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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Augenbewegungen

Das Zusammenspiel der duBeren Augenmuskeln dient der stabilen Abbildung der Umwelt, sowie dem
Erfassen neuer Sehobjekte auf der Fovea centralis beider Augen (Leigh and Zee, 2015). Dabei lassen
sich grundsatzlich sechs verschiedene Augenbewegungsarten voneinander unterscheiden: Sakkaden,
langsame Folgebewegungen, vestibulookuldrer Reflex, optokinetischer Reflex, Vergenzen und
Fixationsbewegung (Blttner and Biittner-Ennever, 2006). Wahrend sich vestibulookuldre und
optokinetische Reflexbewegungen in allen Vertebraten finden, treten Fixationsbewegungen,
Sakkaden und langsame Folgebewegungen phylogenetisch erst spater mit der Entwicklung einer
Fovea auf (Buttner and Bittner-Ennever, 2006).

Je nach Typ der Augenbewegung scheinen unterschiedliche Informationen zum erfolgreichen Ablauf
notwendig zu sein (Horn and Leigh, 2011). Bei schnellen Augenbewegungen (Sakkaden und schnelle
Phase des vestibulookuldren Reflexes) sind nach derzeitigem Wissensstand keine propriozeptiven
Informationen erforderlich, ausschlaggebend ist die Verwendung einer Efferenzkopie (Carpenter,
1988). Da diese Augenbewegungen nach Beginn nicht mehr verdndert werden kdnnen, ist hier keine
visuelle Kontrolle wahrend der Ausflihrung moglich (Carpenter, 1988). Bei langsamen Bewegungen,
wie den optokinetischen Augenbewegungen, langsamen Folgebewegungen und Vergenzen ist
dagegen eine gute visuelle Kontrolle moglich, aber auch propriozeptive Elemente scheinen beteiligt
zu sein (Miller et al., 2005; Lienbacher and Horn, 2012).

Bewegen sich beide Augen in dieselbe Richtung entspricht dies einer konjugierten Bewegung. Eine
diskonjugierte Augenbewegung wird ausgefiihrt, wenn sich die Augen voneinander weg oder
aufeinander zu in die entgegengesetzte Richtung bewegen. Man spricht dann von divergenten und
konvergenten Bewegungen. Die Divergenz fiihrt zu einer Entfernung der Sehachsen voneinander,
wahrend bei der Konvergenz die Sehachsen aufeinander zugefiihrt werden. So kdnnen Sehobjekte,
die sich vom Betrachter weg- bzw. zu ihm hinbewegen, verfolgt und somit auf der Retina stabil
abgebildet werden (Miller et al., 2005; Thomke, 2008). Vergenzbewegungen sind grundsatzlich
langsame Augenbewegungen, kdnnen aber zusammen mit Sakkaden sehr viel schneller ausgefihrt
werden (Leigh and Zee, 2015).

Nahern sich die Augen und das Sehobjekt an kommt es zur Naheinstellungstrias, bei der neben der
Konvergenzbewegung eine Akkommodation und Miosis eintritt, um das Objekt weiterhin scharf zu
sehen (Myers and Stark, 1990). An der Konvergenzbewegung sind der M. rectus medialis und der M.
rectus inferior aktiv beteiligt (Mok et al., 1992). Die pragangliondren Neurone, die an der
Akkommodation (M. ciliaris) und Miosis (M. sphincter pupillae) beteiligt sind liegen dabei im Edinger-
Westphal-Kern (McDougal and Gamlin, 2015).
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1.2 Anatomie der extraokularen Muskulatur

Umgeben von Binde- und Fettgewebe, der extraokuldaren Muskulatur (EOM) und Leitungsbahnen
liegt der Bulbus oculi in der knéchernen Orbita (Porter et al., 1995) (Abbildung 1). Die Bewegung des
Augenbulbus in der Orbita wird durch die sechs duSeren Augenmuskeln, die an ihm ansetzen,
ausgefihrt (Abbildung 2). In allen Vertebraten finden sich vier gerade (superior, inferior, medial und
lateral) und zwei schrage (superior und inferior) extraokuldre Muskeln, die sich in Anordnung und
Innervation in den einzelnen Spezies unterscheiden (Isomura, 1981). Bei Sdugern findet sich
aullerdem ein siebter extraokuldarer Muskel, der M. levator palpebrae, der als Heber des Oberlids
nicht direkt an der Augenbewegung teilnimmt (Spencer and Porter, 2006). In einigen Vertebraten
finden sich zuséatzlich noch akzessorische extraokuldre Muskeln, z.B. in Form des M. retractor bulbi,
der den Augenbulbus in die Augenhohle zuriickziehen kann (Isomura, 1981).

Die Periorbita (Periost der Orbita) ist am Canalis opticus mit der Durascheide des Sehnerven
verwachsen und bildet dort einen Sehnenring, den ,,Anulus tendineus communis” oder ,Zinnschen
Ring“ (Sevel, 1986; Benninghoff, 2004). Ausgehend von diesem fibrésen Ring ziehen die vier geraden
Augenmuskeln divergierend in Richtung des Augapfels und inserieren dort vor dem Bulbusaquator in
der Sklera (Sevel, 1986; Miller et al., 2005).

Der M. obliquus superior zieht, ausgehend von der Periorbita der superonasalen Orbitawand, nach
anterior (Demer, 2007). Nach dem distalen Muskelsehneniibergang wird er von der Trochlea, einer
fibrokartilagindsen Schlaufe an der medialen superioren Wand das Orbita, umgriffen und nach
posterior umgelenkt (Miller et al., 2005). Die Sehne inseriert lateral, hinter dem Bulbusaquator in der
Sklera und unterkreuzt dabei den M. rectus superior (Miller et al., 2005). Der M. obliquus inferior
entspringt als einziger duflerer Augenmuskel am vorderen, vom Os lacrimale gebildeten Orbitarand.
Uber dem M. rectus inferior zieht er zum dorsolateralen Bulbusquadranten und inseriert hinter dem
Bulbusdquator in der Sklera (Benninghoff, 2004; Miller et al., 2005).

Der M. levator palpebrae entspringt an der Ala minor des Os sphenoidale, oberhalb des Ursprungs
des M. rectus superior (Spencer and Porter, 1988). Der Muskel fachert sich in eine breite Aponeurose
auf und inseriert in die Haut des Oberlids sowie im M. tarsalis superior (Spencer and Porter, 1988).

Periorbita

M. levator palpebrae superioris

M. rectus superior

M. rectus lateralis

Anulus tendineus
communis >

N. opticus [Il]

Os sphenoidale,
Ala major

M. rectus inferior

Abbildung 1: Extraokulédre Muskulatur,
Ansicht des rechten Auges von lateral.
Abbildung mit freundlicher Genehmigung von
Elsevier GmbH, Urban & Fischer, Miinchen;
M. obliquus inferior adaptiert aus (Sobotta, 2010).

Fossa infratemporalis

Fissura orbitalis inferior
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Achsa der Orbita Sehachse

M. rectus medialis
M. obliquus superior

M. obli inferior

M. rectus superior

M. rectus inferior

M. rectus lateralis

Anulus
communis

Abbildung 2: Extraokuldre Muskulatur, Ansicht von kranial. Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Elsevier GmbH,
Urban & Fischer, Miinchen; adaptiert aus (Sobotta, 2010).

1.3 Funktion der duReren Augenmuskeln

Die dulReren Augenmuskeln stehen sich jeweils als Gegenspieler paarweise gegeniiber. In der
horizontalen Blickebene bewirkt der M. rectus medialis eine Adduktion, der M. rectus lateralis eine
Abduktion des Auges. Die Hauptfunktion der Mm. recti superior und inferior ist die Elevation bzw.
Depression des Bulbus. Durch eine Abweichung der Bulbusachse um 23° medial von der
Verlaufsrichtung der beiden Muskeln (Abbildung 2) kommen diesen noch weitere Nebenfunktionen
zu (Tabelle 1). Die beiden schragen Augenmuskeln setzen von anterior nach dorsal ziehend in einem
Winkel von etwa 51° am oberen bzw. unteren dorsolateralen Quadranten des Augapfels an. Neben
der Funktion als Innenrotator (M. obliquus superior) und AuBenrotator (M. obliquus inferior), zeigen
beide Muskeln als Nebenfunktion Depression bzw. Elevation und leichte Abduktion, da ihre
Kontraktion zum Zug am hinteren lateralen Bulbuspol fiihrt. Je nach Ausgangsstellung des Bulbus
kommen den einzelnen Muskeln ein unterschiedlicher Anteil an den jeweiligen Bewegungen zu
(Tabelle 1) (Benninghoff, 2004; Miller et al., 2005).

Augenmuskel Innervation Hauptfunktion Nebenfunktion

M. rectus lateralis N. abducens Abduktion Keine

M. rectus medialis N. oculomotorius Adduktion Keine

M. rectus superior N. oculomotorius Elevation Innenrotation und
Adduktion

M. rectus inferior N. oculomotorius Depression AuBenrotation und
Adduktion

M. obliquus superior  N. trochlearis Innenrotation Depression und
Abduktion

M. obliquus inferior N. oculomotorius AuBenrotation Elevation und
Abduktion

M. levator palpebrae  N. oculomotorius Heber des Oberlids Keine

superioris

Tabelle 1: Ubersicht der Funktionen der extraokuldren Muskulatur, modifiziert nach (Schiinke, 2009)

3
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Um eine optimale Beweglichkeit des Bulbus zu erreichen sind die Endabschnitte der Muskeln in ein
,@urtungssystem” aus Kollagenfasern und elastischen Fasern eingebettet (Demer et al., 1995; Demer
et al., 1997). Der anteriore Anteil dieser sogenannten ,Tenonkapsel” ist dabei straff, der posteriore
Anteil dagegen diinn und zart (Demer et al., 1995; Porter et al., 1996; Benninghoff, 2004). Dies
verhindert zum einen den Riickzug des Bulbus in die Orbita wahrend der Kontraktion der EOM und
zum anderen ein Abrutschen der Muskeln bei Bewegungen um grofle Winkel (Demer et al., 2000;
Ruskell et al., 2005). Der feine Aufbau des posterioren Bereichs der Tenonkapsel bietet den
durchtretenden GefaR- und Nervenstrangen die notige Flexibilitdt die wahrend der
Augenbewegungen notig ist (Benninghoff, 2004). Die Tenonpforten sind Teil der Tenonkapsel und
liegen in der Nahe des Bulbusaquators; sie bilden einen bindegewebigen Ring, der den globalen Teil
der geraden EOM umfasst, der auch als Pulley bezeichnet wird (Demer et al., 1995). Die Pulleys
werden durch Kollagen, Elastin, sowie glatte Muskulatur stabilisiert, die von der kndchernen Orbita
ausgehen (Demer et al., 1995). Die globale Schicht der einzelnen Muskeln zieht dabei durch die
Pulleys und setzt dann an der Sklera an, wahrend der GroRteil der Fasern der orbitalen Schicht am
duBeren Bereich der Pulleys selbst ansetzen (Abbildung 3) (Demer et al., 2000; Oh et al., 2001b;
Demer, 2002). Durch diesen Aufbau agieren die Pulleys, die hinter dem Bulbusaquator liegen, als
funktioneller Ursprung der duReren Augenmuskeln (Demer et al., 2000; Demer, 2007).

Abbildung 3: Schematische Darstellung vom Ansatz der Muskelschichten am Bulbus bzw. an den Pulleys. Ansicht von
kranial. Die globale Schicht (GS) der extraokuldren Muskulatur zieht durch die Tenonpforten (griin) hindurch und setzt
direkt mit der Sehne (roter Pfeil) am Bulbus an. Die orbitale Schicht (OS) setzt an der dufSeren Schicht der Pulleys (blauer
Pfeil) an. Bild modifiziert nach (Demer, 2007).
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1.4 Feinanatomie der extraokuldren Muskulatur

Die extraokuldaren Muskeln sind je nach Spezies aus zwei bzw. drei Schichten aufgebaut. In allen
Saugern findet sich eine dem Bulbus anliegende globale Schicht und eine dem Knochen zugewandte
orbitale Schicht (Kato, 1938). AulRerdem lasst sich in einigen Spezies (z.B. Schaf) eine weitere, der
orbitalen Schicht auBen anliegende, marginale Schicht nachweisen (Harker, 1972). Eine vergleichbare
Schicht wurde auch im Menschen beschrieben (Wasicky et al., 2000).

Diese Schichtung ist in allen extraokuldaren Muskeln vorhanden, mit Ausnahme des M. levator

palpebrae, der aufgrund seiner Abstammung haufig auch zu der EOM gezahlt wird (Porter et al.,
1995). Die Muskulatur des Lidhebers ist dhnlich der globalen Schicht der restlichen EOM aufgebaut
(Demer et al., 2000).

Abbildung 4: Querschnitt durch den M. rectus medialis des Menschen. In der Masson-
Trichom-Fdrbung erscheinen die Muskelfasern rosa, das Bindegewebe blauviolett. Im
Bild zeigt sich links der griinen Linie die orbitale Schicht (OS) und rechts davon die
Muskelfasern der globalen Schicht (GS). Mit P wurden die Pulleys markiert, die den
Muskel umgeben. Abbildung mit freundlicher Genehmigung von , Association for
Research in Vision and Ophthalmology”, Bild adaptiert aus (Oh et al., 2001a).

Die orbitale Schicht der geraden Augenmuskeln umgreift die globale Schicht C-formig von aufien
(Abbildung 4), wahrend die orbitale Schicht der schragen Augenmuskeln die globale Schicht oft
vollstandig ringférmig umgibt (Oh et al., 2001b; Spencer and Porter, 2006). Die Muskelfasern der
orbitalen Schicht haben dabei in der Regel einen kleineren Durchmesser, als die der globalen Schicht
(Spencer and Porter, 2006). Die Fasern der dufleren Augenmuskulatur weisen im Vergleich zu den
Skelettmuskelfasern einige Besonderheiten auf. Die Muskelfasern lassen sich abhangig von Lage,
Mitochondriengehalt und Innervationstyp in sechs verschiedene Typen einteilen (Spencer and Porter,
2006). Zwei dieser EOM-Fasertypen sind in der orbitalen, die restlichen vier in der globalen Schicht zu
finden (Spencer and Porter, 2006). Ausgehend vom Kontraktionstyp und der Innervation lassen sich
diese in zwei Hauptgruppen einteilen: Vier schnelle (twitch) und zwei langsame (non-twitch)
Faserarten (Spencer and Porter, 2006). Der GroRteil der Muskelfasern, sowohl in der orbitalen als
auch in der globalen Schicht, wird durch Twitch-Fasern gebildet (Spencer and Porter, 2006). Diese
Fasern werden durch eine einzelne ,,en plaque“-Nervenendigung im mittleren Drittel der
Muskelfaser innerviert (singly innervated muscle fibers = SIFs) (Spencer and Porter, 1988). Sie
entsprechen den Twitch-Typen des Skelettmuskelfasersystems und antworten nach dem ,,alles-oder-
nichts“-Prinzip nach Reizung (Leigh and Zee, 2015).
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Dem gegeniiber stehen die Non-twitch-Muskelfasern, die multipel Gber ,.en grappe”-
Nervenendigungen innerviert werden. Die Nervenendigungen erstrecken sich tGber die ganze
Muskelldnge und bilden im gesamten Verlauf feine Muskelendplatten aus (multiply innervated
muscle fibers = MIFs) (Spencer and Porter, 1988; Porter et al., 1995). Dabei unterscheiden sich die
MIFs der globalen Schicht von denen der orbitalen Schicht. Bei den MIFs der globalen Schicht erfolgt
eine langsame tonische Kontraktion, die nicht Giber den Muskel fortgeleitet wird (Siebeck and Kruger,
1955; Chiarandini and Stefani, 1979; Bondi and Chiarandini, 1983). In der orbitalen Schicht zeigen die
MIFs eine besondere Innervation. Im zentralen Teil der Muskelfaser sind diese von einer en plaque-
Faser innerviert und verhalten sich wie eine Twitch-Faser, wahrend die distalen Bereiche sich durch
die en grappe-Endigung wie eine Non-twitch-Faser verhalten (Pachter, 1984; Jacoby et al., 1990;
Lynch et al., 1994). Multipel innervierte Muskelfasern sind eine Besonderheit beim Siduger und
werden nur noch in Teilen der Larynx- und Mittelohrmuskulatur gefunden, wahrend sie in Amphibien
und Voégeln regelmaRig vorkommen (Review: Morgan and Proske, 1984). Dabei nehmen alle
Muskelfasertypen an allen Arten der Augenbewegung teil (Scott and Collins, 1973).

1.5 Innervation

Fissura
Orbitalis
superior

Abbildung 5: Darstellung der Innervation der EOM. Ausgehend vom Zinnschen Ring bzw. der dorsalen Periorbita
ziehen die geraden Augenmuskeln und der SO Richtung Bulbus. Der 10 zieht vom Os lacrimale zum dorsolateralen
Bulbusquadranten. Durch die Fissura orbitalis superior treten neben dem N. ophthalmicus auch der N. oculomotorius
(NIll), N. trochlearis (NIV) und N. abducens (NVI). Der N. opticus (NII) tritt durch den Canalis opticus des Keilbeins in
die Orbita ein. Mit freundlicher Genehmigung von Patrick Lynch, Bild modifiziert nach Patrick Lynch, Yale University
School of Medicine.

1.5.1 Motorische Innervation

Die motorische Innervation der EOM erfolgt tiber den N. oculomotorius, N. trochlearis und N.
abducens (Abbildung 5). Die somatoefferenten Fasern des N. oculomotorius innervieren alle dulleren
Augenmuskeln, ausgenommen des M. obliquus superior und des M. rectus lateralis. Der N. abducens

flhrt die motorischen Fasern des M. rectus lateralis, der N. trochlearis die des M. obliquus superior.
6
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Allen gemein ist der Durchtritt durch die Fissura orbitalis superior. Mit Ausnahme des N. trochlearis
verlaufen alle durch den Anulus tendineus communis (Miller et al., 2005). Der Eintritt des N.
trochlearis erfolgt Gber die orbitale Schicht des Muskels, wahrend die restlichen Nerven liber die
globale Schicht in die jeweiligen Muskeln eintreten (Spencer and Porter, 1988).

Die motorischen Nervenendigungen lassen sich in zwei Typen einteilen: en plaque- und en grappe-
Endigungen. Der Durchmesser der Nervenfasern, die als en plaque-Terminalen an den Muskelfasern
ansetzten liegt bei etwa 7-11 um, wahrend die Nervenfasern der en grappe-Endigungen mit nur 3-5
um einen weitaus geringeren Durchmesser besitzen (Jacoby et al., 1989).

Eine Besonderheit bilden sogenannte Spiralendigungen (Abbildung 6) (Daniel, 1946; Sas and
Appeltauer, 1963). Diese verlaufen in mehreren Windungen um einzelne Muskelfasern und
terminieren dann mittels feiner fingerformiger Varikositaten, die Muskelendplatten dhneln, an der
Muskelfaser (Daniel, 1946).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung einer Spiralendigung. Die Nervenendigung (n) windet sich mehrmals um eine
Muskelfaser (m) und bildet feine Terminalen aus (Ruskell, 1984). Mit freundlicher Genehmigung von Wiley Global
Permissions aus ,Journal of Anatomy”,

1.5.2  Autonome Innervation

Insbesondere im Bereich der Blutgefdle finden sich sympathische Fasern, die sich zum Ganglion
zervikale superior zurilickverfolgen lassen (Hines, 1931; Fukuda, 1958). Die sympathischen
Nervenfasern treten zusammen mit den Trigeminusfasern bzw. als Plexus, die A. ophthalmica
umschlingend, in die Orbita ein (Thakker et al., 2008).

1.5.3 Sensible Innervation

Die sensible Innervation der EOM ist bis heute nicht ausreichend geklart. In Tracer-Studien konnte
gezeigt werden, dass die Injektion eines Tracers in ausgewahlte extraokulare Muskeln zu einer
retrograden Markierung von sensiblen Neuronen im Ganglion trigeminale sowie von
Nervenendigungen im Nucleus spinalis nervi trigemini flihrt (Porter, 1986). Der N. ophthalmicus tritt
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als erster Ast des N. trigeminus zusammen mit dem N. oculomotorius durch die Fissura orbitalis
superior in die Orbita ein, wo er sich dann weiter in den N. frontalis, N. nasociliaris und N. lacrimalis
aufteilt, und Giber Abzweigungen die jeweiligen nahe gelegenen Augenmuskeln innerviert werden
(Miller et al., 2005). Neben Neuronen der Schmerzfasern wurden die Zellkérper propriozeptiver
Afferenzen der duReren Augenmuskulatur im Trigeminusganglion vermutet (Billig et al., 1997;
Lienbacher, 2012). Allerdings treten propriozeptive Organe in unterschiedlich starker Auspragung bei
verschiedenen Spezies auf. Grundsatzlich lassen sich zwei Propriozeptoren in der EOM finden:
Muskelspindeln und Golgi-Sehnenorgane (Buttner-Ennever et al., 2006). Palisadenendigungen liefern
moglicherweise ebenfalls propriozeptive Informationen von der EOM zum Gehirn (Blttner-Ennever
et al., 2006).

153.1 Muskelspindeln

Das Vorkommen von Muskelspindeln (MS) in den duReren Augenmuskeln ist in verschiedenen
Tierspezies sehr variabel ausgepragt. Wahrend Muskelspindeln in einigen Spezies vollig fehlen (z.B. in
Ratten, Hunden, Katzen und den meisten Affenarten), findet man sie in anderen Spezies (z.B. in
Schweinen, Schafen, Mausen, Rindern und in wenigen Affenarten) in verschieden starker Auspragung
(Cilimbaris, 1910; Mahran and Sakla, 1965; Greene and Jampel, 1966; Maier et al., 1974; Lukas et al.,
1994; Blumer et al., 2003). Wenn vorhanden, sind sie nur in der orbitalen Schicht und in der
Ubergangszone zwischen orbitaler und globaler Schicht zu finden, nicht aber in der globalen Schicht
selbst (Cilimbaris, 1910; Lukas et al., 1994; Blumer et al., 1999; Ruskell, 1999). Im Menschen ist eine
relativ hohe Anzahl gut entwickelter Muskelspindeln in der EOM vorhanden, wobei es auch innerhalb
der verschiedenen Augenmuskeln zu deutlichen Unterschieden in der Anzahl der Muskelspindeln
kommt (Cilimbaris, 1910; Lukas et al., 1994). So findet sich eine hohe Anzahl im IR und SO mit im
Mittel 34 bzw. 27 Muskelspindeln und die geringste Anzahl von Muskelspindeln im 10 mit im Mittel 4
Stlick. Der MR (19 MS), LR (19 MS) und SR (16 MS) liegen im Mittelfeld. Bis auf wenige Ausnahmen
sind die Muskelspindeln der duReren Augenmuskulatur im Vergleich zu denen der Skelettmuskulatur
recht schwach entwickelt und zeigen diesen gegeniber einige Anomalien (Ruskell, 1989; Blumer et
al., 1999; Bruenech and Ruskell, 2000). In den Muskelspindeln der skelettalen Muskulatur befinden
sich beispielsweise in der Bindegewebskapsel als intrafusale Fasern sowohl Kernsack- als auch
Kernkettenfasern, dagegen finden sich in der EOM Muskelspindeln, die eine geringere Anzahl an
intrafusalen Fasern und dabei nur Fasern vom Kernkettentypus beinhalten (Ubersicht: Gandevia and
Burke, 2004). AulRerdem zeigen sich Muskelfasern, die durch die Bindegewebskapsel hindurchlaufen,
allerdings nicht innerviert werden. Durch diese Variationsbreite ist fraglich, ob die Muskelspindeln
der EOM in gleichem AusmaR an der Propriozeption beteiligt sind wie die Muskelspindeln der
Skelettmuskulatur (Donaldson, 2000; Blittner-Ennever, 2006).

1532 Golgi-Sehnenorgane

In einigen Paarhufern, in der Ratte, sowie in einer Affenspezies konnten Golgi-Sehnenorgane an Non-

twitch-Muskelfasern der duBReren Schicht gezeigt werden (Zelena and Soukup, 1977; Ruskell, 1979,

1990, 1999; Blumer et al., 2000). Dabei weisen sie einige Unterschiede zu den Golgi-Sehnenorganen
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der Skelettmuskulatur auf. Interessant ist dabei vor allem die embryologische Entwicklung dieser
Propriozeptoren. Zelend und Soukup konnten zeigen, dass die unreifen Golgi-Sehnenorgane in der
Augenmuskulatur von Ratten Palisadenendigungen dhneln. So inseriert in einer recht frilhen Phase
eine Nervenendigung am Muskelsehnenibergang der MIFs, die sich dann im weiteren Verlauf zu
einem Golgi-Sehnenorgan weiterentwickelt (Abbildung 7). In den menschlichen Augenmuskeln
konnten Golgi-Sehnenorgane nicht nachgewiesen werden (Zelena and Soukup, 1977; Ruskell, 1989;
Eberhorn et al., 2005c).

2g 3d 5d 14d

Abbildung 7: Entwicklung von Golgi-Sehnenorganen in der Ratte zwischen dem 21. Schwangerschaftstag (21g) und dem 14.
Lebenstag (14d); Bild aus (Zelena and Soukup, 1977). Mit freundlicher Genehmigung von Springer Verlag aus ,.Journal of
Neurocytology”.

1.5.3.3 Palisadenendigungen

Ein weiterer Typ von Nervenspezialisierungen konnte in der dufleren Augenmuskulatur
nachgewiesen werden, der moglicherweise eine propriozeptive Funktion hat. Aufgrund ihrer
Anatomie werden diese als Palisadenendigungen (PEs) bezeichnet (Dogiel, 1906).

Es handelt sich dabei um Nervenendigungen, die vom zentralen Nerveneintrittsbereich nach distal
ziehen, dort umschlagen und sich als Kappe an die Enden von Muskelfasern setzten (Abbildung 8)
(Dogiel, 1906). Dabei inserieren sie nicht nur an den Muskelfasern selbst, sondern auch an den
umgebenden Kollagenfasern der Sehne (Lukas et al., 2000). Zusammen mit einer umgebenden Kapsel
aus Fibrozyten werden die PEs auch als myotendindse Zylinder bezeichnet (Ruskell, 1978). Im
Menschen wird dabei an den PEs eine Basalmembran ausgebildet (Lukas et al., 2000). Im Gegensatz
zu den Muskelspindeln befinden sich die Palisadenendigungen in der globalen Schicht und sind dabei
in der Regel an MIFs zu finden (Chiarandini and Stefani, 1979; Ruskell, 1999). Allerdings zeigten
kiirzliche Beobachtungen beim Menschen, dass manche PEs auch an Muskelfasern mit Markern fiir
Twitch-Fasern sitzen (Laessing, 2013).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung eines myotendinésen Zylinders: Die
Palisadenendigung (N) zieht nach dem Umschlag an den Muskelsehneniibergang und
setzt mit ihren Terminalen (T) an Kollagenfasern (COL) und der Muskelfaser (MF) an.
Zusammen mit der Kapsel (C) und Fibrozyten (F) bildet die Endigung einen myotendindsen
Zylinder. Bild aus (Lukas et al., 2000). Mit freundlicher Genehmigung von ,,Association for
Research in Vision and Ophthalmology”.

Palisadenendigungen finden sich in der Regel am distalen Muskelsehneniibergang, konnten im
Menschen und in der Katze allerdings auch am proximalen Ubergang gezeigt werden (Cooper and
Daniel, 1949; Alvarado-Mallart and Pincon-Raymond, 1979).

Bis vor kurzem ging man davon aus, dass die EOM aller Sduger PEs besitzen. Allerdings zeigte eine
kirzlich publizierte systematische Studie, dass gut ausgebildete PEs nur in Spezies auftreten, deren
Augen frontal angeordnet sind, wie Katze, Frettchen, Hund, Affe, sowie im Menschen. Dahingegen
weisen Tiere mit lateral standigen Augen entweder keine oder nur wenige sehr einfache PEs auf (z.B.
Ratte) (Blumer et al., 2016).

Die Funktion der Palisadenendigungen ist nicht eindeutig geklart. Diskutiert wird dabei eine
sensorische, motorische oder auch kombinierte sensomotorische Funktion (Ubersicht: Biittner-
Ennever et al., 2006).

Fir eine sensorische Funktion der Palisadenendigungen spricht die Lage der Endigungen am
Muskelsehneniibergang der globalen Schicht, die nicht an den Pulleys, sondern direkt an der Sklera
ansetzt (Abbildung 3) (Donaldson, 2000). Es findet sich auRerdem nicht in allen Spezies eine
Basalmembran. Dies trifft auf Schaf, Katze und den Rhesus-Affen zu (Ruskell, 1978; Alvarado-Mallart
and Pincon-Raymond, 1979; Blumer et al., 1998). Das Fehlen einer Basalmembran im synaptischen
Spalt kennzeichnet die sensorischen Terminalen der intrafusalen Muskelfasern von Muskelspindeln
(Adal, 1969; Mayr, 1970; Blumer et al., 2001). Wie bereits erwahnt weisen die Palisadenendigungen
Ahnlichkeit zu noch nicht vollstandig entwickelten Golgi-Sehnenorganen auf (Zelena and Soukup,
1977).

Tracerversuche an Wirbeltieren erbrachten zunachst widersprichliche Befunde fiir die Quelle der
Palisadenendigungen. Bei einer sensorischen Funktion dieser, wiirde man die Zellkérper im
Trigeminusganglion vermuten, bei einer motorischen Funktion eher im Bereich der
Augenmuskelkerne im Hirnstamm. Nach Tracerinjektion in den Muskelsehneniibergang der EOM im
Affen werden retrograd Zellkorper im Trigeminusganglion markiert (Porter et al., 1983; Fackelmann
et al., 2008), womit die anterograde Anfarbung von PEs nach Tracerinjektion in das
Trigeminusganglion in der Katze erklart wurde (Billig et al., 1997). Allerdings konnte auch gezeigt
werden, dass eine Injektion in den distalen Teil der Augenmuskeln zu einer retrograden
Tracermarkierung von Neuronen im peripheren Bereich der Augenmuskelkerne fihrt; die
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angefarbten Neurone hatten dabei einen kleineren Durchmesser als die Motorneurone, die sich nach
einer zentralen Injektion in den Muskel darstellen lieRen (Blttner-Ennever et al., 2001). Erneut
durchgefiihrte Tracerversuche mit Injektion in den Okulomotorius- und Abduzenskern im Affen
flhrten zur anterograden Markierung von PEs in der EOM (Lienbacher et al., 2011b; Zimmermann et
al., 2011). Diese kombinierten Befunde bilden die Grundlage fir die aktuelle Annahme, dass die
Zellkorper der PEs in der Peripherie der Augenmuskelkerne liegen, gemeinsam mit den Zellkérpern
der Motoneurone der MIFs (Bittner-Ennever et al., 2001).

Bei der Verwendung von immunhistochemischen Markern konnte gezeigt werden, dass sich alle PEs
mit cholinergen Markern anfarben lassen (Konakci et al., 2005; Blumer et al., 2009; Lienbacher et al.,
2011a; Zimmermann et al., 2013). Eine Bindung von Alpha-Bungarotoxin an der postsynaptischen
Membran von PEs — als Nachweis von nikotinergen Acetylcholinrezeptoren — zeigte Unterschiede in
den verschiedenen Spezies (Blumer et al., 2016). Insbesondere in Spezies mit lateral standigen Augen
fand sich bei allerdings nur 10% der Endigungen eine Bindung von Alpha-Bungarotoxin an der
postsynaptischen Seite von PEs, die direkt an der Muskelfaser ansetzen (Konakci et al., 2005; Blumer
et al., 2009; Blumer et al., 2016).

Der Nachweis von angefarbten Neuronen im peripheren Bereich der Augenmuskelkerne nach
Injektion eines Tracers in den distalen bzw. intermedidren Bereich der EOM (Buttner-Ennever et al.,
2001) fuhrt zu einer weiteren Frage: Wie verhalten sich en grappe-Endigungen und
Palisadenendigungen zueinander? Dazu sind zwei Hypothesen aufgestellt worden.

In der ersten Hypothese wird vermutet, dass die Palisadenendigungen als distale Ausldaufer der en
grappe-Endigungen an den Muskelsehneniibergangen der MIFs ansetzen — ausgehend von einem
gemeinsamen Zellkorper (Abbildung 9A). In der zweiten Hypothese (Abbildung 9B) wird
angenommen, dass die PEs und en grappe-Endigungen von zwei verschiedenen Neuronengruppen in
der Peripherie der Augenmuskelkerne stammen (Biittner-Ennever et al., 2002; Lienbacher and Horn,
2012). Dabei wiirden die MIF als groRRe , invertierte Muskelspindel” funktionieren, wobei die PE die
sensorische Komponente widerspiegelt, die en grappe-Endigung wiirde einem y-Motoneuron
entsprechen, die en plaque-Endigung an den SIFs den Endigungen der a-Motoneuronen (Lienbacher
and Horn, 2012).

O Peripheral group with one O y motoneuron
,,-~-~lAj functional cell group ,---*g/

oculomotor
nucleus

palisade ending

oculomotor @ motoneuron

nucleus

> oculomotor
nerve

oculomotor
nerve

palisade ending

en-grappe motor endplates en-grappe motor endplates

tendon tendon
en-plague motor endplate en-plaque motor endplate
Abbildung 9A: Hypothese 1: Palisadenendigungen, die das distale Ende der en grappe-Endigungen darstellen.
Abbildung 9B: Hypothese 2: Palisadenendigungen und en grappe-Endigungen sind Axone verschiedener Zellpopulationen

und funktionieren zusammen mit den en plaque-Endigungen als "invertierte Muskelspindel”; Bild aus (Lienbacher and Horn,
2012). Mit freundlicher Genehmigung von Biological Cybernetics, Springer Verlag.
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1.6 Augenmuskelkerne

Die EOM wird Uber die drei Hirnnerven, N. oculomotorius (NIlII), N. trochlearis (NIV) und N. abducens
(NVI) innerviert, die von den gleichnamigen Hirnnervenkernen ihren Ausgang nehmen (Abbildung
10). Im Ncl. oculomotorius (nlll) liegen die Motoneurone des MR, IR, SR und 10 topographisch
organisiert. Die Motoneurone des SO liegen im Ncl. trochlearis (nlV), die des LR im Ncl. abducens
(nVI) (Abbildung 10).

N. oculemotorius N. trochlearis

N. abducens

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Hirnstamms
und der Lage der Augenmuskelkerne; im Mittelhirn liegt
kaudal des Ncl. oculomotorius (nlll) und Edinger-Westphal-
Kerns (EW) der Ncl. trochlearis (nlV); der Ncl. abducens
(nVI) befindet sich im Bereich des Pons. Darstellung
angelehnt an Abbildung aus (Trepel, 2012).

Der Nucleus oculomotorius liegt paarig im Mittelhirn unterhalb des Aquaeductus mesencephali im
Tegmentum und wird ventrolateral vom Fasciculus longitudinalis medialis eingefasst (Miller et al.,
2005). Der Okulomotoriuskern kann dabei in Subnuklei unterteilt werden (Abbildung 11) (Zeeh and
Horn, 2012).

Am kaudalen Ende des Ncl. oculomotorius liegt der unpaare Nucleus centralis caudalis (CCN), der die
Motorneurone des M. levator palpebrae beider Augen enthalt (Bittner-Ennever and Horn, 2014).
Der Nucleus Perlia (NP), liegt unpaar im rostralen Bereich in der Mittellinie zwischen den
Okulomotoriuskernen. Die Funktion dieses Kerns ist noch nicht geklart, Untersuchungen weisen auf
eine mogliche Funktion bei Blickbewegungen nach oben hin (Zeeh et al., 2013).

Rostral Kaudal

D M. levator palpebrae I:] M. Inferior rectus

D M. superior rectus - non-twitch Motoneurone
- M. obliquus inferior - peptiderge Neurone

D M. rectus medialis pragangliondre Neurone

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Ncl. oculomotorius mit Einteilung in die verschiedenen Neuronengruppen von rostral
nach kaudal. Bild modifiziert aus (Zeeh and Horn, 2012). Mit freundlicher Genehmigung von Thieme Publishing Group, Stuttgart.
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Mit retrograden Trakt-Tracer-Injektionen in verschiedene Bereiche der EOM (Muskelbauch oder
Muskelsehneniibergang) konnte Biittner-Ennever im Affen zeigen, dass die Motoneurone der SIFs
und MIFs rdumlich getrennt voneinander liegen. Eine Tracerinjektion in den Muskelbauch, in dem die
en plaque-Endigungen der SIFs lokalisiert sind flihrt durch den retrograden Transport der markierten
Tracer im vitalen Gewebe zu einer retrograden Anfarbung der groflen Motorneurone innerhalb des
klassischen Augenmuskelkerns. Eine Tracerinjektion in den distalen Muskelbereich, einschlieRlich des
Muskelsehneniibergangs erfasst dagegen eher die en grappe-Endigungen, aber auch die
Palisadenendigungen, und fuhrt retrograd zur Markierung von Neuronen mit kleinerem Durchmesser
in der Peripherie des jeweiligen Augenmuskelkerns. (Blttner-Ennever et al., 2001)

Die C-Gruppe liegt dorsomedial aulRerhalb des Okulomotoriuskerns und enthalt die Neurone der
MIFs von MR und IR (Blttner-Ennever et al., 2001; Tang et al., 2015). Entlang der Mittellinie des
Okulomotoriuskerns findet sich die S-Gruppe, sie enthélt die Non-twitch-Motoneurone des SR und 10
(Buttner-Ennever et al., 2001). Anhand der Lage und immunhistochemischen Eigenschaften konnten
die Motoneuronengruppen auch im Menschen identifiziert werden, allerdings konnte keine
kompakte C- und S-Gruppe gefunden werden. Die Motoneurone lagen verstreut im Bereich zwischen
den beiden Augenmuskelkernen (Ardeleanu, 2007; Horn et al., 2008; Che Ngwa et al., 2014).

Rostrodorsal des Okulomotoriuskerns liegt der Edinger-Westphal-Kern (EW) (Abbildung 12), der sich
durch etwas kleinere Neurone von den Motoneuronen unterscheiden Iasst (Bittner-Ennever and
Horn, 2014). Dabei missen in allen Spezies zwei funktionelle Gruppen voneinander unterschieden
werden: Zum einen nicht praganglionare, peptiderge Neurone, die Urocortin enthalten. Die
Projektionen dieser Neurone ziehen in Regionen des Gehirns die an Essverhalten, Alkoholkonsum,
sowie an Stressbewaltigung beteiligt sind und werden deshalb als EW,, (central projecting)
bezeichnet. Zum anderen cholinerge pragangliondre Neurone (EWrg), die zum Ganglion ciliare
projizieren, von wo aus der M. sphincter pupillae und der M. ciliaris innerviert werden (Horn et al.,
2008; Kozicz et al., 2011; Zeeh and Horn, 2012).

Abbildung 12: Schematische

T~ Ubersichtsdarstellung des Ncl.
oculomotorius (nlll) und dem ihm rostral und

nlll EW nlll EW dorsal aufliegendem Edinger-Westphal-Kern

- (EW). Aufsicht von kranial (A) und lateral (B)

] mit Ausrichtung von kaudal (C) nach rostral
(R). Abbildung modlifiziert nach (Biittner-

C R C R Ennever and Horn, 2013).

1.7 Propriozeption

Der Begriff ,Propriozeption” beschreibt die Wahrnehmung der eigenen Kérperposition im Raum
(Sherrington, 1906). Im Bereich der Skelettmuskulatur werden die propriozeptiven Funktionen durch
Muskelspindeln und Golgi-Sehnenorgane ausgefiihrt, die auf Kontraktion und Spannung der
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Muskulatur, sowie generell auf Anderungen der Muskelposition reagieren und innerhalb der
verschiedenen Spezies sehr konstant vorhanden sind (Lienbacher and Horn, 2012).

Wie bereits erwahnt sind Muskelspindeln und Golgi-Sehnenorgane in der EOM der verschiedenen
Spezies sehr unterschiedlich ausgepragt, wahrend Palisadenendigungen in den meisten bisher
untersuchten Spezies gefunden werden konnten. Nicht in allen Spezies zeigt sich ein Streckreflex der
EOM (Keller and Robinson, 1971). Allerdings konnte ein Streckreflex auch in einigen Spezies gezeigt
werden, bei keinem oder nur geringem Nachweis von Muskelspindeln oder Golgi-Sehnenorganen
(Dancause et al., 2007; Wang et al., 2007; Balslev and Miall, 2008).

Wahrend die Funktion der Propriozeptoren in der Skelettmuskulatur bekannt und allgemein
anerkannt ist, flihrt die Propriozeption der extraokularen Muskulatur immer noch zu Diskussionen,
da das Auge zusatzlich visuelle Informationen zur Bestimmung seiner Lage nutzen kann.

Da sich aber Augen und die abgebildete Umgebung unabhangig voneinander bewegen ist eine
extraretinale Information der Augenposition nétig (Weir, 2006). Zwei Hypothesen versuchen die
Rolle der extraretinalen Informationen an der Kontrolle der Augenposition zu erklaren. Als ,,inflow-
Theorie” wird die Erfassung der Augenlage in der Orbita anhand der Messung der Muskelspannung
bzw. —kontraktion mittels Propriozeptoren analog zur Skelettmuskulatur bezeichnet (Sherrington,
1906). Die ,,outflow-Theorie” besagt, dass es zu keinem Eingang afferenter Informationen kommt
und die Position der Augen allein durch eine zentrale Uberwachung der efferenten Signale bestimmt
wird (Helmholtz, 1867). Hier kommen die extraretinalen Informationen durch eine sogenannte
,Efferenzkopie” zustande (Von Holst, 1954). Im Bereich des Auges ist die Propriozeption eine
wichtige Voraussetzung fir die Entwicklung des binokularen Sehens und somit der Orientierung im
Raum und der Tiefendiskrimination (Fiorentini et al., 1982; Graves et al., 1987; Buisseret, 1995).
Dabei scheint je nach Art der Augenbewegung ein Zusammenspiel der verschiedenen
Informationsgewinnungsarten eine Rolle zu spielen, wobei diese in unterschiedlichem AusmaR
beteiligt sind (Horn and Leigh, 2011).

Bei einer Fehlfunktion der Propriozeption der dufleren Augenmuskulatur erhalten die
propriozeptiven Organe, insbesondere die Palisadenendigungen eine erhebliche klinische Relevanz.
Das Wissen um die Lokalisation der Zellkerne und der unterschiedlichen Morphologie und Calretinin-
Expressionsmuster der PEs, sowie anderer Nervenendigungen in den verschiedenen dulleren
Augenmuskeln im gesunden Menschen sind dabei Grundlage fiir eine methodische
Vergleichsmoglichkeit mit Praparaten von an kongenitalem Strabismus erkrankten Patienten.
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Fragestellung

2. Fragestellung

Vor dem Hintergrund der Befunde am Rhesusaffen, dass Palisadenendigungen im MR und IR das
calcium-bindende Protein Calretinin exprimieren und somit andere histochemische Eigenschaften
aufweisen als die Motoneurone (Lienbacher, 2012) sollen beim Menschen Calretinin-
Immunfarbungen in allen dueren Augenmuskeln und im Ncl. oculomotorius durchgefiihrt werden.
Dabei liegt der Schwerpunkt dieser Arbeit auf der Beantwortung folgender Fragen:

Lassen sich in den extraokuldaren Muskeln Palisadenendigungen auf Calretinin anfarben?
Welche Unterschiede finden sich in den Palisadenendigungen der einzelnen duReren
Augenmuskeln in Bezug auf die Calretinin-Expression?

3. Wie ist die Calretinin-Expression der gesamten Nervenendigungen in den unterschiedlichen
duBeren Augenmuskeln?

4. Konnen im Bereich des Okulomotoriuskerns im Hirnstamm Calretinin-exprimierende Zellen

gefunden werden?

Zur Untersuchung dieser Fragen werden immunhistochemische Farbemethoden verwendet.
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3. Material und Methoden

3.1 Augenmuskeln

3.1.1.Praparate

Die verwendeten Augenmuskeln stammen von Korperspenden an das Anatomische Institut der
Ludwig-Maximilians-Universitat in Miinchen zum Zwecke der Forschung und Lehre. Die Augen samt
Augenmuskulatur wurden 24 bis 48 Stunden post mortem entnommen. Bei allen Spendern wurden

keine Augenbewegungsstorungen zu Lebzeiten beschrieben. Das Alter lag zwischen 60 und 98 Jahren
(Tabelle 2).

Geschlecht Fixierung Untersuchte Muskeln
Fall A1 88 Jahre w 4% PFA rechts SR, 10
Fall A2 91 Jahre w 4% PFA links MR, LR
Fall A3 90 Jahre w 4% PFA links MR, LR
Fall A4 80 Jahre w 4% PFA rechts MR, LR, SO
Fall A5 84 Jahre m 4% PFA links MR, LR
Fall A6 63 Jahre m 4% PFA rechts MR, LR, SR
Fall A7 98 Jahre m 4% PFA rechts MR, LR
Fall A8 92 Jahre w 4% PFA rechts IR
Fall A9 96 Jahre m 4% PFA rechts LR
Fall A10 78 Jahre m 100% Methanol rechts MR, LR, IR, SR SO, IO
Fall A10 78 Jahre m 4% PFA links MR, LR, IR, SR, SO, IO
Fall A11 86 Jahre w 4% PFA rechts LR
Fall A12 88 Jahre w 4% PFA beide MR, SR, 10
Fall A13 60 Jahre m 100% Methanol rechts MR, LR, IR, SR, SO, IO
Fall A13 60 Jahre m 4% PFA links MR, LR, IR, SR, SO, IO
Fall A14 71 Jahre m direktin Sucrose rechts LR

10%

Fall A15 86 Jahre m 100% Methanol rechts MR, LR, SO
Fall A16 16 Monate m 100% Methanol rechts LR

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Augenmuskeln.
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3.1.2 Praparation der Augenmuskeln

Das Auge wurde mitsamt anhdangenden Muskeln, Fett- und Bindegewebe aus der Orbita entnommen.
Es wurde dabei besonders auf den Erhalt der Muskelsehneniibergiange geachtet. Bei diesem Schritt
wird der SO in der Regel kurz hinter der Trochlea durchtrennt, da die Trochlea, an der Orbita
befestigt, schwer zu entfernen ist. Der Ubergang des SO in seine Sehne erfolgt bereits vor der
Trochlea, sodass nur noch die Sehne durch die Trochlea zieht und der Muskelsehnenibergang des SO
trotz Durchtrennung vollstandig erhalten bleibt. Der gesamte Orbitainhalt wird nun von Fett- und
Bindegewebe befreit um die EOM freizulegen. Es wurde dabei auf die Darstellung der EOM, sowie
der Nervenfasern geachtet (Abbildung 13 und Abbildung 14). Die Muskeln wurden anschliefend
sukzessive vom Bulbus abgetrennt.

Ein besonderes Augenmerk lag dabei auf der kompletten Entfernung der Sehne vom Bulbus und dem
unversehrten Erhalt der Muskelsehneniibergange. Zuvor wurden noch die Abstdande der einzelnen

Muskelenden zum Sehnenansatz am Bulbus abgemessen.

Abbildung 13: Ansicht des linken Auges (Fall A10) von kranial. Dargestellt ist der M. obliquus inferior (10), M. rectus
lateralis (LR), M. rectus inferior (IR), M. rectus superior (SR), M. rectus medialis (MR), sowie die Sehne des M. obliquus
superior (SO). Im Bild sind aufSerdem ein Ast des N. oculomotorius (NIll) und der N. opticus (Nll) zu sehen.
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Abbildung 14: Abbildung des linken Auges (Fall A10) von kaudal. Zu sehen sind der M. rectus inferior (IR), M. rectus medialis
(MR) und M. obliquus inferior (10) mit inserierendem N. oculomotorius (NIIl). Auferdem sind der M. rectus superior (SR), M.
rectus lateralis (LR) und der N. opticus (NIl) abgebildet.

Die einzelnen Augenmuskeln wurden nun in Methanol oder in 4 %igem Paraformaldehyd (PFA) fixiert
und bis zur weiteren Verarbeitung bei 4°C aufbewahrt.

Um die Zellen vor Gefrierschaden durch die Ausbildung von Eiskristallen wahrend des Schneidens am
Kryostat zu schiitzen wurden die Muskeln in aufsteigender Sucroseldsung (10%, 20%, 30% in 0,1 M
PBS (pH7,4) bei 4°C) inkubiert. Direkt vor dem Schneidevorgang wurden die Muskeln in Isopentan
schockgefroren. Dazu wurde Isopentan in einer Klvette, die in Trockeneis eingebettet war, auf -80°C
heruntergekihlt. Die Muskeln wurden in das Kryo-Einbettmedium ,tissue tek O.C.T. Compound”
(Sakura Finetek, USA) auf der Probenhalterung eingebettet und in das tiefgekihlte Isopentan
eingebracht und so in kiirzester Zeit eingefroren. Bei langsamerem Kiihlen wiirden sich zu Beginn des
Gefriervorganges Eiskristalle, durch das im Gewebe enthaltene Wasser, bilden und so die
Muskelzellen schadigen.

Bei der Einbettung in ,tissue tek” wurde darauf geachtet, dass die Muskeln der Lange nach mit der
globalen Schicht nach unten auf dem Gelbett ausgebreitet wurden.

In ,tissue tek” eingebettet, wurden die Muskeln am Kryostat, beginnend von der orbitalen Schicht in
20 um dicke Flachschnitte geschnitten. Diese wurden direkt auf ,Superfrost-plus“-Objekttrager
(Menzel GmbH, Braunschweig) aufgezogen und bei -20°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.
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3.1.3  Auswahl der Schnitte mittels Trichromfarbung nach van Gieson

Um die Schnitte zu identifizieren, die einen Muskelsehnenilibergang enthalten, wurde jeder 10.
Schnitt mit einer van Gieson-Farbung angefarbt. Dazu wurden die Schnitte nach kurzem Waschen in
Aqua dest. mit Weigert's Eisenhamatoxylin-Losung gefarbt. Anschliefend wurden die Schnitte unter
flieRendem Leitungswasser gespult. Nach Abtrocknen der Schnitte mit Filterpapier wurde sofort die
Pikrofuchsinlosung aufgetropft und fiir eine Minute auf den Schnitten belassen. Die Farbelosung
wurde abgeschleudert und dann sofort in 96%igen und darauf in 100%igen Alkohol gespilt und
entwassert. AbschlieBend wurden die Objekttrager in Xylol gegeben und mit DPX (Distyrene
plasticizer and xylene, Fertiglosung zum Eindecken von histologischen Praparaten, Sigma Life Science,
USA) eingedeckt.

Das Eisenhamatoxylin farbt die Zellkerne dunkel. Die Pikrofuchsinlésung besteht aus zwei
Farbstoffen. Die Pikrinsdure dringt gut in das Muskelgewebe ein und stellt dies braunlich dar. Das
Saurefuchsin bindet in der kurzen Einwirkzeit nur an die grobstrukturierten Kollagenfasern und farbt
diese rot. In dieser Farbung konnten die Muskelfasern gut von den intensiv rot angefarbten
Sehnenfasern unterschieden werden, und dementsprechend die Schnitte mit einem
Muskelsehneniibergang bestimmt werden. In regelmaBigen Abstanden wurden aus diesem Bereich
Schnitte ausgewahlt und immunhistochemisch angefarbt (Farbeprotokolle im Anhang).

3.1.4 Immunhistochemische Farbungen

Immunhistochemische Farbungen dienen der Darstellung nachzuweisender chemischer Strukturen
mit Hilfe von Antikérpern (AK). Die Antikorper binden dabei an Epitope (charakteristische
Aminosduregruppen oder Oligosaccharidketten) der zu bestimmenden Struktur. Die Antikdrper
kénnen dabei polyklonal oder monoklonal sein. Vorteil der polyklonalen Antikérper ist das einfachere
und damit glnstigere Herstellungsverfahren. Wird ein bestimmtes Epitop des Antigens beim
Verarbeitungsprozess zerstort kdnnen im Gegensatz zu monoklonalen AK immer noch AK an andere
Epitope des gesuchten Antigens binden. Vorteile monoklonaler Antikorper sind das geringere
Auftreten von Kreuzreaktionen, die gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und die gleichbleibende
Qualitat (Lang, 2013). In dieser Arbeit wurden sowohl monoklonale als auch polyklonale Antikorper
verwendet. Um die gebundenen Antikdrper zu detektieren werden diese direkt mit einem Marker
versehen oder in einer Mehrschritt-Methode selbst von einem markierten Antikérper gebunden. Als
Marker kénnen dabei zum Beispiel Fluorochrome, Enzyme oder Biotin verwendet werden.
Fluorochrome sind Farbstoffe, die nach Anregung durch Licht einer bestimmten Wellenlange selbst
sichtbares Licht einer anderen Wellenldange emittieren. Sind Antikérper mit Enzymen markiert,
werden durch die Enzyme zugesetzte Chromogene in stabile Farbstoffe umgesetzt, die ausgewertet
werden kdnnen. Biotin ist Vitamin H, dies zeigt eine hohe Affinitdt zum Glykoprotein Avidin. Dabei
kann Avidin wiederum mit einem Enzym oder Fluorochrom markiert sein und so sichtbar gemacht
werden.

Bei dieser Arbeit wurden die Zwei-Schritt-Methode und die Avidin-Biotin-Methode gewahlt, um
durch die Signalverstarkung eine héhere Sensitivitat zu erreichen.

Bei der Zwei-Schritt-Methode wurde nach Auftragen des unkonjugierten Primarantikorpers, der an
das Epitop des gesuchten Proteins bindet, ein markierter sekundarer Antikérper aufgetragen. Der
Sekundarantikdrper wurde in einer anderen Spezies gezlichtet und ist auf das Fc-Segment des
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Primarantikorpers gerichtet. Der markierte Sekundarantikorper ist in der Regel polyklonal und bindet
so an mehrere Bindungsstellen des Fc-Segments und flihrt dadurch zu einer Signalverstarkung.

Bei der Avidin-Biotin-Methode bindet erst ein unkonjugierter Primarantikorper an das gesuchte
Epitop. Ein Sekundarantikorper, der mit Biotin markiert ist wird danach aufgetragen. AnschlieRend
wird Avidin hinzugegeben, das mit Peroxidase gekoppelt ist. Nach Inkubation und Entfernen des
Uberschiissigen Avidins wird ein Chromogen und Wasserstoffperoxid (H.0,) aufgetragen. Hier wurde
das Chromogen Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB) verwendet. Das H,0, wird durch die
Peroxidase zu H,0 umgesetzt (Abbildung 15). Als Elektronendonator dient dabei das DAB. Das
oxidierte DAB stellt sich nun als brauner Farbstoff dar. Wird bei der Reaktion noch Nickel (Ni)
hinzugefiigt, kommt es zu einer schwarzen Farbung.

Da Peroxidase auch im Gewebe selbst vorkommen kann, wird die endogene Peroxidase vor
Auftragen der Antikoérper mittels H,0; blockiert (Lang, 2013).

-

v

Sekundérer Antikéroer ii

/ Peroxidase fuhr zur

Oxidation des DAB

Prirmérer Antikdrper und zur Reduldion des
HzO2
Peroxidase
‘ Avidin
- Bicfin
e

Abbildung 15: Schema der Biotin-Avidin-Methode; durch Oxidation des Chromogens DAB, wird dieses zu einem
stabilen Farbstoff umgesetzt.

3.1.4.1 Verwendete primdre Antikérper

Zum gezielten Nachweis bestimmter Strukturen wurden verschiedene primare Antikorper gegen das
jeweils gesuchte Antigen verwendet.

3.1.4.1.1 Soluble NSF attachment protein 25 (SNAP-25)

SNAP-25 (soluble NSF attachment protein 25) ist Teil des SNARE-Komplexes, eines

Membranfusionskomplexes (Heinrich, 2014). Beim Vesikeltransport binden Proteine der vesikularen
Membran (v-SNARE) an Proteine der Zielmembran (t-SNARE), das SNAP-25-Protein ist dabei Teil des
t-SNARE-Komplexes (McMahon and Sudhof, 1995; Heinrich, 2014). Dabei kommt das lipidverankerte
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Protein nicht nur an den Synapsen und Vesikelwadnden vor, sondern auch in der Axonwand (Garcia et
al., 1995; Tao-Cheng et al., 2000). Daher kdnnen Nervenfaserverlaufe mit Antikdrpern gegen dieses
Protein gut nachvollzogen werden. Dabei werden neben motorischen Nerven auch autonome und
sensorische Nervenfasern angefarbt (Eberhorn et al., 2005b). Der verwendete SMI81-Antikorper
bindet dabei an einem Epitop am N-terminalen Ende des SNAP-25-Proteins (Connell et al., 2009).

3.1.4.1.2 Calretinin (CR)

Calretinin ist ein calcium-bindendes Protein der EF-Hand-Familie (Celio et al., 1996). Dabei sind bei
diesem Protein sechs EF-Hand-Bereiche (ein spezielles Aminosdauremotiv) vorhanden, an die Calcium
gebunden werden kann (Schwaller, 2009). Calretinin findet sich sowohl im Zytosol als auch im
Membranbereich bestimmter Zellen (Dechesne et al., 1991; Winsky and Kuznicki, 1995). Die Funktion
von Calretinin ist nicht eindeutig geklart. Calretinin scheint neben einer Calcium-Sensor-Funktion
auch eine Calcium-Puffer-Funktion zu haben. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass Zellen, die
Calretinin exprimieren, widerstandsfahiger gegen eine Glutamat- und 8-Amyloid-Toxizitat sind
(Review: Schwaller, 2009). Eine weitere mogliche Funktion von Calretinin besteht in der Modulation
neuronaler Erregbarkeit (Schurmans et al., 1997). Calretinin-exprimierende Zellen wurden bereits in
der Retina, in Kérnerzellen des Kleinhirns, sowie im Hirnstamm im Bereich auditorischer Neurone
nachgewiesen, aulRerdem konnte Calretinin in Zellen von Kolonadenokarzinomen und epithelialen
Mesotheliomen gezeigt werden (Review: Camp and Wijesinghe, 2009). Im Bereich des Hirnstamms
konnten Calretinin-exprimierende Zellen auRerdem im rostralen interstitiellen Kern des medialen
longitudinalen Fasciculus gefunden werden, die an der Kontrolle bzw. Generation von vertikalen
Sakkaden beteiligt sind. Dabei hatten nur Neurone, die mit einer Blickrichtung nach oben verbunden
sind, Calretinin-positive Eingdnge (Horn et al., 2003; Adamczyk et al., 2015). Hinweise auf eine
Zugehorigkeit zum sensiblen System zeigte Duc, der eine Calretinin-Expression in annulospiralen
Endigungen der Muskelspindeln, sowie verschiedenen sensiblen Endigungen in der Haut nachweisen
konnte (Duc et al., 1994). In Untersuchungen am Affen konnte bereits nachgewiesen werden, dass
sich Calretinin-positive Neurone im Randbereich des Ncl. Oculomotorius befinden (Lienbacher, 2012).

3.1.4.1.3 Slow Myosin Heavy Chain (SMHC)

Myosin ist Bestandteil der Myofibrillen in Muskelzellen. Es besteht aus zwei schweren und vier
leichten Ketten, die in verschiedenen Isoformen vorliegen (Schiaffino and Reggiani, 1994;
Speckmann, 2013). Insbesondere die schweren Ketten lassen sich zur Unterscheidung der
verschiedenen Muskelfasertypen nutzen (Kjellgren et al., 2003). Kjellgren konnte zeigen, dass sich
MIFs durch die spezifische Anfarbung mit Antikorpern, die gegen Slow Myosin Heavy Chain (SMHC)
gerichtet sind, von den restlichen Muskelfasern unterscheiden lassen (Kjellgren et al., 2003).

3.1.4.1.4 Cholinacetyltransferase (ChAT)

Die Cholinacetyltransferase (ChAT) katalysiert als Enzym die Biosynthese von Acetylcholin in
cholinergen Neuronen, zu denen auch die Motoneurone zdhlen (Heinrich, 2014). Es zeigt sehr prazise
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cholinerge Neurone und Nervenfasern im zentralen und peripheren Nervensystem an (Oda, 1999).
Im Bereich der Hirnnervenkerne der EOM werden daher sowohl die Neurone der SIFs, als auch der
MIFs markiert (Eberhorn et al., 2005a). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass Palisadenendigungen
in verschiedenen Spezies, darunter auch im Menschen Cholinacetyltransferase exprimieren (Konakci
et al., 2005; Blumer et al., 2009; Laessing, 2013).

3.1.4.2 Doppelimmunfluoreszenzfirbung

Um Calretinin-exprimierende Nervenendigungen, insbesondere PEs, unter allen Nervenendigungen
zu identifizieren wurde eine Doppelimmunfluoreszenzfarbung auf Calretinin und SNAP-25
durchgefihrt. Letzteres dient der Darstellung aller Nervenendigungen, sodass eine Differenzierung
zwischen Calretinin-exprimierenden und -nicht-exprimierenden Nervenendigungen getroffen werden
konnte (Tabelle 3 und Tabelle 4). AuBerdem wurde eine Doppelimmunfluoreszenzfarbung auf ChAT
und Calretinin durchgefiihrt (Tabelle 5). Dies diente der selektiven Identifizierung motorischer
Nervenendigungen, die auf eine zusatzliche Expression von Calretinin untersucht wurden.

Werden in einem Gewebeschnitt zwei Proteine immunhistochemisch angefarbt, liegt ein besonderes
Augenmerk auf der Wahl der Antikérper um Kreuzreaktionen zu vermeiden. Nach kurzem Waschen
mit Tris-gepufferter Kochsalzlosung (TBS) wurden die Flachschnitte eine Stunde in 5% Normal
Eselserum (verdinnt in 0,3% Triton in 0,1M TBS) prainkubiert. Die Verwendung eines Normalserums
dient der Blockierung unspezifischer Bindungsstellen und damit einer Verminderung von
Hintergrundfarbung. Dabei ist zu beachten, dass das Normalserum aus der gleichen Spezies wie der
sekundare konjugierte Antikdrper stammt.

AnschlieBend wurden die Priméarantikorper, die sich gegen SNAP-25 (SMI81 Maus monoclonal
antibody to Synaptic Protein SNAP-25, Sternberger Monoclonals Incorporated, 1:2000) bzw. gegen
ChAT (Ziege anti-Cholin Acetyltransferase, Chemicon, 1:50) richten und als zweiter Marker jeweils
Calretinin (Kaninchen anti-Calretinin = SWant, 7699/4, 1:1000), auf die Schnitte aufgetragen und
inkubiert (Tabelle im Anhang ,Verwendete Antikorper®).

Nach der Inkubation wurden die Schnitte mit TBS gewaschen und daraufhin die mit Fluorochrom
markierten Sekundarantikorper aufgetragen. Da die konjugierten Sekundarantikérper
lichtempfindlich sind, wurden die Schnitte lichtgeschiitzt inkubiert.

Nach zweistiindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Schnitte nochmals mit TBS und
abschlieRend mit Aqua dest. gereinigt und zum Trocknen lichtgeschiitzt ausgelegt.

Die getrockneten Schnitte wurden in ,Gel/Mount” (Biomed, California, USA) eingedeckt und bis zur

Auswertung bei 4°C lichtgeschiitzt aufbewahrt.

SNAP-25 & Calretinin Prainkubation Primarer Antikorper Sekundarer Antikorper
(1h bei RT) (48h bei 4°C) (2h bei RT)
SNAP-25 5% Normal Eselserum Maus anti-SMI81 Alexa-Grin Esel anti-
(1:2000) Maus (1:200)
Calretinin 5% Normal Eselserum Kaninchen anti-CR Cy3-Rot Esel anti-
(1:1000) Kaninchen (1:200)
Tabelle 3: Ubersicht der Doppelimmunfluoreszenzfdrbung der Augenmuskulatur auf SNAP-25 und Calretinin (Version 1).
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SNAP-25 & Calretinin Prainkubation Primdarer Antikorper Sekundarer Antikérper
(1h bei RT) (48h bei 4°C) (2h bei RT)
SNAP-25 5% Normal Eselserum Maus anti-SMI81 Cy3-Rot Esel anti-Maus
(1:2000) (1:200)
Calretinin 5% Normal Eselserum Kaninchen anti-CR Alexa-Grin Esel anti-
(1:1000) Kaninchen (1:200)

Tabelle 4: Alternativ wurde die Doppelimmunfluoreszenzfdrbung auf SNAP-25 und Calretinin mit verdnderten sekunddren
Antikérpern durchgefiihrt (Version 2).

ChAT & Calretinin Prainkubation Primarer Antikorper Sekundarer Antikérper
(1h bei RT) (48h bei 4°C) (2h bei RT)
ChAT 5% Normal Eselserum Ziege anti-ChAT (1:50) Cy3-Rot Esel anti-Ziege
(1:200)
Calretinin 5% Normal Eselserum Kaninchen anti-CR Alexa-Grin Esel anti-
(1:1000) Kaninchen (1:200)

Tabelle 5: Ubersicht iiber die Doppelimmunfluoreszenzférbung auf ChAT und Calretinin.

3.1.4.3 Fdrbung mittels Avidin-Biotin-Methode

Die Farbung mittels Avidin-Biotin-Methode erlaubt eine Markierung zweier Antigene in Geweben, die
im Hellfeld ausgewertet werden. Die Anfarbung kann mit Nickel kombiniert werden, sodass zwei
verschiedene farbliche Darstellungen (mit Nickel schwarz, ohne Nickel brdunlich) moglich sind. Da es
bei der Farbung von einzelnen Strukturen zu einer Uberdeckung der Farbung kommen wiirde,
kénnen sinnvollerweise nur unterschiedliche Strukturen (hier Muskelfasern und Nervenfasern)
angefarbt werden. In dieser Arbeit wurden Nervenfasern auf SNAP-25 angefarbt und Muskelfasern
auf SMHC um eine Assoziation zueinander zu untersuchen.

Nach kurzem Waschen und Peroxidaseblockierung wurden die Schnitte in einem Normalserum fir
eine Stunde prainkubiert. Daraufhin wurde der primare AK gegen SNAP-25 aufgetragen und fir 48
Stunden bei 4°C inkubiert. Nach dem Waschen mit TBS wurde ein biotinilierter Sekundarantikérper
aufgetragen. Nach einer Stunde wurden die Schnitte mit TBS gereinigt und die Extravidin-Peroxidase
(EAP) fiir eine weitere Stunde auf die Schnitte gegeben. Die freie EAP wurde mit TBS abgespiilt und
daraufhin die Chromogenlosung DAB aufgetragen. Um die SNAP-25 markierten Strukturen intensiver
darzustellen wurde Ammoniumnickelsulfat in 0,05M TBS aufgelost. Die Nickelldsung wurde filtriert
und die 1% DAB-Stocklésung hinzugegeben. Kurz vor dem Auftragen auf die Schnitte wurde
Wasserstoffperoxid (30% H,0>) zugegeben und so die Reaktion gestartet. Nach etwa 10 Minuten
wurde nach adaquater Anfarbung die liberschiissige Chromogenldsung mit TBS entfernt. Im zweiten
Block erfolgt die Anfarbung des SMHC. Die mit TBS gesplilten Schnitte wurden mit Normal Horse
Serum fir eine Stunde bei Raumtemperatur prainkubiert. Anschlieffend wurde der primare, gegen
SMHC gerichtete AK aufgetragen und inkubiert (Tabelle 6).

Nach dem Spiilen mit TBS wurde der biotinilierte sekundare Antikdrper aufgetragen und nach einer
Stunde Inkubationszeit mit TBS gesplilt. Die EAP-L6sung wurde aufgetragen und fiir eine weitere
Stunde bei Raumtemperatur auf den Schnitten belassen. Nach dem Reinigen mit TBS wurde die DAB-
Reaktion gestartet. Da kein Nickel zugesetzt wurde, stellten sich die Strukturen rotbraun dar. Nach
Ablauf der DAB-Reaktion wurden die Schnitte mit TBS und Aqua dest. gespiilt und anschlieRend
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getrocknet. Die trockenen Schnitte wurden in aufsteigender Alkoholreihe und anschlieBend in Xylol
(Dimethylbenzol) entwassert und mit DPX (Eindeckmedium) eingedeckt (siehe Farbeprotokoll
Abschnitt 7.4.3). Die Farbung auf Calretinin und SMHC geschah analog dazu in unten genannten

Verdiinnungen der Antikorper (siehe Tabelle 7).

SNAP-25 & Prainkubation  Primarer Sekundarer Extravidin- Chromogen
SMHC (1h bei RT) Antikorper Antikorper Peroxidase
(48h bei 4°C) (1h bei RT) (1h bei RT)
SNAP-25 5% Normal Maus anti- Biot. Pferd anti- Extravidin- DAB-Nickel
Pferdeserum SMI81 (1:2500) Maus (1:200) Peroxidase
(1:1000)
SMHC 5% Normal Maus anti- Biot. Pferd anti- Extravidin- DAB
Pferdeserum SMHC (1:100) Maus (1:200) Peroxidase
(1:1000)

Tabelle 6: Ubersicht der Doppelfirbung mittels Avidin-Biotin-Methode auf SNAP-25 und SMHC in der EOM.

Calretinin & Prainkubation  Primarer Sekundarer Extravidin- Chromogen
SMHC (1h bei RT) Antikorper Antikorper Peroxidase
(48h bei 4°C) (1h bei RT) (1h bei RT)
Calretinin 5% Normal Kaninchen anti- Biot. Ziege anti- Extravidin- DAB-Nickel
Ziegenserum Calretinin Kaninchen Peroxidase
(1:2500) (1:200) (1:1000)
SMHC 5% Normal Maus anti- Biot. Pferd anti- Extravidin- DAB
Pferdeserum SMHC (1:100) Maus (1:200) Peroxidase
(1:1000)

Tabelle 7: Ubersicht der Doppelférbung mittels Avidin-Biotin-Methode auf CR und SMHC in der EOM.

3.1.5 Auswertung der angefarbten Schnitte

Die Auswertung der Schnitte erfolgte rein qualitativ und wurde an einem Forschungsmikroskop
(Leica DMRB Bensheim, Deutschland) in Fluoreszenzbeleuchtung bzw. im Hellfeld durchgefiihrt. Die
Dokumentation der Farbeergebnisse erfolgte tiber eine am Mikroskop angeschlossene Digitalkamera
(Pixera Pro 600 ES; Klughammer, Markt Indersdorf, Deutschland), die auf einem Computer mit der
Software Pixera View Finder (Klughammer, Markt Indersdorf, Deutschland) erfasst und gespeichert
wurde. Ein ausgewahlter Teil der Dokumentation erfolgte mit einem Laser-Scanning-
Konfokalmikroskop (Leica SP5, Mannheim, Deutschland). Die angefertigten Bilderreihen wurden vor
der weiteren Bearbeitung mit ,Imagel software” zusammengefasst. Die Bilder wurden am Computer
mit dem Programm Adobe Photoshop 7.0 bearbeitet. Dabei wurden Helligkeit, Scharfe und Kontrast
nur soweit verdndert, dass sie der Orginalansicht durch das Mikroskop entsprachen. Das Layout und
die Beschriftung der Bilder erfolgten in PowerPoint (Microsoft 2010).

Insbesondere bei den fluorochrommarkierten Schnitten wurde auf eine zeitnahe Auswertung
geachtet, da es im Verlauf zum Abblassen der Farbung und zunehmender Ausbildung von
Lufteinschliissen kam.

24



Material und Methoden

3.2 Hirn

3.2.1 Praparate

Es wurden Flachschnitte aus vier menschlichen Gehirnen untersucht (Tabelle 8). Diese wurden von
der Hirnbank (Brain-Bank) der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen mit Einverstandnis der
dortigen Ethikkommission zur Verfligung gestellt. Bei allen Fallen wurden zu Lebzeiten keine

neurologischen, insbesondere keine okulomotorischen Erkrankungen diagnostiziert.

Falle Ge- Todesursache Fixierung Einbettung Block
schlecht

FallH1 m 67 Linksherzversagen Paraformaldehyd Paraffin A2

FallH2 m 75 Akuter Paraformaldehyd Paraffin A2
Myokardinfarkt

FallH3 m 82 Linksherzversagen bei = Paraformaldehyd Paraffin 21
Hinterwandinfarkt

FallH4 m 62 Pankreaskarzinom mit = Paraformaldehyd Paraffin I
fortgeschrittener

Metastasierung
Tabelle 8: Verwendete Fdlle der Gehirnschnitte.

3.2.2  Praparation

An den bei der Obduktion entnommenen Gehirnen wurde der Bereich vom Diencephalon bis zum
Hirnstamm prapariert. Von den Praparaten wurden die Hirnhautreste entfernt, die zerebralen
Gefalle wurden von korpuskularen Blutbestandteilen gereinigt um spéatere Farbeartefakte,
insbesondere bei immunhistochemischen Farbungen durch deren tibermaRige endogene
Peroxidaseaktivitat zu minimalisieren (Bourne, 1983).

Die Praparate wurden fiir mindestens 7 Tage in Paraformaldehyd (in 0,1M PBS; pH 7,4) fixiert und
anschlielend in ein Zentimeter dicke Blocke geschnitten, entwassert und in Paraffin eingebettet.

3.2.3 Paraffinschnitte

Die Paraffinblocke wurden in regelmaRigen Serien in zehn bzw. flinf Mikrometer diinne Schnitte
geschnitten, im Wasserbad (Temperatur <50°C) gestreckt und auf ,Superfrost-plus“-Objekttrager
(Menzel GmbH, Braunschweig) aufgezogen. AnschlieRend wurden in regelmaRigen Abschnitten Nissl-
Farbungen durchgefiihrt, um in der Ubersicht die Ebene innerhalb des Okulomotoriuskerns zu
bestimmen. In ausgewdhlten Bereichen des Okulomotoriuskerns wurden benachbarte Flachschnitte
paarweise auf ChAT und Calretinin mittels immunhistochemischer ABM-Farbung angefarbt um
Neurone zu identifizieren, die sowohl ChAT als auch CR exprimieren.
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3.2.4 Nissl-Farbung

Zur ldentifizierung der Augenmuskelkerne und der Bestimmung der Ebenen innerhalb des
Okulomotoriuskerns wurden Nissl-Farbungen an den vorhandenen Paraffinschnitten der Hirnstimme
im Bereich des nlll in regelmaRigen Abstanden durchgefiihrt.

Die Paraffinschnitte wurden erst in Xylol entparaffiniert und dann in absteigender Alkoholreihe
(100%, 96%, 90%, 70% fiir je 10 min) rehydriert. Nach Spiilen in Aqua dest. wurden die Schnitte fiir
etwa 1-2 Minuten mit 0,5% Kresylviolett in einer Klivette gefarbt. Der basische Farbstoff bindet liber
eine lonenbindung an Bereiche des Zellkerns mit hohem Anteil an mRNA und rauem
endoplasmatischen Retikulum, aber auch an die Myelinscheiden. Nach kurzem Waschen in reinem
Aqua dest. und in Aqua dest. mit 3 Tropfen Eisessig fir flinf Minuten und anschlieRend nochmals
Aqua dest. wurden die Schnitte in aufsteigender Alkoholreihe (70%, 90%, 96% und 100% je 5
Minuten) wieder dehydriert. Der saure Eisessig dient einer Differenzierung der Farbung.
Insbesondere die Verweildauer der Schnitte im 96%igen Alkohol beeinflusst die Intensitat der
Farbung. Je langer sich die Schnitte im 96%igen Alkohol befinden, desto heller und differenzierter
erscheinen die Strukturen.

Nach Abschluss der Alkoholreihe wurden die Schnitte noch fiir 2x 15 Minuten in Xylol gegeben und
anschlieRend mit dem Eindeckmedium DPX eingedeckt.

3.2.5 Immunhistochemische Farbung mittels Avidin-Biotin-Methode

Nach Identifizierung des Nucleus oculomotorius in der Nissl-Farbung wurden in reprdsentativen
Ebenen benachbarte Schnittpaare zur Farbung auf ChAT oder Calretinin ausgewahlt. Die Schnitte
wurden in Xylol entparaffiniert und darauf in absteigender Alkoholreihe rehydriert. Zur
hitzeinduzierten Antigendemaskierung wurden die Schnitte in Citratpuffer (dreimal fiir 3 Minuten) in
der Mikrowelle gekocht. Durch das Verdampfen bzw. Uberkochen der Pufferldsung ist es nétig
zwischen den Intervallen Aqua dest. bzw. Pufferldsung nachzufillen, sodass die Schnitte vollstandig
mit Flissigkeit bedeckt bleiben und wahrend des Vorgangs nicht Austrocknen (Shi et al., 1991;
Cattoretti et al., 1992; Cattoretti et al., 1993; Munakata and Hendricks, 1993). Nach langsamen
Abkiihlen des Citratpuffers wurden die Schnitte mit TBS gewaschen und daraufhin die endogene
Peroxidase mit 1%igem H,0, in Methanol blockiert. Nach Spiilen mit TBS wurden die Schnitte mit
Normal Kaninchenserum (ChAT) bzw. Normal Ziegenserum (CR) prainkubiert und anschlieRend der
primare Antikérper (gegen ChAT bzw. Calretinin) aufgetragen und fir 48 Stunden bei 4°C
aufbewahrt.

Nach der Inkubation mit dem Primarantikérper wurden die Schnitte mit TBS gesplilt und der
biotinilierte Sekundarantikérper auf die Schnitte gegeben und inkubiert. Nach Spiilen mit TBS wurde
die 30 Minuten vorher angesetzte Extravidin-Peroxidase auf die Schnitte aufgetragen und nach einer
Stunde bei Raumtemperatur mit TBS abgewaschen. AnschlieRend wurde die DAB-Nickel-L6sung mit
H,0, aufgetragen und so die Farbreaktion gestartet (s.0.). Unter Mikroskopkontrolle wurde die
Reaktion nach etwa 10 Minuten mit Auftragen von TBS und anschlieRend Aqua dest. gestoppt. Nach
dem Trocknen wurden die Schnitte dehydriert (aufsteigende Alkoholreihe und Xylol) und
abschlieRend in DPX eingedeckt (Tabelle 9 und Tabelle 10) (siehe Farbeprotokoll Abschnitt 7.4.5).

26



Material und Methoden

Calretinin Prainkubation Primarer Sekundarer Extravidin- Chromogen
(1h bei RT) Antikorper Antikorper Peroxidase
(48h bei 4°C)  (1h bei RT) (1h bei RT)
5% Normal Kaninchen Biot. Ziege anti-  Extravidin-  DAB-Nickel
Ziegenserum anti-CR Kaninchen Peroxidase
(1:2500) (1:200) (1:1000)

Tabelle 9: Ubersicht der DAB-Férbung der Hirnschnitte auf Calretinin.

Prainkubation Primarer Sekundarer Extravidin- Chromogen
(1h bei RT) Antikorper Antikérper Peroxidase

(48h bei 4°C)  (1h bei RT) (1h bei RT)
5% Normal Ziege anti- Biot. Kaninchen  Extravidin-  DAB-Nickel
Kaninchen ChAT (1:50) anti-Ziege Peroxidase
Serum (1:100) (1:1000)

Tabelle 10: Ubersicht der DAB-Férbung der Hirnschnitte auf ChAT.

3.2.6  Auswertung der Hirnschnitte

Um die angefertigten Hirnstammschnitte zu analysieren wurden diese mit einem Slide-Scanner
(MIRAX SCAN, Carl Zeiss, Microlmaging GmbH, Deutschland) digitalisiert und am PC mit einer
Software (Panoramic Viewer, 3D Histech, Budapest) ausgewertet.

Auf diese Weise wurden die digitalisierten Bilder korrespondierender Areale benachbarter
Hirnstammschnitte, die entweder auf ChAT oder Calretinin angefarbt waren gleichzeitig am PC
aufgerufen und bei gleicher VergroRerung aneinandergekoppelt. Bei hoher VergroRerung konnten
dann korrespondierende Detailansichten beider Schnitte miteinander verglichen werden und
einzelne Neurone auf die Expression von ChAT und CR untersucht werden. Jede doppeltmarkierte
Zelle im Bereich des Nucleus oculomotorius wurde dann geplottet.
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4. Ergebnisse

4.1 Extraokuldare Muskulatur

4.1.1 MalRe der Muskelsehnentlibergange der geraden EOM

Vor der Ablosung der Muskeln vom Bulbus oculi wurde an den einzelnen geraden Augenmuskeln die
Lange des Muskelsehneniibergangs bestimmt. Dabei wurden die Abstdande der Iris zum
Muskelanfang, sowie zum Sehnenanfang gemessen (Abbildung 16 und Tabelle 11). Dabei zeigte sich
die kiirzeste Distanz von Muskel zu Iris im M. rectus medialis, die langste Distanz im M. rectus
lateralis. Der obere und der untere gerade Augenmuskel (SR und IR) befanden sich dabeiim
Mittelfeld.

\ Abbildung 16: Schematische Darstellung der gemessenen Abstandswerte. Gemessen
. wurde der Abstand zwischen Muskelspitze zur Iris (MS-1), zwischen proximalstem
\ Ende des Muskels und der Iris (M-1) und Abstand zwischen Sehnenansatz und Iris (S-1)
an den einzelnen geraden Augenmuskeln.

MR 13 18 8
LR 20 23 9
SR 16 20 8
IR 18 21 7

Tabelle 11: Ubersicht iiber die gemessenen Abstandswerte der geraden EOM in mm.

4.1.2 Identifizierung der Muskelsehneniibergange

Die van Gieson-Farbung diente der Auswahl von Augenmuskelschnitten, die einen
Muskelsehneniibergang aufwiesen. Die van Gieson-Farbung wurde in regelmaRigen Abschnitten bei
den angefertigten Flachschnitten der Augenmuskeln durchgefiihrt. Die Muskelfasern zeigten sich in
der van Gieson-Farbung in einer orangen bis braunlichen Farbung (Abbildung 17, Stern), wahrend die
Sehnenzige sich in kraftigem Rot darstellten (Abbildung 17, Pfeil). Dazwischen erschien lockeres
Bindegewebe, in einer schwacheren Anfarbung in Rosa (Abbildung 17, Pfeilspitze). In einer geringen
VergréRerungsstufe lieRen sich im Mikroskop die Muskelsehneniibergédnge in der Ubersicht gut
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identifizieren. Aus den Ebenen die einen Muskelsehneniibergang enthielten wurden Schnitte
ausgewahlt, die anschlieBend immunhistochemisch angefarbt wurden.

Abbildung 17: Van Gieson-Firbung. Dargestellt ist in unterschiedlicher Vergréferung (A und B) der Ubergang der
brdunlichen Muskelfasern (Stern) in die intensiv Rot angefédrbten Sehnenfasern (Pfeil). Das Bindegewebe erscheint in
einem schwachen Rosa (Pfeilkopf). Fall A10, Schnitt 30, IR.

4.1.3 Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Augenmuskelschnitte

Nach Auswahl der geeigneten Augenmuskelschnitte mittels van Gieson-Farbung wurden mehrere
Schnitte aus verschiedenen Fallen in den einzelnen Farbeserien bearbeitet. Insbesondere in der
Fluoreszenzfarbung zeigten sich in den verschiedenen Schnitten deutliche Unterschiede in der
Anfarbbarkeit, sodass nur ein Teil der gefarbten Schnitte ausgewertet werden konnte. So zeigten
bestimmte Falle eine sehr schwache Anfarbung, die nur zum Teil nach Anpassung der
Konzentrationen der Antikdrper verbessert wurde. Auch fand sich in manchen Féllen eine sehr hohe
Konzentration an Lipofuszin, die ebenfalls eine Auswertung in der Fluoreszenzfarbung deutlich
erschwerte. Bei Lipofuszin handelt es sich um eine Ansammlung intralysosomaler Proteinreste, die,
gefordert von oxidativen Stress, entstehen (Brunk and Terman, 2002; Hutter et al., 2007; Jung et al.,
2007). Die Schnitte, die eine zu schwache Anfarbung, bzw. einen zu hohen Anteil an Lipofuszin
aufwiesen werden in dieser Arbeit nicht weiter aufgefihrt.

Anzumerken ist, dass bei den Fallen, die in Methanol fixiert waren kein Unterschied in der
Anfarbbarkeit zu den Féllen die in 4% PFA fixiert wurden zu finden war.
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4.1.4 Identifizierung von Nervenendigungen in den extraokuldaren Muskeln mit SNAP-25

Mit der Immunfarbung auf SNAP-25 wurde die gesamte Innervation identifiziert. So zeigten sich die
eintretenden Axone des jeweiligen Augenmuskelnervs, die sich im weiteren Verlauf im Muskel
aufzweigen und an den einzelnen Muskelfasern enden. Mittels SNAP-25-Antikorpern konnten alle
Axone und Nervenendigungen dargestellt werden.

An den Muskelfasern zeigten sich in der SNAP-25-Farbung unter anderem charakteristische
motorische Nervenendigungen. Die en plaque-Endigungen konzentrierten sich vor allem im zentralen
Bereich des Muskels und bildeten ein breites Band groRRer Endigungskomplexe (Abbildung 18, A). Die
feineren en grappe-Endigungen fanden sich als kleinere Terminalen UGber die ganze Lange einzelner
Muskelfasern verteilt (Abbildung 18, B). Dabei zog die Nervenfaser relativ parallel an der Muskelfaser
entlang bis in die distalen Bereiche und kontrahiert die Muskelfaser tiber rundliche Varikositaten. Die
en grappe-Endigungen fanden sich mit Non-twitch-Muskelfasern assoziiert, die mit einem Antikorper
auf Myosin-Schwerketten Typ ,,slow” (SMHC) angefarbt waren. Die en plaque-Endigungen hatten
dabei im Vergleich zu den en grappe-Endigungen einen etwa doppelt so groRen Durchmesser und
zweigten sich kurz vor dem Ansetzen an SMHC-negativen Muskelfasern wie eine Baumkrone auf und
bildeten einen singuldaren Muskelendplattenkomplex aus. Sowohl en plaque- wie auch en grappe-
Endigungen bilden motorische Nervenendigungen und konnten alternativ mit einer ChAT-Farbung
dargestellt werden.

. ol
sﬁ“ .7“ | sMHC

SNAP-25 - Sopm - SNAP-25 50pm

Abbildung 18: Aufnahme einer en plaque- (Bild A) und en grappe- (Bild B) Endigung im Hellfeld. In Schwarz
stellt sich SNAP-25 dar, in Rotbraun SMHC. Die en plaque-Endigung (Pfeil Bild A) setzt wie eine Baumkrone an
einer SMHC-negativen Muskelfaser (schwarzer Stern) an. Die en grappe-Endigung (Pfeile Bild B) setzt (iber die
gesamte Muskelfaserlinge einer SMHC-positiven Muskelfaser (gelber Stern) mittels kleiner Varikositéten an.
(Bild A: Fall A15, Schnitt 63; Bild B: Fall A15,Schnitt 31).

Neben den zwei prominenten motorischen Endigungstypen fanden sich sogenannte
Spiralendigungen, wie sie schon von Daniel beschrieben wurden, an einigen Muskelfasern (Daniel,
1946). Diese umwanden einzelne Muskelfasern mehrfach und konnten durch die fehlende
Ausbildung von breiten Endigungen und das Fehlen einer Bindegewebskapsel von Muskelspindeln
unterschieden werden. Die Axone wanden sich dabei unterschiedlich hdufig um die einzelnen
Muskelfasern und bildeten am Ende feine fingerformige Terminalen aus, die einer Motorendplatte
ahneln. Die Spiralendigungen fanden sich gehauft im zentralen und intermedidren Bereich des
jeweiligen Augenmuskels, selten im Bereich des Muskelsehneniiberganges.
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Doppelimmunperoxidase-Farbungen auf SNAP-25 und SMHC, bzw. Calretinin und SMHC (Abbildung
19 A) zeigten, dass die Spiralendigungen mit Non-twitch-Muskelfasern assoziiert sind.

Abbildung 19: Bild A: Spiralendigungen (Pfeile) wanden sich mehrmals um SMHC-positive Muskelfasern (heller Stern). Im MR
und IR konnten dabei Calretinin-positive Exemplare gefunden werden. Zum Vergleich SMHC-negative Muskelfaser (dunkler
Stern) (Fall A12 MR, Schnitt 81). Bild B: Am distalen Muskelsehneniibergang (Dreieck liegt in der Sehne) finden sich in der
globalen Schicht an einer SMHC-positiven Muskelfaser (heller Stern) eine Palisadenendigung (Pfeil). Die Nervenfaser schldgt
distal um 180° um und setzt kappenartig (K im Pfeil) an der Muskelfaser an (Fall A4 SO rechts, Schnitt 56).

Die Palisadenendigungen zeigten sich klassisch als Axone, die vom zentralen Muskelbereich zum
distalen bzw. proximalen Muskelabschnitt ziehen (Abbildung 19, B). Am Ubergang von einer
Muskelfaser in die Sehne schlagen die Nervenfasern um 180 ° um und setzen sich kappenartig auf
das Ende der Muskelfaser. Der Umschlag ist dabei zum Teil nur recht kurz ausgepragt, aber es finden
sich auch Nervenfaserumschlage, die weit in den sehnigen Anteil des Muskels laufen (oft bis zu 150
pum). Dabei verzweigt sich das Axon nach dem Umschlag oft kurz vor der Muskelfaser und bildet an
der Muskelfaser feine Terminalen aus, die sich als langliche Auftreibungen zeigen. An einigen
Palisadenendigungen konnten am Axon vor dem Umschlag en grappe-adhnliche Auftreibungen
gesehen werden. Die systematische Analyse zeigte, dass nicht an allen Ubergéngen von Muskelfasern
zu Kollagenfasern der Sehne, Palisadenendigungen auftreten. In der Ubersicht fanden sich in den
geraden Augenmuskeln mehr Palisadenendigungen als in den schragen Augenmuskeln. In
vergleichsweise hoher Zahl fanden sich die Endigungen im M. rectus medialis. Palisadenendigungen
zeigten sich regelmalRig an SMHC-positiven Muskelfasern, es konnten allerdings auch Exemplare an
SMHC-negativen Muskelfasern gefunden werden.

Im zentralen Bereich der Augenmuskeln, nahe der Nerveneintrittsstelle konnten auRerdem noch
Nervenkontakte identifiziert werden, die spezielle fokale Endigungen bildeten, die sich aber klar von
den en plaque-Endigungen unterschieden (Abbildung 20, A). Diese Endigungen zogen vom
Nerveneintrittsbereich iber eine kurze Strecke in den mittleren Bereich des Muskels und setzten sich
ahnlich einer Palisadenendigung kappenartig auf das proximale Ende einer Muskelfaser auf, ohne
dass es im Verlauf zu einem Umschlag kdme. Diese zeigten sich auch in der ChAT-Farbung. Die
Endigungen fanden sich an SMHC-negativen Muskelfasern, und waren deshalb vermutlich Twitch-
Fasern.
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In einzelnen Schnitten konnten Muskelspindeln nachgewiesen werden (Abbildung 20, B). Dabei
werden die diinnen intrafusalen Muskelfasern von einem Axon umschlugen, das dabei viele
Nervenendigungen entlang der gesamten Muskelfaser ausbildet. In der
Doppelimmunperoxidasefarbung zeigte sich, dass die intrafusale Muskelfaser SMHC-positiv ist. Es
traten oft mehrere Muskelspindeln in einem Bereich gehauft auf.

7

SMHC
Calretiiin

Abbildung 20: Bild A: In der Calretininfdrbung zeigt sich an SMHC-negativen Muskelfasern (dunkler Stern) eine spezielle
fokale Endigung (Pfeil) im IR (Fall A13, Schnitt 51). Bild B: Hier kénnen Muskelspindeln (Pfeile) gefunden werden. Die
Nervenendigungen setzten an SMHC-positiven intrafusalen Muskelfasern (heller Stern) an. Zum Vergleich SMHC-
negative Muskelfasern (dunkler Stern), (Fall A16, Schnitt 72).

Calretinin

Abbildung 21: Doppelimmunfluoreszenzfdrbung auf ChAT (A, rot) und Calretinin (B, griin) des IR (Fall A13,
Schnitt 113). Die Ausschnitte zeigen eine ChAT-exprimierende en plaque-Endigung (Pfeil), die im zentralen
Bereich des Muskels an einer Muskelfaser ansetzt. Das Axon der Endigung wirkt gréber als bei den en grappe-
Endigungen. Die Nervenfaser zweigt sich direkt an der Muskelfaser baumartig auf und setzt fokal an der
Muskelfaser an. Die en plaque-Endigung zeigt keine Calretinin-Exprimierung.
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Calretinin

Abbildung 22: Schnitt des MR (Fall A13, Schnitt 132) mit Darstellung einer SNAP-25 (A, rot) und Calretinin (B,
griin) doppelmarkierten en grappe-Endigung (Pfeil). Die Endigung verlduft entlang der Muskelfaser und bildet
liber die ganze Ldnge feine Terminalen aus.

4.1.5 Identifizierung von Nervenendigungen in den extraokularen Muskeln mit Calretinin

Zur ldentifizierung moglicher Calretinin-positiver Nervenendigungen wurden
Doppelimmunfluoreszenzfarbungen mit SNAP-25, als Marker fir die gesamte Innervation zusammen
mit Calretinin an ausgewahlten Schnitten aller Augenmuskeln durchgefiihrt. Die systematische
Analyse aller duBeren Augenmuskeln zeigte, dass eine Calretinin-Expression nur in einigen
Augenmuskeln und dort nur in bestimmten Nervenendigungen auftrat, die im Folgenden
beschrieben wird.

Bereits in der Ubersicht zeigte sich im MR ein groRerer Anteil von Calretinin-positiven Nervenfasern
und etwas geringer im IR. In den anderen Augenmuskeln fanden sich nur wenige Calretinin-positive
Nervenfasern. Im Folgenden wird die Calretinin-Expression der einzelnen Nervenendigungstypen
genauer abgehandelt.

Zunéchst erbrachte die Analyse aller Nervenendigungstypen in allen Augenmuskeln, dass die en
plaque-Endigungen grundsatzlich keine Calretinin-Immunreaktivitdt exprimieren (Abbildung 21).

Nur im MR und IR wurden en grappe-Endigungen und Spiralendigungen identifiziert, die Calretinin-
positiv sind. Daneben fanden sich fiir beide Nervenendigungstypen auch Calretinin-negative Formen.
(Abbildung 22, Abbildung 23 und Abbildung 24).
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Calretinin

Calretinin

Abbildung 23: Oben: Doppelimmunfluoreszenzférbung auf ChAT (A, rot) und Calretinin (B, griin) im 10 (Fall A13, Schnitt 93).
Auch im peripheren Bereich (Stern liegt in Sehne) des Muskels zeigen sich en grappe-Endigungen (Pfeil).
Unten: Doppelimmunfluoreszenzfdrbung auf SNAP-25 (C, rot) und Calretinin (D, griin) im SR (Fall A12, Schnitt 61). Die

motorischen en grappe-Endigungen (Pfeil) zeichnen sich durch feine Terminalen entlang der gesamten Muskelfaser aus. Hier
zeigt sich in beiden Fdllen keine Calretininexpression.
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Cal}etinin

Abbildung 24: Oben: Im MR (Fall A2, Schnitt 63) zeigt sich eine doppelmarkierte SNAP-25 (A, rot) und Calretinin (B, griin)
exprimierende Spiralendigung. Die Nervenendigung (Pfeil) windet sich wiederholt um die Muskelfaser (Stern) und bildet
insbesondere am Ende feine Terminalen (Pfeilspitze) aus. Hier findet sich aufserdem eine hoher Anteil an Lipofuszin (gelber Pfeil).
Unten zeigt sich im 10 (Fall A1, Schnitt 65) mit ChAT (C, rot) und Calretinin (D, griin) Fluoreszenzfdrbung eine ChAT-positive
Spiralendigung (Pfeil), die sich mehrmals um eine Muskelfaser (Stern) windet und kein Calretinin exprimiert.

Die detaillierte Analyse der PEs ergab, dass nur im MR und IR Calretinin-positive PEs nachweisbar
waren. Wie fiir die en grappe- und Spiralendigungen, sind neben den Calretinin-exprimierenden PEs
auch Calretinin-negative PEs gefunden worden, unabhangig ob diese am proximalen oder distalen
MSU lagen (Abbildung 25 und Abbildung 26).

Fokus der vorliegenden Arbeit lag auf der Identifizierung Calretinin-positiver Nervenendigungen mit
Etablierung der Farbemethoden, weshalb keine systematische quantitative Studie durchgefiihrt
wurde, die neues Material erforderlich gemacht hatte. Eine vorldaufige Abschatzung erbrachte, dass
im MR etwa 70% der identifizierten PEs Calretinin-positiv waren, im IR etwa 50%. Ahnliche
Beobachtungen wurden fir die en grappe-Endigungen im MR und IR gemacht.

Ein Gberraschender Befund war die Calretinin-Expression in einer Gruppe von speziellen fokalen
Endigungen an Twitch-Muskelfasern nah der Nerveneintrittsstelle im Muskelbauch, die in allen
Muskeln nachweisbar waren (Abbildung 27). Diese Terminalen unterschieden sich von den en
plague-Endigungen indem sie kleiner waren und die Muskelfasern nicht komplett umgriffen. Dabei
zeigten sie sich in manchen Schnitten eher im mittleren Bereich, in anderen eher an den Randern des
Muskels. In allen Augenmuskeln wurden Calretinin-positive und Calretinin-negative spezielle fokale
Endigungen nachgewiesen.
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Nur im MR und IR fanden sich in den wenigen nachgewiesenen Muskelspindeln Calretinin-positive
annulospirale Endigungen an den intrafusalen Muskelfasern. Daneben wurden aber auch
Muskelspindeln gefunden, die keinerlei Calretinin-Expression zeigten (Abbildung 28).

Bei den Nervenendigungen die in einer Calretinin-exprimierenden und nicht-Calretinin-
exprimierenden Form (en grappe-Fasern, Palisadenendigungen, , spezielle fokale Endigungen”,
annulospiralen Endigungen der Muskelspindeln und Spiralendigungen) auftraten, fanden sich bei der
Analyse in hoher VergréRerung keine erkennbaren Unterschiede in der Gestalt der
Nervenfaserendigungen. Doppelfarbungen auf ChAT und Calretinin zeigten, dass alle oben
genannten identifizierten Calretinin-positiven Endigungen auch cholinerg sind, ebenso wie die
Calretinin-negativen Exemplare. Erwartungsgemall wurden mit der Anfarbung auf ChAT ebenso en
plague- und en grappe-Endigungen dargestellt. Ebenso zeigten die , fokalen Endigungen” und
Spiralendigungen eine ChAT-Immunfarbung.

Calretinin

Calretinin

Abbildung 25: Oben: Abbildung einer Calretinin-positiven Palisadenendigung (Pfeile) im MR (Fall A4, Schnitt 65) am
distalen Muskelsehneniibergang. Anfdrbung auf SNAP-25 (A, rot) und Calretinin (B, griin). Die Endigung schldgt distal im
Bereich der Sehne (Stern) um und setzt dann kappenartig auf die Muskelfaser auf. Lipofuszinablagerungen (Pfeilspitze)
zeigten sich im FluoreszenZfilter fiir Calretinin deutlich als gelbe Ablagerung, wéhrend es sich im Filter fiir SNAP-25 nur
schwer von den markierten Strukturen abgrenzen liesen. Unten: SNAP-25- (C, rot) positive und Calretinin- (D, griin)
negative Palisadenendigung (Pfeil) im SR (Fall A12, Schnitt 121).
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Calretinin

Abbildung 26: Oben: Distaler Muskelsehneniibergang im SO (Fall A4, Schnitt 52). Anfdrbung auf ChAT (A, rot) und Calretinin
(B, griin). Muskelfaser mit einer ChAT-exprimierenden Palisadenendigung (Pfeil mit offener Spitze), die keine
Calretininanfdrbung zeigt. Auffdllig sind dabei die feinen Auftreibungen der Nervenfaser vor dem Umschlag (Pfeil mit
geschlossener Spitze), die an eine en grappe-Endigung erinnern. Unten: ChAT (C, rot) und CR (D, griin) exprimierende

Palisadenendigung (Pfeil) im MR (Fall A4, Schnitt 77). Der Umschlag der PEs verlduft dabei beide Male in der Sehne (Stern).
Hier findet sich auch Lipofuszin (Pfeilspitze).
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Calretinin

Calretinin

Abbildung 27: Im Bereich des Nerveneintritts in den Muskel finden sich "spezielle fokale Endigungen”. Oben zeigt sich
eine SNAP-25 (A, rot) und Calretinin (B, griin) exprimierende "spezielle fokale Endigung” (Pfeil) im IR (Fall A8, Schnitt
37). Die Nervenendigung setzt hier im Bereich des Nerveneintritts an einer Muskelfaser (Stern) kappenartig an. Unten:
Eine Calretinin- (D, griin) negative und SNAP-25- (C, rot) positive Endigung (Pfeil), die direkt zu einer Muskelfaser
(Stern) zieht und an der Muskelfaser ansetzt. (Fall A6, LR, Schnitt 47).
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Abbildung 28: Oben: Muskelspindel (Pfeile) im MR (Fall A13, Schnitt 122) die sich sowohl auf SNAP-25 (A, rot) als auch
Calretinin (B, griin) anfdrben ldsst. Es finden sich tber die gesamte intrafusale Muskelfaser hinweg zahlreiche
Terminalen. Unten: Neben Calretinin-exprimierenden Muskelspindeln zeigten sich auch Spindeln, die nur in der SNAP-
25-Fdrbung (D, griin), nicht aber in der Calretinin-Fdrbung (C, rot) sichtbar waren. Hier ein Anschnitt einer
Muskelspindel (Pfeile) im IR (Fall A8, Schnitt 48), die reichlich feine Terminalen an der intrafusalen Muskelfaser (Stern)
ausbildet.

In den GefaRwanden aller Muskeln konnten auBerdem feine Axone identifiziert werden, die eine
Anfarbung auf Calretinin aufwiesen. Die Doppelfarbung SNAP-25 und Calretinin zeigte aber auch,
dass es zusatzlich Calretinin-negative Axone in den GefdBwanden gab. Alle Nervenendigungen in den
GefaBwanden zeigten keine ChAT-Expression (Abbildung 29). Neben der BlutgefdRinnervation
konnten auch feine Nervenendigungen zwischen den Muskelfasern gesehen werden, die kein ChAT
exprimieren, und somit keine motorischen Endigungen reprasentieren (Abbildung 30).
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Abbildung 29: In den Gefdfswdnden ziehen feine Nervenfasern (Pfeil), die Calretinin (A, griin) exprimieren, allerdings kein
ChAT (B, rot). Wie hier im SR finden sich diese Fasern in den Gefdfwdnden aller Muskeln (Fall A6, Schnitt 85). Das Gef6f3lumen
ist mit ,L“ markiert.

Calretinin

Abbildung 30: Zwischen den Muskelfasern zeigen sich in allen dufseren Augenmuskeln immer wieder feine CR (A, griin)
positive, aber ChAT (B, rot) negative Nervenfasern (Pfeile). Fall A6, Schnitt 85, SR.

Die verwendeten Schnitte wurden vor Anfarbung entweder in Methanol oder in PFA fixiert. Bei der
Anfarbbarkeit mit den fluoreszenzmarkierten Antikdrpern zeigte sich zwischen den unterschiedlich
fixierten Schnitten kein Unterschied.

En grappe En grappe Spiralen Spiralen Veg. Fasern Veg. Fasern
CR - CR+

LR + - + - + - + +
IR + + + + + + + +
SR + - + - + - + +
10 + - + - + - + +
SO + - + - + - + +

Tabelle 12: Vorkommen (+) bzw. Abwesenheit (-) von Nervenendigungen, die sowohl in einer Calretinin-exprimierenden
(CR+) und nicht Calretinin-exprimierenden (CR-) Form vorkommen in den verschiedenen dufSeren Augenmuskeln.
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Nervenendigung Proximaler Nervenein- Zentraler Intermedidrer Distaler
Bereich tritt Bereich Bereich Bereich

En plaque - -+ ++ - _

En grappe + + + + +

PE + = - - +

»fokale Endigungen” - ++ -+ - -

Spiralendigungen -+ + ++ + -+

Tabelle 13: Ubersicht iiber das Vorkommen der einzelnen Nervenendigungen im Lingsverlauf der EOM. Semiquantitative
Einteilung in sehr héufigem (++), héufigem (+), seltenem (- +) und fehlendem (-) Vorkommen im bezeichneten Gebiet.

4.2 Auswertung der Gehirnschnitte

Entsprechend der Befunde am Rhesusaffen sollten im menschlichen Hirnstamm die Zellkérper der
Palisadenendigungen des MR und/oder IR in der Peripherie des nlll identifiziert werden. Die in der
vorliegenden Arbeit gefundene Calretinin-Expression einer grofen Gruppe von Palisadenendigungen
diente dabei als histochemischer Marker.

1 23A3B 45

|

/(

N | | | Abbildung 31: Orientierend an der Ebeneneinteilung
des ,Olszewski Hirnstammatlas“ wurden auch in
dieser Arbeit représentative Schnitte aus den

- markierten Ebenen ausgewdhlt (Biittner-Ennever and
Horn, 2014).

Mit Hilfe einer Kresylviolettfarbung wurde zundchst der nlll in seiner gesamten rostro-caudalen
Ausdehnung in den Hirnstammschnitten identifiziert. Auf verschiedenen Schnittebenen durch den
nlll wurden jeweils diinne benachbarte Paraffinschnitte die auf Calretinin oder ChAT
immunhistochemisch angefarbt worden waren, auf die Expression beider Marker analysiert. Die
ausgewadhlten Ebenen orientieren sich an der Schnittfihrung des Hirnstammatlas von Baxter und
Olszewski (Buttner-Ennever and Horn, 2014) (Abbildung 31). Als Richtstrukturen dienten neben dem
nlil der NP, CCN und der EW (Abbildung 32).

Abbildung 32 (folgende Seite): Ebeneneinteilung anhand von Nisslschnitten. Markiert sind neben dem Ncl. oculomotorius
(nlll) der Ncl. Perlia (NP), der Ncl. Centralis caudalis (CCN) und der Edinger-Westphal-Kern (EWcp und EWpg).
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® ChAT&CR Neuron

® ChAT Neuron

Abbildung 33: Markierte Neurone in den verschiedenen Ebenen. Rein ChAT-positive Neurone (blau) und doppeltmarkierte
Neurone (rot) beispielhaft an Fall H3. Der nlll, NP und CCN sind eingefasst. Die doppelmarkierten Neurone sind dabei in
der Ebene 2-4 zu finden, und liegen entlang des medialen Randes des nlll.
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Ebene 1 Ebene 2 Ebene 3A Ebene 3B Ebene 4 Ebene 5
Fall H3 Fall H3 Fall H3 Fall H3 Fall H3 Fall H3
1003-1004 (0) 920-921 (3) 907-908 (0)  832-833(2) 760-761 (1) 691-692 (0)

Fall H4 Fall H3 Fall H4 Fall H4

234-235 (0) 874-875 (2) 460-461 (1) 496-497 (2)

Fall H2 Fall H4

795-796 (4) 307-308 (1)

Fall H1 Fall H2

452-453 (2) 843-844 (1)

Tabelle 14: Ausgewertete ChAT/CR-Schnittpaare nach Ebenen sortiert. In Klammern ist die Anzahl der gefundenen
doppeltmarkierten Neurone.

In der ChAT-Farbung zeigten sich innerhalb der Kerngrenzen des nlll die Motoneurone als
mittelgrofle multipolare Neurone. AulRerhalb der medialen Kerngrenzen zwischen den beiden nlll
lagen kleinere, eher ovale ChAT-positive Neurone, die bisher als die Motoneurone der multipel-
innervierten Non-twitch-Muskelfasern betrachtet wurden (Horn et al., 2008).

Die Detailanalyse der CR- und ChAT-Immunreaktivitat in diinnen benachbarten Schnitten zeigte
folgende Neuronentypen: mittelgroBe multiforme Neurone im nlll, die nur ChAT-positiv sind und die
Motoneurone der Twitch-Muskelfasern reprasentieren, die sie Gber en plague-Endigungen
innervieren (Abbildung 34). Vereinzelt fanden sich ChAT-positive Neurone im nlll, die auch CR
enthielten und den klassischen Motoneuronen dhnlich waren (Abbildung 35). In der vergleichenden
Detailanalyse der kleineren ChAT-immunreaktiven Neurone auRerhalb der Kerngrenzen zwischen
den beiden nlll konnte eine kleine Gruppe von Neuronen mit einer zusatzlichen Calretinin-
Immunreaktivitat identifiziert werden, die vermutlich die Zellkérper der CR-positiven
Palisadenendigungen im MR und IR représentieren (Abbildung 36).

Die doppelt markierten Neurone finden sich vor allem im mittleren Bereich in der rostro-caudalen
Ausdehnung des nlll in den Ebenen 2-4, nicht jedoch in den weiter rostral bzw. kaudal gelegenen
Ebenen 5 und 1. Die meisten doppeltmarkierten Neurone lagen zwischen dem NP und dem nlll, bzw.
dorsal zum NP zwischen den Okulomotoriuskernen (Abbildung 37). Obwohl aufgrund methodischer
Schwierigkeiten nur wenige benachbarte Schnittpaare erfolgreich auf ChAT und CR angefarbt werden
konnten, so lagen die als doppelt-markiert identifizierten Neurone in allen 5 Fallen in ahnlicher
Lokalisation zwischen den beiden nlll.
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Abbildung 34: Beispiel Twitch-Neurone. In der Calretinin-Fdrbung (A) zeigen sich im Ausschnitt keine markierten
Neurone im Bereich des klassischen Ncl. oculomotorius, die sich in der ChAT-Fédrbung im Nachbarschnitt (B)
identifizieren lassen (Pfeilpaar). In der Ubersicht in ChAT-Férbung (C) ist der Bereich der vergréfierten

Ausschnitte (A und B) mit einem roten Rechteck markiert, das Aquddukt ist mit ,,aq” markiert. Fall H2, ChAT
795, CR 796.
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Abbildung 35: Darstellung eines Calretinin- und ChAT-positiven Neurons (Pfeil). Das Neuron findet sich im Ncl.
oculomotorius, umgeben von rein ChAT-exprimierenden Neuronen. Zur Orientierung dient ein Gefdfs (mit Stern
markiert). Calretinin-Férbung (A), ChAT-Féirbung (B) und Ubersicht in ChAT-Férbung des Ncl. oculomotorius (nlll)
unterhalb des Aquddukts (aq), Rechteck markiert den vergréfSerten Bereich (C). Fall H2, CR 796, ChAT 795.
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Abbildung 36: Beispiel doppelmarkierter Neurone. In der Calretinin-Férbung (A) zeigen sich im Ausschnitt zwei Neurone,
die sich in der ChAT-Fdrbung im Nachbarschnitt (B) wieder mittels ChAT identifizieren lassen (jeweils blaues und
schwarzes Pfeilpaar). In der Ubersicht in der ChAT-Férbung zeigt sich die Lokalisation der doppelt markierten Neurone

im Bereich zwischen den Okulomotoriuskernen (Bereich rot markiert). Die Schnitte befinden sich im Bereich der Ebene 2
des nlll. Fall H2, CR 796, ChAT 795.

Ebene 2 A Ebene 3 B

nlll— C ol

Abbildung 37: Schematische Ubersicht iiber alle doppeltmarkierten Neurone in Ebene 2 (A) und Ebene 3 (B).
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Innervation der EOM beim Menschen auf Expression des
calcium-bindenden Proteins Calretinin untersucht. Dabei lag der Fokus auf der Untersuchung der
Palisadenendigungen. In allen duBeren Augenmuskeln konnten Calretinin-negative
Palisadenendigungen gezeigt werden, nur im M. rectus medialis und M. rectus inferior wurde
zusatzlich eine Gruppe Calretinin-positiver PEs gefunden. In den extraokularen Muskeln konnte
zudem gezeigt werden, dass en plaque-Endigungen stets Calretinin-negativ sind. En grappe-
Endigungen, Spiralendigungen und Muskelspindeln traten wie die Palisadenendigungen in einer
Calretinin-positiven und -negativen Form auf. In allen Augenmuskeln konnten diinne Calretinin-
positive Nervenfasern in den GefaBwanden und zwischen den Muskelfasern identifiziert werden, die
kein ChAT exprimieren.

In einem Versuch, die Zellkérper der Calretinin-positiven Palisadenendigungen zu identifizieren,
wurden Doppelfarbungen auf Calretinin und ChAT auf Mittelhirnschnitten mit dem
Okulomotoriuskern (nlll) durchgefiihrt. An den medialen Randern auRerhalb der Kerngrenzen des nlll
fand sich eine Gruppe kleinerer Neurone, die zugleich eine Calretinin- und ChAT-Immunoreaktivitat
zeigten, und auf Grundlage der Befunde am Affen als Zellkdrper der Calretinin-positiven
Palisadenendigungen im M. rectus medialis und inferior angenommen werden (Lienbacher, 2012).

5.1 Methodische Probleme

Das verwendete post mortem Gewebe, das zur Auswertung verwendet wurde, war von sehr
unterschiedlicher Giite, auch bedingt durch unterschiedlich lange post mortem Zeiten vor der
Fixation. Die Immunfarbung, sowohl an der Augenmuskulatur, als auch an den Gehirnschnitten,
flhrte daher zu qualitativ unterschiedlich guten Ergebnissen, die die Auswertung erschwerten.

In den Augenmuskeln, aber auch in den Gehirnschnitten, zeigten sich im Gewebe regelmaRig
Lipofuszinablagerungen. Gefordert von oxidativen Stress kommt es zur Ansammlung von Lipofuszin
(Brunk and Terman, 2002). Dabei handelt es sich um intralysosomale, quervernetzte Proteinreste, die
sich mit zunehmenden Alter in Zellen ansammeln (Hutter et al., 2007; Jung et al., 2007). Die
Ablagerungen fanden sich in unterschiedlicher Intensitat in den verschiedenen Praparaten,
besonders bei hohem Alter der Spender (Jung et al., 2007). Dies fiihrte zu einer erschwerten
Auswertung, insbesondere der Immunfluoreszenzfarbungen in den Augenmuskelschnitten, wo die
Lipofuszinablagerungen sehr deutlich sichtbar waren. Um eine Fehlbeurteilung der angefarbten
fluoreszierenden Strukturen auszuschliefen, wurden diese immer auch mit anderen
Fluoreszenzfiltern betrachtet, denn Lipofuszin-Granula waren mit allen Fluoreszenzfiltern erkennbar.
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5.2 Darstellung der Innervation der EOM mittels SNAP-25-Antik6rpern

Alle sensorischen, motorischen und vegetativen Nervenendigungen der EOM lassen sich in
verschiedenen Tierspezies mit Antikorpern gegen SNAP-25 komplett anfarben (Eberhorn et al.,
2005b). SNAP-25 ist ein Synaptosomen-assoziiertes Protein, das die Fusion der synaptischen Vesikel
mit der Membran an der Prasynapse bei der Transmitterausschiittung vermittelt und in Axon und
Terminale nachweisbar ist (Sudhof, 2004). Unter Anwendung dieser Antikdrperfarbung wurde auch
in der vorliegenden Arbeit die gesamte Innervation der menschlichen EOM dargestellt und bestatigte
frihere Beobachtungen, dass en plaque-Endigungen vor allem im mittleren Drittel und en grappe-
Endigungen Uber die ganze Muskelldnge vorkommen (Spencer and Porter, 1988). Entsprechend der
Beobachtungen von Villar zeigten sich auch hier Spiralendigungen tiber den gesamten Muskel
verstreut mit der héchsten Dichte im proximalen Drittel (Villar et al., 1994) (siehe Abschnitt 4.1).
Ebenso konnte das Auftreten von Palisadenendigungen am proximalen und distalen
Muskelsehnenibergang bestéatigt werden (Spencer and Porter, 1988; Eberhorn et al., 2005b).

Bei Durchsicht der Praparate zeigten die Palisadenendigungen die groRte Anzahl im M. rectus
medialis, was den Beobachtungen von Laessing und Blumer et al. entspricht (Laessing, 2013; Blumer
et al., 2016). In einer vergleichenden Studie an verschiedenen Saugetieren, einschlieRlich Mensch,
fand sich bei allen Spezies, mit frontal standigen Augen die héchste Anzahl von Palisadenendigungen
im MR im Vergleich zu den anderen geraden Augenmuskeln (Laessing, 2013; Blumer et al., 2016). In
der Arbeit von Laessing wurde bei der Auswertung zusatzlich die Zahl der Muskelfasern in der
globalen Schicht bericksichtigt, woraus sich eine doppelt so hohe Dichte von Palisadenendigungen
im MR ergab im Vergleich zum LR (Laessing, 2013). Wie schon im Affen und in der Katze wurden auch
in der vorliegenden Arbeit am Menschen bei der Durchsicht weniger Palisadenendigungen in den
schragen im Vergleich zu den geraden Augenmuskeln gefunden (Konakci et al., 2005; Blumer et al.,
2009).

In den dufReren Augenmuskeln von Schafen kann auch die sensible und motorische Innervation der
dort vorhandenen, sehr gut ausgebildeten Muskelspindeln mit SNAP-25 dargestellt werden. Das
gelang auch in der vorliegenden Arbeit an der menschlichen EOM (Harker, 1972; Eberhorn et al.,
2005b; Lienbacher and Horn, 2012). Allerdinges fanden sich in den hier untersuchten
Augenmuskelschnitten wenige, oft eher schlecht ausgebildete Muskelspindeln.

Die ChAT-negativen feinen Nervenfasern in den GefaBwanden und zwischen den Muskelfasern
reprasentieren vermutlich vegetative und sensible Nervenendigungen (Hines, 1931; Fukuda, 1958;
Thakker et al., 2008; Lienbacher et al., 2011b).

5.3 Calretinin-Expression in der EOM

Die Anzahl Calretinin-positiver Palisadenendigungen und en grappe-Endigungen unterschied sich in
den dulReren Augenmuskeln. Der Befund in der vorliegenden Arbeit, dass im MR deutlich mehr CR-
positive Palisadenendigungen und en grappe-Endigungen als CR-negative vorhanden sind— und im IR
weniger CR-positive als CR-negative, deckt sich mit den Untersuchungen am Affen wo etwa 75% der
PEs im MR CR-positiv sind (Lienbacher, 2012).
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Calretinin zahlt zu den calcium-bindenden Proteinen der EF-Hand-Familie und es wurde bisher in
zahlreichen sensiblen Endigungen nachgewiesen (Rogers, 1987; Duc et al., 1994; Celio et al., 1996).
Calretinin wird unter anderem eine modulierende Funktion neuronaler Erregbarkeit, sowie eine
Calcium-Sensorfunktion und —Pufferfunktion zugeschrieben (Schurmans et al., 1997; Schwaller,
2009).

Uber den Nachweis von Calretinin war urspriinglich erhofft worden, weitere histochemische
Eigenschaften der Palisadenendigungen zu finden, die Aufschluss liber eine sensorische oder
motorische Funktion geben kdnnten.

In Ubereinstimmung zu Beobachtungen anderer Autoren fanden sich in der vorliegenden Arbeit
Muskelspindeln in der humanen EOM (Ruskell, 1989; Lukas et al., 1997; Bruenech and Ruskell, 2001).
Wahrend alle annulospiralen Endigungen der skelettalen Muskelspindeln in der Ratte Calretinin
exprimierten, zeigten sich in der humanen EOM neben CR-positiven Afferenzen auch CR-negative.
Die Bedeutung dieser Beobachtung ist unklar.

Besonders in der Calretinin-Farbung fielen in allen Muskeln, darunter auch in den schragen
Augenmuskeln, wenn auch in sehr geringem AusmaR, spezielle fokale Endigungen auf, die sich im
Langsverlauf auf Hohe des Nerveneintritts befanden. Das Vorkommen im Randbereich des Muskels
in den verschiedenen Schnitten, konnte auf eine Lokalisation in der orbitalen Schicht hindeuten, was
aber anhand der hier verwendeten Langsschnitte durch die EOM nicht bestatigt werden konnte.
Zusammen mit der Morphologie weist die zusatzliche ChAT-Expression dieser fokalen Endigungen auf
eine motorische Funktion hin. Moglicherweise reprasentieren diese fokalen Endigungen die en
plague-Endigungen an den multipel-innervierten Muskelfasern, die diesen Fasertyp in der orbitalen
Schicht charakterisieren (Pachter, 1984; Jacoby et al., 1990; Lynch et al., 1994).

Die motorischen Neurone konnten mithilfe von ChAT-Antikdrpern dargestellt werden.
Cholinacetyltransferase findet sich als Enzym der Biosynthese von Acetylcholin in allen cholinergen
Neuronen, zu denen Motoneurone zdhlen (Ichikawa and Shimizu, 1998; Oda, 1999). In der EOM
liesen sich so die en grappe- und en plaque-Endigungen darstellen. Laessing konnte zeigen, dass auch
Palisadenendigungen im Menschen cholinerg sind, ebenso wie dies schon in anderen Spezies, wie
Affe, Schaf oder Ratte gezeigt werden konnte (Kupfer, 1960; Sadeh and Stern, 1984; Oda, 1993;
Blumer et al., 2009; Laessing, 2013). Diese Arbeit zeigte darlber hinaus, dass ChAT-Immunreaktivitat
in allen Palisadenendigungen auftritt, aber im MR und IR zusatzlich eine Population CR enthilt. In
gleicher Weise zeigten alle beobachteten Spiralendigungen ChAT-Immunreaktivitdt — und einige
davon waren zusatzlich CR-positiv.

Es fanden sich allerdings auch CR-positive und gleichzeitig ChAT-negative Nervenendigungen in der
humanen EOM. Aufgrund der fehlenden ChAT-Expression handelt es sich dabei nicht um motorische
oder parasympathische Nervenfasern (Klinke et al., 2009). In Tracer-Untersuchungen der EOM zeigte
sich nach Injektion eines Tracers in die EOM im Affen eine retrograde Markierung von Neuronen im
Trigeminusganglion (Nouriani, 2008; Lienbacher, 2012), so dass von einer trigeminalen Innervation
der EOM ausgegangen werden kann. Die hier gefundenen Fasern kénnten nun den sensiblen
Nervenendigungen entsprechen, die vom Ganglion trigeminale kommen.

In den GefaBwanden zeigten sich ebenso CR-exprimierende Nervenfasern, die ChAT-negativ waren.
Bei diesen Nervenendigungen handelt es sich entweder um postganglionare sympathische
Nervenendigungen, die sich ausgehend vom Ganglion zervikale superior den extraokularen
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motorischen Nerven beim Eintritt in die Orbita anschlieRen und dort die kleinen BlutgefaRe
umwinden und durch ihre Innervation den Blutfluss regulieren oder um sensible Endigungen, die die
Gefdlle umgeben. Lienbacher konnte im Affen zeigen, dass in den GefaBwanden Substanz P-positive
Nervenendigungen verlaufen. Substanz P ist ein Neuropeptid, das dem sensiblen Bereich, dort vor
allem der Nozizeption, zugeordnet wird (Nielsen and Owman, 1967; Hokfelt et al., 1975; Lembeck et
al., 1985; Hayakawa et al., 2000; Thakker et al., 2008; Lienbacher, 2012).

5.4 Identifizierung von Zellkérpern von Calretinin-positiven Palisadenendigungen

In allen untersuchten menschlichen Hirnstdmmen wurden auflerhalb der medialen Kerngrenzen der
beiden Okulomotoriuskerne Neurone identifiziert, die Calretinin und ChAT exprimieren und aus
folgenden Griinden als Zellkérper der Palisadenendigungen im MR beim Menschen angenommen
werden:

Anhand von retrograden Trakt-Tracermethoden und immunhistochemischen Farbemethoden im
Affen waren verschiedene Neuronengruppen im Bereich des Okulomotoriuskerns beschrieben
worden. So liegen die SIF-Motoneurone innerhalb der Kerngrenzen des Okulomotoriuskerns und
innervieren Twitch-Muskelfasern in der EOM Uber einzelne en plaque-Endigungen. Die Motoneurone
der MIFs liegen eher in der Peripherie des Okulomotoriuskerns und lassen sich selektiv nach Injektion
in den Muskelsehneniibergang retrograd markieren (Biittner-Ennever et al., 2001; Blttner-Ennever
et al., 2006). Im Affen konnte auRerdem gezeigt werden, dass die MIF-Neurone besondere
histochemische Eigenschaften aufweisen. Im Unterschied zu den SIF-Motoneuronen exprimieren die
MIF-Neurone kein Parvalbumin oder nicht-phosphorylierte-Neurofilamente, und sie tragen keine
perineuronalen Netze (Eberhorn et al., 2005a). Diese histochemischen Eigenschaften wurden
genutzt, um die homologen Neuronengruppen auch in menschlichem Gewebe zu charakterisieren
(Ardeleanu, 2007; Horn et al., 2008). So fanden sich beim Menschen ChAT-positive Neurone, die
keine perineuronalen Netze trugen zwischen den beiden Okulomotoriuskernen, die als MIF-
Motoneurone betrachtet wurden (Ardeleanu, 2007; Horn et al., 2008).

Die Lage der Zellkoérper der Palisadenendigungen wurde lange diskutiert. Es gab Hinweise fiir eine
Lokalisation im Trigeminusganglion (Billig et al., 1997) oder im Hirnstamm (Bittner-Ennever et al.,
2001; Zimmermann et al., 2011). Mit Tracer-Injektionen in den Bereich der Augenmuskelkerne
konnten im Affen und in der Katze die Zellkérper der Palisadenendigungen als im Hirnstamm liegend
identifiziert werden (Lienbacher et al., 2011b; Zimmermann et al., 2011; Zimmermann et al., 2013).
Nachdem Palisadenendigungen im Muskelsehneniibergang liegen, und Tracerinjektion dort nur
Neurone in der Peripherie der Augenmuskelkerne retrograd markieren, muss davon ausgegangen
werden, dass die Zellkorper der Palisadenendigungen ebenfalls in den peripheren Zellgruppen liegen
(Lienbacher and Horn, 2012).

In einer systemischen Analyse Tracer-markierter MR-Neurone in der peripheren C-Gruppe beim
Affen konnte gezeigt werden, dass eine Teilpopulation von 12-15% innerhalb der MR-Neurone in der
C-Gruppe zusatzlich CR exprimieren, aber nur sehr wenige in den IR-Neuronen in der C-Gruppe
(Lienbacher et al., 2011b; Lienbacher, 2012). Dementsprechend werden diese Neurone beim Affen
als Zellkorper der CR-positiven Palisadenendigungen im MR und IR betrachtet (Lienbacher, 2012).
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Die Lokalisation der Neurone mit gleichzeitiger ChAT- und CR-Immunoreaktivitat im Bereich des nlll
beim Menschen deckt sich mit der von den vormals beschriebenen putativen MIF-Motoneuronen,
die anhand ihrer ChAT-Immunoreaktivitat und des Fehlens perineuronaler Netze identifiziert worden
waren (Ardeleanu, 2007; Horn et al., 2008). Demzufolge kénnen in der vorliegenden Arbeit die
Neurone zwischen den beiden nlll, die zugleich ChAT- und CR-Immunreaktivitat aufweisen, als die
Zellkorper der CR-positiven PEs im MR betrachtet werden. Anders als beim Affen zeigte sich hier
keine kompakte Gruppe von CR-/ChAT-positiven Neuronen, sondern die Neurone lagen verteilt im
Bereich der Mittellinie. Die Auswertung weiterer Falle, eventuell auch in Doppelimmun-
fluoreszenzfarbung, kdnnte dazu ein klareres Bild liefern.

5.5 Palisadenendigungen und en grappe-Endigungen als anatomische Einheit?

Durch die gemeinsame Innervation von Non-twitch-Muskelfasern in der globalen Schicht durch en
grappe-Endigungen und Palisadenendigungen stellt sich die Frage nach der Beziehung der
Nervenendigungen zueinander. Theoretisch besteht die Moglichkeit, dass Palisadenendigungen und
die multiplen en grappe-Endigungen von einem gemeinsamen Neuron stammen, oder eben von zwei
Populationen mit moglicherweise unterschiedlichen histochemischen und physiologischen
Eigenschaften (Lienbacher and Horn, 2012).

Nachdem sich gleichermaRen eine Subpopulation von Palisadenendigungen und en grappe-
Endigungen mit Calretinin-Antikérpern im MR anfarbten, erlauben die vorliegenden Befunde keine
eindeutigen Rickschllsse auf die Frage, inwiefern Palisadenendigungen und en grappe-Endigungen
von einem gemeinsamen Zellkdrper stammen. Im MR wurden deutlich mehr Calretinin-positive
Exemplare beider Endigungstypen gefunden, als Calretinin-Negative. Im IR traten Calretinin-
exprimierende Palisadenendigungen und en grappe-Endigungen in weit geringeren Anteil auf als im
MR. Wie beim Affen fanden sich in den restlichen Muskeln (LR, SR, 10 und SO) nur Calretinin-negative
en grappe- und Palisadenendigungen (Lienbacher, 2012).

Anhand dieser Daten, aber auch aufgrund der Befunde zu der Morphologie von Palisadenendigungen
an Whole-Mount-Praparaten von EOM bei verschiedenen Spezies, die z.T. zeigen konnten, dass en
grappe-Endigungen von Axonen ausgingen, die nach distal zum Muskelsehneniibergang ziehen und
dort eine oder mehrere Palisadenendigungen bildeten, kann folgendes angenommen werden: Die
Axone cholinerger Neurone in der Peripherie der Augenmuskelkerne innervieren Non-twitch
Muskelfasern tGiber multiple en grappe-Endigungen und bilden an der Spitze der Muskelfaser am
Ubergang in die Sehne eine Palisadenendigung. Dafiir sprechen auch neueste Befunde einer
Entwicklungsstudie zu Palisadenendigungen an der Katze (Blumer et al., 2017). Bei neugeborenen
Katzen findet man in der EOM nur Axone mit multiplen Endigungen, die entlang der Muskelfasern in
Richtung Muskelsehnentiibergang gerichtet sind. In der EOM von 2 und 8 Wochen alten Katzen sieht
man Axone bis zum Muskelsehnenilibergang reichend, und nach 22 Wochen lassen sich zahlreiche
Palisadenendigungen identifizieren, die von den um 180° umschlagenden Axonen an den
Muskelfaserspitzen gebildet werden (Blumer et al., 2017).
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5.6 Welche Funktion haben die Palisadenendigungen?

Die Funktion der Palisadenendigungen ist trotz vieler Untersuchungen bis heute nicht sicher geklart.
Palisadenendigungen wurden von verschiedenen Autoren ebenso dem sensiblen wie dem
motorischen System zugeordnet, auch eine kombinierte sensomotorische Funktion wurde diskutiert
(Ubersicht: Donaldson, 2000; Biittner and Biittner-Ennever, 2006).

Aufgrund der Lage im Muskelsehneniibergang und der zahlreichen Synapsen im Sehnenbereich
wirde man den Palisadenendigungen eher eine sensible Funktion zuordnen (Donaldson, 2000;
Blumer et al., 2016). Allerdings konnten Tracerversuche im Affen zeigen, dass die Zellkérper der
Palisadenendigungen im Randbereich des Ncl. Oculomotorius liegen, ebenso konnte in Versuchen im
Affen bzw. der Katze gezeigt werden, dass es nach Lasion der motorischen Nerven oder der
Hirnnervenkerne der EOM zu einer Degeneration der Palisadenendigungen kommt (Tozer and
Sherrington, 1910; Sas and Schdb, 1952; Biittner-Ennever et al., 2001; Lienbacher et al., 2011b;
Zimmermann et al., 2011). Neben der Lage der Neurone im Hirnstamm, spricht die Expression
cholinerger Marker fiir eine motorische Funktion (Konakci et al., 2005; Rungaldier et al., 2009).
Obwohl die gesamte EOM Palisadenendigungen enthilt, so zeigt der MR einige Besonderheiten:

Der MR enthalt beim Primaten die meisten Muskelfasern (Oh et al., 2001b). In allen Spezies mit
frontal ausgerichteten Augen weist innerhalb der geraden Augenmuskeln der MR die hochste Dichte
an Palisadenendigungen auf (Laessing, 2013; Blumer et al., 2016). In Spezies mit lateral standigen
Augen, finden sich dagegen oft nur wenige, oder schlecht ausgebildete Palisadenendigungen in den
geraden Augenmuskeln (Blumer et al., 2016). Die vorliegende Arbeit zeigt, dass nur der MR (und IR in
geringerem Malie) einen groRen Anteil von Palisadenendigungen mit besonderen histochemischen
Eigenschaften, namlich der Expression von Calretinin, enthalt.

Eine besondere Funktion nimmt der MR bei Konvergenzbewegungen der Augen wahr, wie sie z.B. bei
Fixierung von nahen Objekten erforderlich ist (Leigh and Zee, 2015). Vor allem bei Fixierung von
Objekten im unteren Gesichtsfeld beteiligt sich auRerdem der IR (Mok et al., 1992; Thomke, 2008).
Die hohe Anzahl an Palisadenendigungen, sowie die Expression von Calretinin in zahlreichen
Palisadenendigungen unterstiitzen eine besondere Rolle des MR, wie bei Konvergenzbewegung der
Augen.

Im Affen konnte durch Trakt-Tracer-Studien gezeigt werden, dass die C-Gruppe, welche die
Zellkorper der Palisadenendigungen des MR und IR enthdlt, selektive Eingange aus dem Pratektum
erhélt (Buttner-Ennever et al., 1996), die gleichermalien auf parasympathische praganglionare
Neurone im Edinger-Westphal-Kern projizieren (Sun and May, 2014). Stimulation dieser Neurone
bewirken eine Kontraktion des M. ciliaris und damit die Akkommodationsreaktion der Linse und
Pupillenkonstriktion im Rahmen der Naheinstellungstrias, die noch die Konvergenzreaktion beider
Augen involviert (Mays and Porter, 1984; Biittner-Ennever et al., 1996). Es konnte ebenso gezeigt
werden, dass Dendriten vor allem der MR-Gruppe innerhalb der C-Gruppe weit nach dorsal reichen
bis zum Edinger-Westphal-Kern, und damit vermutlich dieselben Eingdnge erhalten (Blittner-Ennever
et al., 2001; Erichsen et al., 2014; Tang et al., 2015; Blumer et al., 2016). Diese Verknipfungen
bekraftigen die Annahme, dass Neurone der C-Gruppe, die auch die Zellkérper vor allem des MR
enthalt, an der Konvergenzbewegung beteiligt sind.
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5.7 Calretinin als Marker fur sensible Fasern?

Calretinin konnte dabei bereits in verschiedenen Systemen in sensiblen Nervenfasern nachgewiesen
werden. So fand sich in priméaren vestibuldaren Afferenzen eine Calretinin-Expression (Desmadryl and
Dechesne, 1992) oder in Nervenfasern im Glomus caroticus der Ratte (Ichikawa et al., 1995;
Ichikawa, 2002). Haufig wiesen letztere eine Koexpression mit Substanz P auf. Die Perikaria der
sensiblen Innervation des Glomus caroticus liegen dabei u.a. im Ganglion inferius des N.
glossopharyngeus (Ichikawa, 2002). Einige Arbeiten zeigten, dass Calretinin in den Afferenzen der
Zahnpulpa und der periodentalen Ligamente exprimiert wird (Ichikawa et al., 1995; Ochi et al., 1997).
Immunhistochemische Untersuchungen in der Ratte zeigten weiterhin, dass zum einen Calretinin in
groRen und kleinen Spinalganglienzellen exprimiert wird, und zum anderen peripher in
Nervenendigungen in Vater-Pacini-Kérperchen, in den lanzettférmigen Nervenendigungen an
Haarfollikeln und an Tastkdrperchen (Duc et al., 1994). Daraus war gefolgert worden, dass Calretinin
vor allem in Afferenzen von schnell adaptierenden Mechanorezeptoren auftritt (Duc et al., 1994). Im
Rickenmark von Ratten wurden CR-positive Endigungen im Hinterhorn in der Lamina | und Il und an
Zellen der Clark’schen Saule identifiziert, sowie CR-positive Fasern innerhalb der Hinterstrangbahnen.
Weder in den Motoneuronen noch in den absteigenden Bahnen des Tractus corticospinalis wurde
CR-Immunoreaktivitat beschrieben, woraus CR als ein Marker fiir Schmerz- und propriozeptive
Afferenzen vermutet wurde (Ren et al., 1993).

In der skelettalen Muskulatur der Ratte wurde demonstriert, dass die annulospiralen Endigungen der
Muskelspindeln Calretinin exprimieren (Duc et al., 1994). Annulospirale Endigungen reprasentieren
die Endigungen von sensiblen 1A Afferenzen, dazu wurde kirzlich gezeigt, dass die
Muskelspindelafferenzen postsynaptisch zusatzlich mit Acetylcholin-Rezeptoren assoziiert sind,
wobei die funktionelle Bedeutung nicht klar ist (Schroder et al., 1989; Zhang et al., 2014). Auch in der
vorliegenden Arbeit konnten Calretinin-positive annulospirale Endigungen in den Muskelspindeln in
den EOM identifiziert werden — allerdings zeigten nicht alle Muskelspindeln eine
Calretininexpression. Die sensible Versorgung der Muskelspindeln in den EOM erfolgt tiber den
ophthalmischen Ast des N. trigeminus, wobei es moglicherweise Speziesunterschiede in der
Lokalisation der Zellkérper gibt:

Nach Tracerinjektion in die EOM kommt es zu einer retrograden Markierung von Neuronen im
ophthalmischen Teil des Trigeminusganglions oder im Nucleus mesencephalicus N. trigemini, so dass
vom Vorhandensein sensibler trigeminaler Fasern in der EOM ausgegangen werden kann (Brodal,
1981; Porter and Donaldson, 1991; Usunoff et al., 1997; Lazarov, 2002; Cavallotti et al., 2005; Wang
et al., 2007; Nouriani, 2008; Lienbacher, 2012).

In einer gezielten Untersuchung mit Doppelmarkierungsmethoden im Affen konnten nach
Tracerinjektion in die EOM auch eine kleine Anzahl retrograd markierter Calretinin-positiver Neurone
im Trigeminusganglion gefunden werden (Lienbacher, 2012). Diese reprasentieren oder enthalten
vermutlich die Zellkérper der Calretinin-positiven Muskelspindelafferenzen. Warum nicht alle
Muskelspindelafferenzen Calretinin enthalten ist unklar.
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5.8 Funktionelle Relevanz von Calretinin in PEs von MR und IR

Ebenso wie Calretinin gehort auch Parvalbumin zu den calcium-bindenden Proteinen der EF-Hand-
Familie (Hof et al., 1999). Dieser Proteingruppe werden verschiedene Funktionen zugesprochen,
insbesondere die Aufrechterhaltung der Homdoostase intrazelluldrer Calcium-lonen (Baimbridge et
al., 1992). Parvalbumin konnte in verschiedenen Spezies in en plague-Nervenendigungen der EOM
und im Bereich der SIF-Motoneuronen in den Augenmuskelkernen gefunden werden (de la Cruz et
al., 1998; Eberhorn et al., 2005a; Mai and Paxinos, 2011; Lienbacher, 2012). Parvalbumin fand sich
dabei nicht in den en grappe- oder Palisadenendigungen. Dazu passt gut die Beobachtung, dass
Parvalbumin mit einigen Neuronengruppen im okulomotorischen System — einschlief3lich der
selektiven Expression in SIF-Motoneuronen — assoziiert sind, die schnell-feuernde Neurone
reprasentieren (Horn et al., 1995; Horn et al., 2003; Eberhorn et al., 2005a; Leigh and Zee, 2015). Es
zeigt sich ebenso, dass Parvalbumin mit Neuronen mit hohem Energieverbrauch assoziiert ist, der
notig ist um hohe Feuerraten zu ermoglichen (Baimbridge et al., 1992; Blumcke and Celio, 1992;
Eberhorn et al., 2005a).

Das Vorkommen einer Calretininexpression in en grappe- und Palisadenendigungen im MR und IR
kénnte ein Hinweis auf eine spezielle Rolle der Palisadenendigungen an der Konvergenzbewegung
sein, da diese beiden Muskeln vornehmlich an der Konvergenzbewegung beteiligt sind (Leigh and
Zee, 2015). Unter der Annahme, dass Palisadenendigungen an der Konvergenzbewegung im Rahmen
der Naheinstellungstrias funktionell beteiligt sind, kdnnte den Endigungen in diesem Zusammenhang
eine propriozeptive Rolle zukommen. Im Ziliarmuskel messen die Calretinin-exprimierenden
Propriozeptoren die Dehnung der Sehne (Flugel-Koch et al., 2009). Aufgrund der Lage der
Palisadenendigungen am Muskelsehneniibergang und der Calretinin-Expression konnten die
Palisadenendigungen bei der Messung des Dehnungsgrades der Sehne wahrend der
Konvergenzbewegung eine Rolle spielen (Bittner and Biittner-Ennever, 2006; Lienbacher, 2012).

5.9 Spiralendigungen

Eine Sonderstellung nehmen auch die in der EOM beschriebenen Spiralendigungen ein (Daniel, 1946;
Sas and Appeltauer, 1963), die hier ebenfalls in zwei Gruppen auftraten: Calretinin- positive und
Calretinin-negative Endigungen. Ebenso wie bei den Palisadenendigungen wurden auch die
Spiralendigungen aufgrund ihrer Aufwicklung um einzelne Muskelasern und ihrer histochemischen
Eigenschaften von verschiedenen Autoren einmal dem motorischen, ein andermal dem sensorischen
System zugeordnet. Wegen struktureller Gemeinsamkeiten mit motorischen Axonen sah Ruskell eher
Hinweise fiir eine motorische Funktion von Spiralendigungen: Er konnte zeigen, dass die
synaptischen Vesikel in den Synapsen der Spiralendigungen Acetylcholin enthalten, eine Basallamina
im synaptischen Spalt ausbilden und die postsynaptische Membran eingefaltet ist, ahnlich wie bei
den motorischen Endplatten (Ruskell and Wilson, 1983; Ruskell, 1984; Blumer et al., 2001). Die
Aufwicklung um einzelne Muskelfasern, weshalb eine Anderung des Querschnittes der Muskelfasern
und damit der Kontraktion wahrgenommen werden kdnnte, wurde als Indiz fiir eine sensible
Funktion der Spiralendigungen gesehen (Dogiel, 1906; Cooper and Fillenz, 1955; Batini and
Horcholle-Bossavit, 1979; Donaldson, 2000).
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In einer Trakt-Tracer-Studie in der Katze wurden nach Injektion in den Ncl. Oculomotorius, aber auch
nach Injektion in das Trigeminusganglion Spiralendigungen anterograd markiert (Billig et al., 1997).
Billig schloss daraus, dass es unter den Spiralendigungen in der Katze sowohl afferente, als auch
efferente Exemplare geben kdnnte, die dann moglicherweise tber Calretinin-positive und -negative
Spiralendigungen reprasentiert werden konnten. In dieser Arbeit konnte zusatzlich gezeigt werden,
dass alle Spiralendigungen ChAT exprimieren, was auf eine motorische Funktion hindeutet. In einer
Tracer-Untersuchung am Affen konnte nach einer Injektion in den nlll eine anterograde Anfarbung
von vereinzelten Spiralendigungen in der EOM gefunden werden (Lienbacher, 2012). Unter den
ChAT-markierten Exemplaren fanden sich CR-positive und CR-negative Exemplare, sodass anhand
dieser Farbemethode keine Unterscheidung in efferente bzw. afferent Subgruppen gemacht werden
konnte.

5.10 Klinische Relevanz

Mit der Annahme, dass Palisadenendigungen eine propriozeptive Funktion zukommt, insbesondere
im Bereich der Konvergenzbewegung, stellt sich die Frage, inwieweit es zu einer Beeintrachtigung der
Augenbewegung bei einem Defekt der Palisadenendigungen kommt.

In einer Untersuchung der EOM von Patienten mit erworbenen bzw. kongenitalem Strabismus, sowie
kongenitalem Nystagmus fanden sich bei Patienten mit kongenitalen Stérungen
Palisadenendigungen, die sich in ihrer Morphologie von Palisadenendigungen von nicht erkrankten
Patienten, bzw. Patienten mit erworbenem Strabismus unterschieden (Park et al., 2009). Die
Nervenendigungen waren bei den kongenitalen Pathologien kleiner und Axone und Schwannzellen
erschienen degeneriert (Park et al., 2009). Morphologische Auffailligkeiten der Nervenendigungen am
distalen Muskelsehneniibergang in Patienten mit kongenitalem Strabismus zeigte bereits Corsi et al.
1990 (Corsi et al., 1990). Diese Ergebnisse in Patienten mit kongenitalen Storungen weisen auf einen
Defekt der Propriozeption der EOM hin, der eine wichtige Rolle in der Entstehung dieser
Krankheitsbilder hat.

Nach mehrmaligen Resektionen des Augenmuskelsehneniibergangs, und damit der Mitentfernung
von Palisadenendigungen in diesem Bereich bei Strabismusoperationen kam es entgegen der
Erwartung eher zu einer Verschlechterung der Blickeinstellung (Steinbach and Smith, 1981), so dass
von einer funktionellen Beteiligung der Palisadenendigungen am binoculdren Sehen im Menschen
ausgegangen werden kann.

Auch in der Genexpression fanden sich in der EOM Unterschiede zwischen Proben von
Strabismuspatienten und der Muskulatur von nicht erkrankten Patienten. So fanden Verdnderungen
in der Genexpression sowohl von Genen die mit der extrazellularen Matrix assoziiert sind, aber von
solchen im intrazelluldren Bereich der Muskelfasern, darunter auch von Regulatoren des
Calciumhaushalts in der Zelle (z.B. eine Downregulation von verschiedenen Troponingenen oder der
Myosin Heavy Chain-2-Expression in den Strabismusfallen) (Altick et al., 2012).
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5.11 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit bekraftigen nochmals das funktionelle Zusammenspiel von en grappe-
Endigungen und Palisadenendigungen. Wie genau diese beiden Nervenendigungen
zusammengehoren konnte auch hier nicht geklart werden.

Aufgrund der Schnittfiihrung der Flachschnitte konnten die Nervenendigungen hier oft nicht weiter
verfolgt werden um eine sichere morphologische Kontinuitat von Palisadenendigungen und en
grappe-Endigungen im Muskel zu zeigen. Eine Untersuchung der extraokuldaren Muskulatur mittels
»Whole Mount“-Technik dieser Praparate kdnnte theoretisch einen Nachweis der
Zusammengehorigkeit dieser Nervenfasern innerhalb der EOM zeigen, allerdings ist die komplette
Penetration der relativ dicken Augenmuskeln mit den Antikérpern Voraussetzung.

Aufgrund der bereits morphologischen Untersuchungen von Palisadenendigungen in kongenitalen
Strabismus- und Nystagmusfallen und den dabei gefundenen Auffalligkeiten, wére eine
systematische Analyse der immunhistochemischen Eigenschaften sinnvoll. Besonders die
Untersuchung der pathologischen Falle auf die Expression von Calretinin, als Marker mit Assoziation
zum propriozeptiven System in den Nervenendigungen der EOM ware von groRen Interesse (Park et
al., 2009).

Eine weitere systematische Untersuchung der speziellen fokalen Endigungen anhand von
Querschnitten in den einzelnen duReren Augenmuskeln konnte weitere Hinweise auf die Lokalisation
der Endigungen liefern. Von besonderem Interesse ware dabei die Einordnung der Endigungen in die
orbitale bzw. globale Schicht. Auch die Lage der Zellkérper der fokalen Endigungen ist noch
ungeklart. Im Kernbereich des nlll konnten in dieser Untersuchung wenige Calretinin und ChAT
exprimierende Neurone gefunden werden. Durch ihre Lage und histochemischen Eigenschaften
kénnten sie die Zellkorper der fokalen Endigungen im Bereich des Nerveneintritts darstellen. Dies
bedarf allerdings noch weitergehenden Untersuchungen.
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6. Zusammenfassung

Nur durch ein prazises Zusammenspiel der dueren Augenmuskulatur ist es moglich, unsere Umwelt
als scharfes Bild wahrzunehmen. Neben den visuellen Informationen scheint das Auge ebenfalls
Propriozeptoren fiir das binokulare Sehen zu nutzen. Die motorische Innervation der Muskelfasern
erfolgt iber en plaque-Endigungen an Twitch-Muskelfasern (SIF) und multiple en grappe-Endigungen
an Non-twitch-Muskelfasern (MIF). Anhand vorheriger Untersuchungen besagt eine Hypothese, dass
Palisadenendigungen an der propriozeptiven Funktion zusammen mit den en grappe-Endigungen
beteiligt sind. Um ein besseres Verstandnis lber die Funktion dieser Endigungen zu erhalten, wurde
in dieser Arbeit, wie schon zuvor in Untersuchungen im Affen, die Calretinin-Expression in der
Innervation der duReren Augenmuskulatur, anhand von immunhistochemischen Farbungen an
Flachschnitten untersucht. Calretinin (CR) ist ein calcium-bindendes Protein, das unter anderem mit
dem sensiblen System assoziiert ist. Um die Zellkérper der Palisadenendigungen auch im Menschen
zu identifizieren wurden aulRerdem Neurone in Hirnstammschnitten im Bereich des
Okulomotoriuskerns (nlll) auf die Expression von CR und Cholinacetyltransferase (ChAT) untersucht.

In dieser Arbeit konnte in den Augenmuskelschnitten gezeigt werden, dass en plaque-Endigungen
stets Calretinin-negativ sind. In allen Augenmuskeln fanden sich Calretinin-negative
Palisadenendigungen und en grappe-Endigungen, nur im M. rectus medialis und M. rectus inferior
gab es zusatzlich Calretinin-positive Exemplare. Es konnte aulRerdem gezeigt werden, dass auch
Spiralendigungen und Muskelspindeln in einer Calretinin-positiven und Calretinin-negativen Form in
der dulReren Augenmuskulatur vorkommen. In allen Augenmuskeln konnten diinne Calretinin-
positive Nervenfasern in den GefaBwanden und zwischen den Muskelfasern identifiziert werden, die
kein ChAT exprimieren und vermutlich vegetative oder sensible Endigungen darstellen. Bei der
Auswertung der Gehirnschnitte fanden sich zwischen den Okulomotoriuskernen, im Bereich der MIF-
Motoneurone eine Subgruppe, die sowohl Calretinin, als auch ChAT exprimiert. An Hand der Daten
beim Affen werden diese Neurone als eine Subgruppe der Zellkérper von Palisadenendigungen
angesehen. Das selektive Auftreten von Calretinin-positiven Palisadenendigungen nur in den Mm.
rectus medialis und rectus inferior legt eine funktionelle Rolle dieser Population von
Palisadenendigungen bei Konvergenzbewegungen der Augen nahe. Allerdings konnte in dieser Arbeit
nicht gezeigt werden, ob die en grappe- und Palisadenendigungen die Nervenendigungen eines
Zellkorpers, oder von zwei unterschiedlichen Zellkérpern sind, es bekraftigt allerdings die Annahme,
dass die beiden Endigungen eine funktionelle Einheit bilden.
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7. Anhang

7.1 Verwendete Augenmuskelschnitte

Fall SNAP-25/CR ChAT/CR CR/SMHC (ABM)
Fall A2 58 53
63 65
79
Fall A3 37 25
41 53
57
Fall A4 65 77
79 95
Fall A5 53 153
143 167
175
Fall A6 133 125
Fall A7 49
Fall A10 35
45
55
Fall A12 52 81
53
59
61
68
71
73
Fall A13 81 143 141
122
132
153
Fall A15 33

Tabelle 15: Verwendete Augenmuskelschnitte M. rectus medialis. SNAP-25/CR und ChAT/CR in Immunfluoreszenzférbung,
CR/SMHC in Avidin-Biotin-Methode (ABM).
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Fall SNAP-25/CR ChAT/CR SNAP-25/SMHC (ABM)
Fall A2 65 73
69 75
Fall A3 87 69
91 89
Fall A4 45 67
53 75
69
Fall A5 49 57
63 69
67
Fall A6 47
Fall A7 13 30
36 38
Fall A9 37
Fall A10 37
43
47
Fall A11 79
Fall A13 121
131
142
Fall A14 38
Fall A15 31
63
Fall A16 72

Tabelle 16: Verwendete Augenmuskelschnitte M. rectus lateralis.

Fall SNAP-25/CR ChAT/CR CR/SMHC (ABM)
Fall A8 37 41
48 44
50
Fall A10 16 63
23
32
36
42
Fall A13 32 33 51
61 93 61
62 113
92 131
102
112

Tabelle 17: Verwendete Augenmuskelschnitte M. rectus inferior.
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Fall SNAP-25/CR ChAT/CR CR/SMCH (ABM)
Fall A1 68 75
72 80
75
77
80
Fall A6 31 66 88
91 84
85
Fall A12 11 77

61

77
121
131
Fall A13 21
32
42
52
61
71
Fall A10 23
27
33
84

Tabelle 18: Verwendete Augenmuskelschnitte M. rectus superior.
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Fall SNAP-25/CR ChAT/CR CR/SMHC (ABM)

Fall A1 60 57 58
68 65 69
70

Fall A10 7
17
22

Fall A12 25 36
34

Fall A13 12 13 11
32 33 21
42 63 31
52 93 61
81

Tabelle 19: Verwendete Augenmuskelschnitte M. obliquus inferior.

Fall SNAP-25/CR ChAT/CR SNAP-25/SMHC (ABM)
Fall A4 34 39 56
33 52
42
Fall A10 63
67
72
76
84
88
Fall A13 61
71
81
91
102
Fall A15 38 47
43 57
52

Tabelle 20: Verwendete Augenmuskelschnitte M. obliquus superior.

61



Anhang

7.2 Verwendete Losungen

4% Paraformaldehyd in 0,1 M PBS pH 7,4 fur 3 Liter:
> Ldsung A:

* 1500 M1 AQUA AESL. cuoveeeieie ettt et sttt ee st et sa s e st ns et esestesenseseasseenens auf 60°C erwdrmen

* 120 g Paraformaldenyd..........ccoeveeeireee st e

langsam unter Rihren dazugeben

* 5 Tropfen 40% NaOH/ NatriumhydroXid.........cccceececeieriie e vt serse st s s ssssessanae s dazugeben
* AnschlieRend filtrieren

> Ldsung B: 1500 ml 0,2M PBS, pH 7,4

*LOsung A und LOSUNE B......cveveeeieceeree et e kurz vor dem Gebrauch zusammenfiihren

* pH-Wert auf 7,4 einstellen
* Die Gesamtlosung im Kihlschrank aufbewahren

Methanol:
Fertiglosung: Merck, CH30H, 1 Liter = 0.79 kg, M = 32,04 g/Mol,

Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany

Sucroselésung:
> 10%ig: 50 g Sucrose in 500 ml 0,1M PBS, pH 7,4

> 20%ig: 100 g Sucrose in 500 ml 0,1M PBS, pH 7,4
> 30%ig: 150 g Sucrose in 500 ml 0,1M PBS, pH 7,4

Phosphat Buffer Saline (PBS) 0,1M pH 7,4:

> fur 5 Liter:

- Na;HPO4.2H,0 72,1g
- NaH;PO4.H,0 13,1¢g
- NacCl 40¢g
-Kcl 10¢g

in 5 Liter Aqua dest. |[6sen und pH 7,4 mit NaOH oder HCl einstellen

Tris-Puffer (TBS/Tri buffered saline) 0,1M, pH 7,4:
- Tris = Tris(hydroxymethyl)aminomethane 242 g

- NaCl 170g

und pH 7,4 einstellen
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Tris-Puffer (TBS/Tri buffered saline) 0,05M, pH 7,6:
- Trizma HCI 3,3g

- Trizma Base 0,48g
in 500 ml Aqua dest. 16sen und pH 7,6 einstellen

0,3% Triton in 0,1M TBS pH 7,4
1,5 ml Triton in 500 ml 0,1M TBS pH 7,4

2% Rinderserumalbumin:
1 g Albumin bovine in 50 ml 0,1M TBS pH 7,4

0,9% NaCl-Losung:
far 1Liter

-9 g NaCl in 1000 ml Aqua dest. |6sen
- Aufbewahrung im Kiihlschrank

ExtrAvidin-Peroxidase:
Fertiglosung: Sigma-Aldrich, Co.,3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 USA (314-771-5765, E2886-
1ML)

Citrate Puffer 0,01M pH 6,0:
fur Mikrowellenbad Paraffinschnitte

- 2,1 g Zitronensdauremonohydrat

- 900 ml Aqua dest.

- mit 2M NaOH auf pH-Wert 6,0 einstellen

- mit Aqua dest. bis 1000 ml auffiillen

(2M NaOH = 8 g NaOH in 200 ml Aqua dest. gelost)

DPX:
Fertiglosung: Mountant for histology, Sigma Life Science, USA, Einschlussmittel fiir die Histologie

Enthalt: Distyrene plasticizer and xylene
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7.3 Verwendete Antikorper

Priméare Antikorper

F vs.
H
F

H

H

H

Antikorper  Wirt
Calretinin Kaninchen
Calretinin Kaninchen
ChAT Ziege
ChAT Ziege
SMis1 Maus
SMis1 Maus
SMHC Maus

Antigen
Calretinin

Calretinin

Cholinacetyltransferase

Cholinacetyltransferase

SNAP-25

SNAP-25

Myosin Heavy Chain

Slow

Nr. Hersteller

7699/4 | SWant,
Swiss

7699/4  SWant,
Swiss

AB144P | Chemicon,
USA

AB144P  Chemicon,
USA

SMI81 Sternberger,

1R USA

SMI81 Sternberger,

1R USA

NCL- Novocastra,

MHCs UK

Verdinnung
1:1000
1:2500

1:50

1:50

1:2000
1:2500

1:100

Tabelle 21: Auflistung der verwendeten primdren Antikérper. Es finden sich unterschiedliche Verdiinnungen bei Verwendung
fiir Fluoreszenzschnitte (F) und Hellfeldschnitte (H).

Sekundare Antikérper

Wirt
Pferd
Ziege
Esel
Esel
Esel

Esel

Esel

Antigen
Maus
Kaninchen
Kaninchen
Maus
Maus

Kaninchen

Ziege

Nr.

BA2001
BA1000
A21206
715-165-151
A21201
711-165-152

705-165-147

Marker
Biotin
Biotin
Alexa-Griin
Cy3-Rot
Alexa-Griin

Cy3-Rot

Cy3-Rot

Tabelle 22: Auflistung der verwendeten sekunddren Antikérper.
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Hersteller
Vector, USA
Vector, USA

Life technologies,
USA

Jackson Immuno
Research, USA
Life technologies,
USA

Jackson Immuno
Research, USA
Jackson Immuno
Research, USA

Verdiinnung
1:200
1:200
1:200
1:200
1:200
1:200

1:200
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7.4 Farbeprotokolle

74.1 Van Gieson-Farbung

Farbel6sung:

Weigert’s Eisenhdmatoxylin

- Losung A: 1 g Hamatoxylin in 100 ml 96% Alkohol
(Die Losung sollte eine Woche reifen)

- LosungB: 1,5 g Eisen-(lll)-Chlorid wasserfrei in 100 ml Aqua dest. |[6sen und 1 ml 37%ige
Salzsdure zusetzen

- Endlésung = Losung C: Vor Gebrauch Losung A und Losung B 1:1 mischen (diese
Gebrauchslosung halt nur wenige Tage)

Pikrofuchsin

- Losung A: 1000 ml gesattigte, wassrige Pikrinsaure abfiltrieren
- Losung B: 1 g Saurefuchsin in 50 ml Aqua dest. I6sen

- Losung C: 1000 ml Loésung A und 50 ml Lésung B mischen

- Vor Gebrauch 100 ml Losung C + 1 ml 1%ige Essigsaure

Anleitung:

HUAQUA AEST. cuecviiie et etiet et ee e ete st et e e e et et et aseassasateateste s seassasessessesarseassasateeteae e nnanen 2-5 min waschen
* Weigert's EiSeNNEMatoXYliN ...ttt st st st e s b es et sassae et ete st e s 2 min
H FlIERENAES LEITUNGSWASSE ....c.veeveeierietieteeeteeteeteste e e eaestetaesess s aseetestestesssnsssestesessassessssssstesesesnssensans 10 min

* Abtrocknen mit Filterpapier
K P KFOTUCNSINIOSUNE......vctteeietietiece ettt ettt eeteste s te st e e s e s et et eassasasesbe st st s e sentesensansennes 1 min

* Abschleudern der Farblésung

R o] a T 1 IS T 2 min
Rl N1 e o B 1 0103 RTRUPRRRRTRRIN 5 min
Y IOL ettt ettt bt et ete e be st st e e s beb et et et aaeaaeebe st et asaenbesbesaes et et eas et etas 2x 15 min

* Eindecken
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7.4.2 Doppelimmunfluoreszenzfarbung

7.4.2.1 SNAP-25 und Calretinin Version 1 (SNAP-25 griin, CR rot)

Mouse anti- SNAP-25 (SMI 81) (Alexa - Griin) + Rabbit anti-Calretinin (Cy? - Rot)

Antikoérper

- Mouse anti SNAP-25 = Sternberger Monoclonas Incorporated; Cat Nr. SMI 81

- Rabbit anti-Calretinin = SWant, 7699/4

Anleitung:

1. Tag
KO, LM TBS PH 7,4 ettt sttt b e et he et et e b she e bt eae e she et e satebeeaeenbeeanas 10 min
F PLAINKUDATION: ..ttt st e sb e b e e b e st et e st e e sbe e sbeesareens 1h bei RT
- 5% Normal Donkey Serum + 0,3% Triton in 0,1M TBS pH 7,4
R Yo (o f oY= R UUPTRPRRNt 48 h bei 4°C
- Mouse anti-SMI 81 (1:2000) + Rabbit anti-CR (1:1000)
-in [ 5% Normal Donkey Serum + 0,3% Triton in 0,1M TBS pH 7,4]
2.Tag
e D I 1 B 2 S o] 2 SR je 10 min
* 2. fluoreszenzmarkierter ANtiKOIrPEer: ...oc.eveii e e et 2 h bei RT
- Alexa-Griin: Donkey anti-Mouse (1:200)
- Cy3-Rot: Donkey anti-Rabbit (1:200)
-in [0,1M TBS + 2% Rinderserumalbumin (TBS-RSA)]
HBX 0, IM TBS PH 7,4 oottt ettt e e e ettt e e e e et e e e e e tb e e e e e e aaaeeeeesssaeeaeassaaeaeannseneaann je 10 min
K UAQUA AEST. eecvieie ettt ettt ete et etesteste et be e s besaeseasersesssasetasbessensssessessesbessassesessate et sbeassneasestesberesensans 5 min

* Trocknen lassen

* Eindecken in Gel/Mount
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7.4.2.2 SNAP-25 und Calretinin Version 2 (SNAP-25 rot, CR griin)

Rabbit anti-Calretinin (Alexa - Griin) + Mouse anti- SNAP-25 (SMI 81) (Cy? - Rot)

Antikorper:

-Rabbit anti-Calretinin = SWant, 7699/4

-Mouse anti SNAP-25 = Sternberger Monoclonas Incorporated; Cat Nr. SMI 81

Anleitung:

1.Tag
KO, LM TBS PH 7,4 ettt ettt ettt et sttt et et et e bt et e s ae e beeatesbeetesaeentesaeeeeas 10 min
PraiNKUDATION: ..coeiieie et sttt s 1h bei RT
- 5% Normal Donkey Serum + 0,3% Triton in 0,1M TBS pH 7,4
R Yo ] (o T oY= R UPUPRURRNt 24 h bei RT
- Rabbit anti-CR (1:1000) + Mouse anti-SMI81 (1:2000)
- in [5% Normal Donkey Serum + 0,3% Triton in 0,1M TBS pH 7,4]
2.Tag
e D I 1Y B 2 S o 2 SRR je 10 min
* 2. fluoreszenzmarkierter ANtiKOIrPer: ......c..ev e 2 h bei RT
- Alexa-Grin: Donkey anti-Rabbit (1:200)
- Cy3-Rot: Donkey anti-Mouse (1:200)
-in [0,1M TBS + 2% Rinderserumalbumin (TBS-RSA)]
FBX 0, IM TBS PH 7,4ttt et e e e ettt e e e e te e e e e e tbe s e e e s aaaaeaeeassaeeaeesssaeeeansaaeaann je 10 min
HUAQUA AEST. eecrieie et eietiet ettt eteeteetesteste st te e s et aes et ersesssasetesbessnsssessassesbes et sesessate et sbe s s nssenbesbesasensans 5 min

* Trocknen lassen

* Eindecken in Gel/Mount
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7.4.2.3 ChAT und Calretinin

Rabbit anti-Calretinin (Alexa - Griin) + Goat anti-ChAT (Cy® - Rot)

Antikorper:

- Polyclonal goat anti-choline Acetyltransferase = Chemicon, AB144P

- Rabbit anti-Calretinin = SWant, 7699/4

Anleitung:

1.Tag
KO, LM TBS PH 7,4 ettt ettt ettt et sttt s at e bt e et e bt et e s ht e beeate bt etesbeeatesaeeeeas 10 min
E PLAINKUDAION: 1.t sttt s e st b e et ae e et eaes 1h bei RT
- 5% Normal Donkey Serum + 0,3% Triton in 0,1M TBS pH 7,4
S I o 1 o T o =Y PR 24 h bei RT
- Goat anti-ChAT (1:50) + Rabbit anti-Calretinin (1:1000)
- in [5% Normal Donkey Serum + 0,3% Triton in 0,1M TBS pH 7,4]
2.Tag
e D O 1Y B 2 o] 2 SR je 10 min
Rl (Vo oLy AT=T o i Va1 u] o] g o 1T PP SRRt 2 h bei RT
- Alexa-Grin: Donkey anti-Rabbit (1:200)
- Cy3-Rot: Donkey anti-Goat (1:200)
-in [0,1M TBS + 2% Rinderserumalbumin (TBS-RSA)]
FBX 0, IM TBS PH 7,4 ettt e e e ettt e e e et e e e e e tb e s e e e e sataeeaeessaeesasassaaeaeensaaeaann je 10 min
K UAQUA AEST. ueovieie et etettet ettt ete et etesteste e te s e s bebaeseasssseassasetasbessnssssasassesbesessseseasate et sbesassneasestesberasensans 5 min

* Trocknen lassen

* Eindecken in Gel/Mount
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7.4.3 Doppelfarbung mittels Avidin-Biotin-Methode

7.4.3.1 SNAP-25 und SMHC

Mouse anti-SMI81 (EAP + DAB-Ni) + Mouse anti-MHCS (EAP + -DAB)

Antikorper:

- Mouse monoclonal Myosin Heavy Chain (slow) NCL-MHCs = Novocastra

- Mouse monoclonal antibody to SNAP-25 = Sternberger Monoclonals Incorporated; Cat. Nr. SMI81

Anleitung:

1.Tag
O, LM TBS PH 7,4 ettt e b e bt bt e bt ettt sate e bt e s bt e s beesatesaneeeaeesanean 10 min
Kl oY o q Lo F- T =] o] Lo Yol A =T U oY= RPN 30 min
- 1% H,0; in 100% Methanol
e D Y B = S o] 2 SRS je 10 min
F PIAINKUDAION: ..ttt sttt st be e st b e st e b e e 1h bei RT
- 5% Normal Horse Serum + 0,3% Triton in 0,1M TBS pH 7,4
K o 1o T o =Y PR 24 h bei RT
- Mouse anti-SMI81 (SNAP-25) (1:2500)
- in [5% Normal Horse Serum + 0,3% Triton in 0,1M TBS pH 7,4]
2.Tag
e D O 1Y B 2 o] 2 SRR je 10 min
* Biotinilierter 2. ANTIKOIPEI: ..ooi ettt e e e et e e e et e e e e e s tbe e e e eessaeeesesnseeeaeas 1h bei RT
- Biot. Horse anti-Mouse (1:200)
-in [0,1M TBS + 2% Rinderserumalbumin (TBS-RSA)]
HBX 0, IM TBS PH 7,4 oottt e e e ettt e e e e ettt e e e e e tbe e e e e e aaaaeeeeassaeeaeassaaeaeanssneeaann je 10 min
* Extravidin-Peroxidase......cccoeveeenieneeniennieenne 30 min vorher ansetzen........cccocceeeiieerieeennen. 1h bei RT
- Extravidin-Peroxidase (1:1000)
-in [0,1M TBS + 2% Rinderserumalbumin (TBS-RSA)]
HFBX 0, IM TBS PH 7,4ttt ettt e e e et e e e et e e e e eetbe e e e eeaaaaeeeeeaabaeeeeeansssaeasanssnneannn je 10 min
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* DAB-NICKEI-REAKEION: «.ceiieieieieieiieeieeeeeeeeeeeeeee s s s e e e e e e e e e eeeeeeaeaeassereeeseaeeerereaseraaanes 10 min

- 0,025% DAB + 0,015% H,0; in 0,05M TBS pH 7,6
> Losung A = 40 mg Ammonium Nickel in 20 ml 0,05M TBS pH 7,6 >> gut filtrieren
> Losung B = 0,025% DAB= 0,5 ml von 1%iger DAB-Stockldsung in Lésung A
> Losung C = Endlosung= 10 pul 30% H,0, in Losung B fiir etwa 10 Minuten
X 0, 1M TBS PH 7,4 eeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e ettt etese e st eseeeeeeseeseseseteseeesseeseeeeeeeeeeaeeeaeeeseeeaeneens je 10 min

Bl oY o (T - 1= o] ool =T U o =SSR 30 min

-1% H202in 0,1M TBS pH 7,4

X 0, 1M TBS PH 7,4 e eeee e et st eteseee et eeeeeeeseaseeseseeaeeeeeesesseeeeeeeaeeseaseeeaeeaeeaeeennens je 10 min
Kl L = 1101 U o X 1 T Yo FE TP 1h bei RT

- 5% Normal Horse Serum + 0,3% Triton in 0,1M TBS pH 7,4
R R o 41 o o o1 U 24 h bei RT
- Mouse anti-MHCS (1:100)

-in [5% Normal Horse Serum + 0,3% Triton in 0,1M TBS pH 7,4]

3.Tag
F 3X 0, 1M TBS PH 7,8t eetee e e eeee et s e s et e e eeeeaeeeeeeeseeeeeesaseeeeseseeseseeeeeeeseeaeens je 10 min
* Biotinilierter 2. ANTIKOIPEI: ....ccvii ettt ettt e stre e e rre e e e e e e s teesbee e abeeesteeenanas 1h bei RT
- Biot. Horse anti-Mouse (1:200)
-in [0,1M TBS + 2% Rinderserumalbumin (TBS-RSA)]
K 3X0,IM TBS PH 7,4ttt sttt ettt et et st e b sh e b she e beebesbeenesaens je 10 min
* Extravidin-Peroxidase........cccocveveeeveneeienenne. 30 min vorher ansetzen.........cccceveereeeceenenenne 1h bei RT
- Extravidin-Peroxidase (1:1000)
-in [0,1M TBS + 2% Rinderserumalbumin (TBS-RSA)]
K 3X0,IM TBS PH 7,4ttt ettt ettt e h e she e bt et s bt e st e eb b e bt eab e s bt e sbeeatenbeeaeens je 10 min
H DAB REAKEION: .eeiiuiiiiiieeiiee ettt ettt ettt sa e e s be e s bt e e s baeessabe e ebteesabeessabeenbeeesbaeenn 10 min
- 0,025% DAB + 0,015% H,0, in 0,05M TBS pH 7,6
> Losung A = 0,5 ml von 1% DAB-Stocklésung in 20ml 0,05M TBS pH 7,6
> Endlésung = Losung A + 10 pl 30%H,0;
HBX 0, IM TBS PH 7,4ttt et e e et e e e e et e e e e e tbe s e e e e aaaaeeeessseaeaeansssaeaeanssaneaann je 10 min
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* Kurz in Aqua dest.
* Trocknen lassen

* Eindecken

7.4.3.2 Calretinin und SMHC

Rabbit anti-Calretinin (EAP + DAB-Ni) + Mouse anti-MHCS (EAP + -DAB)

Antikorper:

- Mouse monoclonal Myosin Heavy Chain (slow) NCL-MHCs = Novocastra

- Polyclonal Rabbit anti-Calretinin = SWant, 7699/4

Anleitung:

1.Tag
0,1 TBS PH 7,8 eeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s ses e eseeeseseeseeseeeeseseseseeseeeeeeeseeseseeeseeeeeeeeesesseseeseseneen 10 min
Rl e o (Lo F- T =] o] 0Tl (T=Y U =SSR 30 min
- 1% H,0: in 100% Methanol
K 3X0,IM TBS PH 7,4ttt sttt sttt bttt et st et sb e b sbee b e et e sbeenesaens je 10 min
K PPEINKUDATION: ..outiiieiiiitieee ettt sttt sttt et b e b bt e bt e bt sbe e s beebtebesane e 1h bei RT
- 5% Normal Goat Serum + 0,3% Triton in 0,1M TBS pH 7,4
S R Y01 o] 4 T=] oSSR 24 h bei RT
- Polyclonal rabbit anti-Calretinin (1:2500)
- in [5% Normal Goat Serum + 0,3% Triton in 0,1M TBS pH 7,4]
2.Tag
E3X 0, 1M TBS PH 7,4ttt sttt sttt sttt sat et ettt e b sh e e b sbt e beebesbeenesaeens je 10 min
* Biotinilierter 2. ANTIKOIPEI: oot e e e et e e e sebtr e e e e ebaaeeeesbaneaaens 1h bei RT
- Biot. Goat anti-Rabbit (1:200)
-in [0,1M TBS + 2% Rinderserumalbumin (TBS-RSA)]
K 3X0,IM TBS PH 7,4ttt b et sttt sttt et s bt et sbt e bt sbb e beenbesbeenesaeens je 10 min
* Extravidin-Peroxidase......cccoeceeevveneenneenneeenne 30 min vorher ansetzen......c..ccocceeveeeneenieennene 1h bei RT
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- Extravidin-Peroxidase (1:1000)

-in [0,1M TBS + 2% Rinderserumalbumin (TBS-RSA)]
K 3X 0, 1M TBS PH 7,4 ettt ettt et sht ettt s bt et she e bt sbtesbeebesbeeeesaens je 10 min
* DAB-NICKEI-REAKEION: ...ttt st st b e et 10 min

- 0,025% DAB + 0,015% H20, in 0,05M TBS pH 7,6
> Losung A = 40 mg Ammonium Nickel in 20 ml 0,05M TBS pH 7,6 >> gut filtrieren
> Losung B = 0,025% DAB= 0,5 ml von 1%iger DAB-Stockldsung in Lésung A
> Losung C = Endlosung= 10 ul 30% H,0, in Losung B fiir etwa 10 Minuten
¥ 3X 0, 1M TBS PH 7,8 eeeeeeeeeeeee ettt eee et s e s et e e eeeseeeeeeeese e seesaseeeeseseesesseaeeeeeneeaeens je 10 min

Rl e o (Lo F- T =] o] ool (T=Y U =SS SUSE 30 min

-1% H;02in 0,1M TBS pH 7,4

X 0, 1M TBS PH 7,8 eeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e ettt eeeeeee st e e s seeeeseeseseeseeeeeeseseeseeeseeesaeaeessseeeseeeeeeens je 10 min
Kl L = 1101 U o X 1 T Yo FE TP 1h bei RT

- 5% Normal Horse Serum + 0,3% Triton in 0,1M TBS pH 7,4
R R o 41 o o o1 U 24 h bei RT
- Mouse anti-MHCS (1:100)

- in [5% Normal Horse Serum + 0,3% Triton in 0,1M TBS pH 7,4]

3.Tag
% 3K 0, 1M TBS PH 7, %o eeeeeeeeeeeeseeseseeseeee s et esseseseesessese st essesessesessestessessseeseeseseeeseesenes je 10 min
* Biotinilierter 2. ANTIKOIPEI: ....ocvii ettt et e e sre e e ree e e e e e s beeebae e ateeesteeenanas 1h bei RT
- Biot. Horse anti-Mouse (1:200)
-in [0,1M TBS + 2% Rinderserumalbumin (TBS-RSA)]
% 3K 0, 1M TBS PH 7,8 eereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeseseeseseeseeeeeseeseseseeseesese st essesessesessestessassseeseeseseesseeseees je 10 min
* Extravidin-Peroxidase.......c.ccocveeeieeneeeneenen. 30 min vorher ansetzen.........ccoceevveeneeneeennenne 1h bei RT
- Extravidin-Peroxidase (1:1000)
-in [0,AM TBS + 2% Rinderserumalbumin (TBS-RSA)]
FBX0,IM TBS PH 7,4ttt ettt ettt s sttt sa e e sabe e s sabe e s sabeesaba e s b baeebbaeensteesnarees je 10 min
H DAB REAKLION: ...ttt ettt ettt e h e s a e e b e bt e bt e sae e e b e nbbeeteenre e eaeeeans 10 min

- 0,025% DAB + 0,015% H20, in 0,05M TBS pH 7,6
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> Losung A = 0,5 ml von 1% DAB-Stocklésung in 20ml 0,05M TBS pH 7,6

> Endl6sung = Losung A + 10 pl 30%H,0;

FBXO0,IM TBS PH 7,4 ettt s s e s je 10 min

* Kurz in Aqua dest.
* Trocknen lassen

* Eindecken

7.4.4 Nisslfarbung fur Paraffinschnitte

Farbl6sung:

0,5 g Kresylviolett in 100 ml Aqua dest. pH 7,4

Anleitung:

Y IOL ettt sttt bttt et she st a e be st s beh et easeaseaeeheshe et e neanentesbeseetenansans 2x 30 min
* Absteigende Alkoholreihe:

- 10 min 100% Alkohol

- 10 min 96% Alkohol

- 10 min 90% Alkohol

- 10 min 70% Alkohol
Rl Yo [ 1o L= RO OO O ST R UPUUS 2x 5 min
K KEESYIVIOIETE ... ettt sttt ettt a b e sbeea b es e e ebees e beasebe sesbesarsebeneabesasateneas 1-2 min
AU ST ovvieeieesieietiet ettt e st et seete st sab s s ae et e ass st sae st e st esese st ssaseseassbensabesersebensaseseas et seaserereens kurz spiilen
* 3 Tropfen Eisessig in 100 Ml AQUA dEST. ......ceiieiieciecierteeteeer et r e sttt ete st et eae et ss b eassre e 5 min
Rl Yo [ U 1o L= RO U PUPRRR kurz waschen

* Aufsteigende Alkoholreihe:

- 5 min 70% Alkohol
- 5 min 90% Alkohol
- 5 min 96% Alkohol

> Kurze Kontrolle der Schnitte, bei zu geringer Differenzierung 96%igen Alkohol mit 3 Tropfen Eisessig

- 5 min 100% Alkohol

* Eindecken

2x 15 min
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7.4.5 Immunhistochemische Farbung mit DAB der Gehirnschnitte

7.4.5.1 Vorbehandlung

Vorbehandlung der Gehirnschnitte am 1. Farbetag
* Schnitte entparaffinieren und rehydrieren

- 15 min Xylol

- 15 min Xylol (2. Klvette)

- 10 min 100% Alkohol

- 10 min 96% Alkohol

- 10 min 90% Alkohol

- 10 min 70% Alkohol

- kurz in Aqua dest.

* Schnitte in Citrat-Puffer 0,01M pH 6,0 in Kunststoff-Klvette.........ccccoeeveenenenn. 5x3 min in Mikrowelle
(dazwischen Citrat-Puffer nachfllen)
* In Citrat-Puffer abkUhlen [aSSeN........oco it s s etwa 10 min bei RT

HBX O, LM TBS PH 7,4ttt ettt et sae e be st et se et s et e et e s st aaeebe st ste s s sentesasssesennane s 5 min
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7.4.5.2 Calretinin

Rabbit anti-Calretinin (DAB-Nickel)

Antikorper:

- Polyclonal rabbit anti-Calretinin -= SWant, 7699/4

Anleitung:

1.Tag
O, LM TBS PH 7,4 ettt ettt e b e bttt e bt e et et esaee e bt e eb b e e sbe e et e ebeesateennean 10 min
Kl Y o q Lo F- T =] o] Lo Yol A =T U oY= U URURN 30 min
1% H,0, in 100% Methanol
e D I 1Y B = S o] 2 SRS je 10 min
F PIAINKUDATION: ..ttt sttt st e b e s b e st e sbe e b e b e 1h bei RT
- 5% Normal Goat Serum + 0,3% Triton in 0,1M TBS pH 7,4
Rl Yo T oY= PR 48 h bei 4°C
- Rabbit anti-CR (1:2500)
- in [5% Normal Goat Serum + 0,3% Triton in 0,1M TBS pH 7,4]
2.Tag
e D O 1Y B 2 o] 2 SRR je 10 min
* Biotinilierter 2. ANTIKOIPEI: ..ooi ettt et e e et e e et e e e eestre e e e e absaeeeessnaeeaeans 1h bei RT
- Biot. Goat anti-Rabbit (1:200)
-in [0,1M TBS + 2% Rinderserumalbumin (TBS-RSA)]
FBX 0, IM TBS PH 7,4 oottt et e ettt e e e et e e e e bt e e e e e e saaeeeeesasaeeeseesnssreeesansaaeaann je 10 min
K EAP e 30 min vorher ansetzen........ccocceveieeeiieeenniee e 1h bei RT
- Extravidin-Peroxidase (1:1000)
-in [0,1M TBS + 2% Rinderserumalbumin (TBS-RSA)]
FBX 0, IM TBS PH 7,4ttt et e e ettt e e e e et e e e e e tb e e e e e e aaaaeeeeasseeesaeanssreeesanssaeaann je 10 min
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* DAB-NICKEI-REAKEION: «.ciiiiiiiiiiieiiiiie et s e s e s e s e e e e e eeeesaeeeeeeeereeebeaeaeaeararaeaaas 10 min

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

> Losung A = 40 mg Ammonium Nickel in 20 ml 0,05M TBS pH 7,6 >> gut filtrieren
> Losung B = 0,025% DAB= 0,5 ml von 1%iger DAB-Stockldsung in Lésung A

> Losung C = Endlosung= 10 pul 30% H,0, in Losung B fiir etwa 10 Minuten

X 0, 1M TBS PH 7,4 oottt e et eeee e eee e eeeee e eee e eee e e eeseeseseeeeeeeeaeeasaeeeneeeeeeeeeesens je 10 min
Rl Yo LU= T LT OO USRI 5 min
* Trocknen lassen

* In Alkoholreihe 70, 90, 96, 100%.........cccoueeeeeiiireeeeeeeirreeeeeiirrreeeesiirreeeeesseeeseesreseeeesassreeessssreeens je 5 min
G 5 Y0 A/ Lo OO OO 2x 5 min und 15 min

* Eindecken mit DPX

7.4.5.3 ChAT

Goat anti-ChAT (DAB-Nickel)

Antikorper:

- Polyclonal goat anti-ChAT =Chemicon, AB144P

Anleitung:

1.Tag

KO, LM TBS PH 7,4ttt ettt b e et s bttt st s bt et s b e e s b e et e ebeenbesaeenbeeanes 10 min
Bl e o (Lo F T =] o] oYl (L= U o =SSR SURUR 30 min

1% H,0; in 100% Methanol
E3X0,IM TBS PH 7,4ttt sttt sttt sttt sat ettt e st et bt e bbb et e sbeeabeseeebens je 10 min
F PIAINKUDATION: 1.ttt st et 1h bei RT
- 5% Normal Rabbit Serum + 0,3% Triton in 0,1M TBS pH 7,4
R Yo o o oY= PP UPURRN 48 h bei 4°C

- Goat anti-ChAT (1:50)

- in [5% Normal Rabbit Serum + 0,3% Triton in 0,1M TBS pH 7,4]
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2.Tag
FBX O, LM TBS PH 7,4 ettt ettt st st sttt ettt e bt e sme e sane e sbeesbeesaneens je 10 min
* Biotinilierter 2. ANTIKOIPEI: oottt e e e e e et e e e e ebte e e e e sbaeeeeeebaneaaens 1h bei RT
- Biot. Goat anti-Rabbit (1:200)
-in [0,1M TBS + 2% Rinderserumalbumin (TBS-RSA)]
¥ 3X 0, 1M TBS PH 7,4t ee e et s eeset e e eeeseeeeseeneeeseeeasaeseseseseeeseeseeeeesaeens je 10 min
AP ettt 30 min vorher ansetzen........ccoeceeercieeerieeeniee e 1h bei RT
- Extravidin-Peroxidase (1:1000)
-in [0,1M TBS + 2% Rinderserumalbumin (TBS-RSA)]
¥ 3X 0, 1M TBS PH 7, oottt e et eeeeee e eeeeeeeseseseseeseseeeeeeeseseeseeeaeeeseesseeeeeesaenees je 10 min
KDAB-NICKEI-REAKLION: ..viiiiieiieiie ettt sttt sttt s be s s bt e st e esbeesatesnbeeanesaseens 10 min
- 0,025% DAB + 0,015% H,0, in 0,05M TBS pH 7,6
> Losung A = 40 mg Ammonium Nickel in 20 ml 0,05M TBS pH 7,6 >> gut filtrieren
> Losung B =0,025% DAB= 0,5 ml von 1%iger DAB-Stocklésung in Losung A
> Losung C = Endlésung= 10 pl 30% H,0, in Losung B fiir etwa 10 Minuten
K 3X0,IM TBS PH 7,4 ettt st st sb e sttt s bt st eb b e sbeeab s ae e sbeeaseseeenbens je 10 min
FUAQUA GEST. ettt ettt ettt b ettt e st e s a bt et e e ses et ebe bt et et eb e eb e s et be et benebea sttt 5 min

* Trocknen lassen
* In Alkoholreihe 70, 90, 96, 100%.........ceecuuuriieieeeeeeeeeeeeeiireeteeeeeeeseesessarereeeeeesesessassssrerreeseesssnns je 5 min
K B KYION ettt ettt et ettt b et et eae st s be et e e aentebsersens et eaas 2x 5 min und 15 min

* Eindecken mit DPX
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