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EINLEITUNG

1. Einleitung

Die Neurobiologie ist eines der am starksten wachsenden Wissensgebiete unserer
Zeit. Insbesondere durch die Entdedkung pluripotenter neuronaler Stammzellen
im adulten zentralen Nervensystem dsellen sich Fragen madh deren
Differenzierungspotential. Wahrend man friher der Annahme war, dass die
Bildung von Nervenzellen mit der Geburt endgultig abgeschlossen sei, werden
heute Uberlegungen angestrengt, ob und inwieweit die Moglichkeit besteht, dass
sich diese Stammzellen zu reifen Nervenzellen differenzieren und in die
histologische Architektur des Nervensystems eingebaut werden konnten. Im
Mittelpunkt des Interesses geht dabei sowohl die Funktion der neonatal
ausgebildeten, aber auch der im Rahmen einer moglichen Regeneration verletzten
Nervengewebes neu hinzutretenden Neuronen, ebenso die Verknipfung zwischen
Neuronen und Rezeptoren, sowie von Neuronen untereinander. Auch die
Beziehungen zwischen Neuronen und ihren Gliazelen werden intensiv erforscht.
Seit der Entstehung der Neurowissenschaften wird beobachtet, dass Axone und
Dendriten nicht nur in der Léange, sondern auch in Kaliber und
Myelinisierungsgrad stark variieren. Hieraus ergibt sich die Frage, in welcher
Weise diese Parameter untereinander kausal verknupft sind. Ziel dieser Arbeit ist
es, Literaturhinweise a1 dieser Fragestellung beziglich des Axons zu sammeln,
inhaltlich zu sortieren, zueinander in Beziehung zu setzen und so zu
interpretieren, dass sich daraus logische Verknipfungen der verschiedenen
Hinweise wie Bausteine in einem Mosaik ergeben. Dadurch soll aufgezegt
werden, inwiefern zwel verschiedene Zellsysteme, also Neuronen und Neuroglia,
funktionell interagieren und sich infolgedessen beziglich Kaliber und
Myelinisierungsgrad phanotypisch unterschiedliche Axone gegeniiberstehen. Die
Bedingungen und Gesetzmai3igkeiten dieser Wechselbeziehungen bilden eine der
Grundlagen fur die weitere Forschung auf dem Gebiet der Neurologie,
insbesondere aber auch der Neuropathologie, da sie Erklarungsansétze fur eine

Vielzahl neurologischer Erkrankungen liefern kénnen.
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2. Das Neuron

Das Nervensystem ist wohl eines der am weitesten spezialisierten Organsysteme
des tierischen Organismus. Zwar gehort die Erregbarkeit zu den
Grundeigenschaften lebender Zellen, jedoch findet sich diese nirgends onst so
ausgepragt wie in den Nervenzellen, die so durch Aufnahme, Weiterleitung und
Ubertragung hioelektrischer Impulse die Funktion anderer Organe und somit
letztendlich die eines ganzen Organismus steuern.®® Zwar wird der Schwerpunkt
der vorliegenden Arbeit besonders auf dem langen, impulsleitenden Fortsatz der
Nervenzellen, dem Axon, und seiner unmittelbaren Umgebung liegen, dennoch
soll im Folgenden zum allgemeinen Verstéandnis eine kurze Beschreibung des

histologischen Aufbaus eines Neurons gegeben werden.

2.1 Allgemeiner Aufbau einer Nervenzelle

Obwohl den Neuronen zweifelsohne mit der |nformationsiibertragung von Zelle
zu Zelle eine wichtige und hochspezialisierte Aufgabe obliegt, unterscheiden sie
sich in ihrer Grundstruktur kaum von anderen Zellen des Koérpers. So ist jede
Nervenzelle von einer doppellagigen Phospholipid-Membran umgeben, der
besonders bel der SignalUbertragung des Neurons eine entscheidende Rolle
zukommt, da sie sowohl elektrisch isolierend wirkt, als auch fir einen geregelten
lonen-Austausch zwischen Intra= und Extrazelularraum sorgt.®) Auch die
Ausdattung des Perikaryons, dem kernhaltigen Tell der Nervenzdle, mit
Organellen ist im Wesentlichen identisch mit der anderer Zellen. Einzig die grol3e
dort anzutreffende Anzahl an Mitochondrien ist aufféllig. Sie eklért sich durch
den hohen Energiebedarf, der durch die Aufrechterhaltung der fir die

Signal tibertragung notwendigen |onengradienten an der Zellmembran entsteht.®
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Ein deutlicher Unterschied im Vergleich zu den meisten anderen Zellen des
Korpers zeigt sich jedoch in der &uf3eren Form des Neurons. So besitzt beinahe
jede Nervenzelle mindestens einen, meist jedoch mehrere Fortsdtze die dem
Zellkorper entspringen und der Erregungsleitung dienen.® Hierbei handelt es sich
zum einen um die zentripetal, d.h. zum Zellkorper hin leitenden Dendriten, die
sich vor alem durch einen hohen Verzweigungsgrad auszeichnen, zum anderen
um die meist langeren, diunneren und mit Ausnahme bel Neuronen der
Spinalganglien unter Umstanden kaum oder gar nicht verzweigten Axone, welche
auch zentrifugal, also vom Zellkorper weg leiten.®® Um diese duRerst filigranen
Strukturen aufrechtzuerhalten, ist die Art der Ausbildung des Zytoskeletts des
Neurons von groRRer Wichtigkeit.® Hierbei gibt es einige Unterschiede zawischen
Perikaryon, Dendrit und Axon. Da das Axon das zentrale Thema dieser Arbeit

darstellt, soll im Folgenden nun sein Aufbau etwas genauer erlautert werden.

Das Axon entspringt am Perikaryon aus dem so genannten Axonhtigel, auch
Ursprungs- oder Neuritenkegel genannt.”” Die Axonlange variiert von wenigen
Mikrometern bis hin zu einem Meter und mehr. Der Durchmesser des Axons
bleibt iber die gesamte Lange nahezu konstant® und liegt je nach Nervenzelle
etwa zwischen 0,5 und 20 pm.®Y) Das Zytoplasma der Nervenzelle bezeichnet man
im Axon as Axoplasma, welches Mitochondrien, Lysosomen, glattes
endoplasmatisches Retikulum, einige Vesikel und verschiedene zytoskelettale
Bestandteile enthalt™ und von einer Oberflachenmembran, dem so genannten
Axolemm, umgeben ist.? Manche Axone geben Seitenaste &, die rechtwinklig
oder sogar rucklaufig zu ihnen verlaufen konnen und als Kollateralen bezeichnet
werden. M@ Die meisten Axone aveigen sich an ihrem Ende in viele kleine Aste
auf und hilden so das so genannte Telodendron, durch welches eine Nervenzelle
Kontakt zu vielen anderen Neuronen, Effektoren und Rezeptoren gleichzeitig
erhalt.®
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2.2 Das Neur onenzytoskel ett

Im Inneren einer jeden Zelle findet sich neben den Organellen eine Art
,Grundgertist”, welches in erster Linie fur die Stabilitét und Formerhaltung der
Zelle verantwortlich ist, das ® genannte Zytoskelett. Als Hauptbestandteile des
Zytoskeletts reifer Neuronen, sowohl im Perikaryon als auch in den Fortsétzen der
Zelle, sind dei filamentose Strukturen zu finden, namlich Neurofilamente,
Mikrofilamente und Mikrotubuli (auch Neurotubuli genannt). Die Einteilung in
diese Gruppen erfolgt auf der Grundlage ihrer Durchmesser, wobei die
Mikrofilamente mit einem Durchmesser von ca. 5-7 nm die kleinsten Strukturen
darstellen, gefolgt von den Neurofilamenten mit ca. 10 nm Durchmesser und den

Mikrotubuli mit ca 25 nm Durchmesser.)

2.2.1 Neurofilamente

Die Neurofilamente gehoren zur Gruppe der Intermediarfilamente, einer Gruppe
von Zytoskelettfasern der eukaryotischen Zellen. lhr werden insgesamt sechs
verschiedene Typen von Fasern zugeordnet,® die in ihrer GroRe alle awischen
den anderen beiden Gruppen, also den Mikrofilamenten und den Mikrotubuli
liegen.®) Hierzu zahlen somit neben den Neurofilamenten der Nervenzellen auch
die sauren und basischen Keratine der Epithelzellen, ebenso die Proteine
Vimentin, welches besonders in Zellmembranen eine stitzende Funktion het,
Desmin, welches in den Sarkomeren der Muskelzellen zu finden ist, GFAP (glial
fibrillary acidic protein), dessen Filamente in Gliazllen vorkommen, und
Peripherin, ein Bestandteil der Neuronen des PNS. Auch Lamine, die
auschliefdlich im Zellkern auftreten, und eine weitere sehr spezielle Gruppe
kugeliger Filamente gehdren zued | ntermediarfil amenten.®

Im Gegensatz zu den Dendriten oder dem Perikaryon ist im Axon die Dichte an
Neurofilamenten deutlich hdher, wo sie vor allem zur Stabilitédt des axonalen
Zytoskeletts beitragen.® AuRerdem ist ihre Anzahl im Vergleich zu den

Mikrofilamenten und Mikrotubuli innerhalb des Axons etwa zénnmal groRer.®
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Die Neurofilamente sind in dichten Reihen angeordnet, die longitudinal
ausgerichtet sind. Sie werden durch diinne Seitenarme von 4-6 nm Durchmessr
miteinander verbunden, deren Lange avischen 20 und 50 nm liegt und durch die
der Abstand der einzelnen Filamente zueinanderbestimmtwird.” Indem sie einen
groien Teil des Axoplasmas ausfiillen,”” legen sie so auch den Durchmesser des
Axons fest und bednflussen das zirkulare Wachstum.®©

Innerhalb dieses dreidimensionalen Netzwerkes kann man drei verschiedene
Neurofil ament-Polypeptide als Bausteine eines Neurofilaments unterscheiden,®
weshalb man auch vom so genannten Neurofilament-Triplett spricht. Das NF-L-
Polypeptid (68-73 kd ist Bestandtell des zentralen Gerlistes der Neurofilamente,
wohingegen NF-M (145150 kd und NF-H (195200 kd Komponenten der
Seitenarme awischen den einzelnen Filamenten sind"“9 \Wahrend bei der
Bildung der meisten Intermediarfilamente nun zuerst aus je zwei verschiedenen
Proteinen so genannte Heterodimere entstehen, aus denen dann im weiteren
Verlauf das reife Filament zusammengesetzt wird, kommt es bei der Entstehung
eines Neurofilaments owohl durch Verwickelung von zwei NF-L-Monomeren
miteinander als auch von zwei verschiedenen NF-Monomeren zur Bildung von
Homo- und Heterodimeren. Diese Dimere lagern sich in entgegengesetzter
Richtung paaweise seitlich aneinander und hilden so Tetramere, welche im
Gegensatz zu den Mikrotubuli keine Polaritét besitzen. Durch End-zu-End-
Aneinanderreihung dieser Tetramere entstehen rnun Protofilamente, von denen
jewells zwei durch laterale Anlagerung eine Protofibrille bilden, von welchen
wiederum vier durch seilartige Verschlingung miteinander das eigentliche
Neurofilament darstellen (Abb.1).®®Y Auf die spezielle Bedeutung der einzelnen
Neurofilament-Untereinheiten fir den Phanotyp des Axons ll weiter unten noch

genauer eingegangen werden.
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Abb.1: Schematische Darstellung der einzelnen Stadien der Enstehurg e nes Neurofilaments.
(modifiziert nach Lodish et al.®)

2.2.2 Mikrotubuli

Mit ihren etwa 25 nrm Durchmesser sind die Mikrotubuli die groften der drei
Komponenten des Zytoskeletts.” Thre zahlreichen Aufgaben in der allgemeinen

Zellbiologie liegen vor allem im Bereich der Zellbewegungen, beispielsweise dem

Zilien- oder Flagellenschlag oder dem Transport membrandser Vesikel innerhalb

des Zytoplasmas.® AuRerdem sind sie der Hauptbestandteil der mitotischen

Spindel.®
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Die Mikrotubuli bestehen aus vielen globuldren Tubulin-Untereinheiten, die
ihrerseits wiederum Heterodimere aus K- und 2-Tubulin, auch a- und B-Tubulin
genannt, darstellen (Abb.2). Sie bilden lineare Protofilamente, die sich seitlich
aneinander lagern. So ensteht der Mikrotubulus, ein Polymer, das in seiner Léange
zwischen einem und mehreren hundert Mikrometern variieren kann und duch
seine zylindrische Form sehr viel stabiler als andere Filamente des Zytoskeletts
ist. Durch die strikte Kopf-zu-Schwanz-Ausrichtung der beiden Tubulinarten und
die gleichartige Ausrichtung der Protofilamente erhdlt der Mikrotubulus eine

Polaritat mit einem (+)- und einem (-)-Ende.®

Untere inheit
F—FF—H
iz-Tubulin .-'H Tubulin
b /
|IlI .IIII
4 / B nm
\ f =

\ f/

f )
Protofilament < 24 nm

Abb.2: Schematische Darstellung des Aufbaus e nes Mikrotubul us aus sei nen Untereinheiten.
(modifiziert nach Lodish et al.®)

Im Axon liegen die Mikrotubuli in Gruppen vor, bilden kleine Biindel®” und
stellen so den zur Erhaltung dieses langen Zellfortsatzes gabilen Kern, ohne den
sich das Axon zusammenziehen wiirde.® Dabei sind diese polaren Filamente alle
in der gleichen Richtung orientiert, ndmlich mit ihren (+)-Enden zur Peripherie
hin und ausgehend vom Zentrosom, dem Hauptorganisationszentrum der

Mikrotubuli.®®? Diese Ausrichtung spielt eine entscheidende Rolle beim
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axonalen Transport verschiedener Stoffe, fir den die Mikrotubuli als Bahnen
fungieren. Durch den standigen Verlust an Proteinen und Membranbestandteil en
an der Synapse, der sich bei der Impulsweiterleitung der Nervenzdle durch die
Aus<hittung von Neurotransmittern ergibt, besteht laufend Bedarf an Nachschub
des entsprechenden Materials.® Hierbei dienen die Mikrotubuli-abhangigen
Motorproteine Kinesin und zytoplasmatisches Dynein als Transporter, wobei
Kinesin strikt anterograd, also vom Zellkorper zum (+)-Ende des Mikrotubulus
hin transportiert, wahrend Dynein retrograd, also in die entgegengesetzte
Richtung auf das mit dem Zentrosom verbundene (-)-Ende hin arbeitet. ®®? Beide
Proteine binden jeweils mit einer ATP-Bindungsdelle an den Mikrotubulus,
wéahrend ihre zaisammengesetzten Endstlicke ganz bestimmte Vesikel zum
Transport anlagern.®*?

Neben diesen Transportproteinen findet man an die Mikrotubuli gebunden
aullerdem eine Vielzahl von so genannten Mikrotubuli-asziierten Proteinen
(MAPs) und Tau-Proteinen, die aim einen der Strukturerhaltung der Tubuli
selbst,™ zum anderen beide der Briickenbildung zwischen Mikrotubuli und
anderen Zytoskelettbestandteilen oder Zellorganellen dienen. Die Tau-Proteine
unterscheiden sich durch ihr geringes Molekulargewicht von rur ca 60000
deutlich von den MAPs mit einem Gewicht von bis zu 300000und mehr. Beide
Proteinarten sind aus zwei Untereinheiten aufgebaut, von denen eine an den
Mikrotubulus, die andere an die jeweilige Zellkomponente bindet.*? Nadh
Hirokawa” gelten MAP1A und MAPI1B, beides lange filamentdse Proteine, als
Hauptbestandteile der Mikrotubuli-Seitenarme im Axon. MAP2 hingegen findet
sich zwar im Perikaryon und in den Dendriten, fehlt jedoch im Axon vollig.2
Die Tau-Proteine bestehen aus kugeligen Molekilen und foérdern wohl die
Polimerisation der Tubulin-Untereinheiten. Aul3erdem sind sie ebenfalls
Komponenten kurzer Verbindungsstiicke avischen axonalen Mikrotubuli,
wodurch sie zur Bildung von Mikrotubulibiindeln beitragen.” Scheinbar kénnen
sie aber, je nach Phosphorylierungszustand, auch als elastische kristallahnliche
Gebilde in Erscheinung treten (Lichtenberg et al., 1988 und Hagestedt et al.,
1989 Zitiert nach Hirokawa” ).
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2.2.3 Mikrofilamente

Die kleinsten Strukturen des Zytoskeletts, die Mikrofilamente, sind am besten aus
ihrem Vorkommen in den Muskelzellen der quergestreiften Muskulatur bekannt,
wo sie in Form der Proteine Aktin und Myosin vorliegen® und fir die
Kontraktilitdt des Muskels verantwortlich sind. Doch auch in Zellen, die nicht
verwandt mit den Muskelzellen sind, macht der Antell des Aktins am zelluldren
Protein bis zu 5% aus,*? im Nervensystem sind es sogar 15%."%

Aktin kommt sowohl als globuldres Monomer, genannt G-Aktin, als auch als
filamentbses Polymer, das © genannte F-Aktin, vor, welches aus G-Aktin-
Untereinheiten besteht und elektronenmikroskopisch als Mikrofilamente der Zelle
sichtbar gemacht werden kann (Abb.3-A). Das Aktin stellt sich als aus Kugeln
bestehende verdrehte Fasern dar (Abb.3-B). Fir diese Polymerisation sind
Magnesium-, Natrium- oder Kalium-lonen nitig. Die Aktinfilamente liegen,
verbunden durch Bindungsproteine, gebiindelt an der Zellmembran. Ausgehend
von diesen Bundeln fachern sich diese Filamente im Inneren der Zelle aif,
wodurch sie ein netzartiges Gertst bilden und so zur Stabilisierung der Membran
beitragen. Damit ist das Aktin auch an der Formerhaltung der Zelle keteiligt.*®
Im Axon findet man Aktin besonders in den so genannten Wachstumskegeln, den
wadsenden Spitzen. Vermutlich trdgt es hier zur Regulation der
Membranbewegungen bei.® In diesen Wachstumskegeln und auch an
Aufzweigungspunkten von Axonen, z.B. bei Kortikalneuronen, findet man neben
gebogenen oder gebiindelten Mikrotubuli Ansammlungen von F-Aktin. Zum
Wadhstum und zur Aufzweigung von Axonen scheinen hier Wechselbeziehungen
zwischen Mikrotubuli und Aktinfilamenten notwendig zu sein®® Auch am
Transport axoplasmatischer Organellen scheinen Aktinfilamente beteiligt zu sein.
Die hierzu nétigen Bahnen aus longitudinal verlaufenden Mikrotubuli-Btindeln
sind von langen Aktinfilamenten durchwoben, die den Transport unterstiitzen oder
diesen moglicherweise aich aul3erhalb der Mikrotubuli-Blindel aufrediterhalten.
Auch scheinen sie d@ne Rolle bei der Strukturerhaltung dieser Bindel zu

spielen.®®
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2.2.4 Variationen desZytoskdetts innerhalb des Axons

Auch wenn man geneigt sein mag, das Zytoskelett als formgebende Struktur der
Zelle und somit als starres gleichformiges Gebilde zu betradchten, so zeigt es doch
in seiner Ausbildung deutliche regionale Unterschiede, sowohl zwischen
Perikaryon und Axon,*” als auch innerhalb des Axons =lbst.*® Die lokale
Regulation der Zytoskelett-Zusammensetzung geschieht durch proteinvermittelte
Interaktionen der einzelnen Komponenten, die durch ein System aus Protein-
Kinasen und Phosphatasen gesteuert werden, welche ihrerseits sowohl intra- als

auch extrazlluldrer Beeinflusaung unterliegen. Da der Grof¥eil des neuronalen

10
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Zytoskeletts im Axon lokalisiert ist, die Proteinsynthese aber im Perikaryon
stattfindet, missen die bendtigten Proteine von dort an ihren Bestimmungsort
transportiert werden. Daher betracditet man das axonale Zytoskelett als ein
stationdres Netzwerk im dynamischen Gleichgewicht."® Nixon et al.*9
beschreiben Untersuchungen an Neuronen der Retinalganglien von Mé&usen, also
an Nervenzellen des ZNS, in deren Axonen sie zwischen proximalen urd distalen
Regionen grol3e Unterschiede sowohl in der Neurofilament-Anzahl als auch in
den durchschnittlichen lateralen Abstanden der Neurofilamente aieinander
fanden. Wahrend diese Filamente nach ihrem Eintritt in die Axone in deren sehr
kurzem, nicht myelinisierten Anfangstell unphosphoryliert und in nur geringer
Anzahl vorliegen, verdoppelt sich ihre Zahl, sobald sie den Status der
Phosphorylierung erreichen, und ist im distalen Bereich des Axons gar dreimal
so hoch wie proximal. Gleichzeitig mit der Phosphorylierung und der
Neurofilamentakkumulation nehmen auch die Abstdnde avischen den einzelnen
Filamenten und das Axon-Kaliber zu. Die Anzahl an Mikrotubuli veréndert sich
ebenfalls, die Zunahme betragt hier jedoch rur etwa 30%.

Genau umgekehrt verhalt es sich nach Hernandez et al.®® bzw. Schlagfer und
Brucé?? bei peripheren Saugetiernerven. Bei ihnen nimmt die Anzahl an
Neurofilamenten im Verlauf des Axons von proximal nach distal ab, wahrend die
Mikrotubulizahl wéchst. Hsieh et al.*?fanden zudem heraus, dasses sich bei der
Anordnung der Neurofilamente in den Axonen myelinisierter Neuronen des PNS
weder um eine rein zuféllige, noch um eine geregelte Verteilung handelt, sondern
vielmehr um eine Mischform aus beidem.

Zusétzlich zu den drei genannten filamentbsen Strukturen des neuronalen
Zytoskeletts finden sich in diesem Gerlist so genannte cross-linker. Hierbel
handelt es sich um verschiedene Proteine, welche die einzelnen Filamente des
Zytoskeletts untereinander und mit anderen Bestandteilen der Zelle vernetzen und
als IFAPs (intermediate filament-associated proteins) bezeichnet werden. Eines
der wichtigsten IFAPs ist das Plektin mit einem Molekulargewicht von 500000®
Es gehort zur Familie der Plakine und bindet sowohl an Intermediarfilamente als

auch an Mikrotubuli und Mikrofilamente. Vermutlich ist es dadurch in nicht
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unerheblichem MaRe an der Stabilisierung der Zelle beteiligt.™ Ahnliche cross-
links werden auch zwischen den Neurofilamenten und Mikrotubuli des Axons
vermutet, wobei die hier betelligten IFAPs noch nicht restlos identifiziert sind.
Allerdings ielen hier wohl zusétzlich die NF-H-Seitenarme der Neurofilamente

eine Rolle, welche ebenfalls in der Lage sind, an Mikrotubuli zu binden.®
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3. Die Myelinscheide

Als hochspezalisiertes Organ ist das Nervensystem mit einem eigenen
Bindegewebe ausgestattet, welches von den so genannten Gliazdlen gebildet
wird. Dieses Gliagewebe aflllt eine Reihe von Aufgaben, denen die Neuronen
selbst aufgrund ihres hohen Spezialisierungsgrades nicht gewachsen sind. Neben
der strukturerhaltenden Funktion, die in anderen Teilen des Korpers das
allgemeine Bindegewebe innehat, gehdren hierzu die Erndhrung der Nervenzellen,
die Aufnahme und Verstoffwechslung von Neurotransmittern, das Abpuffern von
lonen aus dem Extrazllularraum, die Abtrennung des Nervengewebes vom
umliegenden Gewebe sowie die elektrische Isolation der einzelnen Nervenfasern

zueinander mittels der so genannten Myelinscheide. )@@

3.1 Anatomischer Aufbau

Jedes einzelne Axon ist von einer eigenen Hulle umgeben. Wahrend es sich hier
bei marklosen Nervenfasern nur um die Hullzellen selbst handelt, in die das Axon
unter Einstilpung der Gliazdlmembran sozusagen soweit einsinkt, bis es von
Zellmembran und Zytoplasma umschlossen ist, sind markhaltige Fasern von einer
multilamellaren Markscheide umgeben, die elektrisch isolierende Eigenschaften
besitzt und von grof3er Bedeutung bei der schnellen Erregungsleitung im Axon ist.
Diese Markscheide wird von den Schwannzelen des PNS (Abb.4 und 5) bzw. den
Oligodendrozyten des ZNS (Abb.6) gebildet.*® Sie besteht aus Myelin, einem
Lipoproteid, das durch Differenzierung der Plasmamembran dieser Hiuillzellen
entstent.® Den Abschnitt eines Axons, der von einer Zelle umgeben wird,
bezeichnet man als Internodium.®® Zwischen den einzelnen Internodien liegen
die Ranvierschen Knoten, bel denen es sich um nicht-isolierte Segmente handelt,

an denen die Bildung des Aktionspotentials durch die axonalen Natrium-Kanéle
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genauso ungehindert gattfinden kann, wie es bei unmyelinisierten Fasern tber die
gesamte Lange des Axons moglich ist.??

Betrachtet man den Quer- oder Langsschnitt eines Axons und seiner
Myelinscheide unter dem Elektronenmikroskop, so erkennt man, dassdas Myelin
sowohl dunkle als auch helle Farbung der Membranlagen aufweist. Die im
Querschnitt erkennbaren dunklen Ringe enstehen durch das aneinander Lagern
der intrazelluld&ren Membranseiten der markbildenden Zelle, man bezeichnet sie
als dichte Hauptlinie. Die hellen Ringe des Axonquerschnitts, die je nach
Erhaltungszustand des Prdparats einfach oder doppelt sichtbar sein kdnnen,
werden von der extrazllularen Seite der Zellmembran gebildet und werden
intermediare Linie genannt.®>?%

Waéhrend der Entstehung der Myelinscheide, die weiter unten noch genauer
erlautert werden soll, kommt es anfangs zuerst zur Bildung von so genanntem
nicht-kompaktiertem Myelin. Nachdem die myelinisierende Zelle Kontakt zum
Axon aufgenommen und dieses weit umschlosen hat, dass sich ihre
gegenuberliegenden Zytoplasmamembranen aneinander lagern kdnnen, kommt es
zur Umwickelung des Axons mit mehreren Lagen lockerer Membranschichten.
Dann erst wird das Zytoplasma aus dieser lockeren Hulle nach und nadch
verdrangt, die Membranlagen der myelinisierenden Zelle kénnen sich so ganz
dicht aneinander lagern und es ensteht das reife kompaktierte Myelin.®® Zwar ist
es fur die moglichst gute Isolation des Axons notwendig, soviel Zytoplasma wie
maoglich aus der Markscheide fernzuhalten, dennoch bleibt in den Myelinhillen
des PNS ein kleiner Rest zurick. Dieser findet sich in den Schmidt-
Lantermannschen Inzisuren, feinen Zytoplasma-geflillten Kandlen, die sich
spiralig vom inneren bis zum auReren Mesaxon, also vom Anfang bis zum Ende
der Membranduplikatur, durch die Myelinscheide Zehen (Abb.4).?? Vermutlich
dient diese Einrichtung dem mechanischen Schutz des Axonsdurch Abfangen van
Biegebeanspruchung der peripheren Nerven. Hieraus kénnte sich auch das Fehlen
dieser Inzisuren im ZNS erklaren, wo solche mechanischen Beanspruchungen
nicht vorkommen.® AuRer in den Schmidit-Lantermannschen Inzisuren sammelt

sich Zytoplasma in der paranodalen Region seitlich des Ranvierschen Knotens an,
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wo sich die Lamellen des kompakten Myelins 6ffnen, um hierfir Raum zu lassen
und so den fiir das Uberleben der Zelle notwendigen Organellen Platz bieten.?

T Abb.4: Schematiserte Darstellung einer
' peripheren  Nervenfaser unter  dem
Elektronenmikroskop (modifiziert nach
Kahle®d): (1) Schwannzdle, (2
Basalmembran; (3) Zelkern  der
Schwannzell e; 4 Schmidt-
Lantermannsche Inzisuren; (5) Axon.

Vergleicht man Myelin des ZNS mit dem des PNS, so féllt auf, dassdie Lamellen
im ZNS deutlich dichter gelagert sind als im PNS. Misst man die Abstande
zwischen den dichten Hauptlinien, ergibt sich fur das PNS ein durchschnittlicher
Wert von 1194, firr das ZNS von 107A®® (1A=0,1nm). AuRerdem findet sich im
ZNS eine Spezialisation des kompakten Myelins, die so genannte radiale
Komponente. Hierbel handelt es sich um ein Netzwerk interlamellarer
Verbindungen, die parallel zur Achse der Nervenfaser und gleichzeitig
strahlenformig durch die verbundenen Membranen verlaufen.?® Als weiterer
Unterschied sei noch erwahnt, dassdie einzelnen Myelinscheiden des ZNS direkt
aneinandergrenzen, wahrend im PNS jede einzelne Nervenfaser, also das Axon

mit seiner Myelinhille, von einer Basamembran (Abb.4) sowie lockerem,
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feinfaserigem Bindegewebe, dem Endoneurium, umgeben ist. Basalmembran und
Endoneurium bilden die so genannte Endoneuralscheide.”® Mehrere so
umschlossene Fasern werden durch das Perineurium umgeben, konzentrisch
verlaufenden Epithelzelllamellen, die ihrerseits wiederum beidseits eine
Basallamina tragen und als Diffusionsbarriere avischen Nervenfaser und
umgebendem Bindegewebe die Blut-Nerven-Schranke darstellen® Mehrere
solcher Faserbiindel wiederum werden vom so genannten Epineurium zum
eigentlichen Nerv zusammengefasd, einer Hille aus lockerem Bindegewebe und
kollagenen Fasern, der nach auf3en hin noch das Paraneurium als verschiebliche
Bindegewebsschicht folgt.) Im ZNS fehlt ein derartiges bindegewebiges
Interstitium, und das Parenchym wird hier einzig duch eine innige filzatige
Verflechtung der neuroektodermalen Zellfortsitze gebildet. Man bezeichnet
dieses Gewebe als Neuropil, welches mit seinen Astrozytenfortsétzen direkten
Kontakt zur KapillarauRenflache hat und so die Blut-Hirn-Schranke bildet.?”

3.2 Biochemischer Aufbau

Eines der Hauptmerkmale des Myelins ist sein hohes Lipid-Protein-Verhdltnis. Im
Gegensatz zu biologischen Membranen enthélt die Myelinscheide bis zu 80%
Lipide und nur zu etwa 20% Proteine. Dieser hohe Lipidantell ist wichtig fur die
elektrische Isolation des Axons, die ar saltatorischen Erregungsleitung
erforderlich ist. Sowohl in der Lipid- als auch der Proteinzusammensetzung des

Myelins lassen sich zwischen ZNS und PNS geringe Unterschiede erkennen.

3.2.1Lipide
Zwar sind im Myelin alle grofReren Lipidklassen vertreten und man kann keine

myelinspezfischen Lipide bestimmen,®® dennoch kann man die Zerebroside aus

der Gruppe der Glycosphingolipide, und ihre Schwefelsaureester, die Sulfatide,
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als am meisten typisch fiir das Myelin bezeichnen.®® Diese Lipide finden sich in
erster Linie im Bereich der intermediéren Linie, also auf der extrazelluldren Seite
der Membran. Weitere wichtige Lipide sind Cholesterol, ebenfalls Bestandteil der
intermedidren Linie, Ethanolamin-haltige Plasmalogene as Teil der
zytoplasmatischen Membranseite, aul3erdem noch Ledthin und mit etwas
geringerer Bedeutung Sphingomyelin. Zwischen ZNS und PNS finden sich
beziglich der im Myelin enthaltenen Lipide keine qualitativen, lediglich
guantitative Unterschiede. Als auffalligstes Merkmal sei hier erwéhnt, dass das
Myelin des PNS etwas weniger Zerebrosde und Sulfatide enthélt, aber daftr mehr
Sphingomyelin als das des ZNS. (%9

3.2.2 Proteine

Die Proteine des Myelins lassen sich in drei Hauptklassen unterteilen, namlich
Glycoproteine, basische Proteine und eine kleinere Gruppen von Proteinen
unterschiedlicher Kategorien.®® Im Gegensatz zu den Lipiden konnen bei den
Proteinen einige als gezfisch fir Myelin eingestuft werden, aul3erdem lasen
sich sowohl einige qualitative als auch quantitative Unterschiede in der
Proteinzusammensetzung zwischen ZNS- und PNS-Myelin feststellen.®

3.2.2.1 Myelinproteine desZNS

Die wichtigsten Proteine des ZNS-Myelins sind das Proteolipid-Protein (PLP)
sowie die basischen Proteine, hier insbesondere MBP (myelin basic protein).
Diese Proteine kommen mengenméal3ig in etwa au gleichen Teilen vor und stellen
gemeinsam zwischen 60 und 8% des Gesamtmyelinproteins im ZNS dar.?4¢9
Zusétzlich finden sich im ZNS geringere Mengen eines PLP-verwandten Proteins,
DM-20, benannt nach seinem Molekulargewicht von 20000 Beide, PLP und DM-
20 finden sich hauptsachlich in der Intermediérlinie des kompaktierten Myelins

und scheinen fur die Stabilisation dieser notwendig zu sein, wahrend MBP
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offenbar eine dhnliche Aufgabe im Bereich der dichten Hauptlinie erfdllt. In
nicht-kompaktierten Bereichen des ZNS-Myelins hingegen, also in Bereichen, in
denen die Myelinscheide Kontakt zum Zytoplasma der Hullzelle besitzt, finden
sich geringe Mengen von CNP (2':3'-Cyclic nucleotide-3'-phosphodiesterase),
einem Enzym, dessen Aufgabe noch nicht restlos geklart ist, die aber
wahrscheinlich an der Regulation frilher Ereignisse der Myelinisierung beteiligt
ist. Aus der Gruppe der Glycoproteine liegt auch das Myelin-asoziierte
Glycoprotein (MAG) keineswegs im vielschichtigen kompaktierten Myelin,
sondern it vielmehr direkt am Axon auf der periaxonalen
Oligodendrozytenmembran lokalisiert. Auf seine Bedeutung soll weiter unten
noch mehrfach genauer eingegangen werden. Auf der Oberflache der
Myelinscheide findet sich ebenfalls en Glycoprotein, das Myelin-
Oligodendrozyten Glycoprotein (MOG), welches vermutlich an der Ubertragung
extrazellularer Informationen in das Innere des Oligozendrozyten beteiligt ist.
Neben den genannten finden sich noch geringe Mengen weiterer Glycoproteine,

welche jedoch zum Grofdteil noch nicht genauer charakterisiert sind.??

3.2.2.2 Myelinproteine des PNS

Als Hauptprotein des PNS-Myelins kann man mit einem Antell von mehr als 50%
am Gesamtprotein zweifelsohne das PO-Protein (,P-Null*) aus der Gruppe der
Glycoproteine bezeichnen. Seine Aufgabe liegt offenbar, &hnlich wie bei PLP im
ZNS, in der Stabilisierung der Intermediarlinie des kompaktierten Myelins, indem
es die Zellmembran der myelinisierenden Zelle quer durchzient und an
extrazllulare Bereiche oder auch angrenzende Membranlagen bindet.?9®
Vermutlich kommt so auch die éwas lockerere Lagerung der Myelinlamellen des
PNS verglichen mit denen des ZNS zustande (siehe Punkt 3.1), da die
extrazllulare Komponente von PO deutlich grof3er ist als die von PLP.
Gleichzatig scheint die zytoplasmatische Komponente von PO zur Stabilisation
der dichten Hauptlinie beizutragen, wodurch die Bedeutung von MBP, welches
diese Aufgabe im ZNS erfillt, vermindert wird. MBP findet sich im PNS mit
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einem geringen Anteill von mur 5-18% am Gesamtprotein. Ein mit MBP
verwandtes basisches Protein des PNS-Myelins ist P2, von dem man annimmt,
dass es am Lipid-Umsatz innerhalb der Myelinscheide betelligt ist. Es ist in
ahnlicher Menge wie MBP vor allem in der dichten Hauptlinie lokalisiert, wo es
vermutlich auch strukturelle Funktion besitzt. Weitere Glycoproteine des PNS-
Myelins snd dbs periphere Myelin-Protein-22 (PMP-22), sowie MAG, das
Schwannzdlmembran-Glycoprotein  (SAG) und epitheliales Cadherin  (E-
Cadherin).®® PMP-22 kommt nur in sehr geringen Mengen von weniger als 5%
des Gesamtproteins vor und ist wohl nur von untergeordneter sruktureller
Bedeutung. MAG ist wie im ZNS periaxonal lokalisiert, ist jedoch zusétzlich auch
in den Membranen im Bereich der Schmidt-Lantermann-1nzisuren, dem auf3eren
Mesaxon und den paranodalen Bereichen zu finden. Bei E-Cadherin handelt es
sich um eines der wichtigsten Kalzium-abhangigen Zelladhasionsmolekile der
myelinbildenden Schwannzellen. Es findet sich ausschliefdlich in den nicht-
kompaktierten Bereichen der Myelinscheide und dient vermutlich der
Stabilisierung des Zytoplasma-Netzwerkes in der Schwannzelle®?@®29 saG
schliefdlich wird abseits von kompaktiertem Myelin sowohl von myelinisierenden
als auch nicht-myelinisierenden Schwannzellen gebildet. Uber seine Struktur und
Funktion ist bisher noch relativ wenig bekannt.®

Ein weiteres PNS-spezifisches Protein ist Periaxin. Bei diesem an den
periaxonalen Membranen myelinisierender Schwannzdlen lokalisierten Protein
handelt es sich nicht um ein integrales Membranprotein und somit folglich um
kein Myelinprotein im eigentlichen Sinne. Allerdings ist es Bestandtell eines
Protein-Komplexes, welcher das Schwannzdlzytoskelett mit der extrazellularen
Matrix verbindet und ist somit von nicht unerheblicher Bedeutung fur die stabile
Aufrechterhaltung der Myelinscheide.®4©0GY
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3.3 Bildung der Myelinscheide

Zu Beginn der Entwicklung des Nervensystems liegen die Axone in grél3eren
Bindeln vor, denen sich im PNS Shwann-Vorlauferzellen, im ZNS
Oligodendrozyten von auf3en anlagern (Peters und Muir, 1959 zitiert nach Gould
et al.®?). Diese Zellen bilden fingerartige Fortsitze ais, mit denen sie avischen
die Axone eindringen. Auf diese Weise werden die Axone voneinander getrennt,
bis schlief3lich zu Beginn der eigentlichen Myelinisierung jede Schwann-Zelle nur
noch ein einziges Axon umgibt.®? Dieses sinkt soweit in die Zelle ein, bis sch
die gegentberliegenden Zellmembranen aneinanderlagern und das Mesaxon
bilden kénnen (Abb.5).

Abb.5: Schematische Dargellung der Entwicklung der Myeinscheide im PNS (oben) und der
Umhillung markloser Nervenfasern (unten). (1) Schwannzele, (2) Axon; (3) Mesaxon; (4)
Intermediare Linie; (5) Dichte Hauptlinie; (6) Inneres Mesaxon; (7) AulReres Mesaxon; (8)
Marklose Nervenfasern: Eine Hiillzell e umschli eft mehrere Axone.®?
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Uber den Fortgang der nun folgenden Myelinbildung gibt es unterschiedliche
Theorien.®” Es besteht die Moglichkeit, dass die vielen Lamellenlagen durch
Rotation der Schwannzelle um das Axon enstehen. Nach Webster (1971, zitiert
nach Garbay et al.*”) kénnte jedoch auch die Rotation des inneren Mesaxons um
das Axon die Enstehung der Myelinlamellen bewirken. Hees'® vermutet
hingegen, dass das Axon selbst um seine Langsachse rotiert, nacdhdem das
Axolemm an mehreren Stellen mit dem Mesaxon verklebt ist.

Wadhrend im PNS eine Schwannzele grundsétzlich rur ein einziges Axon
myelinisiert, versieht ein Oligodendrozyt im ZNS gleichzatig mehrere Axone mit
einer Markscheide.?®® Dazu hildet er zahlreiche breite Auslaufer, mit denen er
Kontakt zu verschiedenen Axonen aufnimmt, welche dann von ihm mit
Myelinlamellen umgeben werden (Abb.6).? Wahrend nach Aussage von
Lubetzki et al.®? in friiheren Berichten hierbei noch von etwa 30 kshin zu sogar
60 einzelnen Myelinsegmenten, die ein einzener Oligodendrozyt bilden soll, die
Rede war, ergaben die in vitro-Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe an Kulturen
aus den GrofRRhirnhemisphdren von Méauseembryonen eine durchschnittliche
Anzahl von 4-5 Myelinsegmenten, die ein Oligodendrozyt bildet. Die maximale
Spanne lag zwischen einem und 10 Segmenten pro Oligodendrozyt. Dieses
Ergebnis dimmt in etwa aich mit den Schilderungen von Remahl und
Hil debrand®® (iberein, welche fiir das Riickenmark der Katze ein Verhaltnis von
Oligodendrozyten zu Myelinsegmenten von 1:1 in vivo angeben, wahrend im
Gehirn das Corpus callosum ein solches von 1:9 aufweist. Lubetzki et al.®?
vermuten, dass die Anzahl an Axonen, die ein einzelner Oligodendrozyt
myelinisiert, auf irgendeine Art vorherbestimmt sein muss Dies shlief3en sie aus
der Tatsadhe, dass diese Zellen, sobald sie mit der Myelinisierung beginnen,
sofort die endgultige maximale Anzahl an Fasern umhillen. Hat ein
Oligodendrozyt keine ausreichende Menge an Axonen in seiner Umgebung, formt
er mit seinen Auslaufern, die keine Faser erreichen kdnnen, trotzdem myelinartige
Gebilde.
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Abb.6: Schematische Darstdlung eines
Oligodendrozyten und einiger von ihm
myelinisierter Axone®:

(1) Oligodendrozyt; (2) Markscheide des
Oligodendrozyten; (3) Ranvierscher
Schnirring; 4 Axon; (5)
Neurofilamente.

3.4 Faktoren mit Einfluss auf die M yelinbildung

Wie bereits erwahnt, handelt es sich bei den myelinbildenden Zellen im PNS und
im ZNS um verschiedene Zelltypen. Die Vorlaufer der Schwannzellen des PNS
entwickeln sich in der Neuralleiste, wahrend die Vorlaufer der Oligodendrozyten
des ZNS aus der subventrikuléaren Keimzone, aso der Welterentwicklung des
Neuralrohrs, stammen. Beide Arten von Vorlauferzellen wandern bereits in einem
sehr frihen Stadium von ihrem Ursprungsort weg, um Kontakt zu Axonen
aufzunehmen.®® Ob es hier dann in der weiteren Entwicklung des Nervensystems
zur Myelinisierung oder aber nur zur Umhtllung der einzelnen Axone kommt,
héngt von einer Vielzahl von Faktoren ab, die sowohl bei der Initiierung als auch
bei der Weiterfihrung der Myelinbildung, sowie bei der Erhaltung der fertigen
Myelinscheide ein grol3e Roll e spielen.
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3.4.1 Axonaler K ontakt

Der erste Kontakt der Glia-Vorlauferzellen mit einem Axon stimuliert sowohl
Schwannzellen als auch Oligodendrozyten zur Proliferation.*® Schwannzellen
beginnen sich zu telen und sich spéter zu myelinbildenden Zellen zu
differenzieren.®® In den proliferierenden Zellen werden bestimmte Myelin-
spezifische Proteine gebildet, deren Konzentration anfangs jedoch noch relativ
gering ist. Um eine deutliche Expressonssteigerung der entsprechenden Gene au
erreichen, die mit der Bildung der Myelinscheide einhergeht, scheint zumindest
fur die Schwannzelle én stabiler Kontakt zum Axon unbedingt notwendig.?49
Bei der Vermittlung dieses Kontaktes ielen membranassoziierte Moleklle eine
wichtige Rolle. Hier sind offenbar sowohl N-Cadherin als auch L1 in der frihen
Phase der Myelinisierung beteiligt, wobei N-Cadherin vermutlich den ersten
Kontakt zwischen Axon und Schwannzelle vermittelt, wahrend L1 verantwortlich
fir die Initilerung des Myelinisierungsprogramms der Zelle a1 sein
scheint.®¥G93® Wood et al.®® konnten an Axonen des Dorsalwurzelganglions
von Ratten zeigen, dass Antikdrper gegen L1 den Beginn der Myelinbildung
durch Schwannzellen hemmen koénnen. Takeda et al.®® vermuten auRerdem, dass
im PNS auch das neurale Zelladhasionsmolektl N-CAM wichtig fir den Kontakt
wie auch fur die Erkennung zwischen Axon uind Schwannzelle ist.

Im Bezug auf die Oligodendrozyten des ZNS haben Mirsky et al.“? festgestellt,
dassdiese in der Lage sind, auch ohne Kontakt zu Neuronen messbare Mengen an
Myelin-spezifischen Glycolipiden und Proteinen zu exprimieren. Schwannzelen
im gleichen Experiment ohne Kontakt zu Neuronen stellten die Produktion dieser
Myelinbestandteil e ein.
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3.4.2 Axonkaliber

Nach Webster (1971, zitiert nach Garbay et al.®¥) sowie nach Windebank et
al.“*? weisen Axone des PNS, die spater myelinisiert werden, einen Durchmesser
von mindestens 0,7 pm auf. Auch Voyvodic®? berichtet von einem
offensichtlichen Schwellenwert in der Axondicke, welcher erreicht werden muss,
bevor ein Axon myelinisiert wird. Allerdings gricht er in diesem Zusammenhang
von Werten um 1,6 um, also deutlich mehr als die beiden oben zitierten Autoren.
Was jedoch die Dicke der Myelinschicht betrifft, haben Elder et al.“® festgestellt,
dass eine genetisch indwzierte Verminderung des Axonkalibers im PNS keine
Verminderung der Myelindicke nach sich zieht. Anders verhélt es sich im ZNS.
Hier scheint der Durchmesser des Axons die Dicke der Myelinschicht direkt zu
beeinflussen. Eine Verkleinerung des Axonkalibers hat somit auch eine
Verringerung der Myelindicke aur Folge. Schwannzellen und Oligodendrozyten
orientieren sich also in diesem Zusammenhang offenbar an unterschiedlichen

Signalen.

3.4.3 Expressonsmuster verschiedener Proteine

3.4.3.1 PO-Protein

Unabhanging davon, ob eine Schwann-Vorlauferzelle sich spaer zur
myelinisierenden Zelle entwickelt oder nicht, wird das Hauptgen des PNS
Myelins, das © genannte PO, bereits lange vor Beginn der Myelinisierung als
wesentliches Merkmal der Schwannzelllinie exprimiert. Dieses Myelin-
unabhangige Auftreten von sowohl PO-mRNA als auch PO-Protein spricht fur die
Wahrscheinlichkeit, dassPO in einer friihen Entwicklungsphase eine Rolle bei den
Wecdhselbeziehungen zwischen Schwann- und Nervenzelle spielt.*? Takeda et
al.®% nehmen auch an, dass PO wichtig fir die Umhillung des Axons wie auch fir
die Verfestigung der Myelinschicht ist. Postnatal kann in den myelinisierenden
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Zellen ein extremer Anstieg an PO-mRNA und PO-Protein festgestellt werden,
wéahrend nicht-myelinisierende Zellen auch welterhin eine geringe Expresson
aufweisen.“? Was die Hohe der PO-Expression betrifft, so konnten Lee et al.“?
wie aich schon Griffiths et al.*? eine positive Korrelation zur Dicke der
Myelinschicht erkennen. Da die PO-mRNA-Konzentration in reifen nicht-
myelinisierenden Zellen schlieBlich stark absinkt, vermuten Lee et al.*? das
Vorhandensein eines Hemmsignals. Desweiteren zeigen sie, dass das
grundsétzliche Vorkommen von PO in den Schwann-Vorlauferzellen Neuron-
unabhangig ist, wahrend deren weitere Entwicklung zum myelinisierenden oder
nicht-myelinisierenden Typ abhangig von axonal beeinflusser Steigerung oder

Unterdriickung der PO-Expression ist.

3.4.3.2 Krox-20

Die Expression des Krox-20-Gens, welche neben den olfaktorischen Hiill zellen?
auch besonders charakteristisch fUr reife Schwannzellen im Gegensatz zu ihren
Vorlaufern zu sein scheint, ist ein weiterer flr die Myelinisierung peripherer
Nervenfasern notwendiger Faktor. Vorausstzung hierfir sind kontinuierliche
neuronale Signale, fir die wiederum der direkte Kontakt zwischen Axon und
Huill zelle vorhanden sein muss Nach Chavrier et al.“? handelt es sich bei Krox-
20 um ein Protein mit drei ,Zink-Fingern“, welches als Transkriptions-
Kontrollfaktor vermutlich an der Regulation von Zellproliferationen beteiligt ist.
Murphy et al.“? nehmen an, dasseine der Aufgaben von Krox-20 darin besteht,
ein axonales Signal innerhalb der Schwannzelle auf den Zellkern zu Gbertragen,
welches ununterbrochen far die Aufrechterhaltung des
Myelinisierungsprogranms notwendig ist. Nach Guennoun et al.“® spielt in
diesem Zusammenhang das Progesteron eine wichtige Rolle als Botenstoff, da es
durch Bindung an einen intrazllularen Rezeptor die Expresson der Krox-20-
mRNA, sowie von PO, PMP22 und anderen myelinspezifischen Proteinen,™*

indwziert. Andere Steroide zeigen hier keine Wirkung.
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3.4.3.3 Myelin-as9zii ertes Glycoprotein

Das Myelin-assoziierte Glycoprotein (MAG) findet sich in Schwannzellen und
Oligodendrozyten gleichermal3en und liegt vor alem in den periaxonalen
Bereichen.®® Frither vermutete man, dass es generell wichtig fur die frithe
Trennung und Umhilllung der einzenen Axone ist®® und insgesamt eine
entscheidende Rolle wahrend der Myelinbildung spielt.*® Bedziglich der
Bedeutung von MAG im PNS hat man inzwischen jedoch festgestellt, dassauch
MAG-defiziente Schwannzellen normale Myelinscheiden hilden kénnen und die
Myelin-spezifischen Proteine PO und MBP exprimieren.“? Li et al.®® wie aich
Fruttiger et al.®? schreiben MAG aber eine entscheidende Rolle in der Erhaltung
sowohl der Myelinschicht als auch des myelinisierten Axons selbst zu. Carenini et
al.®? fanden heraus, dass MAG-defiziente Mause zwar unverandertes Myelin im
PNS bilden, dass sie &er nach acht Monaten Degenerationen an Axonen und
Myelin aufweisen. Das neurale Zelladh&sionsmolekil N-CAM kann diesen MAG-
Mangel zur Erhaltung des Axon-Schwannzell-Komplexes zum Teil
kompensieren, aber nicht vollsténdig ausgleichen.

Etwas anders gellt sich die Wirkung von MAG im ZNS dar. So berichten Montag
et al.®@ von Untersuchungen an MAG-defizienten Mausen, bei denen im ZNS
schon der Beginn der Myelinisierung verspatet war und die auf3erdem geringe
Verdnderungen in der Morphologie des ZNS-Myelins aufwiesen, wie
beispielsweise einen verringerten Zytoplasmagehalt der Oligodendrozyten oder
mehrere Myelinschichten um ein einziges Axon. Nach Marcus et a.®? scheint
aullerdem die Reifung des Axon-GliasKomplexes bei MAG-Mangel im ZNS
verzogert zu sein, was jedoch nicht bedeutet, dassdieser nicht letztendlich normal
ausgebildet wird. Allerdings zeigt sich auch hier ein dhnliches Phdnomen, wie es
bereits bel den Verhaltnissen im PNS angesprochen wurde, ndamlich eine deutliche
Degeneration des Axon-Glia-Komplexes, hier sogar schon im Alter von zwei bis
drei Wochen. Insgesamt scheint MAG also im ZNS eine etwas bedeutendere
Rolle als im PNS zuspielen, da es hier neben der Erhaltung der myelinisierten
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Axone bereits Einfluss auf den Beginn und den Verlauf der Myelinisierung zu

nehmen scheint.

3.4.4 Neuronale lmpulsfreguenz

Sowohl Schwannzellen®® als auch Oligodendrozyten®® werden bei der
Myelinisierung duch die elektrische Aktivitét des Neurons beeinflusd. Wie
bereits beschrieben, sind Oligodendrozyten in der Lage, auch ohne Kontakt zu
Axonen Myelin-Komponenten zu hilden.“? Sie kénnen sogar myelinghnliche
Gebilde formen, brauchen jedoch nach Demerens et al.®® zur Bildung
vollstandiger Myelinscheiden neuronale Aktivitét in ihrer direkten Umgebung.
Durch Hemmung der Aktionspotentiale benachbarter Axone kann die
Myelinisierung unterdriickt werden, im Gegenzug bewirkt ein Erhdhen der
elektrischen Aktivitét dieser Axone auch eine Steigerung der Myelinbildung.

Wahrend also im ZNS offenbar sowohl Steigerung als auch Verminderung der
Aktionspotentialfrequenz  einen direkten Einfluss auf die Bildung der
Myelinscheiden nehmen, fanden Stevens et al.®® im PNS etwas andere
Verhdltnisse. Schwannzellen beginnen mit der Myelinisierung erst in einer
bestimmten prénatalen Phase, in der sich die bis dahin nedrige
Aktionspotentialfrequenz des Axons erhoht (Fitzgerald und Fulton, 1992 zitiert
nach Stevens et al.®¥). Stevens et al.® stellten fest, dass Stimulation von Axon-
Schwannzdl-Kulturen mit einer niedrigen Frequenz (0,1 Hz) die Myelinisierung
um mehr als das Dreifache reduzierte, verglichen mit Kulturen, die mit
Frequenzen von 1,0 Hz oder auch gar nicht stimuliert wurden. Im Gegensatz zur
Situation im ZNS hat hier also nur die geringe dektrische Aktivitét Einfluss auf
die Myelinbildung, wahrend eine Steigerung derselben ohne Wirkung beibt. Aller
Wahrscheinlichkeit wirkt eine niedrige Aktionspotentialfrequenz direkt hemmend
auf die Expresson Kalzium-unabhangiger Zelladh&sionsmolekiile, besonders L1,
welche, wie bereits erwéhnt, notwendig fur die Initiierung der Myelinisierung

sind.
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3.4.5 Wachstumsfaktoren im ZNS

De Wadstumsfaktor ,Oligodendroglial Growth Fador® (OGF) wird von
neuronalen Zelllinien gebildet und stimuliert selektiv das Wachstum von
Oligodendrozyten im ZNS. Giulian et al.®” haben auRerdem festgestellt, dass
OGF auch die Aktivitét von CNP, einem Myelin-Enzym, steigert und die Bildung
von MBP sowie von PLP-RNA erhéht. Giulian et al.®” vermuten deshalb, dass
speziell OGF an der Regulation der Myelinbildung im ZNS beteili gt ist, wéhrend
andere Wachstumsfaktoren keinerlei Effekt auf die genannten Proteine bzw. die
Enzymaktivitét hatten.

Ahnlich wie OGF scheint auch der ,Insulin-like Growth Fador 1“ (IGF-I)
Einfluss auf die Myelinisierung im ZNS zu haben. Carson et al.®*® fanden bei
ihrer Arbeit mit transgenen Mausen, die IGF-I Uberproduzieren, heraus, dass
deren Gehirne 130% mehr Myelin enthielten als die der Kontrollgruppen. Die
Zahl der Oligodendrozyten selbst war nicht erhoht, allerdings waren die Gehirne
der Versuchsmause durch Zunahme von Zellgrof3e und -anzahl um ca 55% grof3er
als die normaler Tiere. Insgesamt zeigten die transgenen Méause also einen etwa
um das Zweifache hoheren Myelingehalt als die Kontrollmause. Auf3erdem
konnte aich bei dieser Versuchsreihe eine ehohte Aktivitét von CNP gemessen

werden.

3.4.6 Wachstumsfaktoren im PNS

Die Vorlaufer der Schwannschen Zellen differenzieren sich wahrend ihrer
Entwicklung entweder zum myelinisierenden oder nicht-myelinisierenden reifen
Phanotyp. An der Regulation dieser Differenzierung scheint unter anderem der
, Transforming Growth Fador-B« (TGF-B) beteiligt zu sein. Guénard et al.®?
stellten bei in vitro-Versuchen fest, dass TGF-p sowohl die Myelinisierung von
Axonen duch Schwannzellen hemmt, als auch die Expresson won
Myelinbestandteilen wie PO, MAG und MBP. Im Gegensatz dazu steigert TGF-3
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die Bildung von Molekilen, die charakteristisch fur reife nicht-myelinisierende
Schwannzdlen sind, und scheint auf diese Weise die Entwicklung dieses
Phénotyps zu férdern.

Ahnlich verhdlt es sich mit dem ,Glial Growth Fador* (GGF), der die
Myelinisierung duch Verhinderung der Abtrennung und Umhillung einzelner
Axone hemmt.®® Anders als TGF-B bewirkt er zusétzlich die Demyelinisierung
bereits myelinisierter Kulturen und die Dedifferenzierung myelinisierender

Schwannzdlen in eine Vorform.
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4. Einflussder myelinbildenden Z€llen auf das Neuron

Die potentiell myelinbildenden Gliazdlen des Nervengewebes, aso de
Oligodendrozyten im ZNS sowie die Schwannzellen im PNS, unterliegen dem
Einfluss verschiedener Faktoren, durch welche sich entscheidet, ob diese Zellen
sich bis zum myelinhaltigen Typ ausdifferenzieren oder ob sie lediglich als
einfache Hullzellen eines Axons fungieren, wie im vorhergehenden Kapitel
beschrieben. Gleichzeitig aber Uben diese Gliazdlen ihrerseits wiederum sehr
bedeutenden Einflussauf das Neuron und hierbel in besonderem MalReauf dasmit
ihnen in Kontakt stehende Axon aus. Dies giegelt sich insbesondere in Aufbau
und Grof3e des Axons, aber auch in Entwicklung und Wachstum, ja sogar in der

Regeneration von Neuronen wieder.

4.1 Das Zvytoskelett des Axons

Wie bereits erwahnt, finden sich im Aufbau des axonalen Zytoskeletts deutliche

1® Die daraus resultierende Annahme, dass das

regionale Unterschiede.
Zytoskelett einer lokalen Regulation unterworfen ist,*® bestétigt sich bei der
vergleichenden Betrachtung myelinisierter und nicht-myelinisierter Axone sowie
vor alem myelinisierter und nicht-myelinisierter Abschnitte ein und desselben
Axons. Hierzu wird bel Fragestellungen beziglich des PNS besonders haufig mit
so genannten Trembler-Mausen geabeitet, einem Mutantenstamm mit einer
Punktmutation im PMP22-Gen. Diese Tiere leiden Zeit ihres Lebens an einer
dysmyelinisierenden peripheren Neuropathie, die sich bereits bald nach der
Geburt in  schwerfélligen Bewegungen, Tremor und vorubergehenden
Krampfanfallen auRert.®” Dabei zeigen sie sowohl Storungen des axonalen

Transports und lebenslange Schwannzellproliferation, as auch deutliche
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Veranderungen im Axonkaliber und der Anordnung der Neurofilamente, sowie
eine schwere Hypomyelinisierung. ¢V(€2(©3

Um die Wedhselwirkungen zwischen der Myelinumhillung und den Axonen des
ZNS untersuchen zu konnen, werden diese ebenfalls an verschiedenen
Mausemutantenstdmmen erforscht. Im Gegensatz zu den oben beschriebenen
Trembler-Mausen, welche keine Stérungen in der ZNS-Myelinisierung aufweisen,
werden so genannte Shiverer-Mause bei Fragen zur Neurobiologie des ZNS
verwendet.®® Diese Tiere zigen starken Tremor und Krampfanfélle sowie eine
verklrzte Lebensdauer von nur etwa 100 Tagen, hervorgerufen durch eine
autosomal rezessve Mutation im MBP-Gen, aus der ein Mangel an kompaktem
Myelin im ZNS resultiert.®9©9®) Trotz dieser Mutation ist jedoch die
Myelinisierung in den peripheren Nerven nahezu unverdndert, vermutlich
aufgrund der Kompensation des MBP-Mangels durch andere Myelinkomponenten

wie PO und P2.¢®

4.1.1 Neurofilament-Akkumulation

Bei der Untersuchung normaler Axone kann man feststellen, dass die Anzahl an
Neurofilamenten in den myelinisierten Bereichen dreimal hoher ist als in den
nicht-myelinisierten Teilen.®® Diese Tatsache scheint zumindest im PNS in
engem Zusammenhang mit der Phosphorylierung der Neurofilamente au
stehen."? Die Ansammiung von Neurofilamenten beginnt namlich, sobald de
Neurofilament-Untereinheiten die Form reifer Neurofilamente elangen. Dies
geschieht in direkter Verbindung mit ihrer Phosphorylierung, welche ihrerseits
wiederum mit Eintritt in den myelinhaltigen Bereich des Axons gattfindet.(’® Mit
diesem Vorgang sinkt auch die Transportrate der Neurofilamente innerhalb des
myelinisierten Teils des Axons, "2 vermutlich um so ihre Integration in das
stationare und gleichzeitig dynamische Netzwerk des axonalen Zytoskeletts zu
gewahrleisten.*279 Dieser Riickgang des Neurofilament-Transports im reifen

Axon darf jedoch nicht mit dem weiter unten beschriebenen Rlckgang des
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axonalen Transports von Neurofilament-Proteinen aufgrund mangelnder
Myelinisierung gleichgesetzt werden.

Dasses sich bei der Steuerung der Neurofilament-Akkumulation im ZNS um den
direkten Einfluss der Oligodendrozyten selbst, unabhangig von einer
Myelinisierung handelt, schlieBen Sanchez et al.™ aus ihren Studien an
Neuronen des Retinalganglions. Sie konnten feststellen, dass anscheinend einzig
die Umhillung eines Axons durch Oligodendrozyten ohne Bildung von Myelin
ausreicht, um das zirkuldre Wachstum und so unter anderem die Ansammlung von
Neurofilamenten zu indwieren. So zeigte sich bei der Untersuchung
verschiedener Mausemutantenstdmme, die avar nicht in der Lage waren, Myelin
zu hilden, deren Axone aber von Oligodendrozyten umhullt wurden, dass allein
durch diesen Kontakt zu den Oligodendrozyten normale Axonkaliber und

Anordnungen von Neurofilamenten erreicht wurde.

4.1.2 Neurofilament-Organisation

Entlang eines normalen myelinisierten Axons finden sich wenige Stellen, die
nicht von der Myelinschicht bededt sind. Daau gehtren das Initialsegment, die
Ranvier-Schntrringe und die Enden, welche sich meist mehrfach verzweigen.
Vergleicht man diese Bereiche mit den von Myelin umgebenen I nternodien, findet
man signifikante Unterschiede in der Anordnung der Neurofilamente des Axons.
So ist in den myelinisierten Abschnitten nicht nur die Anzahl an Neurofilamenten
erhoht, wie im vorhergehenden Absatz bereits angesprochen, sondern es sind auch
gleichzetig die Abstdnde awvischen den einzelnen Filamenten deutlich grofer,
nach Hsieh et al.®? um 25-50%.

Untersucht man im Vergleich zu normalen Axonen die hypomyelinisierten Axone
von Trembler-Mausen, kann man erkennen, dasshier mit dem Mangel an Myelin
eine deutlich dichtere Neurofilamentanordnug einhergeht,? aso ahnlich den
Verhdltnissen in den nicht-myelinisierten Bereichen normaler Axone. Dabei

zeigen die Nervenfasern von Trembler-Mausen eine mehr als doppelt so hohe
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Neurofilamentdichte wie die myelinisierten Fasern von Mé&usen ohne Mutation. "
In Transplantationsversuchen, bei denen jeweils ein Stick eines Trembler-
Ischiasnervs in den Ischiasnerv einer normalen Maus eingesetzt wurde, konnten
de Waggh und Brady®® nachweisen, dass Schwannzellen einen direkten und
lokalen Einfluss auf die Anordnung der Neurofilamente innerhab der Nerverfaser
haben. So zegte ein und derselbe Nerv ober- und wunterhalb des Transplantates,
also in den normal myelinisierten Teilen, eine deutlich geringere Dichte in der
Neurofilamentanordnung as innerhalb des Transplantates, aso dem
hypomyelinisierten Teil selbst. Um sicherzugehen, dass hier keine
Beeintréchtigung des Nerven durch die Transplantation an sich vorliegt, wurden
zum Vergleich auch Nerven normaler Mause mit Transplantaten ebenfalls
normaler Mause untersucht. Hier konnten keine Unterschiede in der
Neurofilamentanordnung  zwischen transplantierten und  urspringlichen
Nervenabschnitten festgestellt werden. Offensichtlich wirken sich also Stérungen
in der Myelinbildung duch die Schwann'schen Zellen direkt auf die
angrenzenden  Telle des Axons aus und beeinflussen  die
Neurofilamentorganisation nicht unerhebli ch.

Ahnliche Auswirkungen von Myelinbildung und Stérungen der Myelinisierung
durch die Gliazélen finden sich auch im ZNS. Betraditet man das Neurofil ament-
Zytoskelett der unmyelinisierten Axone von Shiverer-Mausen, so ist auch hier
eine deutliche Zunahme der Neurofilamentdichte, verglichen mit den
Verhdltnissen bel normalen Mausen, erkennbar. Zusdtzlich konnten Brady et
al.®? bei Untersuchungen an Mause-Mutanten, die zawvar im Gegensatz zu den
Shiverer-Mausen in der Lage sind, Myelin im ZNS zu hilden, jedoch rur in
geringen Mengen, feststellen, dass mit zunehmender Myelinmenge die Dichte der
Neurofilamentanordnung abnimmt. Auch hier ist also deutlich der Einfluss der
myelinbildenden Zellen, in diesem Fall der Oligodendrozyten, auf das axonale
Zytoskelett erkennbar.
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4.1.3 Neurofilament-Phosphorylierung

In engem Zusammenhang mit der Anordnung der Neurofilamente innerhalb eines
Axons steht offengichtlich der Grad ihrer Phosphoryli erung, insbesondere des N
H-, telweise aich des NF-M-Polypeptids.®?"® \Wahrend der normalen
neuronalen Entwicklung werden diese beiden Neurofilament-Untereinheiten
bereits in einem friihen postnatalen Stadium phosphoryliert, und zwar jeweils an
den COOH-ENnden innerhalb ener so genannten  MPR-Region
(multiphosphorylation repea region), welche die Aminosduresequenz Lys-Ser-
Pro in mehrfacher Wiederholung beinhaltet.("®(""

In den myelinisierten Internodien normaler Tiere lasst sich eine deutlich hohere
Phosphorylierungsrate  dieser  Neurofilament-Untereinheiten feststellen  als
beispielsweise an den Ranvierschen Knoten.®® De Waayh et al.'® sowie
Kirkpatrick und Brady!"? stellten in ihren Studien mit Trembler-Mausen fest, dass
mit der Demyelinisierung neben der Zunahme der Neurofilament-Dichte aich
eine Abnahme der Neurofilament-Phosphorylierung einhergeht. Ahnliches
konnten auch Cole et al.("® bei Versuchen mit transgenen Mausen beobachten,
deren mangelnde Myelinisierung, anders als bei Trembler-Mé&usen, durch die
Kombination des PO-Gens mit entweder einem Diphterie-Toxin-Gen oder einem
SV40 (simian virus 40)-Gen zustande kommt. Hsieh et al.®® vermuten, dass die
Wirkung der Myelinisierung auf die Streuung der Neurofilamente dadurch
entsteht, dass durch die gesteigerte Phosphorylierung die Gréfe der negativen
Ladung"® der Neurofilament-Seitenarme ehoht wird. AuRerdem nehmen Nixon
et al.!? an, dasssich zusétzlich zur GroRe der Ladung mit der Phosphorylierung
die Ausdehnung dieser Seitenarme ehoht. Beide Theorien kdnnten erkléren,
wodurch die grofleren Abstdnde awvischen den einzelnen Filamenten im
Normalfall zustande kommen.

Der Beeinflussung der Neurofilament-Phosphorylierung liegt vermutlich ein
System aus Kinasen und Phosphatasen zugrunde, welches durch den engen
interzelluldren Kontakt zwischen Axon und myelinisierender Schwannzelle

reguliert wird."?® Dafiir konnte ein transmembrandses Signal verantwortlich
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sein, welches von der normalen Myelinbildung abhangig ist und daher bei einer
Stoérung der Myelinisierung das Axon nicht erreicht. ('@

Einen dhnlichen Mechanismus, der fir die Veranderungen der Neurofilament-
Phosphorylierung im ZNS von Shiverer-Mausen verantwortlich sein  konnte,
vermuten auch Brady et al.®® Auch sie stellten in ihren Studien mit Shiverer- und
Wild-Typ-Mausen fest, dassdie Phosphorylierungsrate der Neurofilamente einer
direkten lokalen Beeinflusaung unterliegen muss. So war die Phosphorylierung in
den ZNS-Axonen des Corpus callosum der Mutanten deutlich reduziert gegentiber
der Kontrollgruppe, wahrend in den Axonen des Nervus ischiadicus, also Axonen
des PNS, deren Myelinisierung bei Shiverer-Mausen ja, wie beschrieben,

ungestort ist, keinerlei Veranderungen festgestellt werden konnten.

4.1.4 Axonaler Transport

Der Syntheseort der einzelnen Zytoskelettbestandteile ist der ZellkGrper der
Nervenzelle, das Perikaryon. Deshalb miissen die im Axon kenttigten Strukturen
vom Ort ihrer Entstehung erst ins Axon transportiert und dort vertellt werden.
Dies geschient mittels des © genannten axonalen Transports. Auch dieser
Vorgang scheint dem direkten Einfluss der myelinbildenden Zellen zu
unterliegen. So stellten de Wagh und Brady®?®3™) bei ihrer Arbeit mit
Trembler- und Kontroll-Mausen signifikante Unterschiede in der Transportrate
verschiedener Proteine im PNS fest. Der Transport von Neurofilament-Proteinen
bei Trembler-Méausen erwies sich gegeniber dem bei normalen Mausen als
deutlich vermindert, wahrend der Transport von Tubulin stark erhoht war. Die
Abhangigkeit des axonalen Transportes vom Typ der umgebenden Schwannzelen
konnte besonders bei den im Zusammenhang mit der Neurofilament-Anordnung
bereits beschriebenen Transplantationsversuchen an Ischiasnerven normaler
Mause mit Implantaten von Trembler-Mausen gezeigt werden. Hier war der
axonale Transport in den Teilen proximal des Transplantats kaum veréndert

gegenuber den Kontrollgruppen. Bei Eintritt in das Trembler-Transplantat sank
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die Transportrate der Neurofilament-Proteine jedoch deutlich ab, gleichzeitig
schien der Tubulin-Transport innerhalb des Transplantats areusteigen.
Abweichend von der obigen Darstellung des Einflusses der Schwann'schen Zellen
auf die allgemeéne axonale Trangportkapezitat im PNS konnten Brady et al.®? bei
Messungen an Nerven von Shiverer-Mausen eine hdhere Transportrate markierter
Neurofilament-Untereinheiten feststellen als bel Kontrollnerven. Bei Vergleichen
mit transgenan Mausen, die avar kompaktes Myelin im ZNS bilden, dessen Dicke
jedoch nur 25% desen bei normalen Méusen entspricht, konrte dieselbe
Transportrate wie bei Kontrolltieren ohne Mutation gemessen werden. Brady et
al. vermuten daher, dassfir die Reifung des neuronalen Zytoskeletts im ZNS die
Bildung von kompaktem Myelin unkedingt notwendig ist, wenngleich auch die
Dicke dieser Myelinschicht in diesem Zusammenhang keine Rolle zau spielen
scheint.

Auch Kirkpatrick et al.®Ystellten in einer dhnlichen Studie signifikant erhohte
Transportraten verschiedener markierter Proteine in Axonen des Nervus opticus
von Shiverer-Mausen fest. Auch diese Arbeitsgruppe fihrte zaim Vergleich
Studien an Wildtyp-Mausen sowie an transgenen Mausen, die im Beaug auf die
Myelinbildung eine Zwischenstufe zwischen den anderen beiden darstellten,
durch. Zwar konnten hier noch ganz geringe Unterschiede im axonalen Transport
zwischen diesen transgenen Mausen und dem Wildtyp gemessen werden,
trotzdem kommen auch Kirkpatrick et al.®® zu dem Schluss dass eine
unvollstandige Bildung von unverandertem kompakten Myelin zum Erreichen

normaler Transportraten in den Axonen des ZNS geniigt.

4.1.5 Spezielle Rollevon MAG

Myelin besteht zu etwa 80% aus Lipiden und nu zu etwa 20% aus Proteinen.
Eines der wichtigsten Myelinproteine aus der Gruppe der Glycoproteine ist das
Myelin-asozii erte Glycoprotein MAG.?? Was die Wirkung des Myelins auf das
axonale Neurofilament-Zytoskelett betrifft, vermuten Yin et al.®? eine direkte
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Beteili gung dieses Proteins. Wahrend der Verlust der wichtigsten Strukturproteine
des PNS-Myelins, PO und MBP (myelin basic protein) keinerlei Einfluss auf den
Aufbau des Axons zu haben scheint, konrten sie in ihren Studien an Méausen mit
einer Null/Null-Mutation des MAG-Gens feststellen, dass mit dem Fehlen von
MAG sowohl eine geringere Neurofilament-Phosphorylierung als auch eine
dichtere Neurofilament-Anordnung einhergingen. Gleichzeitig zeigten sich
deutliche axonale Atrophie und Wallersche Degeneration. Im Gegensatz zu den
Verhdltnissen bel Trembler-Mausen, deren Myelinisierungsstérung ja, wie
beschrieben, auf einer Punktmutation im PMP-22-Gen beruht,®® zeigten die hier
untersuchten Tiere trotz dieser axonalen Veranderungen keinerlel Anzeichen von
Entzindung, Hypomyelinisierung, erheblicher De- und Remyelinisierung oder
eine Zunahme funktioneller Veranderungen. Sanchez & al."® stellten auRerdem
fest, dass zumindest im ZNS die Umhillung eines Axons durch eine potentiell
myelinbildende Zelle ohne Myelinisierung ausreicht, um wenigstens anndhernd
normale Axonkaliber zu erreichen. Offenbar scheinen diese Zellen Uber ein
Membranmolekil, moglicherweise MAG, Einfluss auf das Axon zu nehmen.
Wahrscheinlich spielt MAG also eine besondere Rolle bei der Reifung und

Erhaltung myelinisierter Axone.®9®3#3

4.1.6 Mikrotubuli-Anzahl und —Dichte

Neben dem Einfluss myelinisierender Zellen auf das axonale Neurofilament-
Zytoskelett konrnen auch am Mikrotubuliskelett des Axons myelinabhangige
Veranderungen festgestellt werden. Kirkpatrick und Brady"® berichten, dass die
anhand der Menge von unldslichem Tubulin® gemessene Stabilitét des axonalen
Mikrotubuli-Zytoskeletts bei Trembler-Mausen vermindert ist. Aul3erdem finden
sich im Vergleich zu normalen Axonen Unterschiede in der Zusammensetzung
und Phosphorylierung der axonalen Mikrotubuli-assoziierten Proteine. Nach de
Waegh und Brady®?®? ist, wie bereits im Zusammenhang mit dem axonalen

Transport erwéhnt, die Rate an sich bewegendem Tubulin im Axon bel Trembler-
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Mausen erhoht. Die Anzahl der Mikrotubuli an sich scheint jedoch zumindest im
PN'S unabhéngig vom Grad der Myelinisierung zu sein.©?

Im Gegensatz hierzu stellten Brady et al.®” bei ihren Untersuchungen an
Shiverer-Mausen fest, dass deren Axone dwa doppelt so viele Mikrotubuli
enthielten wie die der Vergleichsgruppe, ndmlich im Durchschnitt 20-21, wahrend
bei Mausen des Wildtyps durchschnittlich rur 10-11 Mikrotubuli pro Axon
vorhanden waren. Ahnliche Beobachtungen machten auch Kirkpatrick et al.®?,
die sowohl eine hdhere Dichte der axonalen Mikrotubuli in Shiverer-Axonen,
erhohte Tubulin-Expression, als auch eine deutlich geringere Stabilitét dieser
Tubuli feststellen konnten. Bei Mesaingen der Mikrotubuli-Dichte an
Querschnitten von Axonen von Shiverer-, Wildtyp- und transgenen Mausen mit
verminderter Myelinbildung im ZNS zeigte sich eine mehr as zweifache
Zunahme der Mikrotubuli-Dichte und auch der Mikrotubuli-Anzahl bei Shiverer-
und transgenen Mausen gegenlber den Kontrolltieren. Auch Messungen von
radioaktiv markiertem Tubulin in den Axonen dieser drel Tiergruppen ergaben
einen deutlichen Anstieg bei Shiverer- und transgenen gegentiber den Wildtyp-

Mausen.

4.2 Entwicklung, Wachstum und Regener ation des Neur ons

4.2.1 Embryonale und neonatale Entwicklung

Nicht nur bel der Ausbildung des Phanotyps reifer Axone spielen die umgebenden
myelinbildenden Zellen eine entscheidende Rolle. Bereits in der embryonalen und
neonatalen Entwicklung sind sie wichtige Signalgeber fur das Uberleben, die
Reifung und die Differenzierung des Nervens. Wurden beispielsweise die
Schwann'schen Zellen friher hdufig als passive Ziele axonaler und anderer
extrinsischer Signale gesehen, so weil3 man heute, dasssie und ihre Vorlaufer die

Nervenentwicklung sowie die Entwicklung angrenzender Gewebe und auch ihre
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eigene Uber autokrine Kreislaufe regulieren.®? Riethmacher et al.®® stellten bei
Studien mit Mause-Mutanten, denen Schwannzellen und deren Vorlaufer fehlten,
fest, dass diese Tiere in der zweiten Halfte ihrer Embryonalentwicklung einen
Grof¥eil ihrer sensorischen und motorischen Neurone verloren. Wahrend am Tag
12 dr Embryonalentwicklung dieser Tiere die Anzahl an Neuronen im
Dorsalwurzelganglion noch nahezu normal war, so war sie bereits zwei Tage
gpater um fast 80 % reduziert. Dasselbe Phanomen zeigte sich nur wenige Tage
darauf auch bel den Motorneuronen. Dies legt die Vermutung nahe, dass zum
Uberleben dieser Neuronen Signale der Schwann-Vorlauferzelen oder auch
junger Schwannzellen motwendig sind, also von den Zellen, die den hier
untersuchten Tieren fehlten. Vermutlich schitten Schwannzellen und ihre
Vorlaufer eine Mischung verschiedener neurotropher Faktoren aus, um das
Uberleben von Neuronen zu sichern. Moglicherweise gibt es dabei sogar
unterschiedliche Faktoren fiir motorische und sensorische Neuronen. ®®

Innerhalb der neuronalen Entwicklung wird auch die Ausbildung der
Ranvierschen Knoten durch die Schwannzellen gesteuert. Hierbei scheinen ihre
Signale vor alem eine Rolle bei der molekularen Spezialisierung der Membran
des Knotens, ganz besonders bei der Ausbildung der fir das myelinisierte Axon
lebensnotwendigen Natrium-Kandle, zu spielen. Diese Annahme stitzt sich
insbesondere auf die Tatsadche, dass bei ultrastrukturellen Untersuchungen immer
eine rdumliche Beziehung zwischen Schwannzdle und Natrium-Kandlen zu
erkennen ist, sowohl wahrend der Nervenentwicklung als auch wahrend der
Regeneration nach chemischer Zerstérung der Myelinschicht. Dasslbe ist sogar
nach Zugabe von Schwannzellen zu Axonen in vitro zu beobachten.®® Auch die
Vertellung bestimmter flr die Ranvierschen Knoten typischer intramembrandser
Partikel zeigt eine entspredhende Beziehung auf (Wiley-Livingston und Ellisman,
198Q Zitiert nach Jessen und Mirsky®?).
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4.2.2 \Wachstum und Stabilisierung

Colello und Schwab®” berichten, dass die Anzahl der Fasern eines Nerven
offenbar direkt mit seiner Myelinisierung in Zusammenhang steht. Sie fUhrten
Studien am Nervus opticus bei Ratten durch, wobei sie sowohl die Fasern
normaler Nerven quantifizierten, als auch die von Nerven, deren Myelinisierung
durch Zerstérung der Oligodendrozyten mittels Rontgenbestrahlung verhindert
wurde. Dabei zegte sich, dassdie Anzahl an Fasern in myelinfreien Nerven um
10-30 % hoher lag als in den myelinisierten Nerven. Aul3erdem fiel auf, dassdie
Faserzahl bei Fehlen von Myelin tber die Gesamtlange des Nerven um bis zu 20
% variierte, wahrend sie bei myelinisierten Nerven weitgehend konstant blieb.
Um sicher zu gehen, dass die ehohte Faserzahl in den myelinfreien Sehnerven
nicht aus einer Erhdhung der Anzahl der retinalen Ganglienzellen herriihrte,
wurden zum Vergleich Zahlungen an beiden Augen, also dem bestrahlten und
dem unbehandelten, durchgefiinrt. Dabei ergaben sich zwischen beiden Seiten
keinerlei Unterschiede.

Bereits Ende der achtziger Jahre ekannten Caroni und Schwab,®¥®9C0 dass
ausdifferenzierte Oligodendrozyten Proteine mit hemmender Wirkung auf das
Nervenwacdhstum exprimieren, sobald sie mit der Myelinisierung frisch gebildeter
Faserwege beginnen. Die Autoren beschreiben diese Proteine ds
membrangebundene Proteine der weil3en Substanz des ZNS mit einer Grole von
35 bzw. 250 kd Da diese also drekt nach Fertigstellung der Nervenfasern
exprimiert werden,®® vermuten auch Colello und Schwab,®” dass so mit dem
Myelinisierungsprozessdas Faserwachstum gestoppt und die Faserzahl stabilisiert
wird. So berichten Sefton und Lam®® sowie Crespo et al.®?, dassdie endgliltige
Faserzahl des Nervus opticus der adulten Ratte bereits gegen Ende der ersten
postnatalen Woche feststeht, also in etwa a1 Beginn der Myelinisierung.
Versuche, dies durch Injektionen von FGF (fibroblast growth factor) in den
myelinisierten Nerv zu beeinflussen, blieben erfolglos, wogegen die infolge
Bestrahlung myelindefekten Nerven auf FGF enorm ansprachen und schlief3lich

eine Faserzahl von mehr als 40 % Uber dem Normalwert zeigten. Colello und
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Schwab®” nehmen daher an, dassdie Myelinbildung eine wichtige Rolle bei der
Stabilisierung der Faserzahl des adulten Nerven spielt, wobel sie ds
entscheidendes Merkmal die Exprimierung nervenwadstumshemmender Proteine
durch myelinbildende Oligodendrozyten sehen. Sie rdumen jedoch ein, dassauch
andere Medanismen wie Wechselwirkungen zwischen Oligodendrozyten und
Astrozyten in diesem Zusammenhang nicht ausgeschl osseen werden kénnen.
Inzwischen ist die Neurologie auf diesem Gebiet weiter fortgeschritten und man
well3 heute, dass unter anderem das myelinasziierte Glykoprotein (MAG) als
nervenwachstumshemmendes Protein fungiert. Wahrend es zwar bel jungen
Neuronen noch das axonale Wachstum fordert, liegt seine Bedeutung im Beaug
auf reife Neuronen neben der bereits beschriebenen Erhaltung und Stabilisierung
des Axon-GliaaKomplexes vor dlem in der Hemmung des Neuronen-
Wachstums.®® Dies kénnte unter anderem auch eine Erklarung dafirr sein, dass
Neuronen des ZNS nach einer Verletzung nicht in der Lage sind, zu regenerieren,
wéahrend Neuronen des PNS diese Fahigkeit unter Einfluss von Schwannzelen
besitzen (siehe Punkt 4.2.3). Wong et al.®? konnten beispielsweise durch
Eliminierung der Funktion von MAG mittels CALI (chromophore-assisted laser
inadivation) die Regeneration wvon Neuronen des Nervus opticus bei
Hiihnerembryonen bewirken. Auch Tang et al.®®® vermuten, dass aus verletzter
well3er Substanz ein l6sliches Fragment von MAG, das © genannte dMAG,
freigesetzt wird, welches das Neuronenwachstum hemmt und somit die
Regeneration verhindert. Durch den Einsatz monoklonaler Antikorper gegen
MAG kann diese hemmende Wirkung aufgehoben werden.

Ahnlich wie MAG gehort auch OMgp (oligodendrocyte-myelin glycoprotein) zu
den rervenwachstumshemmenden Faktoren des ZNS, und ebenso Nogo, ein
weiteres wichtiges Protein mit dieser Funktion. Nogo existiert in drei
verschiedenen Varianten, von denen NogoB und NogoC auch aufl3erhalb des ZNS
vorkommen, wahrend NogoA rein ZNS-spezifisch auf der Oberflache von
Oligodendrozyten exprimiert wird. Alle drei Isoformen von Nogo besitzen als
funktionellen Bereich die Nogo-66-Region, NogoA weist zusétzlich noch die N-

(93

terminale Region Amino-Nogo auf. Interessanterweise  kommt nun die
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wadstumshemmende Wirkung der genannten Proteine dadurch zustande, dass
ale drei, also MAG, NogoA und OMgp, an den selben Rezeptor, den so
genannten Nogo-66-Rezeptor NgR, binden.®¥®9  Dieser liegt auf der
extrazellularen Oberfladhe und im Lumen des Endoplasmatischen Retikulums von
Oligodendrozyten.®” Kommt es nun also zur Interaktion eines der drei genannte
Proteine mit NgR, bindet NgR wiederum die extrazlluld&re Komponente von
p758'"R  einem transmembranen  Rezeptorprotein  fir  neurotrophe
Wadhstumsfaktoren. Dies fuhrt im weiteren Verlauf zur Aktivierung der GTPase
Rho, welche vermutlich letztendlich fir die neuronale Wachstumshemmug
verantwortlich ist.®® Li und Strittmatter® berichten, dass ®wohl lokale als auch
systemische Gaben von NgR-Antagonisten ein bemerkenswertes Potential zur

Regeneration von ZNS-V erletzungen besitzen.

4.2.3 Regeneration verletzter Axone

Einen deutlichen Einfluss €heinen Schwannzellen auch auf reife verletzte Axone
zu nehmen, wie Li und Raisman®® bei ihren Versuchen am Riickenmark adulter
Ratten feststellen konnten. Sie setzten umschriebene Lasionen, wobei sie sowohl
aufsteigende als auch absteigende Axone durchtrennten und deren Redtionen in
den darauffolgenden Tagen anhand des Transportes von Meeettich-Peroxidase
(horseradish peroxidase, HRP) oder Biocytin beobaditeten. Wahrend andere
Autoren berichten, dass zerschnittene Axone degenerieren und sich vom Ort der
Lasion zuriickziehen,®9@%910) zeigte sich bei den Studien von Li und
Raisman®®, dass die verletzten Axone bereits nach zwei Tagen geschwollene
Stimpfe aufwiesen und selbst die der Lasion angrenzenden unbeschédigten
Axone deutliche Auftreibungen gebildet hatten. Auch nach mehreren Wochen
blieb die Anzahl der durchtrennten Axone in der Region der Verletzung relativ
konstant und es zeigten sich verschiedene Formen wvon Auftreibung und
Verastelung.
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Interessanterweise konnte im weiteren Verlauf dieser Versuche festgestellt
werden, dass entgegen aller Erwartungen Axone des Ruckenmarks auch auf den
Kontakt zu Schwannzellen reagieren konnen. Li und Raisman®® injizierten dazu
mittels einer minimal-traumatischen Mikroinjektionstechnik eine Schwannzell-
Suspension in den Bereich der Lasionen. Sowohl die verletzten als auch die
angrenzenden intakten Axone =zigten deutliche Reaktionen auf dieses
Schwannzdl-Implantat. Diese Redktion verlief auf3erdem merklich schneller als
nach alleiniger Durchtrennrung der Axone. Schon zwei Tage nach der
Transplantation haetten sich an den Axonenden Aufzweigungen gebildet, die sich
in die urspriingliche Richtung des Axons orientierten, auf3erdem bildeten sich
Auftreibungen und Windungen. Segmente der unverletzten Axone machten sogar
Biegungen in das Schwannzell-Transplantat hinein und wieder zurtick, um ihre
eigentliche Richtung beizubehalten. Offenbar kénnen Schwannzellen also einen
nicht unerheblichen Einflussauf das Wachstum und die Regeneration van Axonen
haben. Li und Raisman®® vermuten hier einen Zusammenhang mit von den
Schwannzdlen produzierten Wachstumsfaktoren mit neurotropher Wirkung, die
ein Aussprosen der Axone unterstitzen. Als bedeutungsvollste sind her FGF
(fibroblast growth fador) sowie NGF (nerve growth factor) und BDNF (brain-
derived neurotrophic factor) zu nennen. Die beiden letzteren werden sowohl von
nicht-neuronalen Zellen des Nervengewebes gebildet, BDNF in erster Linie im
ZNS, als auch von Schwannzellen selbst. 109109109199 Bemerkenswert ist, dass
hierbel sowohl Axone der aufsteigenden sensorischen Nervenbahnen reagieren,
welche dem Dorsalwurzelganglion enstammen, dessen Zellen im Normalfall von
Schwannzelen umgeben sind, als auch Axone der Pyramidenbahn, die innerhalb
des ZNS nicht im Kontakt mit Schwannzellen stehen.

Auch Olby und Blakemore™®® beobachteten die Folgen von Verletzungen der
aufsteigenden Axone im Dorsalstrang des Rickenmarks von Ratten, in diesem
Fall nach photochemisch indwzierter Ischamie. Diese Autoren kommen zu dem
Schluss, dassdie unter der Pia mater gelegenen Axone im Zentrum der L&sion
zwischen dem 4. und 7. Tag nach der Verletzung demyelinisiert werden und

daraufhin von Schwannzdlen wieder myelinisiert werden. Axone am caudalen
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Ende der Léasion regenerieren im gleichen Zeitraum und werden won
Schwannzdlen oder Oligodendrozyten remyelinisiert. Bereits 1976 zeigte
Blakemore (Blakemore, 1976 zitiert nach Olby und Blakemore®®), dass
Schwannzdlen aus den Dorsalwurzeln oder aus den Nerven der Blutgefal3e in
demyelinisierte Gebiete des ZNS eindringen und diese remyelinisieren kénnen.
Vermutlich ist dieses Ph&nomen abhéngig von der Anwesenheit unmyelinisierter
Axone und gleichzeitig dem Fehlen von Gliazllen sowie der Zerstérung der
Gliagrenzmembran (Blakemore, 1976 1983, zitiert nach Olby und
Blakemore199) (1000819 Nadh Olby und Blakemore®® kénnte sich hieraus die
Ansammlung von Schwannzellen im Zentrum der L&sion, also in dem Bereich, in
dem auch die Meningen und die Gliagrenzmembran zerstort wurden, erklaren. Die
Schwannzellen im kaudalen Bereich der Lasion hingegen konnten urspriinglich

von Nerven der Blutgefélde in dieser Region stammen

4.2.4 Spezielle Rolle von PO

Wie Yazai et al.*'? berichten, kénnte die oben beschriebene unterstiitzende
Wirkung von Schwannzdlen bei der Regeneration von Nervenlasionen auf der
Bildung des PO-Proteins beruhen. Sowohl Schneider-Schaulies et al.**? als auch
Yazi et al. (1991 zitiert nach Yazai et al.**?) konnten bereits nachweisen,
dass PO in vitro das Wachstum von Neuriten des Dorsalwurzelganglions fordert.
Nad Kultivierung von Kortikalneuronen mit PO-produzierenden Zellen und zum
Vergleich auch mit solchen ohne PO-Expresson maRen Yazaki et al.*'? die
Langen der einzelnen Neuriten aus. Dabei konnte ein signifikanter Unterschied
zwischen beiden Gruppen festgestellt werden, wobei die Neuriten aus den PO-
enthaltenden Kulturen ein deutlich stérkeres Langenwachstum gezeigt hatten.
Wurden monoklonale Antikorper gegen PO diesen Kulturen beigesetzt, so wurde
das Wachstum eindeutig gehemmt. Um die Wirkung von PO auf Kortikalneuronen
auch in vivo zu testen, wurden Lasionen im Rickenmark adulter Ratten gesetzt, an

denen dann PO-produzierende Zellen implantiert wurden, sowie bei einer
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Vergleichsgruppe Zellen ohne PO-Produktion. Auch hier konnte bel den Tieren
mit PO-exprimierenden Zelli mplantaten eine deutli che Langenzunahme der Axone
im Vergleich zu den Tieren ohne PO gemessen werden. Aufgrund dieser
Beobachtungen sprechen Yazaki et al.*'® PO eine eindeutige Wirkung auf die
Forderung des Wadhstums von Neuriten nicht nur im PNS, sondern dartber
hinaus auch im ZNS zu. Wie Takei und Uyemura'? berichten, wird im ZNS
niedriger Vertebraten, welches die Fahigkeit nahear uneingeschrénkter
Regeneration besitzt, PO exprimiert, wohingegen bei hdheren Vertebraten, die
kein PO im ZNS exprimieren, diese Fahigkeit fehlt. Auch hieraus kann man
schlief?en, dass PO direkt mit der Regenerationsfahigkeit von Neuronen in
Verbindung steht. Yazai et al.™9 weisen deshalb auf einen moglichen
therapeutischen Nutzen von PO zur ZNS-Regeneration hin.
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5. Das Axon-K aliber

Bereits in den achtziger Jahren vermuteten Hoffman et al.*™®93 " gass der
Durchmesser eines Axons in keiner Weise eine speziesspezifisch festgelegte
Grofke ist, sondern vielmehr aufgrund des axonalen Transports von
Neurofilament-Proteinen variiert. Diese Parameter kdnren einerseits die Menge
der trangportierten Proteine darstellen, andererseits aber auch deren
Transportgeschwindigkeit. Ihre Annahme stiitzten die Autoren auf Beobadhtungen
sowohl an Neuronen wahrend der Entwicklung als auch wéhrend der
Regeneration nech experimenteller Axotomie, bei denen sich zeigte, dass das
radiale Wadstum eines Axons ebenso wie die Abnahme seines Durchmessers
nach Verletzung mit den Transportraten der Neurofilament-Proteine korrelierten.
So kamen Hoffman et al.*®®9@19 gthon damals zu dem SchluB, dass die
Neurofilamente bel der Bestimmung des Axonkalibers wohl die Hauptrolle
spielen.

Wie sich aus den bisherigen Ausfihrungen erkennen [&3t, weil3 man heute, dass
bei der Ausbildung des Phénotyps reifer Axone eine Vielzahl von Faktoren eine
Rolle spielen. Besonders der direkte Einfluss der umhillenden und meist auch
myelinbildenden Zellen auf die anzelnen Komponenten des Neurons ist
unumstritten und zeigt in beeindruckender Weise, wie komplex die
Zusammenhange der Entwicklung auf dem Wege zu einem reifen Neuron sind.
Aus der Gruppe der Hauptbestandteil e des neuronalen Zytoskeletts, bestehend aus
Neurofilamenten, Mikrotubuli und Mikrofilamenten, haben die Neurofilamente
den gr6fden Anteil am Axonzytoskelett inne, wo sie in etwa z2hnmal so grof3er
Menge anzutreffen sind wie die beiden anderen genannten filamentGsen
Strukturen.® Was den Einfluss myelinisierender Zellen auf die Neurofilamente
einer Nervenzdle betrifft, kann man feststellen, dass sich unter der Einwirkung
Myelin-bildender Schwannzellen des PNS die Transportrate der einzenen
Neurofilament-Untereinheiten vom Perikaryon ins Axon erhoht, was sich

schliefdlich in einer Steigerung der Neurofilament-Anzahl gegenliber nicht-
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myelinisierten Axonen wiederspiegelt.®?©®39 Ebenso ist der Grad der
Phosphorylierung der Neurofilamente ehoht, was sich wiederum auf ihre
Anordnung innerhalb des Zytoskeletts auswirkt. Vermutlich durch die Zunahme
der negativen Ladung und die so gesteigerten Abstof3ungskréfte wie aich durch
eine grofere Ausdehnung der Filament-Seitenarme werden die Abstéande
zwischen den einzelnen Filamenten vergroRert. 979

Aber nicht nur die axonalen Neurofilamente werden durch die umgebenden
myelinisierenden Zellen in ihrem Erscheinungsbild verédndert, auch die weit
weniger haufig vertretenen Mikrotubuli  scheinen diesem Mechanismus
unterworfen zu sein. So wird berichtet, dassfur die Stabilisierung des axonalen
Mikrotubuli-Skeletts im PNS eine normale Myelinbildung der Schwannzellen
ebenso notig it wie fir die physiologische Zusammensetzung und
Phosphorylierung der axonalen Mikrotubuli-asziierten Proteine.®2©3(749 Auch
die Transportrate von Tubulin innerhalb des Axons wird duch myelinisierende
Zellen beeinflusd. Auffallend ist, dasses sich hierbei genau umgekehrt verhalt
wie bei den Neurofilamenten und sich der Tubulin-Transport durch Myelinmangel
bei Axonen im PNS erhoht.®2©3 Dije Anzahl der Mikrotubuli im Axon
peripherer Nerven bleibt aber anscheinend unbeeinflusg.©?

Bemerkenswert ist, dass sich im ZNS einige Unterschiede a1 den hier
beschriebenen Verhdltnissen des peripheren Nervensystems finden. So scheint fur
die Ansammlung einer ausreichenden Anzahl von Neurofilamenten bereits die
Umhillung des Axons mit Oligodendrozyten ohne Myelinbildung
auszureichen,™ bei pathologischem Myelinmangel ist die Transportrate der
Neurofilament-Untereinheiten erstaunlicherweise sogar erhoht. Auffallend ist
ebenfalls, dass sich die Mikrotubuli-Anzahl pro Axon nahezau verdoppelt, wenn
ein Myelinmangel im ZNS vorliegt.®?

Welche Bedeutung aber haben die Zytoskelettbestandteil e nun letztendlich fir das
Erscheinungsbild des reifen Axons? Das Zustandekommen des Kalibers von
Axonen reifer Neuronen in Abhangigkeit von ihrem inneren Aufbau und auch von
aulZeren Faktoren wird in der Literatur haufig und vielfdtig diskutiert.
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5.1 Bedeutung der Neur ofilamente

Die wohl wichtigste Rolle aller Zytoskelettbestandtelle bei der Auspragung und
Erhaltung des Axonkalibers spielen die Neurofilamente.**® Eyer und Peterson®*”
flhrten Studien an transgenen Mausen durch, die in Neuronen der
Projektionsbahn des Hypothalamus ein V erschmelzungsprotein exprimierten, bei
dem das Carboxyl-Ende der NF-H-Untereinheit durch pB-Galadosidase esetzt
war. B-Galadosidase-Monomere kdnnen sehr stabile Tetramere bilden (Langley
und Zabin, 1976 zitiert nach Eyer und Peterson**?). Vermutlich aufgrund der
hohen Affinitét der p-Galadosidase-Anteile der einzelnen Proteine aieinander
bildeten sich im Perikaryon grole Filament-Ansammlungen, wahrend gleichzeitig
die Axone von diesen Neurofilamenten frei blieben. Infolgedessen entwickelte
sich ein nur geringer Axon-Durchmessr von etwa 50% der Normalgrofie.
Interessanterweise z:igten die betroffenen Tiere trotzdem kaum Anzeichen einer
Erkrankung und konnten in fortgeschrittenem Alter weder aufgrund ihrer
Fortpflanzung noch wegen ihres allgemeinen Verhaltens eindeutig von ihren
normalen Artgenossen unterschieden werden. Auch zeigten die fehlerhaften
Neuronen rur selten Anzeichen von Degeneration. Eyer und Peterson™?” sowie
auch andere Autoren, die mit Mausen mit  verschiedensten
Neurofilamentmutationen geabeitet haben, 3119129 gehjieRen daraus, dass
Neuronen zwar die Organisation des Neurofilament-Zytoskeletts zur Ausbildung
eines groRen Axon-Kalibers benétigen, dies jedoch fir Uberleben und Funktion
der Nervenzelle, zumindest bei Sdugetieren mit einer so kurzen Lebensdauer wie
der Maus, nicht zwingend notwendig ist. Sie raumen jedoch auch ein, dass
zusétzlich noch weitere Faktoren das Kaliber eines Axons beeinflussen mussen,
dasich auch bei Axonen ohne Neurofilamente Groél3enunterschiede zeigen.

Wie bereits unter Punkt 4.1.1, 4.1.2 und 4.1.3 beschrieben, unterliegen die
Neurofilamente einem starken Einfluss der myelinbildenden Zellen, der sich
sowohl in ihrer Anzahl als auch in ihrer Anordnug innerhalb des Axons wie in
ihrem biochemischen Erscheinungsbild widerspiegelt. All diese Punkte wirken

sich letztendlich auf das Kaliber des Axons aus.
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5.1.1 Neurofilament-Anzahl und —Anordnung

Bei der Betraditung normaler myelinisierter Axone fallt auf, dass in den
myelinhaltigen Internodien zum einen die Anzahl, zum anderen aber auch
besonders die Dichte der Neurofilamente grolRer sind als in den nicht
myelinhaltigen Ranvierschen Knoten, dem Initialsegment oder den Endstiicken
(siehe auch Punkt 4.1.2).®® Der Zusammenhang dieser Verhaltnisse mit der
Myelinisierung wird noch deutlicher, wenn man die Axone von Mausen mit einer
Myelinisierungs-Stoérung genauer untersucht. Vergleicht man beispielsweise die
Axone von Trembler-Mausen, die eine mutationsbedingte Myelinisierungs-
Stoérung im PNS aufweisen,®P©363 mit den Axonen rormaler Tiere, kann man
eindeutig erkennen, dass die Anordnung der Neurofilamente in den Trembler-
Axonen mit einer mehr als doppelt so hohen Dichte einhergeht wie bei der
Kontrollgruppe.”® Auch bei der Betrachtung der Axone von Shiverer-Méausen,
die avar im PNS eine nahezu unbeeintréchtigte Myelinisierung zeigen, daftr aber
im ZNS einen mutationsbedingten Myelinmangel entwickeln,¢¥©9€9¢7 jg die
gesteigerte Dichte im Neurofilament-Zytoskelett im Vergleich zu normalen
Axonen unschwer festzustellen.®?

Nach Hsieh et al.®® bewirken nun sowohl die gesteigerte Neurofilament-Anzahl
als auch zusétzlich die groRBeren Zwischenrdaume zwischen den einzenen
Filamenten eine Zunahme des Axonkalibers im Vergleich zu den unmyelinisierten
Bereichen. Im Gegensatz hierzu sehen de Waegh et a.”"® in erster Linie die
Anordnung der Neurofilamente als bestimmend fir den Durchmesser des Axons
an. Die Anzahl dieser Filamente ewahnen sie awvar zusdtzlich als mdglichen
Faktor, weisen allerdings darauf hin, dass das Kaliber eines Axons auch ohne
deren Anderung variieren kann.

Auch der Bericht von Cole et al."® sollte nicht auer Acht gelasen werden. Im
Unterschied zu Hsieh et al.®? gellten sie namlich bei ihren Studien an
hypomyelinisierenden transgenen Mausen fest, dass die Reduktion des
Axonkalibers wohl allein aufgrund dichterer Padkung der Neurofilamente

zustande kam. Der Neurofilament-Gehalt im Axon, gemessen anhand der Menge
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der NF-H-, NF-M- und NF-L-Untereinheiten, schien im Vergleich zur
Kontrollgruppe unverandert zu sein. Offenbar reicht also bereits die Anordnung
der Neurofilamente innerhalb des Axons allein aus, um dessen Kaliber zu
bestimmen. Eine Verringerung der Filament-Anzahl, zu der es beispielsweise
durch den bei Myelinmangel verminderten Transport von Neurofilament-
Proteinen vom Perikaryon ins Axon kommen kann (siehe aich Punkt 4.1.4),
konnte aber unter Umstanden den den Durchmesser mindernden Effekt der
dichteren Neurofilament-Anordnung noch verstarken. Ebenso kdnnte sich eine
hohere Anzahl zusdtzlich zur weiteren Streuung der Filamente postiv auf das
axonale Kaliber auswirken.

Auch Nixon et al.™® sehen einen Zusammenhang zwischen der Anzahl und
Anordnung der Neurofilamente und dem Kaliber des Axons. Bei ihren
Untersuchungen an Neuronen des Retinalganglions von Méausen (siehe aich
Punkt 2.2.4) konnten sie feststellen, dass mit Beginn des myelinisierten
Abschnitts der einzelnen Axone sowohl die Neurofilament-Anzahl als auch die
GroRe der Abstdnde awvischen diesen Filamenten im Vergleich zum
unmyelinisierten Anfangsteil deutlich anstiegen. Mit diesem Anstieg konnte eine
ebenso deutliche Zunahme des Axonkalibers verzeichnet werden. Die
Zusammenhange bei der Ausbildung des axonalen Phénotyps sheinen also in
ZNS und PNS im Beaug auf die Abhangigkeit vom Zytoskelett sehr dhnlich zu

sain.

5.1.2 Neur ofilament-Phosphorylierung

Das Zustandekommen von Anzahl und Anordnung der Neurofilamente und somit
indirekt auch deren Wirkung auf das Kaliber des Axons unterliegen dem Grad der
Phosphorylierung der Neurofilament-Untereinheiten. Wie schon unter Punkt 4.1.3
angesprochen, wird duch eine gesteigerte Neurofilament-Phosphorylierung die
negative Ladung der Neurofilament-Seitenarme ehotht, was aufgrund der dadurch
entstehenden wedhselseitigen  Abstof3ungskréfte  Auswirkungen auf die
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Mindestdistanzen zwischen den einzenen Filamenten und somit auf deren
Lagerung innerhalb des gesamten Zytoskelett-Netzwerkes haben konnte, 699
Dariiberhinaus erhoht sich rech Ansicht von Nixon et al."® mit der
Phosphorylierung auch die raumliche Ausdehnung der Neurofilament-Seitenarme.
Diese beiden Effekte konnten eine Erklarung dafir sein, inwieweit die rdumliche
Vertellung der Filamente eine Zunahme des Axon-Kalibers bewirkt.

Als Ubergeordneter Ausloser dieser Reihe von Zusammenhangen bleibt wieder
der Einfluss der myelinbildenden Zellen auf das Axon festzuhalten. Schon am
normalen Axon wird deutlich, dass der Grad der Phosphorylierung der NF-H- und
auch der NF-M-Untereinheiten in den myelinisierten Bereichen gegentiber den
nicht-myelinisierten Abschnitten erhoht ist.®® Bei der Betrachtung der
demyelinisierten Axone von Trembler-Mausen werden diese Verhédltnisse noch
eindeutiger. So berichten Kirkpatrick und Brady® von mehreren Studien, in
denen sie die Effekte mangelnder Myelinisierung bei Trembler-Mausen auf das
axonale Zytoskelett untersuchten, und erkennen konnten, dass die dichtere
Padkung der Neurofilamente und die Verminderung des Kalibers der betroffenen
Axone gegentiber normalen Axonen auch mit einer Reduktion der Neurofilament-
Phosphorylierung einherging. Auch de Waegh et al." unterstiitzen diese Befunde
und bezeichnen die Neurofilament-Phosphorylierung als Hauptregulator des
Axon-Kalibers. Sie konnten bei Trembler-Mausen ebenfalls eine andeutige
Beziehung zwischen der Packungsdichte der Neurofilamente im Axon und dem
Phosphorylierungsgrad dieser Filamente ekennen. So vermuten auch sie, dassin
erster Linie durch phosphorylierungsabhangige AbstoRungskrafte und
Ausdehnung der Neurofilament-Seitenarme und somit durch Veranderung der
Mindestdistanzen zwischen den einzelnen Filamenten einerseits, sowie zu
benadhbarten Strukturen andererseits, der axonale Durchmesser ausgebildet wird.
Dassdiese Vorgange abhéngig von der Myelinbildung am entsprechenden Axon
sind, begriinden de Waegh et al."”® ebenso wie Hsieh et al.®? mit der Tatsache,
dass selbst innerhalb ein und deselben Axons Unterschiede im
Phosphorylierungsgrad und der Anordnung der Neurofilamente und somit auch

im Durchmesser zu erkennen sind, abhangig davon, ob man die myelinisierten
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Internodien oder aber nicht-myelinisierte Bereiche wie das I nitialsegment oder die
Ranvierschen Knoten betradhtet. Insbesondere weil aufgrund des axonalen
Transports ein standiger Flul? der Zytoskelett-Bestandteile herrscht, bleiben diese
Strukturen, wie beispielsweise im gerade beschriebenen Fall die Neurofilamente,
in ihrem Erscheinungshbild nicht konstant, sondern werden je nach ihrem
momentanen Aufenthaltsort myelinabhéngig verandert. Dieses Phénomen beruht
vermutlich auf einem Kinase-Phosphatase-System, welches abhéngig vom
Kontakt der myelinbildenden Zelle mit dem Neuron regional selbst auf kleinste

Distanzen dynamisch gesteuert wird.9(9(0

5.1.3 Bedeutung der Zusammensetzung der Neurofilamente aus den
Untereinheiten NE-L, NF-M und NF-H

Neurofilamente haben einen Durchmesser von etwa 10 rm, weshalb man sie der
Gruppe der Intermediarfilamente auordnet, die bezogen auf ihre Grélée zwischen
den Mikrotubuli mit ca. 25 M Durchmesser und cn Mikrofilamenten mit nur
etwa 5-7 nm Durchmesser liegen.” Die Neurofilamente selbst setzen sich ausdrei
verschiedenen Neurofilament-Polypeptiden, den so genannten Neurofilament-
Untereinheiten, mit je einem kurzen Aminoende und einem grof3en Carboxylende,
zusammen. Von diesen Untereinheiten liegt das NF-L-Polypeptid mit einem
Molekulargewicht von etwa 70 kd im zentralen Tell des Filaments, wahrend NF-
M (ca 150 kd) und NF-H (ca 200kd) die Seiterarme bil den.("®19

Fur die Ausbildung eines dabilen und funktionsfahigen axonalen Zytoskeletts
sowie eines Axons mit einem bestimmten Kaliber spielt nun auch
Zusammensetzung der Neurofilament-Untereinheiten eine entscheidende Rolle.
Diese ist namlich erstaunlicherweise relativ variabel und beanflufdt so das Axon
in nicht unerheblichem Mal3e. Sowohl bei in vivo- als auch in vitro-Experimenten
zeigte sich, dassfur den Zusammenbau eines Neurofilaments zwar unbedingt die
NF-L-Untereinheit, zusdtzlich aber nur eines der beiden anderen Polymere, also

NF-M oder NF-H, notwendig ist.*?®Y Bei Versuchen mit Mausen, denen

52



DAsS AXON-KALIBER

aufgrund einer gezielten Zerstérung des NF-L-Gens die betreffende Untereinheit
komplett fehlte, konnten Zhu et al.**? die Notwendigkeit dieses Proteins fiir den
Aufbau eines intakten Axons mit normalem Kaliber nachweisen. Tiere mit dem
NF-L knockout entwickelten sich zwar normal und zeigten in keiner Weise einen
auffalligen Phanotyp, jedoch bildeten sie sowohl im zentralen als auch im
peripheren Nervensystem schwere axonale Hypotrophien mit einem deutlichen
Mangel an Intermedidrfilament-Strukturen aus. Auch die Regeneration wvon
Nervenfasern nach Axotomie war bei diesen Mausen im Vergleich zu normalen
Tieren deutlich verlangsamt, und zwar sowohl bel homozygot as auch bei
heterozygot defekten Tieren. So betrug zwei Wochen nach der Axotomie die
Anzahl der regenerierten myelinisierten Axone bel den Tieren mit NF-L-
Null/Null-Mutation nur maximal 25% derjenigen der Kontrolltiere. Trotzdem
kommen Zhu et al.**® zu dem interessanten Ergebnis, dass die Axone dieser
Tiere trotz des dramatischen Mangels an Neurofilamenten sowohl zur
Regeneration Uber grol¥ere Distanzen als auch zur Remyelinisierung in der Lage
sind, wenn auch tber einen sehr viel langeren Zeitraum als normale Axone.

Ebenfalls in Versuchen mit Mause-Mutanten untersuchten Elder et al.*?? die
Bedeutung der NF-M-Untereinheit fir den Phanotyp von Axonen sowohl im ZNS
als auch im PNS. Dabei zeigte sich, dass Tiere mit einer Null/Null-Mutation des
NF-M-Gens zusétzlich einen drastischen Mangel an NF-L entwickelten, wovon
fast 90% des normalen Gehalts fehlten. Am NF-M-Gen heterozygot defekte
Mause zigten immerhin einen NF-L-Mangel von etwa 50%. Elder et al.*?”
vermuten deshalb, dassdie Menge aa NF-L durch die Menge an NF-M reguliert
wird, um ein in etwa ausgeglichenes stochiometrisches Verhdtnis zwischen
beiden Polypeptiden aufrechtzuhalten. Dabei berufen sie sich auch auf
Beobachtungen aus friiheren Studien ihrer Arbeitsgruppe. Fur den gleichzeitigen
Anstieg von NF-H bei den untersuchten knockout-Tieren findet sich jedoch keine
vollig zufriedenstellende Erklarung. Vermutlich liegt jedoch auch her ein
Regulationsmechanismus zugrunde, der abhangig von der vorhandenen Menge an
NF-M oder auch von NF-L ist.*?? Untersucht man namlich den umgekehrten Fall,

also Tiere mit einer durch Mutation gesteigerten NF-M-Bildung, kann man
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feststellen, dass in einem solchen Fall die Menge an NF-H proportional
abnimmt.®?2

Wie Zhu et al.**? bereits bei ihren Mausen mit NF-L-Mangel feststellen konnten,
so zeigte sich auch bei den won Elder et al.®®® gezichteten NF-M-
Deletionsmutanten, dass diese sich ebenfalls normal entwickelten und aufgrund
ihres Phanotyps oder ihres Verhaltens nicht von ihren normalen Artgenossen zu
unterscheiden waren. Jedoch konnte aich bel ihnen eine dramatische
Verkleinerung der axonalen Kaliber sowohl im ZNS als auch im PNS festgestel It
werden. Hiervon waren Axone jeder Grofde betroffen. Axone des Nervus
ischiadicus beispielsweise  wiesen bel  NF-M-Null/Null-Mutanten  einen
durchschnittlichen Durchmesser von etwa 5,5 um auf, wahrend bei Tieren der
Kontrollgruppe im Vergleich 7,2 um gemessen wurden. Gleichzeitig mit dieser
Verminderung der Axon-Kaliber war auch ein Rickgang der Neurofilament-
Anzahl pro Axon zu verzeichnen. Elder et al.**® vermuten als Ursache hierfur,
dassdie Bildung reifer Neurofilamente anhand der vorhandenen Menge von NF-L
reguliert wird, welches ja gekoppelt an den Mangel an NF-M in nur geringem
Mal3e vorliegt, wie oben beschrieben. Es sieht also so aus, as %i die NF-M-
Untereinheit insofern sehr stark an der Regulation des axonalen Kalibers beteiligt,
da sie den Level an NF-L verandern und somit die Anzahl an reifen
Neurofilamenten im Axon steuern kann.

Wahrend somit die Auswirkungen eines Mangels oswohl von NF-L als auch von
NF-M auf den Phanotyp des Axons offensichtlich sind, scheinen die Folgen des
Fehlens der schwersten der drei Neurofilament-Untereinheiten, dem NF-H-
Polypeptid, (berraschenderweise weitaus unbedeutender zu sein.*?31? g
berichten Elder et al.“**? von einer weiteren Studie mit einem Mé&use-Mutanten-
Stamm, bei dem wiederum eine Null-Mutation, diesmal des NF-H-Gens, erzeugt
wurde. Heterozygot deletierte Tiere wiesen dabel einen Riickgang an axonalem
NF-H von etwa 50% auf, wahrend bei homozygotem Gendefekt kein NF-H mehr
messbar war. Auch diese Tiere @schienen bei der Geburt normal und zeigten bis
zum Alter von etwa einem Jahr keinerlei Auffélligkeiten in ihrem Phanotyp, ihrer

Entwicklung oder ihrem Verhalten, durch die sie von Artgenossen mit NF-H-
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Plus/Plus-Genotyp hétten unterschieden werden kénren. In Beaug auf die im
Axon wvorliegenden Mengen der einzelnen NF-Untereinheiten konnte jedoch
festgestellt werden, dass bei komplettem Fehlen des NF-H-Polypeptids die Menge
an NF-L um ca 10-25% gegentber der Kontrollgruppe reduziert war. Dieser
Rickgang ist jedoch vergleichsweise gering, wenn man bedenkt, dass bei den
oben beschriebenen Versuchen mit NF-M-Null/ Null-Mutanten®®® ein NF-L-
Mangel von fast 90% gemessen werden konnte. Die Menge an NF-M blieb auch
bei volliger Abwesenheit von NF-H naheau unverandert. Aufgrund ihrer
Untersuchungsergebnisse vermuten Elder et al.*® deshalb, dass die Bedeutung
der NF-H-Untereinheit for den Zusammenbau und die Reifung der
Neurofilamente und somit fir den Aufbau des axonalen Zytoskeletts eher
unerheblich ist. So war die Menge der Neurofilamente sowohl in Axonen des
ZNS als auch des PNS bel Tieren ohne NF-H nur etwa 10 % kleiner als bei
normalen Méausen. Auch ihre Zusammensetzung und Anordnung innerhalb des
Axons war unaufféllig. Die Bedeutung von NF-H scheint vielmehr beim
Erreichen eines maximalen Axonkalibers zum Tragen zu kommen. Die
Arbeitsgruppe konnte namlich desweiteren erkennen, dass die myelinisierten
Axone der Mause-Mutanten zwar in ihrer Anzahl nicht signifikant verandert
waren, sie jedoch insgesamt Kkleiner waren und dass kein Axon der
Versuchsgruppe den gréf@en Durchmesser erreichte, der bei der Kontrollgruppe
gemesen wurde. Dies gilt fur Axone des ZNS und des PNS gleichermalien.
Axone des Nervus ischiadicus beispielsweise wiesen bei den Tieren mit NF-H-
Null/Null-Mutation im Durchschnitt einen Durchmesser von 3,4 + 1,1 yum auf,
wéahrend bei der Kontrollgruppe 3,6 £ 1,0 pm gemessen werden konnten. Die
relativ grofRen Axone des Zervikalstrangs waren bel Vorliegen einer NF-H-
Null/Null-Mutation von normalerweise durchschnittlichen 6,13 £ 1,91 um Dicke
auf 5,28 + 1,59 um reduziert.

Zu ahnlichen Ergebnissen wie Elder et al.*?9?3 kamen auch Jacomy et al.**®
bei ihren Studien an Mausen, die durch gezielte Zerstérung der entsprechenden
Gene atweder flr eine oder sogar fur beide schweren Neurofilament-

Untereinheiten, also NF-M und NF-H, homozygot defekt waren. Auch in dieser
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Versuchsreihe hatte das Fehlen von NF-M allein eine deutliche Reduktion des
Kalibers, besonders bei grof3en myelinisierten Axonen zur Folge, wahrend ein
Fehlen von NF-H kaum einen Effekt dieser Art hatte. Um die Bedeutung der
einzelenen Polypeptide genauer untersuchen zu konren, arbeiteten Jacomy et
al.™® zusstzlich mit Tieren, denen infolge einer doppelten Null/Null-Mutation
gleichzeitig NF-M und NF-H fehlten. Wie schon bei Méausen mit Null/Null-
Mutation des Gens nur einer einzelnen Neurofilament-Untereinheit zu beobachten
war, 119420029 o zeigten verbliiffenderweise sogar diese aveifach homozygot
deletierten Tiere keinerlei Aufféligkeiten in Entwicklung, Phanotyp oder
Fruchtbarkeit, die sie von Artgenosen ohne Mutation unterschieden hétten. Bei
morphologischer Analyse der Axone, unter anderem am Nervus ischiadicus dieser
Tiere =zigte sich hingegen ein deutlicher Mangel an Intermediarfilament-
Strukturen, begleitet von einem Anstieg der Mikrotubuli-Anzahl um fast das
Doppelte im Vergleich zu normalen Axonen. Die Menge aa NF-L in ZNS und
PNS war insgesamt ebenfalls drastisch reduziert, im Durchschnitt um etwa 80%,
und das vorhandene NF-L fand sich zum grofden Teil in den Perikaryen der
Neuronen und fehlte in den Axonen beinahe vollig. Da bei Tieren, denen rur
jewells eine der beiden schweren Untereinheiten fehlte, NF-L trotzdem,wenn auch
reduziert, in den Axonen auftritt, vermuteten Jacomy et al.**®, dass das NF-L-
Polypeptid mindestens eine der beiden anderen Untereinheiten benttigt, um aus
dem Perikaryon ins Axon transportiert werden zu konnen. Weliterhin besteht die
Vermutung dieser Autoren, dass NF-L zwar genuin die Fahigkeit besitzt,
oligomere Strukturen zu hilden, dass jedoch zur effektiven Aushildung eines
normalen Intermediérfilament-Netzwerkes die anderen Komponenten NF-M oder
NF-H obligatorisch notwendig sind.

Was die axonalen Kaliber bei Fehlen von NF-M und gleichzeitig NF-H betrifft, so
war deren GrolRenreduktion vergleichbar mit der von Tieren mit lediglich einer
NF-L-Null-Mutation,**® und nur geringgradig deutlicher als bei Vorliegen von
einer isolierten NF-M-Null-Mutation. Den  deutlichen Anstieg des
Mikrotubuligehalts der Axone von Mausen mit doppelter Null-Mutation erklaren

Jaomy et al.™? ebenfalls anhand von Vergleichen mit Tieren mit nur einer
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einfachen Mutation. In Abwesenheit von lediglich NF-M steigt die Mikrotubuli-
Anzahl in den Axonen rur gering an, wahrend der Mangel an NF-H oder an
beiden schweren Polypeptiden einen Anstieg der Mikrotubulizahl um bis zu 200%
verursacht. Off enbar spielt also die NF-H-Untereinheit eine wichtige Rolle bei der
Regulation des Mikrotubuligehalts im Axon, fir die Bildung des
Neurofilamentgertists und somit fir das zirkulare Wachstum des Axons <heint

sie jedoch von untergeordneter Bedeutung zu sein.

5.2 Bedeutung der Mikr otubuli

Die tUberaus wichtige Rolle der Neurofilamente bei der Auspragung des axonalen
Kalibers scheint heutzutage unumstritten. Dennoch gibt es Vermutungen, dass
auch die Mikrotubuli, welche mit ihren etwa 25 rm Durchmesser® die grofte der
drei filamentbsen Strukturen des neuronalen Zytoskeletts dargtellen, an der
Ausbildung des Axonguerschnitts nicht ganz unbeteiligt sein kdnnten. Bestehend
aus vielen linearen Tubulin-Untereinheiten stellt der Mikrotubulus ein Polymer
dar, desen Lange stark variieren kann und dessen zylindrische Form die stabilste
unter den Filamenten des Axon-Zytoskeletts darstellt (siehe auch Punkt 2.2.2).
Dies hat besondere Bedeutung bei der Erhaltung der langezogenen Form des
Axons.® Die wichtigste Aufgabe kommt den Mikrotubuli wohl aber im Rahmen
des axonalen Transports zu, wo sie durch ihre strikt longitudinale Ausrichtung als
Transportbahnen  dienen, an  welchen sich  Mikrotubuli-abhéngige
Transportproteine orientieren. lhre ebenfalls gleichférmig ausgerichtete Polaritéat —
die (+)-Enden sind sets distal orientiert — unterstitzt diese Funktion
zustzlich.®®?

Friede und Samorajski vermuteten bereits im Jahre 197Q dass die Anzahl an
Mikrotubuli fir die Aushildung des Axon-Kalibers eine Rolle spielt, wenn auch
eine geringere as die der Neurofilamente. So zeigte sich schon damals bei
Untersuchungen der Axone von Mausen und Ratten, dass unabhéngig von einer

Myelinisierung mit zunehmendem Axon-Durchmesser die Anzahl an Mikrotubuli
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ansteigt. In der Relation war dieser Anstieg allerdings deutlich kleiner als die
Zunahme der Zahl an Neurofilamenten. Auch Faundez und Alvarez*?® konnten
eine Zunahme der Mikrotubulimenge mit zunehmendem Axon-Kaliber feststellen,
die ebenfalls bei myelinisierten und nicht-myelinisierten Fasern gleichermal3en zu
erkennen war. Gleichzeitig konnte mit der Zunahme des Axon-Durchmessers eine
geringere Padkungsdichte der Mikrotubuli gemesen werden. Faundez und
AlvareZ*®9 vermuten, dass sich die Organisation der axonalen Mikrotubuli eher
an den Stabilitatsbedirfnissen des Zytoskeletts orientiert als an ihrer Funktion als
Leitschienen fur den axonalen Transport. Auch eine weitere Studie von Faundez
et al.*?? kommt zu dem Ergebnis, dass die Mikrotubuli an der Ausbildung des
Axon-Kalibers direkt beteiligt sind.

Wie sich den Ausfiihrungen in Kapitel 4 entnehmen 183t, unterliegt das axonale
Zytoskelett einem deutlichen Einfluss der myelinbildenden Zellen. Diesem
Einfluss konnen sich auch die Mikrotubuli nicht entziehen. Wie schon unter Punkt
4.1.6 beschrieben, finden sich dabei geringe Unterschiede zwischen zentrdem und
peripheren Nervensystem. Wéahrend man an den mangelhaft myelinisierten
Nervenfasern des PNS von Trembler-Mausen eine geringere Stabilitéat des
axonalen  Mikrotubuliskeletts, eine veranderte Zusammensetzung und
Phosphorylierung der axonalen Mikrotubuli-assoziierten Proteine sowie eine
erhohte Transportrate an keweglichem Tubulin festell en kann®?©374 zeigen sich
bei der Untersuchung von Axonen des ZNS von Shiverer-Mausen etwas andere
Verhdltnisse. So z&hlt man hier etwa doppelt so viele Mikrotubuli wie bel
normalen Axonen, wobel deren Stabilitét zwar wie in Trembler-Axonen verringert
ist, die Dichte jedoch gegentiber normalen Axonen ebenfalls drastisch erhoht
iSt.(64)(81)

Was den Einfluss des Myelins auf die Mikrotubuli-Anzahl im Axon und somit
indirekt auf das axonale Kaliber betrifft, so finden sich in der Literatur inzwischen
unterschiedliche Angaben. Herndndez et al.?? berichten von Untersuchungen
myelinisierter und nicht-myelinisierter Bereiche bel Axonen des Nervus opticus
adulter Ratten unter dem Elektronenmikroskop. Hierbei konnten sie feststellen,

dassdas Axon-Kaliber in den myelinisierten Bereichen um 5% grof3er war asin
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den nicht-myelinisierten Abschnitten. Gleichzeitig mit dieser Kaliber-Zunahme
stieg auch die Anzahl an Mikrotubuli im Axon um 36%, wéahrend die Dichte an
Mikrotubuli pro pm? von 85 auf 20 sank. Bei Vergleichen myelinisierter und
nicht-myelinisierter  OpticussAxone desslben Durchmessers erkannten
Hernandez et al.®? interessanterweise, dass hier keinerlei Unterschiede in der
Mikrotubuli-Dichte vorlagen. Sie gehen deshalb davon aus, dass die
Padungsdichte unabhéangig vom Myelin festgelegt wird und lediglich eine
Anpasaing an das jeweilige aonale Kaliber darstellt. Hingegen steigt laut den
Darstellungen dieser Arbeitsgruppe die Anzahl an Mikrotubuli in Abhangigkeit
vom Myelingehalt. Inwieweit sich diese jedoch direkt auf das Axon-Kaliber
auswirkt oder ob das Kaliber unabhéngig von den axonalen Mikrotubuli bestimmt
wird, wird nicht erlautert.

Im Rahmen ihrer Arbeit Gber Stabilitét und Dichte des axonalen Mikrotubuli-
Zytoskeletts untersuchten auch Kirkpatrick et al.®? die Axone des Nervus opticus
normaler Mause, um eventuelle Zusammenhange mit der Schichtdicke des
Myelins aufzuzeigen. Diese Arbeitsgruppe konnte feststellen, dass mit
zunehmender Myelinisierung und gleichzeitig steigendem axonalem Kaliber die
Dichte der Mikrotubuli im Axon abnahm, also im Gegensatz zu den Aussagen
von Herndndez et al.®? offenbar myelinabhangig reagiert. Bei 4-5 Schichten
Myelin, was der niedrigsten Anzahl an Myelinschichten bei myelinisierten
Axonen normaler Mause entspricht, konnten im Axonquerschnitt durchschnittlich
2,5 Mikrotubuli pro Hexagon gezihlt werden, wobei ein Hexagon einer Flache
von 0,035 pn? entspradh. Bel Axonen mit 11 oder mehr Myelinschichten sank
diese Zahl auf 1,5 Mikrotubuli pro Hexagon. Inwieweit beziehungsweise ob
Uberhaupt Veranderungen in der absoluten Mikrotubuli-Anzahl im Axon mit der
Myelinisierung einhergingen, wird leider nicht erwdhnt. Weitere Untersuchungen
an Shiverer-Mausen zeigten, dassbei diesen die mangelnde ZNS-Myelinisierung
mit einer hohen Mikrotubuli-Dichte in Axonen des Nervus opticus einhergeht.
Dies gqilt fur ale GroBen won Axonen und auch fuar samtliche
Myelinisierungsgrade. Da trotz der Myelinisierungsstérung auch hier eine

Korrelation zwischen Mikrotubuli-Dichte, Axon-Durchmessr und

59



DAsS AXON-KALIBER

Myelinisierung zu erkennen war, vermuten Kirkpatrick et al.®® das
Vorhandensein vielfédltiger und verschiedener Gliazllsignale air Regulation der
unterschiedlichen Faktoren des Mikrotubuli -Zytoskeletts im Axon.

Den Ausfilhrungen von Hsieh et al.®? lasg sich eine weitere Aussage beziglich
der Mikrotubuli-Anzahl im Axon entnehmen. In ihrer Studie untersuchten und
verglichen sie die myelinisierten und nicht-myelinisierten Bereiche normaler
Axone des Dorsalwurzelganglions. Erstaunlicherweise kamen sie hierbel zu dem
Ergebnis, dassdas axonale Kaliber in den myelinisierten Bereichen zwar deutlich
groRer ist als in den unmyelinisierten, dass jedoch die Anzahl an Mikrotubuli im
Axon vom Myelin unbeeinflusst zu sein scheint und in myelinisierten und nicht-
myelinisierten Bereichen gleich grol3 ist. Den Einfluss auf das Axon-Kaliber
schreiben Hsieh et al.®® in erster Linie der Anzahl und Anordnung der
Neurofilamente a1, wobel jeweils ein deutlicher Unterschied zwischen
myelinisierten und nicht-myelinisierten Axonabschnitten zu erkennen war.

Auch Jacomy et al.*'® kommen zu dem Ergebnis, dass fir das zirkulére
Wadhstum eines Axons in erster Linie ein intaktes Neurofilament-Zytoskelett
notwendig ist, der Gehalt an Mikrotubuli jedoch keinen direkten Einfluss zu
haben scheint. Bel ihren Untersuchungen an Mausen, die aufgrund von gezielter
Genzerstorung fur beide schweren Neurofilament-Untereinheiten, also NF-M und
NF-H, homozygot defekt waren, zeigte sich, dass dieser Mangel eine deutliche
Reduktion des Axon-Kalibers zur Folge hatte. Beeindruckender Weise stieg die
Anzahl an Mikrotubuli im Axon gleichzeitig um bis zu 200, verglichen mit
normalen Axonen. Es hat also den Anschein, als konne selbst ein so deutlich
gesteigerter Mikrotubuli-Gehalt einer Verminderung des axonalen Durchmessers
nicht entgegenwirken. Durch weitere Versuche mit Tieren, denen jeweils nur eine
der beiden genannten Untereinheiten fehlte, konnten Jacomy et al.**® schlielich
erkennen, dass das NF-H-Polypeptid eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Mikrotubuli-Anzahl im Axon zu spielen scheint. Die enorme Zunahme der
Mikrotubuli-Anzahl konnte lediglich bei Abwesenheit von NF-H festgestellt

werden, wohingegen ein NF-M-Mangel nur eine minimale Erhéhung dieser Zahl
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nach sich zog. Somit kann der drastische Anstieg im oben beschriebenen Fall
offenbar dem Fehlen von NF-H zugeschrieben werden.

Bei der Suche nach Klarung, inwieweit Anzahl und Anordnung der Mikrotubuli
im Axon myelinabhangig gesteuert werden und ob ein direkter Einfluss dieser
Parameter auf das Axonkaliber vorliegt, scheinen auch die Arbeiten von Zhao et
al.1®12 et bedeutungsvoll. Diese Arbeitsgruppen beschéftigten sich mit
Wadteln, bei denen eine Nonsensmutation im NF-L-Gen wvorliegt. Aufgrund
dieser Mutation sind diese Tiere in keiner Weise in der Lage, auch nur geringste
Mengen an polymerisationsfahigem NF-L-Protein zu hilden, was zu einem
drastischen Mangel an Neurofilamenten fuhrt.®? Dies resultiert sowohl im
peripheren als auch im zentralen Nervengewebe in deutlicher axonaler
Hypotrophie.®*Y Verbliffend ist, dass von dieser Axonhypotrophie anscheinend
nur myelinisierte Nervenfasern betroffen sind. Untersuchungen von Zhao et
al."® an den Axonen unmyelinisierter Fasern von Wachteln mit Mutation im
Vergleich zu solchen von Tieren ohne Mutation haben namlich ergeben, dass hier
keinerlel Unterschiede in Durchmesser oder Umfang vorlagen. Auffallend war
jedoch dabei, dass in den Axonen der Mutanten die Anzahl an Mikrotubuli
signifikant erhdht war. Zhao et al.“*? vermuten daher, dass es sich bei diesem
Phdnomen um einen kompensatorischen Anstieg handeln kdnnte, der dem
Ausgleich des Mangels an Neurofilamenten dient und so eine Verringerung des
Axonkalibers verhindert. Daraus <hlief3en sie wiederum, dass am Erhalt der
GroRe anes unmyelinisierten Axons Neurofilamente und Mikrotubuli
gleichermalen beteiligt sein konnten. Unerwarteterweise lasen sich diese
Vermutungen jedoch nicht ohne weiteres auf myelinisierte Axone von Wachteln
mit der beschriebenen Mutation tibertragen. Hierzu fiihrten Zhao et al.*?? in einer
weliteren Studie Untersuchungen durch, wobei diesmal die myelinisierten Fasern
des Nervus peroneus von Wachteln mit Mutation und von Tieren aus einer
Kontrollgruppe betraditet wurden. Hierbel zeigte sich, dass bei Tieren mit
Mutation die untersuchten Axone deutlich kleiner waren als bei normalen Tieren.
Gleichzetig konnte avischen beiden Gruppen kein prégnanter Unterschied in der
durchschnittlichen Anzahl an Myelinlamellen oder deren Anordnung festgestellt
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werden. Was die axonalen Mikrotubuli betrifft, so zagten diese bei Axonen von
Tieren mit Mutation eine dichtere Anordnung als bei Axonen der Kontrollgruppe.
Die absolute Anzahl an Mikrotubuli pro Axon mit einer bestimmten Anzahl an
Myelinlamellen war jedoch in beiden Gruppen gleich. Im Gegensatz zu den
Ergebnissen der Untersuchungen an unmyelinisierten Axonen von Wachteln mit
einer Nonsensmutation im NF-L-Gen®™? konrte also bei dieser Studie mit
Axonen myelinisierter Nervenfasern solcher Tiere kein Anstieg der Mikrotubuli-
Anzahl festgestellt werden. Offenbar tritt in diesem Fall kein Versuch der
Kompensation des Neurofilamentmangels in Erscheinung. Sicherlich sollte dieses
Ergebnis zu Uberlegungen anregen, inwieweit der beobachtete Anstieg der
Mikrotubuli-Anzahl in den unmyelinisierten Axonen? wirklich dem Ausgleich
des Mangels an Neurofilamenten dient oder ob dieses Phanomen auch andere
Ursachen haben konrte.

Insgesamt &3t sich erkennen, dass die Bedeutung der axonalen Mikrotubuli im
Rahmen der Bildung des Axonkalibers noch nicht restlos geklért zu sein scheint.
Zwar finden sich ausreichend eindeutige Erklérungen, dass die wesentlichere
Rolle in diesem Zusammenhang den Neurofilamenten zukommt, jedoch lassen
sich die Aussagen der verschiedenen Autoren beziglich der Mikrotubuli noch

nicht vollig miteinander in Einklang bringen.

5.3 Bedeutung der elektrischen Aktivitat des Neurons

Bei der Uberlegung, wodurch die GroRe d@nes Axons bestimmt wird, stellt sich
die Frage, ob hier neben den inneren Bestandteilen des Neurons auch aul3ere
Umstande Einfluss haben. Besonders naheliegend erscheint in diesem
Zusammenhang die Betraditung der elektrischen Aktivitdt der Nervenzelle au
sein. Man kdnnte vermuten, dass Neuronen mit hoher Aktivitét dickere Axone
aushilden als lche mit geringerer Aktvitét, da @ne hohere | mpulsfrequenz eine
hohere Beanspruchung des Impuls-leitenden Axons darstellt als eine niedrige,

ahnlich wie beispielsweise ein stark beanspruchter Muskel kréftiger ausgebildet
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wird als ein wenig beanspruchter. Inwieweit aber a3t sich diese Vermutung
wirklich bestétigen?

Zumindest was ihren Einfluss auf die Myelinbildung sowohl im ZNS als auch im
PNS betrifft, ist die Rolle der neuronalen Impulsfrequenz bekannt (siehe aich
Punkt 3.4.6). Sowohl Oligodendrozyten®® als auch Schwannzellen® sind Her,
jeweils in etwas unterschiedlichem MaRe, betroffen. Nach Demerens et al.®®
besitzen die Oligodendrozyten des ZNS die Fahigkeit, ohne direkten axonalen
Kontakt Bestandteile des Myelins zu produzieren und sogar Myelin-artige
Gebilde a1 formen. Durch gezielte Hemmung der elektrischen Aktivitat
untersuchter Axone mittels Tetrodotoxin (TTX), welches die neuronalen Na'-
Kandle blockiert, konnte die Arbeitsgruppe jedoch sowohl bei in vitro- alsauch in
vivo-Versuchen feststellen, dass zur Bildung normaler Myelinscheiden
bioelektrische  Aktivitdét von Neuronen in drekter Umgebung der
Oligodendrozyten notwendig zu sein scheint. Gleichzeitig kamen die Autoren zu
dem Ergebnis, dass die Myelinbildung im ZNS fur die Stérke der elektrischen
Aktivitdt des jeweiligen Neurons ensitiv zu sein scheint, da enerseits die
Hemmung der Aktionspotentiale eines Axons die Myelinbildung der benachbarten
Oligodendrozyten unterdriickt, andererseits eine Aktivitétsgeigerung auch eine
Steigerung der Myelinbildung nach sich zieht.

Auch Crespo et al.*®? untersuchten die Auswirkungen der neuronalen
bioelektrischen Aktivitdt auf Axon und Myelinbildung. Sie abeiteten mit Zellen
des Retinalganglions von Ratten und Uberpriften, inwieweit eine Blockade der
elektrischen Aktivitét hier Einfluss auf die Axone des Nervus opticus hat. Auch
diese Arbeitsgruppe bediente sich dabei der Methode der Hemmung der
Aktionspotentiale mittels Tetrodotoxin, welches durch direkte Infusion in das
Auge eingebracht wurde. Zum Vergleich wurden auch die optischen Axone von
Tieren nach systemischer TTX-Injektion sowie einer unbehandelten
Kontrollgruppe untersucht. Crespo et al.*? konnten feststellen, dass die
allgemeine Morphologie der Nervi optici aller drel Gruppen gleich war. Auch der
Beginn der Myelinisierung lag stets im selben Zeitrahmen, so dass in jeder

Gruppe am Tag 7 pn. erste myelinisierte Fasern zu erkennen waren. Diese
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Beobachtung steht tibrigens auch mit den Erkenntnissen von Colello et al.*33 im
Einklang, die davon ausgehen, dass der Beginn der Myelinbildung im ZNS
unabhangig von der elektrischen Aktivitat des Axons ist. Bei den Untersuchungen
von Crespo et al.**? war jedoch auffallend, dass die direkt per TTX-Infusion
behandelten Nerven am Tag 12 pn. deutlich weniger myelinisierte Fasern
aufwiesen als die der beiden anderen Gruppen, namlich nur etwa 10% anstatt etwa
14%. AulRerdem zeigten diese Nerven grofRere Mengen an dimorphem Myelin,
welches zusétzlich zur normalen Umwicklung eines Axons noch welitlaufige
komplizierte Formen ausbildete oder auch ein bereits myelinisiertes Axon ein
zweites Mal umhdillte. Trotzdem war die Dicke der Myelinschichten wiederum in
allen drei Gruppen gleich. In Beaug auf die GrolRe der einzelnen Axone des
Nervus opticus gellte sich interessanterweise heraus, dass es hier keinerlei
Unterschiede zwischen den drei untersuchten Gruppen gab, weder bei
myelinisierten noch bei unmyelinisierten Fasern. Crespo et al.®*? schlieRen aus
ihren Ergebnissen, dassdie elektrische Aktivitét der Neuronen zwar in gewissem
Mal3e eine Rolle fur die Bildung von normalem Myelin im Nervus opticus zu
spielen scheint, dass sie jedoch nicht an der Ausbildung und Erhaltung des
Axonkalibers beteiligt ist.

Auch im PNS sind Wechselwirkungen zwischen der bioelektrischen Aktivitét des
Neurons und der Myelinisierung der Axone bekannt. So beschreiben Fitzgerald
und Fulton (1992 zitiert nach Stevens et al.*%) beispielsweise, dass
Schwannzelen trotz stdndigem direkten Kontakt zu Axonen des
Dorsalwurzelganglions mit der Myelinbildung erst beginnen, wenn sich die
urspringlich niedrige axonale Aktionspotentialfrequenz in einer bestimmten
prénatalen Phase ehoht. Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Verhaltnissen
im ZNS spricht dies dafir, dass ein gewisser Grad an neuronaler elektrischer
Aktivitét fur Schwannzellen zur Initiierung der Myelinisierung signalgebend ist.
Desweiteren fanden Stevens et al.®® bei ihren Untersuchungen am
Dorsalwurzelganglion von Mausen heraus, dass eine niedrige a&onale
Impulsfrequenz von nur 0,1 Hz die Myelinisierung um mehr als das Dreifache

reduzierte im Vergleich zu Axonen, die mit 1 Hz stimuliert wurden sowie au
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unstimulierten Kontrollgruppen. Offenbar wirkt sich hier, anders als im ZNS, nur
eine Verringerung der elektrischen Aktivitét auf die Myelinbildung aus, wahrend
eine Steigerung derselben keinen Effekt hat. Die Autoren vermuten, dass die
Hemmung der Myelinbildung bel niedriger Aktionspotentialfrequenz darauf
beruht, dass in diesem Fall die Expression Kalzium-unabhangiger
Zelladhasionsmolekiile, besonders L1, stark reduziert wird. L1 ist fir den Start
des zellularen Myelinisierungsprogramms notwendig.?®©7G® wurden ramlich
die gleichen Stimulationsversuche unter Bedingungen durchgefiihrt, unter denen
es zu keiner Verringerung der L1-Expression kommen konnte, ergaben sich
keinerlei Auswirkungen auf die Myelinbildung.®®

Was nun die Grof3e des Axons im PNS betrifft, so scheinen auch hier, wie bereits
fir das ZNS beschrieben, keine direkten Zusammenhange mit der bioelektrischen
Aktivitét des Neurons zu bestehen. Gordon et al.**? fiihrten Studien an adulten
Kaninchen durch, bei denen sie Uber am Nerv angebrachte Elektroden die
elektrische Aktivitdt des Nervus peronaeus communis bzw. des Nervus tibialis
sowohl vor as auch nach Axotomie untersuchten. Ebenso fihrten sie
mikroskopische Untersuchungen der Axongréf3e und -morphologie der
entsprechenden Nerven durch. Als Ergebnis dieser Versuchsreihe zeigte sich, dass
sowohl die Menge an Aktionspotentialen als auch das Kaliber der einzelnen
Axone nadh deren Axotomie drastisch zurlckgingen. Noch weitaus
bemerkenswerter war jedoch, dass diesem Geschehen auch durch anhaltende
elektrische Stimulation der axotomierten Fasern nicht entgegengewirkt werden
konnte. Ganz im Gegentell hatte @ne solche Stimulation zwar anfangs fur die
Dauer von etwa eéinem Monat einen geringen Faser-erhaltenden Effekt, ab etwa 90
Tagen jedoch zeigten stimulierte Nerven deutlich mehr atrophierte Axone als
unstimulierte. Sowohl licht- als auch elektronenmikroskopisch erschienen diese
atrophierten Fasern gesund und selbst die kleinsten unter ihnen waren nach wie
vor myelinisiert. Gordon et al.®* schlieBen aus ihren Ergebnissen, dass die
neuronale Aktivitéat fur die Erhaltung des Axonkalibers im PNS wenn tberhaupt

nur eine sehr geringe Rolle spielt. Sie vermuten vielmehr, dass die Grofe der
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Nervenfasern in erster Linie durch den funktionellen Kontakt mit dem peripheren
Zielorgan beeinfluf3t wird.

5.4 Bedeutung des peripheren | nnervationsgebietes

Wie sich aus den bisherigen Ausfuhrungen erkennen [a3t, unterliegt das Kaliber
eines Axons dem Einfluss einer Vielzahl von Faktoren. Wahrend hier besonders
die inneren Bestandteile des Axons eine Rolle spielen, die ihrerseits wiederum in
unterschiedlichem Mal3e den Auswirkungen der Myelinisierung unterliegen,
scheint beispielsweise die elektrische Aktivitdt des Neurons in diesem
Zusammenhang nur von untergeordneter Bedeutung zu sein. Anders verhalt es
sich offenbar mit der Grof3e des peripheren Innervationsgebietes. So finden sichin
der Literatur Hinweise darauf, dass das Axonkaliber direkt Uber Signale des
Zielorgans beeinflufdt wird und das hierbei auch dessen GroRe entscheidend ist.
Voyvodic*? fiihrte Untersuchungen an der Unterkieferspeicheldriise von Ratten
durch, wobei er das Verhdltnis zwischen der Grole des Zielorgans und der Anzahl
der innervierenden Neuronen des oberen Zervikalganglions wahrend der
Entwicklung der Tiere veranderte. Durch Ligation des Ductus mandibularis bei
Ratten im Alter von 4 Wochen erreichten deren Speicheldriisen bis zum Alter von
30 Wochen rur etwa 20% des normalen Gewichtes in diesem Alter. Die Anzahl
der innervierenden Neuronen jedoch blieb unverédndert. In einer anderen Gruppe
wurde direkt nach der Geburt ein Ast des die Speicheldriise innervierenden Nervs
durchtrennt, woraufhin diese Tiere im Alter von 30 Wochen zwar eine normal
grol3 entwickelte Drise hatten, welche jedoch nur von 550% der normalen
Neuronenzahl innerviert wurde. Voyvodic*? konnte feststellen, dass eine
Verringerung der relativen Grofe des Zielorgans eine durchschnittliche
Verkleinerung der Axonkaliber um 31% im Vergleich zu Kontrollaxonen zur
Folge hatte. Ebenso bewirkte eine Zunahme der relativen Grofe des innervierten
Organs eine GréRenzunahme der Axone um etwa 24%. Voyvodic“? vermutet

aufgrund seiner Ergebnisse das Vorhandensein rickléaufiger Signale des
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Zielorgans mit Auswirkung auf die Regulation des Kalibers der Axone der
innervierenden Neuronen. Eine &hnliche Annahme &uRRern auch Gordon et al.*39,
die bei ihren Untersuchungen zur Rolle der elektrischen Aktivité des Neuronsim
Zusammenhang mit dem Axonkaliber zu dem Schluf3 kommen, dass in erster
Linie der funktionelle Kontakt zum peripheren Zielorgan fur die Regulation der
Fasergrof3e verantwortlich sein muss(siehe auch Punkt 5.3).

Auch Yin und Oppenheim™®®9 berichten von solchen Vermutungen aufgrund der
Ergebnisse von Transplantationsversuchen beim Huhnerembryo. Sie verpflanzten
am Tag 2 der Embryonalentwicklung das Neuralrohr des Thoraxsegmentes in die
Lendenregion, wodurch die hieraus entstehenden urspringlich thorakalen
Motoneuronen die Muskulatur der Hintergliedmal3e des Huhnerembryos
innervierten. Das erstaunliche Ergebnis dieser Versuche war nicht nur, dass ein
Grof¥eil dieser thorakalen Neuronen problemlos Uber das Schltpfen der Kiken
hinaus Uberlebte und die Muskeln funktionsttichtig innervierte, sondern noch viel
mehr, dass sich einige wichtige Parameter dieser Neuronen so veranderten, dass
sie schlieflich im Grofen und Ganzen einem normalen lumbalen Motoneuron
glichen und kaum noch der urspringlichen thorakalen Form. So hatten sich nicht
nur das Verhdltnis von weiller und gauer Substanz sowie die Art der
Verzweigung der Dendriten und die ZellgrofRe in Richtung auf die normale
Histologie des Lendenmarks veréndert, sondern auch die Verteilung und Grof3e
sowie der Myelinisierungsgrad der Axone der Neuronen, die die Hintergliedmal3e
innervierten. Die Axone des heterotopen Implantates waren deutlich gréf2er und
starker myelinisiert als orthotope thorakale Axone und nur unwesentlich kleiner
und schwéacher myelinisiert als die normalen Axone der Lendenregion. All diese
Veranderungen traten auch auf, wenn das Transplantat keinen direkten Kontakt
zum rostralen Ruckenmark und zum Gehirn haette. Daher schlief3en Yin und
Oppenheim™®®® aus ihren Beobachtungen, das die Ausbildung der einzelnen
neuronalen Parameter, also unter anderem auch Axongrofe und Myelinisierung
durch Signale des innervierten Gebietes gesteuert wird. Wie nun die jlingsten
Studien von Salami et al.™*9 {ber die Normalentwicklung der thalamocorticalen

Fasern der Ratte zagen, sind solche Sgnale tatséchlich vorhanden. Diese Analyse
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ging der Frage nach, warum Signale ais dem Thalamus in allen corticalen
Gebieten (jeweils Lamina |V) gleichzeitig eintreffen, obwohl doch betraditliche
Entfernungsunterschiede zwischen den nach lateral flhrenden und den rech
dorso-medial gerichteten Axonen bestehen. Es zeigte sich bei diesen Tieren im
Alter zwischen zwel und vier Wochen, dass die Leitungsgeschwindigkeit der
Axone je nadh ihrer Lange variiert, allerdings nur in der weil3en Substanz, nicht
jedoch innerhalb der intracorticden Stredke. Die kirzesten Axone besitzen in
ihrem myelinisierten Abschnitt die kleinste, die langsten Axone die hochste
Leitungsgeschwindigkeit. Als Ursache fanden Salami et al.**9 die Variation der
Myelinisierungsdicke dieser Fasern, so dass dé&esamtkaliber zwischen 0,33und
0,54 um variiert, wobei das Axon selbst wahrscheinlich in den langsameren
Fasern zusétzlich querschnittsreduziert ist. Diese Differenz war in situ jedoch
nicht messhar. Ebenso wie Yin und Oppenheim*® kénnen auch Salami et al.*39
keine Angaben Uber die Natur der diese Myelinisierung modifizierenden Faktoren

machen.
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6. Wedsdsatige Bezaehungen zwischen Axon und
Myvelinhille

In einem Neuron findet sich, wie in fast jeder anderen Zelle auch, eine Vielzahl
unterschiedlicher Strukturen, die in ihrer Gesamtheit das Zytoskelett der Zelle
bilden und zu einem Grofeil auch im Axon der Nervenzelle wiederzufinden sind.
Je nach Anzahl und Erscheinungsbild nehmen diese Bestandteile, wie
beispielsweise in besonderem Mal3e die Neurofilamente, Einfluss auf das
endgultige Ausshen des reifen Axons, wie in den wvorhergehenden Kapiteln
beschrieben. In welchem Rahmen aber spielen bei der Enstehung des axonalen
Phanotyps direkte Wechselwirkungen mit der Umgebung des Axons, aso in erster
Linie mit Myelinscheide und Gliazellen, eine Rolle?

Bei dieser Uberlegung ist es naheliegend, die Beziehung zwischen Axon und
Myelinscheide genauer zu betraditen und zu untersuchen, welche
Zusammenhange hier gefunden werden konnen. Bekannt ist, dass swohl die
Myelinbildung selbst unter dem Einfluss einer Vielzahl von Faktoren steht, als
auch die Erhaltung der gebildeten Myelinscheide (siehe aich Punkt 3.4). Hierzu
gehdren beispielsweise der direkte Kontakt zu einem Axon, die Expression
verschiedener Moleklle auf der Axon-Oberfléche sowie einiger Proteine in den
myelinisierenden Zellen, die dektrische Aktivitdt des Axons sowie auch das
Axonkaliber. Insgesamt lassen sich hier geringgradige Unterschiede awvischen
zentralem und peri pheren Nervensystem festdellen

Um eine ausreichende Menge an Myelinbestandteilen zu produzieren und somit
eine normale Myelinbildung zu gewdhrleisten, bendtigen Schwannzellen
unbedingt einen stabilen Kontakt zu dem zu myelinisierenden Axon. Im
Gegensatz zu den Oligodendrozyten des ZNS, welchen auch ohne neuronalen
Kontakt moglich ist, myelinspezifische Proteine und Glycolipide a1 hilden,“?
scheinen fur Schwannzellen bestimmte membran-assoziierte Molekile wie N-
Cadherin und L1 sowie das Zelladhésionsmolekil N-CAM beim Start der
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Myelinisierung eine Rolle zu spielen.®¥®9C9 Gleichzeitig entscheidet sich durch
den Grad der Expression des PO-Proteins in der Schwannzelle, ob sie sich zur
myelinisierenden Zelle ausdifferenziert oder das Axon lediglich umhallt. Im
ersten Fall steigt PO postnatal deutlich an, wahrend im zweiten Fall die geringe
pranatale Expression beibehalten wird.®2“? Nach Leeet al.“*? wird dieser Grad
der PO-Expression im postnatalen Zeitraum axonal beeinflufdt. Zusétzlich steuert
der direkte Kontakt zwischen Axonen und Schwannzdlen in den letzteren die
Expression eines weiteren Genortes, des Krox-20. Dieser wird in reifen
myelinbildenden Schwannzellen sehr intensiv in das Krox-20-Protein, einen so
genannten Zink-Finger-Transkriptionsfaktor, umgeschrieben. Nach Murphy et
al.“" ist dieser Prozess notwendig fir die dauerhafte Aufrechterhaltung des
Myelinisierungsprogramms in der Schwannzelle. Eine dhnliche Aufgabe scheint
sowohl in Schwannzdlen als auch in Oligodendrozyten dem Myelin-assosziierten
Glycoprotein (MAG) zuzukommen,®9®Y

Was die Auswirkungen der elektrischen Aktivitét des Axons betrifft, zeigt sich,
dass die Oligodendrozyten des ZNS sensibler zu regjieren scheinen als die
Schwann'schen Zellen. So bewirkt eine Steigerung dcer elektrischen Aktivitét des
Axons bei Oligodendrozyten auch eine Steigerung der Myelinbildung. Ebenso
wird bei Hemmung dieser Aktivitdt die Myelinbildung duch die
Oligodendrozyten eingestellt.®® Schwannzellen hingegen scheinen rur auf
niedrige Aktionspotential-Frequenzen zu reajieren und die Myelinisierung zu
verringern. Eine Frequenzsteigerung hingegen hat hier keinen Effekt.®
Schliefdlich scheint auch das Kaliber des zu umhillenden oder zu
myelinisierenden Axons selbst Einfluss auf die Myelinbildung zu haben. Nach
Webster et al. (1971, zitiert nach Garbay et al.*”) sowie nach Windebank et al.?
haben zumindest im PNS Axone a1 Beginn der Myelinisierung einen
Durchmesser von mindestens 0,7 um. Allerdings hat eine genetisch
hervorgerufene Verminderung des Axonkalibers keine Verringerung der
Myelindicke aur Folge. Im ZNS hingegen scheint ein direkter Zusammenhang
zwischen Axongrofe und Schichtdicke des Myelins zu bestehen, da hier eine

Kaliberverkleinerung eindeutig mit einem Myelinriickgang einhergeht.“®
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Allesin allem ist also klar ersichtlich, dassdie Myelinscheide unter dem Einfluss
vieler nicht zuletzt axonaler Faktoren steht, unter anderem auch unter dem des
Axonkalibers lbst. Wie aber verhdlt es sich umgekehrt? Gibt es auch Anzeichen
dafUr, dass die Myelinschicht, sai es lediglich durch ihr Vorhandensein an sich
oder auch in Abhangigkeit von ihrer Dicke oder der Zahl ihrer Lamellen, die
Grof3e des axonalen Kalibers direkt beeinflusg?

Aus den bisherigen Ausfuhrungen dieses und des vorhergehenden Kapitels wird
deutlich, dass die Myelinbildung in hohem Mal3e, wenn auch in erster Linie
indirekt, an der Ausbildung des Axonkalibers beteiligt ist. So werden besonders
Anzahl, Anordnung und Phosphorylierung der axonalen Neurofilamente durch die
myelinisierenden Zellen gesteuert. Bel diesen Parametern handelt es sich um die
wahrscheinlich wichtigsten bei der Entwicklung des axonalen Phanotyps. Auch
scheinen die Mikrotubuli im Axon, deren Rolle im Rahmen der Enstehung des
Axonkalibers noch nicht restlos geklért zu sein scheint (siehe auch Punkt 5.2),
dem Einflussmyelinbildender Zellen zu unterliegen (siehe auch Runkt 4.1.6).

In Verbindung mit diesem offensichtlichen indirekten Einfluss der Myelinhille
auf das Kaliber des Axons sind nun auch Uberlegungen raheliegend, in welchem
Umfang auch ein direktes Wechselspiel zwischen der Grof3e des Axons und der
Myelinschicht vorhanden sein kdnnte. Hierbei kdnnte es sich vor allem um einen
direkten Zusammenhang zwischen der Dicke der Myelinschicht und dem
Durchmesser des Axons handeln. Da ja die Myelinisierung bekannterweise
Einfluss auf verschiedene Komponenten des Axons nimmt und so an der
Ausbildung des axonalen Phanotyps beteili gt ist, konnte man als Schluf3folgerung
annehmen, dass eine dickere Myelinhille einen gdReren Einfluss und somit
deutlichere Auswirkungen auf das Axon haben konnte als eine dinnere.
Zumindest fur das zentrale Nervensystem scheint sich diese Vermutung zu
bestétigen, wie der Bericht von Brady et al.® zeigt. Bei ihren Untersuchungen
zur Bedeutung von kompaktem Myelin fir die Neuronen des ZNS verwendete
diese Arbeitsgruppe neben Wildtyp-Mausen zwei verschiedene Arten transgener
Méause mit etwas unterschiedlichen Myelindefekten. Die so genannten Shiverer-

Méause leiden aufgrund einer autosomal rezessven Mutation im MBP-Gen an
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einem absoluten Mangel an kompaktem Myelin im ZNS, was sich bei diesen
Tieren aulRerlich durch starken Tremor und Krampfanfélle bemerkbar macht.
Aulerdem ist die Lebensdauer von Shiverer-Mausen mit nur etwa 100 Tagen
gegeniber normalen Mausen deutlich verkiirzt.©9®€?)  zysitzlich zu den
spontanen Shiverer-Mausen arbeiteten Brady et al.®? mit transgenen Shiverer-
Mausen. Diese urspriinglich von Readhea et al.®**"
indem das Wildtyp-MBP-Gen durch Mikroinjektion in befruchtete Eizellen der

Keimlinie von Shiverer-Mausen eingebracht wurde. Solche fir das Wildtyp-

gezichteten Tiere entstanden,

MBP-Gen homozygoten transgenen Shiverer-Mause (MBP/MBP-Méause)
exprimieren sowohl MBP-mRNA als auch Protein in einer Grof3enordnung von
etwa 25% verglichen mit normalen Tieren. Dadurch sind sie in der Lage,
zumindest dinne Schichten wvon kompaktem Myelin im ZNS zu hilden.
Interessanterweise zigen diese Mause dann nahezu keine Anzeichen von Tremor
und haben gleichzeitig auch eine annzhernd normale Lebensdater. Brady et al.®?
hatten so also die Mdglichkeit, neben normal myelinisierten ZNS-Neuronen von
Wildtyp-Mausen und unmyelinisierten ZNS-Neuronen von Shiverer-Mausen noch
eine gewisse Art der Zwischenform von beiden, namlich die nur gering
myelinisierten ZNS-Neuronen dieser MBP/MBP-Mause in ihre Untersuchungen
mit einzubeziehen. Dabei stellte sich heraus, dass auch der Phanotyp der
MBP/MBP-Axone bezogen auf einzelne axonale Parameter eine Zwischenstufe
zwischen den beiden anderen Axongruppen einnahm. So genigte der geringe
Grad der Myelinisierung offenbar, um den langsamen axonalen Transport im
Vergleich zu normalen Axonen unverandert aufrecht zu erhalten, wéhrend
beispielsweise die Mikrotubulianzehl und der Grad der Neurofilament-
Phosphorylierung genauso verringert waren wie bei Shiverer-Axonen. Bei der
Neurofilamentanzahl und —anordnung hingegen lagen die MBP/MBP-Axone
zwischen den beiden anderen. Brady et al.® werten das Zustandekommen dieser
Zwischenform als ein Indiz dafirr, dassdie Neuronen des ZNS fir die Dicke der
Myelinschicht sensitiv sind.

Leider fehlen Berichte von &hnlicher Genauigkeit bezlglich des direkten
Einflusses der Myelinschichtdicke auf das Axon fir die Verhdltnisse im PNS.
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Bekannt ist, dassauch hier bedeutende Auswirkungen der Myelinisierung auf den
Phénotyp des Axons vorliegen. Ebenso weild man, dass ein Myelinmangel mit
Veranderungen im axonalen Zytoskelett und einem Rickgang des Axonkalibers
einhergeht. Diese Befunde wurden bereits ausfuhrlich in den Kapiteln 4 und 5
dargelegt. Was jedoch die Dicke der Myelinschicht betrifft, wird zwar berichtet,
dasshier eine direkte Korrelation zum Kaliber des Axons besteht, allerdings snd
Fraher und Dockery**® der Ansicht, dassin diesem Zusammenhang das Axon der
signalgebende Partner ist, unter desen Einfluss die Dauer des
Myelinisierungsvorganges durch die Schwannzdle und somit die
Myelinschichtdicke festgelegt wird. Ob es auch einen entgegengesetzt gerichteten
Einfluss dieser Dicke der Myelinschicht auf das Kaliber des Axons gibt, so wie &
bespielsweise von Brady et al.®? fir das ZNS beschrieben (siehe oben), wird
nicht erlautert.

Abschliel3end kann festgestellt werden, dass die Interaktion zwischen Neuriten
und ihrer Umhtllung seit einiger Zeit sehr intensiv erforscht wird und demzufolge
auch laufend neue Erkenntnisse mitgeteilt werden. Die hier vorgelegte Sammlung
des gegenwartigen Wissens ist somit stets am Ende offen. Um die
Geschlossenheit des Eindrucks zu wahren, wird nun mit der Erfassung der
Literatur bis Ma 2003 ein zwar artefizieller, aber durchaus plausibler
Schlusspunkt gewahlt.
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7. Zusammenfasaing

In der vorliegenden Arbeit wurden Literaurhinweise as vielen
Forschungsarbeiten zu den Beziehungen zwischen Neuron und Gliazelle sowohl
im zentralen als auch im peripheren Nervensystem gesammelt und, so weit
aufgrund von unubersichtlichen Versuchsanordnungen rmotwendig, auch
interpretiert. Dabei wurde festgestellt, dal3 schon der Beginn der Axonumhiillung
bei Oligodendrozyten und Schwannzellen unterschiedlich verléuft. Erstgenannte
Zellen konnen ihr Myelin auch ohne axonalen Kontakt bilden, Schwannzellen
hingegen sind auf einen solchen Kontakt stark angewiesen. Die Myelinbildung
héngt dabel von den Membranmolekilen N-Cadherin, L1, N-CAM und vor alem
von PO im PNS, dagegen von MAG im ZNS ab. Nervenbindel mit geringer
Myelinbildung hilden Fasern mit unterschiedlicher Dicke aus, eine deutliche
Myelinbildung stabilisiert jedoch den Faserphénotyp. Die wichtigste Komponente
ist dabei generell die Ausprégung der Neurofilamente. Sie besitzen Einfluss auf
die proximo-distale Ausdehnung der Axone: im ZNS nimmt die Neurofilament-
Anzahl nach distal zu, im PNS dagegen ab. Noch bedeutsamer aber ist der
Einfluss der Neurofilamente auf das Axonkaliber. Mit der Kontaktaufnahme der
Hullzellen mit einem Axon wird die Expression der Neurofilamente aufreguliert
und der Transport von der Produktionsgétte im Perikaryon in das Axon wird
beschleunigt. Neurofilamente liegen dann in signifikant grofRerer Anzahl und
Dichte im Bereich der Internoden vor, wobe die Anwesenheit der Untereinheiten
NF-M und NF-L entscheidend fir die Zunahme des dortigen Axonkalibers ist.
NF-H hingegen steuert die Menge der dort ebenfalls vorkommenden Mikrotubuli.
Eine Kaliberveranderung kann nun auf zweifache Weise austande kommen:
erstens konnen (z.B. mutationsbedingt) die Neurofilament-Untereinheiten NF-L,
NF-M und/oder NF-H fehlen, wodurch es je nach Art und Auspragung dieses
Mangels zu einer Kaliberabnahme und unter Umstanden gleichzeitiger Zunahme
der Mikrotubuli-Anzahl kommt, insbesondere in myelinisierten Fasern. Zweitens

kann bei Stoérungen der Myelinbildung die Dicke der Myelinscheide abnehmen.
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Daraufhin sinkt zwar ebenfalls das durchschnittliche Axonkaliber, der
Neurofilament- und der Mikrotubuli-Transport sind im ZNS beide intensiviert,
wahrend erstgenannter im PNS zuriickgeht, in beiden Tellen des Nervensystems
steigt die  Neurofilament-Dichte, aber gleichzeitig sinkt der
Phosphorylierungsgrad der Neurofilamente. Diese Verknipfungen zeigen, daf3
sowohl der Myelinisierungsgrad die Neurofilament-Anwesenheit im Axon steuert,
als auch die umgekehrte Abhangigkeit, ndmlich de der Myelindicke von der
Zusammensetzung  axoplasmatischer  Komponenten. Man  kann  dies
zusammenfassen mit dem Resultat, dafl offenbar im ZNS die Kaliberstéarke direkt
mit der Myelindicke korrelliert ist, wéahrend im PNS nur extreme
Kaliberschwankungen Veranderungen der Anzahl der Myelinlamellen nach sich
ziehen. In dieses sich gegenseitig bedingende und stitzende Netzwerk greifen
noch zwei weitere Parameter ein, ndmlich zum einen die elektrische Aktivitét
zentralnervoser Axone, die im Gegensatz zu peripheren Axonen die
Myelinbildung initiiert und auch im Weiteren stabilisiert, zum anderen die Grof3e
und Ausdehnung des zu innervierenden Zielgebietes. Hier liegen aktuelle
Erkenntnisse vor, die eine Uberraschende Feinsteuerung der Myelinbildung auch

in Abhéngigkeit von der Lange der Fasern bis zur Synapse erkennen lassen.
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8. Summary

The interrelationship between myelination and the axonal phenotype in the

central and peripheral nervoussystem of mammals.

This literature review is concerned with the current state of reseach into the
relationship of neurons and glial cells in the entral as well as the peripheral
nervous system. Where neaessary, the results were interpreted to allow a better
understanding of studies employing very complex experimental techniques. It
became evident that arealy the beginning of the axonal sheahing of
oligodendrocytes and Schwann cells occurs different. The former are able to
develop their myelin without axonal contad, whereas Schwann cells are strongly
dependent upon such a contad. Myelination in the PNS depends on the membrane
moleaules N-cadherin, L1, N-CAM and especially PO. In contrast to this MAG is
of particular importance in the CNS. Nerve fiber bundles with poor myelination
form fibers of various thicknesses while nsiderable myelination results in a
more uniform fiber phenotype. The most important component in this connection
in general is the shape of the neurofilaments. They affea the proximo-distal
extension of axons:. neurofilament density increases distally in the CNS, but
deaeases in the PNS. However, even more important is the influence of
neurofilaments on axonal cdiber. Once axonal contact is made by the ensheathing
cell, the expression of neurofilaments is incressed and the transport from the
production site in the pericaryon to the axon is accelerated. Neurofilaments then
ocaur in greaer numbers and of elevated density in the internodal region with the
presence of the subunits NF-M and NF-L being wtal for the increase of axonal
caliber a that place NF-H on the ntrary regulates the density of the
microtubules present in this region. A change in axonal diameter can thus occur
twofold: firstly, the asence of the neurofilament subunits NF-L, NF-M and/or
NF-H (e.g. as the result of a mutation) leals, with the extent of the effed
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depending on the type and degree of the deficiency, to a decrea® in axonal caliber
and possibly a simultanous increase in microtubular density, particularly in the
case of myelinated fibers. Secondly, disturbance of the myelination process can
result in a general decrease of the thickness of the myelin sheah. This also
consequently reduces the average axona caliber, neurofilamental and
microtubular transport are enhanced in the CNS, whereas the former is diminished
in the PNS, neurofilament density is increased in both parts of the nervous system,
but a the same time the degree of phosphorylation of the neurofilaments is
lesened. The described connedions indicae that the degree of myelination
regulates the presence of neurofilaments in the axon as well asthe thicknessof the
myelin sheath is dependet upon the cmposition of the axoplasmal components.
This can be summarized with the result, that obviously in the CNS axonal
thicknessis diredly correlated with the myelin sheah thickness, whereas in the
PNS only extreme variations result in alterations of the number of myelin
lamellae Two further parameters are of importance in this closely interrelated
system: on the one hand the eledrical adivity of central nervous axons, which
unlike in peripheral nervous axons initiates and furthermore stabilizes
myelination, on the other hand the size axd extension of the target areato be
innervated. Referring to this, current findings indicae that a surprisingly fine
regulation of myelination is also dependent on the lenght of the nerve fiber from

the pericaryon to the synapse.
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9. Abklrzungsverzeichnis
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