. Pferd anti-Mouse 1:200

[in 0,1M TBS + 2% Rinderserumalbumin (TBS-RSA)]

F3X 0, IM TBS PH 7,4 e et ee e je 10 min
*EAP... 30 min vorher ansetzen.............oeuvvviiieeeeeneeeiiiiee e 1h bei RT
EAP = Extravidin-Peroxidase 1:1000

[in 0,1M TBS + 2% Rinderserumalbumin (TBS-RSA)]

F2XO0,IM TBS PH 7,4 e e je 10 min
*AX 0,05M TBS PH 7,6 ..ot 10 min
A A B R EAKII ON: ... et 10 min

0,025% DAB + 0,015% HO, in 0,05M TBS pH 7,6

- 0,025% DAB = 0,5 ml von 1% DAB-Stocklésung in 206x05M TBS pH 7,6

danr» 20ml 0,025% DAB + 10 pl 30%HO,

*3X 0, M TBS PH 7,4 ettt je 10 min
*In [1x 0,1M TBS + 2x Aqua dest] Schnitte aufziehe

* Trocknen lassen

F AQUA GBS .. ittt it et et e e e e e s 5 min
* In Alkoholreihe 70, 90, 96, 100%0...........uuuuuurieiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeereaenennnae je 5 min
* X XYIOL. o kurz, 5 min ud 15 min

* Eindeckeln
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Doppelfarbung

ChAT + CSPG

ChAT + GAD

ChAT + GlycR1

ChAT + GlycT2

1.Tag 2. Tag 3. Tag
I o 1] v
IIbiotinilierter S
. biotinilierter
) Antikdrper ) .
Antikérper Antikérper Antikorper
Ziege anti-ChAT  biot. Hase-anti- Maus anti- biot. Pferd-anti-
1:50 bzw. 1:100 Ziege 1:200 CSPG 1:500 Maus 1:200
_ ) _ ~monoclonal ) )
Ziege anti-ChAT  biot. Hase-anti- _ biot. Pferd-anti-
Maus anti-
1:50 bzw. 1:100 Ziege 1:200 Maus 1:200
GAD 1:4000
. ) . ~ Maus anti- ) )
Ziege anti-ChAT  biot. Hase-anti- biot. Pferd-anti-
. GlycR1
1:50 bzw. 1:100 Ziege 1:200 Maus 1:200
1:1000
Schaf anti-
Ziege anti-ChAT  biot. Hase-anti-  Glycine biot. Hase-anti-
1:50 bzw. 1:100 Ziege 1:200  Transporter Schaf 1:200
2 1:5000

Tab. 10 - Zusammenfassung der Reihenfolge der bermtién Antikérpern
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9 Abklrzungsverzeichnis

A. dest
ChAT:
CSPG:
DPX:
DAB:
DAB-Ni:
EAP:
EBNSs:
GABA:
GAD:
GlycRal:
H202:
IBNs:
10:

IR:

PMT-Gruppen-Neurone:

Aqua destillata

Choline Acetyltransferase
Chondroitin-Sulfat-Proteoglykan
DPX Mountant for Histology
Diaminobenzidin
Diaminobenzidin mit Nickelsulfate
Extravidin-Peroxidase
excitatorischen Burst-Neuronen
y-Aminobuttersaure

Glutamat Decarboxylase
Glycinrezeptor Alpha 1
Wasserstoffperoxid
inhibitorischen Burst-Neuronen
Musculus obliquus inferior
Musculus rectus inferior
Musculus rectus lateralis
Levator palpebrae superior
Musculus

Molar

Multipel-innervierte Muskelfaser
Fasciculus longitudinalis medialis
Musculus rectus medialis
Nucleus vestibularis medialis
Nucleus
Nervus oculomotorius
Nervus abducens

Nervus facialis

nicht phosphorylierte Neurofilamente

Nucleus oculomotorius
Phosphatpuffer/ NaCl

Paraformaldehyd

Nucleus paragigantocellularis dorsalis

Zellgruppe des paramediaktésa



PPRF: paramedian pontine Formatio reticularis
PrH: Nucleus prapositus hypoglossi
SMI32: Sternberger Monoclonas Incorporated

(Neurofilament Antikorper)

SR: Musculus rectus superior

SIF: Einzeln-innervierte Muskelfaser

SO: Musculus obliquus superior

TBS: Tris-Puffer/ NaCl

TBS-RSA: Tris-Puffer/ NaCl- RinderserumAlbumin
VOR: vestibulo-okularer-Reflex
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