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1. Einleitung

1.1 Die Multiple Sklerose

Multiple Sklerose (MS), auch Enzephalomyelitis disseminata (ED) genannt, ist die haufigste
Autoimmunerkrankung des Zentralnervensystems (ZNS) mit iber zwei Millionen Betroffenen
weltweit [1]. Sie ist eine Erkrankung des jungen Erwachsenen und betrifft Frauen doppelt bis
dreimal so haufig wie Manner [1]. Erste Symptome dulRern sich in Schwindel, Erschépfung,
Sehstérungen sowie sensiblen und motorischen Ausfallen der Extremitaten mit Fortschreiten
in gravierendere Symptome wie Ataxie, Paraparesen, Spasmen der Extremitaten und
kognitive Defizite [2]. Klinisch unterscheidet man zwei Formen der MS: die primar
progrediente MS (PPMS), bei der es ab Symptombeginn zu einem kontinuierlichen Verlauf
und Akkumulation der neurologischen Ausfille kommt, sowie die schubférmige MS (RRMS),
bei der sich die Symptome teilweise zurlickbilden und die sich im Verlauf bei zunehmend
bleibenden neurologischen Defiziten in die sogenannte sekundar progrediente Form (SPMS)

entwickelt [3].

Wahrend eines akuten Schubes bei der MS kommt es zu fokalen Lasionen in der weillen
Substanz des ZNS, welche durch Demyelinisierung, den Untergang von Axonen und der
Einwanderung von Zellen des peripheren Immunsystems gekennzeichnet sind [4]. Eine
verlangsamte Weiterleitung von Aktionspotenzialen nach Demyelinisierung der Axone
resultiert in einer eingeschrankten neuronalen Funktion der betroffenen Bereiche mit
Auftreten von neurologischen Symptomen bei MS-Erkrankten [4]. Durch die fokalen inflam-
matorischen Lasionen im ZNS kommt es zusatzlich zu 6dematdsen Veranderungen in diesen
Bereichen [4]. Es kommt zu einer prinzipiell reversiblen Kompression von Nervenbahnen,
was wiederum die verminderte Weiterleitung von Aktionspotenzialen der Axone verstarkt
[4]. Der Untergang von Axonen im Rahmen eines akuten Schubes fiihrt zu irreversiblen
klinischen Ausfallen. Akute Axonschdaden miissen aber nicht zu einem Untergang flhren.
Experimente haben gezeigt, dass sich Axone von akuten Schaden erholen kénnen [5]. All
diese Faktoren spielen eine Rolle im Hinblick auf die teils vollstandige Rickbildung von

klinischen Symptomen nach akuten Schiiben bei MS.



Histopathologische Untersuchungen der betroffenen weiRen Substanz haben gezeigt, dass
auch die Bereiche um die eigentlichen, akuten, inflammatorischen Lasionen von
Veranderung betroffen sind [4]. Es kommt durch die genannten Mechanismen u.a. zu
Mikrogliazellaktivierung, Fibrosen der GefdRe sowie perivaskuldaren Ansammlungen von
Immunzellen und Schaden der Blut-Hirn-Schranke [4]. Entsprechend ist der von einer
Demyelinisierung betroffene Bereich der weillen Substanz deutlich gréBer und diffuser, als
die eigentliche akute Lasion [6]. Die diffusen Schaden der eine Lasion umgebenden
Hirnareale korreliert gleichzeitig mit einer diffusen kortikalen Demyelinisierung [6]. Die
fortschreitende, diffuse Neurodegeneration der weiRen und grauen Substanz des ZNS
bestimmt den klinischen Verlauf der MS mit bleibenden und im Verlauf der Erkrankung
zunehmenden neurologischen Ausfallen im Sinne eines letztendlich progredienten klinischen

Krankheitsverlaufs [7].

1.2 Tiermodelle zur Untersuchung der Multiplen Sklerose

In der Wissenschaft werden unterschiedliche Tiermodelle genutzt, um die verschiedenen

Komponenten der MS zu untersuchen.

Die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (engl.: experimental autoimmune
encephalomyelitis, EAE) ist das am hdaufigsten zur Untersuchung der MS herangezogene
Tiermodell und wird seit Gber 90 Jahren in diesem Bereich angewendet [8]. Mit diesem
Modell wird die inflammatorische Komponente mit hieraus resultierender Demyelinisierung
und Axonverlust in der weillen Substanz des Gehirns imitiert. Versuchstiere erhalten eine
Injektion mit Proteinen, welche in den tiereigenen Myelinscheiden zu finden sind. Sie l6sen
in den Versuchstieren eine Autoimmunreaktion aus. Es kommt zu einer Aktivierung von T-
Lymphozyten, die in das ZNS einwandern und letztendlich zu einem, insbesondere axonalen,

Untergang vor allem im Riickenmark, dem Kleinhirn und dem Nervus opticus flihren [4].

Das Cuprizone-Modell als toxisches Tiermodell ermoglicht es, primar demyelinisierende
Schaden des ZNS ohne T-Zell-Aktivierung zu betrachten [9]. Cuprizone (engl.: oxalic acid
bis(cyclohexylidene hydrazide)) ist ein Kupfer-Chelatbildner. Er wurde in den 1950er Jahren
erstbeschrieben und fand als toxischer Stoff in den 1960er Jahren erste Anwendung in
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Experimenten [10, 11]. Die Demyelinisierung im Cuprizone-Modell entsteht durch die
Degeneration von Oligodendrozyten selbst, nicht durch den primaren Untergang ihrer
Myelinscheiden [12]. Wenngleich der genaue Mechanismus noch nicht vollstandig
verstanden ist, geht man davon aus, dass Cuprizone in Mitochondrien Enzyme der
Atmungskette inhibiert [4]. Die betroffenen Oligodendrozyten gehen unter, was eine lokale
Mikrogliazellaktivierung und anschliefende Einwanderung von T-Zellen sowie ddematodse
Veranderungen bewirkt [4, 13, 14]. Diese Reaktion auf das Cuprizone-Toxin ist nach zwei
Tagen der Zufiitterung bereits nachweisbar [15]. Betroffen von der Demyelinisierung sind
typischerweise Regionen der weillen Substanz, unter anderem das Corpus callosum (CC), als
auch Regionen in der grauen Substanz [4, 16, 17]. Insgesamt wird Cuprizone zwischen finf
und zwolf Wochen zugefiittert, um die Pathophysiologie der akuten und chronischen
Demyelinisierung zu untersuchen [12]. Wird die Zugabe nach vier bis flinf Wochen beendet,
kann nach der akuten Demyelinisierungsphase auch eine Remyelinisierung der betroffenen

Hirnregionen festgestellt und untersucht werden [18].

1.3 Die Rolle von Mikrogliazellen in der Multiplen Sklerose

Mikrogliazellen wurden in der ersten Halfte des 20. Jahrhunderts von Pio del Rio-Hortega
entdeckt und erstbeschrieben [2]. Sie sind die Immunabwehrzellen des ZNS und die ersten
Zellen, die auf feinste Veranderungen in der zentralnervésen Umgebung wie z.B. Pathogene,
Stress, Verletzungen oder andere Schaden reagieren [2]. Diese Faktoren |6sen eine
Mikrogliazellaktivierung aus [19]. Hierbei kommt es zu morphologischen Veranderungen
dieser Zellen, die immuhistochemisch sichtbar gemacht und quantifiziert werden kénnen.
Dies erfolgt oft Uber die histochemische Farbung des sogenannten ionisierten
calciumbindenden Adaptermolekil IBA-1 (engl.: ionized calcium binding adapter molecule
1), das ausschlieBlich von Mikrogliazellen und Makrophagen exprimiert wird [20]. Vollstandig
aktivierte Mikrogliazellen sind dann in der Lage, durch das Hirngewebe zu wandern [19].
Nach Torres-Platas et al. [19] konnen vier morphologische Typen von Mikrogliazellen
unterschieden werden. Die verzweigte (engl.: ramified) Mikrogliazelle befindet sich im
ruhenden Zustand und stellt sich mit einem kleinen Zellkorper (Soma) und mehreren, stark
verzweigten Fortsdtzen dar, mit denen sie ihre Umgebung priift. Die gerlstete (engl.:
primed) Mikrogliazelle weist ahnlich viele, aber insbesondere distal weniger stark verzweigte
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Fortsatze auf. Reaktive (engl.: reactive) und amoboide (engl.: amoeboid) Mikrogliazellen sind
an einem amobenartigen Zellkdrper zu erkennen. Die reaktive Mikrogliazelle hat kurze
Fortsatze, die aber langer als der Zellkérperdurchmesser sind. Amdboide Mikrogliazellen
weisen entweder keine Fortsdatze mehr auf oder maximal zwei unverzweigte kurze, die die

Lange des Zellkérperdurchmessers nicht Gberschreiten (Abbildung 1).

Abbildung 1: IBAl-immunhistochemisch gefarbte Schnitte von Mikrogliazellen (5 um Schnittdicke)
verschiedener Aktivierungsstadien; A: verzweigt; B: geristet; C: reaktiv; D: amoboid

1.4 Analysen der Mikrogliazellmorphologie: Sholl-Analyse und Ramification Index

Die Morphologie der verschiedenen Zellen im ZNS zeigt eine groRe Diversitdat sowie eine
grolRe Varianz innerhalb dieser Zelltypen, je nach Spezies, Entwicklung und Aktivierung [21].

Eine haufig verwendete und etablierte Moglichkeit der Analyse von Zellmorphologien ist die
Sholl-Analyse, die von Donald Sholl 1953 entwickelt wurde [22]. Sie dient der Quantifizierung
der Komplexitat von Dendriten einer Zelle und kann damit zur Beurteilung von

morphologischen Verdanderungen einer Zelle durch verschiedene Pathologien herangezogen
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werden [21]. In der Sholl-Analyse werden ausgehend vom Zentrum des Zellkorpers
konzentrische Kreise bzw. Spharen mit zunehmendem Radius (iber eine Zelle gelegt [21]. Die
Kreise bzw. Spharen haben einen gleich groll gewahlten Abstand zueinander. Innerhalb
dieser Abstinde kénnen dann die darin liegenden Dendritenabschnitte nach verschiedenen
Parametern ausgewertet werden. Insbesondere wird die Anzahl gezahlt, mit welcher
Haufigkeit Dendriten einen Kreis bzw. eine Sphare kreuzen, sog. ,Intersections” [21]. Die
Sholl-Analyse ist damit eine gute Mdglichkeit, komplexe dreidimensionale Zellmorphologien
durch eine eindimensionale Ansicht einer Zelle zu quantifizieren [21].

Eine weitere Moglichkeit der Auswertung von Mikrogliazellmorphologien ist der sogenannte
Ramification Index (RI) [23]. Hierbei wird im zweidimensionalen Raum die maximale
Projektionsflaiche durch die Zellfliche bei exakter Umrandung der Zelle geteilt [23]. Die
maximale Projektionsflache ist die Flache, die entsteht, wenn man alle maximal vom
Zellkorper entfernten (prominentesten) Punkte um die Zelle polygonal miteinander
verbindet [23]. Wie Becker et al. [23] zeigen konnten, haben verzweigte (engl. ,,ramified”)
Mikrogliazellen eine groRe maximale Projektionsflache bei im Vergleich dazu geringer
Zellflache. Im Gegensatz dazu haben aktivierte Mikrogliazellen eine kleine maximale
Projektionsflache bei kleiner Zellflache, also einen Rl gegen 1 [23]. Der Ramification Index ist
also ein gutes Instrument zur Quantifizierung der Morphologie von Mikrogliazellen in

verschiedenen Aktivierungsstadien.

1.5 Fragestellung

Die morphologischen und damit auch funktionellen Stadien der Mikrogliazellen sind
teilweise untersucht. Es wurden bisher die vier oben beschriebenen morphologischen
Mikrogliazelltypen klassifiziert. Es erfolgte aber noch keine Quantifizierung der
Mikrogliazellmorphologie im Demyelinisierungsmodell der MS. Das Toxin Cuprizone fiihrt zu
einem Untergang von Neuronen, wodurch Mikrogliazellen aktiviert werden. Es kann davon
ausgegangen werden, dass Mikrogliazellen nach einer einwdchigen Cuprizone-Behandlung
ihre Morphologie dndern. Daraus ergibt sich die Hypothese, dass die Mikrogliazellen im
Kortex von mit Cuprizone behandelten Mausen eine veranderte Morphologie aufweisen. Ein
Ziel dieser Arbeit ist es, diese morphologischen Veranderungen von Mikrogliazellen in der
Frihform  einer = Demyeliniserung  zu  quantifizieren.  Hierzu  werden  zwei
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Computerprogramme verwendet: das Imagel-Programm, das zur Auswertung von
Zellmorphologien im zweidimensionalen Raum bereits genutzt wird sowie einem neueren
Programm, dem Neurolucida 360, das eine Quantifizierung von Zellmorphologien im
dreidimensionalen Raum ermoglicht. In dieser Arbeit sollen diese beiden Programme
ebenfalls gegeniibergestellt und anhand der Ergebnisse bewertet werden. Im Rahmen
dessen soll diese wissenschaftliche Arbeit der Etablierung eines Neurolucida 360-Protokolls
zur Quantifizierung von Zellmorphologien dienen, das in zukinftigen morphologischen

Untersuchungen verschiedenster neuronaler Zellen genutzt werden kann.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien und Chemikalien

Chemikalie Hersteller Bestellnummer
Aluminiumkaliumsulfat-
e Merck 101042
Chloralhydrat Sigma 15307
Cuprizone
i -9012
(Bis(cyclohexanon)oxaldihydrazon Sigma 90
3,3-Diaminobenzidin (DAB)+
Dako K3468
Chromogen
3,3-Diaminobenzidin (DAB)+ Dako K3468
Substrat
Dinatriumhydrogenphosphat Merck 6559
DPX mounting media Sigma 44581
EDTA Dinatriumsalz-Dihydrat Merck 1.08421
EnVision+ System- HRP Labelled Dako K4003
Polymer (Anti-Rabbit)
Ethanol 100 % Merck 1.00983
Formaldehyd 37 % Roth P733.2
Hamatoxylin Sigma H3136
Natriumiodat Merck 106525
Natriumdihydrogenphosphat- Merck 1.06346
Monophosphat
Natriumlauge Merck 1.09137
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Normales Ziegenserum Vector $-1000
Paraffin VWR 107158.9025
Phosphate Buffered Saline (PBS) Biochrom/Merck L182-50

Dulbecco-Pulver

Salzsdure Roth/Merck K025.1/1.09057
Tris (PUFFERAN’) Roth 4855.2
Wasserstoffperoxid 30 % (H,0,) Roth 8070.4
Xylol VWR 30 28975.325
Zitronensaure Roth X863.2
Zitronensaure-Monohydrat Merck 1.00244
Tabelle 1: Verwendete Chemikalien
2.2 Antikorper
Antikorper Art Firma Bestellnummer
lonized calcium
polyklonal;
binding adaptor Wirt: Hase Wako 019-19741
molecule 1 (IBA1)
Anti-Hase 1gG Wirt: Ziege Vector BA 1000
(Goat Anti Rabbit)

Tabelle 2: Verwendete Antikorper
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2.3 Losungen, Puffer und Blockserum

Losungen, Puffer, Blockserum Zusammensetzung

10,5 g Zitronensaure

Citratpuffer 5 | destilliertes Wasser

Ziel-pH-Wert 6,0

2,5 ml normales Ziegenserum

Blockserum 47,5miP8S

Verdlinnung 1:20

20 ul DAB-Stock

DAB-Komplex 980 pl DAB-Substrat

Verdlinnung 1:50

Tabelle 3: Aligemeine Losungen
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2.4 Versuchsaufbau

Es wurden zehn Versuchstiere von der Firma Janvier verwendet. Finf Mause wurden als
Kontrolltiere verwendet und erhielten normales Futter. Finf Mause erhielten fiir sieben
Tage das Toxin Cuprizone zu ihrem reguldaren Futter. Nach Ende der Behandlung wurden die

Mause tierschutzkonform getotet und transkardial perfundiert.

2.5 Versuchstiere

Es wurden mannliche Versuchstiere verwendet. Die ca. 25 g schweren Mause vom Wildtyp
wurden bei der Firma Janvier bestellt und gehorten zu dem Stamm C57/BL/6J. Die Méause
wurden zufallig auf die Kontroll- und Cuprizone-Gruppe verteilt. Jede Gruppe a funf Mause
wurde in Kafigen Typ Il BlueLine (435 cm?) mit individueller Ventilation gehalten. Es erfolgte
taglich eine Kontrolle und alle zwei Tage ein Wechsel der Kafige. Die Raumtemperatur lag bei
22 + 2 °C und die Luftfeuchtigkeit bei 50 + 5 % g/m?>. Die Kafige waren mit einem Uberdruck-
Bellftungssystem mit zirkulierender Raumluft mit 60 — 80 Luftwechseln pro Stunde
ausgestattet. Die Beleuchtung erfolgte mit einem Tag-Nacht-Rhythmus von 13 Stunden Tag,
11 Stunden Nacht.

Die Haltung und Versorgung der Mause in den Einrichtungen des Max-von-Pettenkofer-
Instituts (Pettenkoferstr. 11, 80336 Miinchen) wurden nach den standardisierten
Laborbedingungen entsprechend der Federation of European Laboratory Animal Science
Association’s Organisation (FELASA Organisation) durchgefiihrt. Im Umgang mit den Tieren
wurde sich an die aktuell geltenden Tierschutzbestimmungen gemaR §&§ 8 des

Tierschutzgesetzes gehalten.

2.5.1 Fiitterung

Finf Maduse wurden als Kontrolltiere verwendet und bekamen standardisiertes Mehlfutter.
Das Futter wurde auf dem Dachgitter des Kafigs in eine Vertiefung gefillt. Dort wurde auch
die Trinkflasche mit Wasser fiir die Maduse angebracht. Die Mause der Behandlungsgruppe

wurden fiir eine Woche taglich mit dem Toxin Cuprizone gefittert. Fir diesen Kafig mit drei
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Mausen wurde taglich 100 - 150 g Futteransatz vorbereitet. Es wurde standardisiertes
Mehlfutter mit einem Cuprizone-Anteil von 0,25 % angesetzt und in einem Rihrgerat fur
eine Minute vermischt. Der Futteransatz wurde auf zwei Petrischalen verteilt und im Kafig
auf dem Boden platziert. Eine Trinkflasche mit Wasser wurde am Dachgitter des Kafigs
befestigt. Da das Cuprizone als Kupferchelator physikalisch instabil ist, wurde das Futter
jeden Tag direkt vor der Fitterung vorbereitet. Futter und Wasser standen den

Versuchstieren unbegrenzt zur Verfiigung (mindestens 20 g pro Maus pro Tag).

2.6 Transkardiale Perfusion und Praparation

Nach taglicher Flitterung mit Cuprizone fiir sieben Tage wurden die verwendeten Mause am

achten Tag tierschutzkonform getétet, transkardial perfundiert und ihre Gehirne prapariert.

Fir die transkardiale Perfusion wurden pro Maus 200 ml Perfusionsldsung angesetzt. 150 ml
wurden fir die Perfusion jedes Versuchstieres und 50 ml fir die Postfixation des Gewebes
verwendet. Die Losung wurde eine Stunde vor Beginn der Perfusion angesetzt. Damit wurde
sichergestellt, dass der zuvor eingestellte pH-Wert aufgrund von Zerfallsprodukten zum
Zeitpunkt der Perfusion nicht abweicht. Zum Toten der Tiere wurde Chloralhydrat
verwendet. Pro Tier wurden 0,5 ml der Narkoselésung vorbereitet. Nach der Perfusion

wurden die Schadel der Mause vorprapariert und fiir 24 Stunden postfixiert.

2.6.1 Durchfiihrung transkardiale Perfusion

Flr einen Liter Perfusionslésung wurden 100 ml Formaldehyd (37 %), 900 ml bidestilliertes
Wasser, 4,6 g Natriumdihydrogenphosphat  (NaH,PO4;*H,0) und 80 g
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,*H,0) abgefiillt und abgewogen. Sie wurden in einen
Behalter gegeben und mit einem Magnetriihrer vermischt, bis alle Bestandteile gel6st
waren. Mit einer pH-Sonde wurde der pH-Wert der LOosung gemessen und mit
Natriumhydroxid (NaOH) auf einen pH-Wert von 7,4 titriert. Die Perfusionslésung
(Formaldehyd 3,7 %) wurde durch einen Trichter mit Papierfilter in eine Glasflasche gefiillt

und auf Eis gelagert.
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Jedem Versuchstier wurden mit einer Injektionsnadel 0,5 ml Narkoselosung in den Bauch
injiziert. Nach Wirkungseintritt wurde die Maus auf eine Wachsplatte gelegt und ihre Reflexe
getestet. Wenn der Tod durch Ausbleiben von Reflexen festgestellt werden konnte, wurde
die Maus auf die Wachsplatte gepinnt und prapariert. Die Bauchhaut wurde mit einer Schere
bis zum Hals entfernt. Das Abdomen wurde eréffnet und die Muskeln sowie der vordere
knocherne Brustkorb entfernt. Am Herzen wurde der rechte Vorhof mit einer spitzen Schere
eroffnet, um einen Abfluss zu schaffen. In den linken Ventrikel wurde eine Nadel gelegt, tiber
die die Maus mit einer Spritze perfundiert wurde. Die Versuchstiere wurden mit 20 ml
kaltem PBS gesplilt. AnschlielRend wurden sie mit zwei Spritzen je 50 ml Perfusionslosung

perfundiert.

Nach der Perfusion wurde der Kopf des Versuchstieres am tiefen Hals abgetrennt und der
restliche Korper verworfen. Die Ohren wurden abgetrennt. Die Schadelhaut und
Schadelkalotte wurden von dorsal mit einer spitzen Schere mittig aufgeschnitten. Beide
Schadelhalften wurden von innen nach aullen aufgeklappt, sodass das Gehirn frei lag. Die
Praparate wurden in 50 ml Perfusionslésung in einem Falcon Tube gelegt und lGber Nacht bei

4 °C postfixiert.

Am Tag nach der Perfusion sollte die weitere Praparation und Einbettung der Gehirne
erfolgen. Das Gehirn wurde aus den noch umgebenden Schadelteilen gelost. Dazu wurden
die Halften der Schadelkalotte mit einer Pinzette vollstandig entfernt. Das Gehirn wurde an
der Grenze zwischen Bulbus olfactorius und GroBhirn mit einem Spatel durchtrennt. Es
wurde seitlich mit dem Spatel um das Gehirn herum gefahren, um es vollstandig von der

Schadelbasis zu I16sen. Es wurde nun mit der Einbettung der Gehirne begonnen.

2.6.2 Paraffineinbettung und Schneiden der Gehirne

Nach der Postfixation und der weiteren Praparation wurden die Gehirne in PBS
zwischengelagert. Das Gewebe darf im Laufe der Einbettung nie austrocken. Zu Beginn der
Paraffineinbettung wurden die Prdparate aus dem PBS entnommen und in jeweils eine
Einbettkassette gegeben. Es wurde darauf geachtet, dass die Kassetten keine Luftblasen
enthalten. Die beflllten Einbettkassetten wurden fir ca. 5 Stunden in flieRendem
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Leitungswasser gespult. AnschlieBend wurden die Praparate in Ethanol in aufsteigenden
Konzentrationen (50 %, 70 %, 96 %, 100 %), Xylol und geschmolzenem Paraffin fixiert. Bis auf
die Fixierungsschritte in Paraffin erfolgten alle Arbeitsschritte auf einem Horizontalschittler

in einem ausreichend groRen GefaR. Wenn noétig, kann das Gewebe in 50 %-igem Ethanol bei

4 °C bis zur Weiterverarbeitung gelagert werden.

Tag Dauer Bemerkungen
Leitungswasser, 2 5h (mindestens 12h) Raumtemperatur,
flief3end Horizontalschiittler
50 % Ethanol 2-3 Uber Nacht Raumtemperatur,
Horizontalschittler
70 % Ethanol - 1 3 40 Minuten Raumtemperatur,
Horizontalschittler
70 % Ethanol - 2 3 40 Minuten Raumtemperatur,
Horizontalschittler
96 % Ethanol - 1 3 40 Minuten Raumtemperatur,
Horizontalschiittler
96 % Ethanol - 2 3 40 Minuten Raumtemperatur,
Horizontalschittler
96 % Ethanol - 3 3 40 Minuten Raumtemperatur,
Horizontalschiittler
100 % Ethanol - 1 3 40 Minuten Raumtemperatur,
Horizontalschiittler
100% Ethanol - 2 3 60 Minuten Raumtemperatur,
Horizontalschittler
100 % Ethanol - 3 3 60 Minuten Raumtemperatur,
Horizontalschiittler
Xylol - 1 3 40 Minuten Raumtemperatur,
Horizontalschiittler
Xylol - 2 3 40 Minuten Raumtemperatur,
Horizontalschittler
Xylol - 3 3 40 Minuten Raumtemperatur,
Horizontalschittler
Paraffin - 1 3 60 Minuten
Paraffin - 2 3 60 Minuten
Paraffin - 3 3-6 Mindestens 48h

Tabelle 4: Arbeitsschritte der Paraffineinbettung

Nach Durchlaufen der in der Tabelle beschriebenen Arbeitsschritte wurde das Gewebe aus
dem Paraffin ausgebettet und in neue Einbettkassetten gegeben. Diese wurden mit
geschmolzenem Paraffin gefiillt und zum Aushérten auf eine Kalteplatte gelegt. Die fertigen

Blocke wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei Raumtemperatur gelagert.
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Nach Abschluss des Einbettens der Praparate wurden diese geschnitten. Sie wurden dazu in
ein Schlittenmikrotom (Leica SM200 R, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch,
Deutschland) gespannt. Durch zwei Stellschrauben wurden die Paraffinblécke im Gerat
befestigt. Die Blocke wurden so eingespannt, dass die Blockflache und die Klinge des
Mikrotoms parallel zueinander standen. An einem Drehregler wurde die gewilinschte
Schnittdicke von 5 um eingestellt. Die Blocke wurden wiederholt Uber die Klinge des
Mikrotoms bewegt, bis die Blockfliche komplett angeschnitten wurde. Nun wurden die
vollstandigen Schnitte aufgefangen und auf Objekttrager aufgezogen. Dazu wurde ein Stiick
Seidenpapier in einem 48 °C warmen Wasserbad (Leica HI1210 Wasserbad, Leica Biosystems
Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) angefeuchtet und auf die Blockoberflache gelegt.
Das Seidenpapier sollte dieselbe Flache wie der Paraffinblock haben. Die Klinge des
Mikrotoms wurde (iber den Paraffinblock gezogen. Das Seidenpapier wurde mit dem daran
haftenden Schnitt abgehoben und in das 48 °C warme Wasserbad gelegt. Nachdem der
Schnitt sich im Wasser von dem Seidenpapier geldst hatte, wurde er mit einer Nadel
aufgenommen und auf einen Objekttrager (SuperFrost Plus, VWR International, Darmstadt,
Deutschland) gebracht. Pro Objekttrager wurden immer zwei Schnitte aufgezogen. Sie
wurden zum Abtropfen schrag gestellt. Fiir eine bessere Haftung am Objekttrager wurden
sie 3 — 4 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet. AnschlieRend wurden sie in einem
Warmeschrank bei 48 °C Uber Nacht getrocknet. Am darauffolgenden Tag wurden die
Schnitte verwendet oder bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die Region of interest (ROI) lag

im septo-diencephalen Gehirn in Region 265 nach Sidman Mouse Atlas (Nissl-Farbung) [24].

2.7 Immunhistochemische Farbung

Fiir die Darstellung des mikrogliazellspezifischen, calciumbbindenden Proteins IBA1 wurde
die Methode der indirekten Immunhistochemie verwendet. Hierbei wurden die Schnitte
zundchst entparaffiniert und rehydriert. Um bei der Formalinfixierung entstandene sog.
,cross-links“ zwischen den Antigenen des Gewebes zu l6sen, wurden die Schnitte in
Citratpuffer gekocht (HIER-Methode: ,heat induced Epitope retrieval”). Die Zahl der
Antigenbindungsstellen wurde so optimiert. Es wurde Blockserum (5 % Normales
Ziegenserum) auf das Gewebe gegeben, um falsch positive Ergebnisse durch starke
unspezifische Bindungen des Primarantikdrpers im Mausgewebe zu vermeiden. So wurde
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eine spezifische Bindung des Primarantikorpers an das gesuchte Antigen gewahrleistet. Es
wurde Normales Serum aus dem Tier verwendet, aus dem der Sekundarantikérper stammt,
sodass einer unspezifischen Bindung des Sekundarantikorpers an Komponenten der
Proteinlésung vorgebeugt wurde. Der Primdrantikorper (IBA1l) wurde auf das Gewebe
gegeben. Die Schnitte wurden in Wasserstoffperoxid (H,0,) gespult. Dieser Schritt eliminiert
die unspezifische Enzymaktivitdit der gewebeeigenen Peroxidase und verhindert eine
unspezifische Farbung. Es kann so aber auch durch eine Modifizierung von Epitopen der
Antigene zu einer reduzierten Antigen-Antikérper-Bindung und damit einer Abschwachung
der Farbung kommen. Der Sekundarantikorper (Anti-Hase IgG) wurde auf das Gewebe
gegeben. Er muss gegen die Immunglobuline des Tiers gerichtet sein, in dem der
Primadrantikérper hergestellt wurde, sodass er diesen spezifisch bindet. Durch die Bindung
von mehreren Sekundédrantikdrpern an einen Primarantikérper wird eine Verstarkung der
Farbung erreicht. In dieser Arbeit wurde das EnVision+ System verwendet, das bereits fertige
Komplexe aus Sekundarantikorper und HRP-Komplex (HRP: ,horseradish peroxidase” =
Meerrettich-Peroxidase) enthalt. Durch die Bindung von mehreren Komplexen pro
Sekundarantikorper wurde zuséatzlich eine Verstarkung der Farbung erreicht. Es wurde kein
Avidin-Biotin-Komplex verwendet, da bestimmte Gewebe eine endogene Avidin-Biotin-
Enzymaktivitat aufweisen. Eine unspezifische Farbung kann so reduziert bzw. verhindert
werden. Zur Visualisierung des HRP-Komplexes wurde DAB-Komplex (3,3-Diaminobenzidin
(DAB)+ Substrat-Chromogen) auf die Schnitte gegeben. Die DAB-Komplexe reagieren mit der

Meerrettich-Peroxidase, was in einer braunen Ausfallung resultiert.

2.7.1 Durchfiihrung Farbungen

Alle Schnitte wurden nach dem gleichen Protokoll gefarbt, um ein reproduzierbares Ergebnis
zu erhalten. Es wurden zehn Objekttrager a zwei Schnitte gefarbt. Zehn Schnitte waren von
Mausen aus der Kontrollgruppe ohne Behandlung. Zehn Schnitte waren von Mausen, die
eine Woche Cuprizone zu ihrem Futter erhalten hatten. Es wurde mit der Entparaffinierung
begonnen. Dazu wurden die Schnitte in einem Plastikhalter dreimal in Xylol gegeben.

AnschlieBend wurden die Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert.
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Chemikalien Dauer
Xylol I 10 min
Xylol I 10 min
Xylol 111 5 min
Xylol/Ethanol 50/50 % 5 min
Ethanol 100 % 3 min
Ethanol 100 % 3 min
Ethanol 96 % 3 min
Ethanol 96 % 3 min
Ethanol 70 % 3 min
Ethanol 50 % 3 min
Destilliertes Wasser 3 min

Tabelle 5: Arbeitsschritte der Entparaffinierung und Rehydrierung

Die rehydrierten Schnitte wurden in ein GefaR mit Tris/EDTA gegeben. Die freien Kammern
im Halter wurden mit leeren Objekttragern aufgefillt. Die Schnitte wurden in eine
Mikrowelle gestellt und das Tris/EDTA fiir ca. zwei Minuten auf hochster Stufe zum Kochen
gebracht. Die Schnitte wurden weitere zehn Minuten auf niedriger Stufe gekocht. Das GefaR
wurde anschlielend fiir 20 — 30 Minuten mit kaltem Leitungswasser umspllt, bis das
Tris/EDTA Raumtemperatur erreicht hatte. Die Schnitte wurden dreimal fiir jeweils flinf

Minuten in PBS gespiilt. Dazu wurde eine Standkiivette mit PBS befillt. Die Schnitte wurden
hinein- und das Gefal} auf einen Schittler (IKA VXR basic Vibrax®, IKA®-Werke GmbH & CO.

KG, Staufen, Deutschland) gestellt. Nach fiinf Minuten wurde das PBS abgegossen und die
Standkuvette mit neuem PBS befillt. Fir das Blocken wurden die Schnitte in einen
Inkubationskasten gelegt. Auf jeden Schnitt wurden 50 pl vorgefertigte Blockinglosung (5 %
Normales Ziegenserum in PBS) pipettiert und fir eine Stunde bei Raumtemperatur (26 °C) in
den Inkubator gestellt. Es folgte die Inkubation mit dem Primarantikorper IBA1l. Der
Primarantikorper wurde mit einem Vortex durchmischt und zentrifugiert. Er wurde in einer
Verdiinnung 1 : 4000 (1 pl Priméarantikorper : 3999 ul 5 % Normales Ziegenserum in PBS)
angemischt. Die Objekttrager wurden vorsichtig um die Schnitte herum mit einem
Papiertuch abgetupft. Jeweils 100 ul des verdiinnten Primarantikorpers wurden auf jeden
Schnitt pipettiert. Auf jeden Schnitt wurde ein zugeschnittenes Blattchen Parafilm gelegt, um
eine gleichmalige Verteilung der Losung liber den ganzen Schnitt zu gewahrleisten. Die
Objekttrager wurden in einer feuchten Kammer bei 4 °C (iber Nacht gelagert. Am nachsten
Tag wurden die Schnitte in einer Standkivette auf einem Schittler dreimal in PBS fiir jeweils

finf Minuten gespult. Fir den Peroxidaseblock wurde die Standkiivette mit den Schnitten
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mit einer Losung aus 0,3 % H,0, in PBS in einer Verdinnung von 1 : 100 (1 ml H,0, 30 % : 99
ml PBS) befllt, mit einem Karton abgedeckt und fiir 30 Minuten auf dem Schiittler belassen.
AnschlieBend wurden die Schnitte dreimal fiir jeweils flinf Minuten in PBS gespilt. Im
nachsten Schritt wurde der Sekundarantikérper auf die Schnitte gegeben. Dazu wurde die
vorgefertigte EnVision+ Losung verwendet. Die Schnitte wurden in einen Inkubationskasten
gelegt. Die EnVision+ Losung wurde auf dem Vortex gemischt und jeder Schnitt mit jeweils
zwei Tropfen (ca. 50 ul) bedeckt. Auf jeden Schnitt wurde ein zugeschnittenes Blattchen
Parafilm gelegt, um eine vollstandige und gleichmaRige Bedeckung der Schnitte mit der
Losung zu gewadhrleisten. Die Schnitte wurden fir eine Stunde in einer feuchten Kammer bei
4 °C gelagert. AnschlieBend wurden die Schnitte in eine Standkiivette auf einen Schittler
gestellt und dreimal fir jeweils flinf Minuten in PBS gesplilt. Im nachsten Schritt erfolgte die
Visualisierung. Dazu wurde eine DAB-Losung in der Verdiinnung 1 : 50 (20 Schnitte; 40 pl
DAB-Stock : 1960 ul Substrat) angemischt. Jeder Schnitt wurde mit 100 ul DAB-LOsung
bedeckt. Alle Arbeitsschritte der Visualisierung wurden unter einem Abzug durchgefiihrt. Die
Schnitte wurden in einen Plastikhalter gestellt, fir einige Sekunden in ein Gefall mit
Leitungswasser und anschlieRend fiinf Minuten in destilliertes Wasser gestellt. Es erfolgte
die Gegenfarbung der Zellkerne mit Hamalaun. Die Schnitte wurden fir 30 Sekunden in
Hamalaun gegeben, kurz in destilliertem Wasser gespiilt, finf Minuten in Leitungswasser
geblaut und drei Minuten erneut in destilliertes Wasser gestellt. Anschlieend erfolgte die

Dehydratation in einer aufsteigenden Alkoholreihe.

Chemikalien Dauer
Ethanol 50 % 3 min
Ethanol 70 % 3 min
Ethanol 96 % 3 min
Ethanol 96 % 3 min
Ethanol 100 % 3 min
Ethanol 100 % 3 min
Xylol/Ethanol 50/50 % 5 min
Xylol 1 5 min
Xylol 11 10 min
Xylol II1 10 min

Tabelle 6: Arbeitsschritte der Dehydratation in der aufsteigenden Alkoholreihe

Die Schnitte wurden unter einem Abzug mit DPX und einem Deckgldaschen bedeckt. Es

sollten keine Luftblasen im DPX zwischen Schnitt und Deckglaschen verbleiben. Um das DPX
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in einem solchen Fall zu l6sen, wurde der Objekttrager fir ca. zehn Minuten in einen
Behalter mit Xylol gestellt, das Deckglaschen anschlieend mit einer Pinzette abgelost und
der Schnitt neu eingedeckelt. Nach 20 Minuten wurden die Deckglaschen mit Gewichten

beschwert und damit tGiber Nacht zum vollstéandigen Trocknen belassen.

2.8 Auswahl der Mikrogliazellen

Die histologischen Schnitte wurden mit dem Confocal-DSU-Mikroskop (Olympus BX51WI, mit
BX-DSU und SOLA LED Lampe, OLYMPUS EUROPA SE & CO. KG, Hamburg, Deutschland)
vollstandig eingescannt. Alle ausgewadhlten Mikrogliazellen sollten aus den Kortexschichten
vier und finf (Lamina granularis interna und Lamina pyramidalis interna) stammen
(Abbildung 2). Der Kortexbereich direkt oberhalb des CC (Lamina multiformis) reagiert stark
auf eine Cuprizone-Behandlung, wenn auch im Vergleich zum CC selbst deutlich weniger
[15]. Die Mikrogliazellen des Kortex sind aber deutlich leichter zu rekonstruieren, da sie nicht
in den axonalen Biindeln des CC liegen und damit morphologisch ,verfdlscht” sind [25].
Dieser Bereich sollte moglichst ausgespart werden, um nur Zellen fir die Rekonstruktion
auszuwahlen, die detailliert rekonstruierbar sind. Die Markierung des angestrebten
Kortexbereichs wurde unter der vereinfachten Annahme vorgenommen, dass alle sechs
Laminae die gleiche Hohe im Kortex einnehmen. Die Orientierung erfolgte anhand des
lateralen Ventrikels. Von den Seitenwanden der Ventrikel ausgehend wurden senkrechte
Linien durch den Kortex gezogen. Die Hohe des Kortex wurde ausgemessen, die Distanz
durch drei geteilt und mittels horizontalen Markierungen aufgeteilt. Im Anschluss wurden

die Kortexschichten vier und fiinf oberhalb des CC als ROl eingefasst (Abbildung 2).
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Abbildung 2: High Resolution Mouse Brain Atlas, Schnitt 265, nach Sidman et al. mit
veranschaulichter Auswahl der ROI [24]

Die immunhistochemisch gefiarbten Schnitte wurden zunichst als Ubersicht beider
Hemisphdren durch das Confocal-DSU-Mikroskop in 4-facher VergroRerung als Hellfeld-
Aufnahme mit 0,8 ms Belichtungszeit abgebildet. In der Ubersicht wurden in den Kortizes
der Hemispharen die Kortexschichten vier und flinf als ROl mit blauen Linien markiert und
diese Bereiche mit dem Mikroskop vollstandig in 0,5 um-Stacks eingescannt. Das Einscannen
der Schnitte von Kontroll- und Cuprizone-behandelten Mausgehirnen erfolgte verblindet. Die
Entblindung erfolgte nach Abschluss aller Rekonstruktionen und Auswertungen. Die Auswabhl
der einzelnen Mikrogliazellen aus den immunhistochemisch gefarbten Schnitten wurde

direkt im Programm Neurolucida 360 durchgefiihrt.
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2.9 Rekonstruktion der Mikrogliazellen in Neurolucida 360

Neurolucida 360 (MBF Bioscience, Version 2017.01.2, Williston, USA) ist ein
Computerprogramm, mit dem eine schnelle und detaillierte Rekonstruktion von neuronalen
Strukturen im dreidimensionalen Raum ermdéglicht wird. Mit dem dazugehdrigen Programm
Neurolucida Explorer (MBF Bioscience, Version 2017.02.3, Williston, USA) koénnen

anschliefend zahlreiche Analysen dieser Rekonstruktionen durchgefiihrt werden.

Das Neurolucida 360-Programm stellt die eingescannten Stacks als ein dreidimensionales
Bild dar. Das Soma und der Verlauf der Dendriten werden darin auch in ihrem Verlauf in die
Tiefe des Schnitts dargestellt. Zusatzlich ist eine Anpassung der Dicke der Fortsdatze moglich.
Der Schnitt kann im Programm in allen Ebenen rotiert und so vollstandig aus allen
Richtungen betrachtet werden. Dadurch wird eine akkurate Rekonstruktion der Zelle

ermoglicht.

2.9.1 Methodische Durchfiihrung

Das Programm Neurolucida 360 wird geodffnet. Es erscheint das Programmfenster auf dem
Desktop. Es wird die .jpx-Datei eines Scans in das Fenster gezogen. Das Programm ladt alle
Stacks. Der Ladevorgang wird am unteren Bildrand angezeigt. Das Programm befindet sich zu
Beginn im ,,2D-View“. Es kann mit der Computermaus durch alle Stacks gescrollt werden. Um
eine dreidimensionale Darstellung der Datei zu erhalten, werden in der oberen Meniileiste
entweder die Schaltflache , Trace” oder ,Image” aktiviert und anschlieRend die Schaltflache
,3D Environment” ausgewahlt. Es 6ffnet sich ein neues Fenster, in dem die Datei im
dreidimensionalen Raum dargestellt ist. Eine Kalibrierung muss nicht durchgefiihrt werden.
Das Programm Ubernimmt automatisch die Mal3e, die beim Scannen der Datei gespeichert

wurden.

Vor Beginn der Rekonstruktionen der Mikrogliazellen aus den immunhistochemisch
gefarbten Schnitten wurde eine Auswahl an Zellen getroffen. Daflir wurden zunachst die
Scans der einzelnen Aufnahmen der Hemisphéaren im Neurolucida 360-Programm in den ,,2D

View” geladen. AnschlieBend wurde ein Gitter (iber den Scan gelegt. Dazu werden in der
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oberen Programmleiste die Schaltflachen ,File” und , Preferences” ausgewahlt. Es 6ffnet sich
ein neues Fenster. Es wird unter ,Display Preferences” die Schaltflache , Grid“ ausgewahlt.
Im rechten Teil des neuen Fensters wird ein Hdkchen bei ,,Grid enabled” gesetzt. Das Gitter
wird dadurch freigegeben. Es wird ein Hakchen bei ,Bright grid” gesetzt. Das Gitter wird mit
weillen Linien dargestellt. Bei ,,Grid spacing (um)“ werden bei ,X“ und , Y die MaRe fiir das
Gitter eingetragen. Hier kann es zu Abweichungen kommen, da nicht jeder histologische
Schnitt exakt gleich auf den Objekttrager aufgebracht und deshalb nicht jede Hemisphare in
gleicher Ausrichtung gescannt wurde. Um das Gitter bei jedem Scan vergleichbar zu machen,
wurden die Malle so gewdhlt, dass die vier Ecken der am Mikroskop mit blauen Linien
markierten ROI genau auf jeweils einer Linie des Gitters lagen (Abbildung 3, B). Die Auswahl

der Gittereinstellungen wird mit ,,0K” bestatigt.
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Abbildung 3: Scan eines immunhistochemischen Schnitts mittels Confocal-DSU-Mikroskop; A:
Ubersicht mit markierter ROI; B: Markierte ROI mit Grid/Gitter und Nummerierung fiir die Auswahl
der Zellen fiir die Rekonstruktion

Flr die Auswahl der Zellen fir die Rekonstruktion wurden die Gitterkdstchen von oben nach
unten und von links nach rechts mit aufsteigenden Zahlen beschriftet (Abbildung 3, B). Dabei
wurden nur Kidstchen mit einer Zahl versehen, in der sich mindestens eine zu
rekonstruierende Mikrogliazelle befand. Zellen, deren Soma oder Fortsatze nicht vollstandig
innerhalb der blauen Markierung der ROl lagen, wurden von der Auswahl ausgeschlossen.
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Zusatzlich durfte das Soma der Zellen nicht nur angeschnitten sein, sondern musste
vollstandig innerhalb des Scans liegen. Die Zellen wurden dem Kastchen zugeschrieben, in
dem das Soma der Zelle lag, unabhangig von der Lage der Fortsatze. Wenn das Soma einer
Zelle auf einer Gitterlinie zwischen zwei oder mehreren Kastchen lag, wurde sie allen
Kastchen zugeschrieben. Mit dem Programm Excel (Microsoft® Office Excel® 2016, Microsoft
Corperation, Redmond, WA, USA) wurde dann eine zufidllige Zahl aus der Anzahl der
beschrifteten Kastchen generiert (Beispiel zu Abbildung 3, B: =ZUFALLSBEREICH(1;11)). Alle
Zellen in dem Kastchen mit der zufallig generierten Zahl wurden in die Rekonstruktion mit
eingeschlossen, wenn sie den vorher festgelegten Kriterien entsprachen. Die ausgewahlten
Zellen wurden aus dem Ubersichtsscan einer Hemisphire ausgeschnitten. Es wurde in der
oberen Programmleiste unter dem Reiter ,Image” die Schaltflache ,Crop” aktiviert. Mit
Linksklick und Gedriickthalten der linken Maustaste wurde eine Markierung um die
ausgewahlte Zelle gezogen. Es sollte immer ausreichend Abstand zwischen Zellfortsatzen
und Rand bestehen. Durch das Loslassen der linken Maustaste wird das Schneiden des Scans
im Programm ausgefiihrt. Der neue Ausschnitt wird als neue .jpx-Datei gespeichert. Dazu
werden in der oberen Programmleiste die Schaltflachen ,File” und ,Save” ausgewahlt. Ein
neues Fenster oOffnet sich, in dem man Dateiname und Ablageort wahlt. Es wurden
insgesamt 118 immunhistochemisch gefarbte Mikrogliazellen fir die Rekonstruktion
ausgewahlt. Da bei diesem Prozess die ausgewdhlten Zellen einer bestimmten
Hemispharenibersicht zugeordnet werden konnte und dadurch subjektive Vermutungen
beziglich der Zugehorigkeit zur Kontroll- oder Cuprizone-Gruppe getroffen werden konnten,
wurden die ausgewadhlten Mikrogliazellen erneut mit dem Excel-Programm durch eine
andere Person verblindet. Es wurden nicht aufeinanderfolgende Zufallszahlen generiert und
die Dateien mit den entsprechenden Zahlen benannt. Die Entblindung erfolgte nach
abgeschlossener Rekonstruktion und Auswertung aller Zellen. Es wurde immer alternierend
eine Mikrogliazelle im Neurolucida 360-Programm und eine andere Zelle im Imagel-
Programm rekonstruiert. Dabei wurden auch die Zellen in ihrer Reihenfolge fir die

Rekonstruktionen immer zufallig ausgewahlt.

Fir die Rekonstruktion des Somas koénnen zwei Moglichkeiten im Neurolucida 360
angewendet werden. Zum einen gibt es in der ,3D Environment” des Programms eine

interaktive Suchfunktion, bei der das Soma automatisch durch das Programm erkannt und
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durch Anklicken rekonstruiert wird. Zum anderen kann das Soma manuell im ,2D View”
rekonstruiert werden, indem in jedem Stack das Soma in kleinen Abstanden per Mausklick
umfahren wird. Beim Offnen in der ,3D Environment” verarbeitet das Programm diese dann

zu einer zusammenhangenden Rekonstruktion.

Fir die erste Moglichkeit wird der Scan in der ,3D Environment” gedffnet. Im rechten
Programmfenster wird die Schaltflache ,,Soma” durch Anklicken aktiviert. Es wird die Flache
,Detect Somas” mit mehreren Optionen darunter angezeigt. Damit das Programm das Soma
differenziert erkennen kann, missen die Parameter entsprechend eingestellt sein. Bei ,,Soma
Detection Setting” sollte eine moglichst niedrige Zahl gewahlt werden. Wenn diese bei 100
liegt und auf das Soma geklickt wird, rekonstruiert das Programm einen rechtwinkligen Block
um das Soma. Wenn die Zahl zu niedrig eingestellt wird, zeigt das Programm den Hinweis
»Unable to detect a soma there” an. Es muss in mehreren Schritten die richtige Einstellung
fiir jedes einzelne Soma herausgefunden werden. Unter ,Soma Detection Settings” sollte bei
»lnteractive search region” eine um-Angabe gewahlt werden, die in etwa der realen GréRe
des Somas entspricht. Bei ,,Size constraint” sollte ebenfalls eine niedrige um-Angabe gewahlt
werden. Es gilt aber, bei allen einzugebenden GréBen mehrere Optionen und deren
Ergebnisse durchzuspielen, um die optimale Rekonstruktion des Somas zu erreichen. Eine
auf diese Weise erstellte Rekonstruktion kann durch SchlieRen der ,, 3D Environment” im ,2D
View” manuell bearbeitet werden. Diese Schritte sind im folgenden Abschnitt genauer

erlautert.

Fir ein akkurateres Ergebnis wurde in dieser Arbeit die Moglichkeit der manuellen
Rekonstruktion im ,2D View” verwendet. Nachdem die Datei in das Programmfenster
geladen wurde, wird zunachst das Soma maximal herangezoomt. Dazu werden in der oberen
Programmleiste die Schaltflachen ,Image” und ,Zoom in“ ausgewahlt. Durch Klicken auf das
Soma wird dieses zentral vergroBert. Fir jedes erneute Zoomen muss die Schaltflache
»Zoom in“ erneut aktiviert werden. Sollte der Bildausschnitt nicht optimal eingestellt oder
das Soma am Bildrand abgeschnitten sein, gelangt man durch die Schaltflache ,Zoom to fit”

wieder zur Ausgangsposition des Scans und kann den Prozess wiederholen (Abbildung 4).
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Abbildung 4: IBAl-immunhistochemisch gefarbte Mikrogliazelle in der 3D-Ansicht in Neurolucida
360; A: Startbildschirm in Neurolucida 360 nach Offnen einer Scan-Datei mit beispielhaft
verdeutlichtem, angestrebtem Bereich zur VergroRerung; B: Ausschnitt des Somas nach
Heranzoomen

Beim Einscannen der Schnitte im Confocal-DSU-Mikroskop wurde stets eine gewisse Anzahl
an Stacks als Sicherheitsabstand friih und spat in der Schnittserie eingehalten, um das Soma
der ausgewadhlten Mikrogliazelle vollstandig abzubilden. Es sollten nur Rekonstruktionen des
Somas in Stacks angefertigt werden, in denen es dann in der Schnittserie im Fokus liegt. Es

ist hilfreich, mehrfach durch alle Stacks zu scrollen, um zu differenzieren, in welchen Stacks
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das Soma im Fokus liegt. Die Nummer der Stacks ist am unteren Bildrand beim Scrollen zu
sehen (z.B. ,10 von 25%). Bei der Beispielzelle wurde die Rekonstruktion zwischen Stack 15
und Stack 30 erstellt. Es wird in der oberen Programmleiste die Schaltfliche ,Trace”
ausgewahlt und der ,,Contour“-Button durch Anklicken aktiviert. Er ist nun grau hinterlegt.
Die Computermaus erscheint als rotes Kreuz im Programmfenster. Zum Deaktivieren wird
erneut auf den ,,Contour”-Button geklickt. Es wird die Kontur des sich im Fokus befindenden
Teils des Somas im Stack mit mehreren Mausklicks umfahren (Abbildung 5, B). Zum
AbschlieBen der Kontur wird die rechte Maustaste geklickt und im neu erscheinenden
Fenster die Schaltflache ,End Contour” ausgewahlt. Die Kontur schlief3t sich. Es wird in den
nachsten Stack gescrollt und die Kontur erneut rekonstruiert, bis das Soma in allen zuvor
festgelegten Stacks bearbeitet wurde (Abbildung 5, C und D). Es ist darauf zu achten, dass
nur der tatsachlich im Fokus liegende Teil des Somas und nicht der unscharfe Bereich darum
herum in die Kontur mit einbezogen wird. Nach Abschluss einer Kontur kann diese verandert
und angepasst werden. Dazu wird die Schaltflache ,Select object” aktiviert. Es wird auf die
Kontur geklickt, die verandert werden soll. Nach Anklicken erscheint sie mit allen
Zwischenpunkten. Diese kdnnen mit der Maus nun durch Klicken und Gedriickthalten der
linken Maustaste verschoben werden. Mochte man einen Punkt hinzufligen, um eine Kontur
detaillierter darzustellen, wird die Schaltfliche ,Select objects” aktiviert. Es wird mittels
Rechtsklick auf die Kontur zwischen zwei Punkten geklickt und im sich 6ffnenden Fenster
yInsert point in selected contour” ausgewahlt. Es wird auf eine Stelle der Kontur geklickt.
Dort erscheint nun ein neuer Punkt, der verschoben werden kann. Zum Loschen eines
Zwischenpunktes einer Kontur wird die Schaltflache ,Select objects” aktiviert und die
entsprechende Kontur ausgewahlt. Es wird ein Punkt mittels Rechtsklick ausgewahlt und im
sich neu 6ffnenden Fenster , Delete point” angeklickt. Um eine komplette Kontur zu lI6schen,
wird die Schaltflache ,Select object” ausgewahlt und die Kontur mit der Computermaus
durch Anklicken markiert. Es wird mit Rechtsklick auf die markierte Kontur geklickt und in
dem sich neu 6ffnenden Fenster die Option ,Delete selected contur” ausgewahlt. Anstelle
des Rechtsklicks kann eine markierte Kontur auch mittels der , entf“-Taste auf der Tastatur
vollstandig entfernt werden. Wenn sich die Kontur des Somas zwischen Stacks nicht
verandert, kann die Rekonstruktion dieses Stacks Gbersprungen werden. Zum Speichern der
Rekonstruktionen wird in der oberen Programmleiste das Festplattensymbol ausgewahlt. Ein

neues Fenster oOffnet sich, in dem man Dateinamen und Ablageort wahlen kann. Die
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Fortschritte der Rekonstruktion kénnen auch, nach erstmaligem Speichern als neue Datei,
automatisch durch das Programm in einem festen Zeitintervall gespeichert werden. Es wird
im ,,2D View"” die Schaltflache ,File” in der oberen Programmleiste und dann ,Preferences”
ausgewahlt. Es offnet sich ein neues Fenster. Es wird in der linken Leiste die Option
,Autosave” aktiviert und im rechten Teil des Fensters ein Hakchen bei ,Enable AutoSave”
gesetzt. Es kann bei , Time interval” die Anzahl an Minuten eingetragen werden, nach denen
eine automatische Speicherung der im Programm geodffneten Rekonstruktion erfolgen soll.
Zum Ausfihren wird die Schaltflache ,,OK“ ausgewahlt. Das Fenster , Preferences” schliefst
sich. Es sollte aber weiterhin auch manuell eine Speicherung nach wichtigen Schritten der

Rekonstruktion erfolgen.

Nach Rekonstruktion aller Konturen wird die Schaltflache ,3D Environment” aktiviert. Es
offnet sich ein neues Fenster, in dem alle Stacks sowie die rekonstruierten Somakonturen zu
einem dreidimensionalen Bild verarbeitet werden (Abbildung 5, F). Wenn die
rekonstruierten Konturen in der ,,3D Environment“ nicht zu einem Soma verarbeitet werden,
liegt haufig der Fehler vor, dass eine Kontur nicht vollstandig geschlossen ist. Dieser wird im
,2D View” behoben. Aufgrund der sich hier Uberlagernden Konturen der Stacks ist es
schwierig zu erkennen, welche Kontur nicht geschlossen ist. Es muss jede Kontur einzeln
Uberpriuft werden. Dazu wird die Schaltflache ,Select objects” ausgewahlt. Nun wird jede
einzelne Kontur mit der Maus markiert und mittels Rechtsklick ausgewahlt. Wenn eine
Kontur nicht geschlossen ist, findet man in dem sich neu 6ffnenden Fenster die Option
,Close selected contour”. Bei vollstandig geschlossenen Konturen wird diese Option nicht
angezeigt. Um die Ubersichtlichkeit der bereits iberpriiften Konturen zu erleichtern, kdnnen
bereits kontrollierte Konturen in einer anderen Farbe dargestellt werden. Dazu wird erneut
,Select objects” ausgewahlt, die Kontur durch Mausklick markiert und mittels Rechtsklick auf
die Kontur die Nebenleiste gedffnet. Es wird ,Change contour to color...” ausgewahlt. Es
offnet sich ein neues Fenster mit Namen ,,Color“. Hier kann eine beliebige, moglichst gut zu
differenzierende Farbe durch Anklicken ausgewahlt werden. Die Farbwahl wird durch die
Schaltflache , OK“ bestatigt und ausgefihrt (Abbildung 5, E). Dies wird nach und nach mit
allen Uberpriften Konturen durchgefiihrt, bis die noch offene Kontur gefunden wird. Die

Farbe der Konturen kann nun, wenn gewiinscht, wieder auf demselben Weg verandert
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werden. Wenn nun in der ,3D Environment” geodffnet, liegt eine vollstandige

Somarekonstruktion vor.

Abbildung 5: Rekonstruktion eines Somas in Neurolucida 360; A: Nachfahren der Kontur des Somas
in einem Stack in der 2D-Ansicht; B: Wiederholung durch jeden Stack wie in A; C: Ansicht der Stack-
Rekonstruktionen von vorne; D: seitliche Ansicht der Stack-Rekonstruktionen; E: Anderung der Farbe
einer der Konturen; F: vollstdndig rekonstruiertes Soma in der 3D-Ansicht

Zur leichteren Bearbeitung einer Rekonstruktion in der ,3D Environment” gibt es einige
»Short Cuts”. Zum Drehen des Scans in allen Ebenen wird die linke Maustaste gedriickt
gehalten und in eine beliebige Richtung bewegt. Um den Scan in derselben Position zu
bewegen, ohne die Ebene zu verandern, wird auf der Tastatur die Taste ,,Shift”“ gedriickt und
der Scan mit der linken Maustaste bewegt. Das Vor- und Zurickscrollen des Radchens der
Computermaus ermoglicht ein Hinein- und Hinauszoomen. Um in die Ausgangsposition des
Scans zurilickzukehren wird der ,,Homebutton“ ausgewahlt, die Schaltflache mit dem Symbol

des blauen Hauses in der oberen Programmleiste. Es ist sinnvoll, diesen Schritt im Laufe
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einer Rekonstruktion einige Male durchzufiihren, um sich einen Uberblick (iber bisherige
Fortschritte zu verschaffen. Ein Schritt einer Rekonstruktion kann riickgangig gemacht
werden, indem auf der Tastatur die Tastenkombination ,Strg + Z“ gleichzeitig gedruckt
werden. Eine Rekonstruktion im Neurolucida 360 wird als .DAT-Datei gespeichert. Die Datei
kann aus dem Ordner in das Programmfenster im ,2D View” gezogen werden und offnet

immer sowohl die Rekonstruktion, als auch den Scan, in dem diese erstellt wurde.

Nach der Rekonstruktion des Somas folgt die Rekonstruktion der Fortsatze der
Mikrogliazelle. Vor Beginn der Rekonstruktion sollte die Zelle immer in allen Ebenen
betrachtet werden, um sich ein umfassendes Bild Gber die Verlaufe der Fortsatze zu machen,
insbesondere Uber den Verlauf in die Tiefe des Schnittes (Z-Ebene). Von vorne betrachtet
kann ein Fortsatz durchgehend erscheinen, was sich bei genauerer Betrachtung der Zelle in
der Z-Ebene nicht bestitigt, sondern z.B. eine Uberlagerung zweier Fortsitze von
verschiedenen Zellen darstellt. Die Zelle wird herangezoomt, sodass eine gute Ubersicht
besteht. Rechts im Programmfenster werden die Einstellungen fiir die Rekonstruktion in der
,3D Environment” eingestellt. Es wird die Schaltflache ,Tree” aktiviert. Sie ist nun blau
umrahmt. In den Einstellungen unter ,Tree” wird bei ,Tracing Mode“ ein Hakchen bei ,User-
guided” gesetzt. Dadurch wird ein individuelles Nachfahren der Fortsitze mit der
Computermaus vom Programm ermoglicht. Bei ,Tracing Options” wird ein Hakchen bei
,Cycle tree colors” gesetzt. Daneben kann eine Farbe fiir die Rekonstruktion des Fortsatzes
ausgewahlt werden. Wird diese nicht manuell ausgewahlt, aktiviert das Programm per Zufall
bei jeder neu begonnen Rekonstruktion eine neue Farbe. Bei ,,User-guided Tracing Options”
kann bei ,Typical process width” eine Dicke in um fir die Rekonstruktion der Fortsatze
angegeben werden. Es sollte eine moglichst niedrige Dicke gewahlt werden. Das Programm
kann so auch sehr schwach angefarbte Fortsdtze differenzierter in ihrem Verlauf im Scan
erkennen und akkurater rekonstruieren. Dies reduziert den Anteil der spateren manuellen
Anpassung. In dieser Arbeit wurde mit der ,Typical process width” von 0,3 um gearbeitet.

Zuletzt wird unter ,User-guided Tracing Options” bei ,Method” ,Directional Kernels

ausgewahlt.

Die Maus erscheint als roter Kreis mit einem Kreuz (Bulls-eye) darin. Man geht mit der Maus

zum somanahen Teil des Fortsatzes. Es ist wichtig, jede Rekonstruktion eines Fortsatzes am
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Soma zu beginnen, da dies bei bestimmten Analysen durch den Neurolucida Explorer
erkannt wird und bei Nichteinhalten zu falschen Ergebnissen flihren kann. Die
Rekonstruktion wird mit einem Klick der linken Maustaste begonnen. Es wird mit der Maus
den Fortsatz entlanggefahren. Das Programm erkennt bei guter chromogener Farbung den
Verlauf automatisch, was eine Rekonstruktion grolRer Abschnitte eines Fortsatzes am Stlick
ermoglicht (Abbildung 6a, C). Erkennt das Programm den Fortsatz nicht, springt die Anzeige
gegebenenfalls im Scan hin und her. In diesem Fall muss der Fortsatz in kleinen Abschnitten
mit mehrmaligen Mausklicks rekonstruiert werden. Um eine angezeigte Rekonstruktion
auszufiihren, wird erneut mit der linken Maustaste geklickt. Dies kann beliebig oft
durchgefiihrt werden, bis das Ende des Fortsatzes erreicht ist. Die Fortsatzrekonstruktion
wird mit einem Rechtsklick der Computermaus beendet (Abbildung 6a, D). Im nachsten
Schritt werden die Seitenaste des Hauptfortsatzes rekonstruiert. Die Maus wird zu der
Verzweigungsstelle des Fortsatzes bewegt, an dem ein Seitenast beginnt. Wenn das
Programm die Abzweigung erkennt, verandert sich das Bulls-eye, indem das Kreuz kleiner
wird und eine schraffierte Kugel im bereits vorhandenen Fortsatz angezeigt wird (Abbildung
6a, E). Die Rekonstruktion des Seitenasts wird mittels Klick der linken Maustaste nun direkt
vom bereits vorhandenen Fortsatz ausgehend begonnen. Die Maus wird wie zuvor entlang
des Fortsatzes bewegt und die Rekonstruktion mit Rechtsklick der Maus beendet (Abbildung

6a, F). Hauptfortsatz und Seitenast haben nun dieselbe Farbe.
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Abbildung 6a: Rekonstruktion eines Fortsatzes in Neurolucida 360; A: Ansicht der Zelle von vorne in
der 3D-Ansicht; B: seitliche Ansicht der Zelle in der 3D-Ansicht; C: Nachfahren eines Fortsatzes vom
Soma ausgehend; D: Ausfiihrung der vorgezeichneten Fortsatz-Rekonstruktion; E: Detektion einer
Verzweigungsstelle mit Beginn am rekonstruierten Fortsatz; F: erneutes Nachfahren des Seitenastes

In einigen Fallen erkennt das Programm eine Verzweigung nicht und stellt nicht automatisch
eine Verzweigungsstelle am Hauptfortsatz her (Abbildung 6b, A). In diesem Fall wird
zunachst der Seitenast eigenstandig wie oben beschrieben rekonstruiert. Das Programm
wahlt fur diesen zufillig eine neue Farbe aus. Um manuell eine Verbindung zwischen dem
Hauptfortsatz und dessen Seitenast herzustellen, werden die Schaltflaichen ,Edit“ und
,Points” aktiviert. Der erste Rekonstruktionspunkt des Seitenasts sollte einen gewissen
Abstand zu dem Punkt des Hauptfortsatzes haben, mit dem er verbunden werden soll. Es
wird die Schaltflache ,,Connect” aktiviert. Sie ist blau umrahmt. Es wird der erste Punkt des
Seitenasts mit der linken Maustaste angeklickt (Abbildung 6b, B). Die linke Maustaste wird
gedrickt gehalten und zu dem Punkt des Hauptfortsatzes gezogen, zu dem die Verbindung
hergestellt werden soll. Dies ist an einer griinen Linie beim Ziehen der Maus von Punkt zu
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Punkt zu erkennen (Abbildung 6b, C). Die linke Maustaste wird losgelassen. Das Programm
verbindet die Fortsatze, das an der nun gleichen Farbe zu erkennen ist (Abbildung 6b, D). Die
Verbindung zwischen zwei Rekonstruktionspunkten kann auch wieder gel6st werden. Dazu
wird nach Aktivierung der Schaltflachen , Edit”“ und ,Points” die Option , Detach” ausgewahlt.
Es wird mit der linken Maustaste auf die Verbindungslinie zwischen zwei Punkten geklickt
(Abbildung 6b, E). Das Programm trennt die Verbindung. Die beiden Fortsatzteile werden

nun in unterschiedlichen Farben dargestellt (Abbildung 6b, F).

Abbildung 6b: Rekonstruktion eines Fortsatzes in Neurolucida 360; A: Ansicht eines rekonstruiertes
Fortsatzes; B: Rekonstruktion eines Seitenastes; C: Verbinden des Seitenastes mit dem Hauptfortsatz
mittels ,,Connect”; D: Fortsatzrekonstruktionen in nun gleicher Farbe; E: Trennen eines Seitenastes
von dem Hauptfortsatz mittels ,,Detach”; F: vom Hautpfortsatz getrennter Seitenast in neuer Farbe

Das Neurolucida 360-Programm erkennt den Fortsatz wahrend der Rekonstruktion nicht
hundertprozentig akkurat. Es ist hdufig eine manuelle Bearbeitung im Anschluss an die
initiale Rekonstruktion notwendig. Dazu wird in der Leiste im rechten Programmfenster die
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Schaltflache ,Edit“ und ,Points” aktiviert. Die Fortsatzrekonstruktion wird nun in ihren
einzelnen Punkten angezeigt (Abbildung 6c). Ein Punkt kann durch Anklicken mit der linken
Maustaste ausgewahlt werden. Er erscheint grin. Um mehrere Punkte gleichzeitig zu
markieren, wird nach Klicken auf den ersten Punkt die ,Strg“-Taste der Tastatur gedriickt
gehalten und beliebig viele weitere Punkte durch Anklicken markiert. Alternativ kann auch
die ,Strg“-Taste gedriickt und gehalten und mit der linken Maustaste durch Klicken und
Halten ein Kasten um die entsprechenden Rekonstruktionspunkte gezogen werden. Die linke
Maustaste wird losgelassen, die eingeschlossenen Punkte erscheinen grin. Ein oder mehrere
markierte Punkte kénnen dann mit gedriickter linker Maustaste verschoben und so genau
angepasst werden. Hierbei ist es wichtig, die Lage der Rekonstruktionspunkte in allen
Ebenen zu betrachten, um diese so akkurat wie moéglich an den Scan anpassen zu kénnen.

Wenn der Punkt in der richtigen Position liegt, wird die linke Maustaste losgelassen.

Abbildung 6c¢c: Rekonstruktion eines Fortsatzes in Neurolucida 360; A: Markierung eines
Rekonstruktionspunktes; B: Markierung in Form eines Kastens; C: mehrere gleichzeitig markierte
Rekonstruktionspunkte; D: gleichzeitiges Verschieben mehrerer markierter Rekonstruktionspunkte

Bei der dargestellten Beispielzelle ist zu erkennen, dass der letzte Rekonstruktionspunkt des
Hauptfortsatzes in der Z-Ebene nach vorne verschoben ist. Um dies zu korrigieren, wird der
Scan in die Y-Z-Achsenansicht verschoben (Abbildung 6d). Wie zuvor beschrieben wird der
entsprechende Punkt markiert und zu den anderen Punkten des Hauptfortsatzes
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verschoben. Es ist zu sehen, dass die Punkte der Rekonstruktion nach dem Verschieben
kleiner geworden sind. Somit kénnen auch zu gro8 erscheinende Rekonstruktionspunkte ein

Hinweis auf einen solchen Fehler sein.
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Abbildung 6d: Rekonstruktion eines Fortsatzes in Neurolucida 360; A: seitliche Ansicht der gesamten
Rekonstruktion in der 3D-Ansicht; B: Nahansicht des oberen Teils des rekonstruierten Fortsatzes mit
markiertem verschobenem Endpunkt; C: markierter Rekonstruktionspunkt nach Verschiebung in den
eigentlichen Fortsatzverlauf

Bei der Beispielzelle ist ebenfalls zu sehen, dass an der Verzweigungsstelle des Fortsatzes
viele Punkte durch das Programm gezeichnet wurden, was sich als Fehlbildung erkennen
lasst (Abbildung 6e, A und B). Um einen Punkt einer Rekonstruktion zu l6schen wird im
,Edit“-Modus ein Punkt mittels Klick der linken Maustaste markiert. Der nun grin
erscheinende Punkt kann entweder durch das Auswahlen der Schaltflache ,Remove” oder
durch das Driicken der ,Entf“-Taste der Tastatur geloscht werden. Dieser Vorgang ist auch

mit mehreren Punkten einer Rekonstruktion gleichzeitig moglich.
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Um das Volumen eines Fortsatzes anzupassen, wird wie zuvor beschrieben der
entsprechende Rekonstruktionspunkt markiert. Im rechten Programmfenster bei
,Thickness” kann das Volumen durch Verschieben des Reglers nach rechts fiir ein Erhéhen
oder nach links fiir ein Verringern verandert werden (Abbildung 6e, C und D). Alternativ kann
direkt eine neue Zahl im Feld neben um eingegeben und die Enter-Taste auf der Tastatur
gedrickt werden. In dieser Arbeit wurde das Verschieben des Reglers genutzt, um so jeden
Punkt der Rekonstruktion differenziert an die Farbung im Scan anzupassen. Es kénnen auch
mehrere Punkte gleichzeitig markiert und deren Volumina durch Verschieben des Reglers

gleichzeitig verandert werden.

Abbildung 6e: Rekonstruktion eines Fortsatzes in Neurolucida 360; A: Fehlrekonstruktion an der
Verzweigungsstelle im oberen Fortsatzteil; B: Rekonstruktionsansicht mit zu vielen
Rekonstruktionspunkten an der Verzweigungsstelle; C: markierter Rekonstruktionspunkt mit
niedrigem Fortsatzvolumen; D: markierter Rekonstruktionspunkt mit hohem Fortsatzvolumen

Nach Fertigstellung der Rekonstruktion eines Fortsatzes sollte Uberprift werden, ob er tGber
die verschiedenen Ebenen hinweg korrekt rekonstruiert worden ist. Es werden die
Schaltflachen ,Tree” und ,Edit” aktiviert. Der Fortsatz wird mit der linken Maustaste
markiert, er erscheint weil} schraffiert (Abbildung 7, A). Im rechten Programmfenster wird
unter ,Transparency” der Regler mit der linken Maustaste vollstandig nach rechts

verschoben. Der Fortsatz wird jetzt als eine Mittellinie (Centerline) dargestellt (Abbildung 7,
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B). Der genaue Verlauf der Rekonstruktion ist zu erkennen, ohne dass dessen Volumen die
Farbung des Scans Uberdeckt. Durch Bewegen des Scans kann der Verlauf der
Fortsatzrekonstruktion nun in allen Ebenen auf seine Genauigkeit Uberprift und
gegebenenfalls angepasst werden. Durch Verschieben des Reglers nach links wird der
Fortsatz wieder in der Gesamtheit seines Volumens angezeigt. Wenn die Transparenz auf die
Centerline des Fortsatzes eingestellt ist und mit der linken Maustaste in den Scan geklickt
wird, wird diese nicht mehr angezeigt. Um den Fortsatz wieder sichtbar zu machen, wird im
,Edit“-Modus die Schaltflache ,Select All“ ausgewahlt. Nun sind alle Fortsatze inklusive dem
nicht mehr sichtbaren markiert. Der Regler bei , Transparency” wird nach links bewegt. Alle
Fortsatze sind nun wieder sichtbar. Mit diesem Vorgang kann man auch alle
Fortsatzrekonstruktionen gleichzeitig auf ihre Centerlines reduzieren beziehungsweise
unsichtbar machen. Dieser Vorgang kann auch auf das Soma angewendet werden, wenn
man zur besseren Beurteilbarkeit eines Fortsatzbeginns die Somarekonstruktion nicht sehen
mochte. Es werden die Schaltflaichen ,Soma“ und ,Edit” im rechten Programmfenster

Ill

ausgewahlt. Es kann entweder ,Select All“ aktiviert werden, da nur ein Soma vorhanden ist,
oder das Soma durch Anklicken mit der linken Maustaste direkt markiert werden. Unter
,Transparency” kann wieder mittels des Reglers das Soma durchsichtig gemacht werden
(Abbildung 7, C und D). Um das Soma wieder sichtbar zu machen, wird der Regler unter
,Transparency” wieder nach links verschoben, gegebenenfalls mit vorheriger Auswahl von

,Select All“.
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Abbildung 7: Rekonstruierte Mikrogliazelle in der 3D-Ansicht in Neurolucida 360; A: Markierung des
obersten Fortsatzes; B: oberster Fortsatz bei maximaler Transparenz mit sichtbarer Centerline; C:
Mikrogliazelle mit markiertem Soma; D: Soma bei maximaler Transparenz

In der Regel ist der Ursprung eines Fortsatzes am Soma, wo die Rekonstruktion begonnen
wird. Es kann dazu kommen, dass das Programm den Ursprung dennoch an einer anderen
Stelle erkennt. Da es flr einige Analysen im Neurolucida Explorer wichtig ist, dass der
Ursprung der Fortsdtze korrekt am Soma liegt, sollte dies nach Fertigstellung der
Rekonstruktion manuell tGberprift werden. Es werden die Schaltflachen ,Trees”, , Edit” und
,Points” aktiviert. Es werden die ca. drei ersten somanahen Rekonstruktionspunkte eines
Fortsatzes markiert. Im rechten Programmfenster unter ,Directionality” wird die
Schaltflache ,Set to origin“ ausgewahlt. Die Punkte werden nun vom Programm als Ursprung
der Fortsatzrekonstruktion erkannt und als solcher verarbeitet. Wenn die markierten Punkte
bereits als Ursprung verarbeitet sind, wird unter ,Directionality” statt vorheriger
Auswahlmoglichkeit die Information ,Selected point is already the origin of the tree”

angezeigt.
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Abbildung 8: Vollstandig abgeschlossene Rekonstruktion einer Mikrogliazelle in der 3D-Ansicht in
Neurolucida 360

Das Neurolucida 360-Programm ermoglicht es, in der ,3D Environment“ ein Video des Scans
und der Rekonstruktion aufzunehmen. Es wird im rechten Programmfenster die Schaltflache
mit dem Filmsymbol (Filmrolle mit einem Play-Zeichen) ausgewahlt. Darunter erscheint die
Programmflache ,Create Movies”. Es wird ein Speicherort fiir die Videodatei ausgewahlt,
indem die Schaltflache ,Browser...” liber ,Start Recording” ausgewahlt wird. Es 6ffnet sich
ein neues Fenster, in dem der Speicherort festgelegt und mit ,,OK” bestatigt wird. Flir das
Video kann man den Scan rotieren lassen um eine 360°-Ansicht der Mikrogliazelle oder
dessen Rekonstruktion zu ermoglichen. Unter ,Auto-Rotate Options” kann die
Rotationsrichtung des Scan durch Einstellen der weiRen Kugel im 360°-Winkelkreis mit der
linken Maustaste ausgewahlt werden. In diesem Beispiel ist die Einstellung der Rotation bei
90° festgelegt. Der Scan dreht sich entsprechend nach rechts um seine vertikale Achse. Bei
Einstellung auf 270° dreht sich der Scan nach links um seine vertikale Achse, bei 180° nach
vorne und bei 0° nach hinten um seine horizontale Achse. Der Scan bzw. die Rekonstruktion
wird so in der ,3D Environment” verschoben, wie sie aufgenommen werden soll. Die
Videoaufnahme wird durch das Aktivieren der Schaltflache ,Start Recording” begonnen.
Durch Anklicken des Kastchens neben , Auto-Rotate” unter , Auto-Rotate Options” beginnt
die Rekonstruktion sich wie eingestellt zu drehen. Durch erneutes Anklicken des Kastchens

stoppt die Rotation wieder. Um die Videoaufnahme zu beenden, wird die Schaltflache , Stop
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Recording” ausgewahlt. Die .mp4-Videodatei wird durch das Programm erstellt und kann am

ausgewahlten Speicherort vorgefunden werden.
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Abbildung 9: Ansicht des Steuerungsfelds ,,Create Movies"

2.9.2 Analyse in Neurolucida Explorer

Die Auswertungen der im Neurolucida 360-Programm erstellten Vektor-basierten
Rekonstruktionen erfolgt im dazugehorigen Programm Neurolucida Explorer. Es wird durch
Doppelklick mit der linken Maustaste auf das Explorer-Symbol auf dem Desktop geodffnet.
Die gespeicherte Datei der auszuwertenden Rekonstruktion wird geladen, indem sie vom
Speicherort in das getffnete Programmfenster des Explorers gezogen wird. Alternativ kann
auch in der oberen Programmleiste des Neurolucida Explorer die Schaltflache ,File” und
,Open” ausgewahlt werden. Es 6ffnet sich ein neues Fenster. Die Datei kann herausgesucht
und durch ,,0K“ geladen werden. Eine im Neurolucida 360-Programm bereits geladene
Rekonstruktion kann auch direkt im Neurolucida Explorer gedffnet werden. Dazu wird in der
,3D Environment” das Explorer-Symbol (links des 3D-Symbols) in der oberen Programmleiste
ausgewahlt. Es offnet sich der Neurolucida Explorer mit der zuvor im Neurolucida 360

geladenen Rekonstruktion. Die Rekonstruktion wird auf dieselbe Weise im Programm
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bewegt wie im Neurolucida 360. Damit die Analyse einer Zelle durchgefiihrt werden kann,
muss die Rekonstruktion vollstandig markiert sein. In der oberen Programmleiste werden die
Schaltflachen ,View” und ,Select All“ aktiviert. Die Rekonstruktion erscheint weil umrahmt
und schraffiert. Ohne die Markierung ist unter der Schaltfliche ,Analyze” keine

Analyseoption auswahlbar.

Die erste Analyse ist die Sholl-Analyse. Hierbei werden konzentrische Kreise im
zweidimensionalen Raum bzw. konzentrische Kugeln im dreidimensionalen Raum in einem
bestimmten Abstand zueinander gebildet (Abbildung 10). Sie beginnen im Zentrum des
Somas der Rekonstruktion und verlaufen in einem festgelegten Abstand zueinander Richtung
Peripherie. Die Sholl-Analyse im Neurolucida Explorer wertet die Rekonstruktionen
automatisch nach verschiedenen Parametern aus. ,Intersections” sind alle Schnittpunkte
zwischen einem Radius bzw. einer Kugelsphare und allen Fortsatzen der Rekonstruktion.
ysLength” in um ist die Summe aller Fortsatzlaingen zwischen zwei Radii bzw. zwei
Kugelspharen. ,SArea” (Surface Area) in um2 bezeichnet die Gesamtheit der Oberflachen
aller Fortsitze zwischen zwei Radii bzw. zwei Kugelspharen. ,Volume” in um? bezeichnet die
Gesamtheit des Volumens aller Fortsatze zwischen zwei Radii bzw. zwei Kugelspharen. , Avg.
Diameter” (Average Diameter) in um ist der gemittelte Durchmesser aller
Fortsdtze/Fortsatzdurchmesser zwischen zwei Radii bzw. zwei Kugelspharen. ,Nodes”
bezeichnet die Gesamtheit der Verzweigungsstellen aller Forstsatze zwischen zwei Radii bzw.
zwei Kugelspharen. ,Endings” bezeichnet die Gesamtheit der Fortsatzenden, die zwischen
zwei Radii bzw. zwei Kugelsphadren liegen. Zusatzlich ermoglicht die Sholl-Analyse im
Neurolucida Explorer die Auswertung von verschiedensten ,Spines”. Diese bezeichnen
verschiedene Stacheln der Fortsdtze, die ebenfalls im Programm rekonstruiert werden
konnen. Fir diese Arbeit wurde dies nicht genutzt.

Um eine Sholl-Analyse im Neurolucida Explorer durchzufiihren, werden in der oberen

Ill

Programmleiste unter , Analyze” die Schaltflachen ,,Spatial” und ,Sholl Analysis“ ausgewahlt.
Es offnet sich ein neues Fenster, in dem die Details der Analyse eingegeben werden. In
dieser Arbeit wurde fir ,Starting radius” und ,Radius increment”, also der Abstand zwischen
zwei aufeinanderfolgende Radii, jeweils 1 um ausgewahlt, um eine moglichst differenzierte
Analyse Uber den gesamten Verlauf der Fortsdtze einer Rekonstruktion zu erhalten. Die

Optionen ,Line thickness“ und die Farbe der Spharen der Sholl-Analyse kdonnen nach
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Belieben gewahlt werden. In dieser Arbeit betrug die ,Line thickness” 1 um und fir die
Spharen wurde die Farbe Rot gewahlt. Unter , Analyses” wurde ein Hakchen bei ,,Dendrites”
gesetzt, da die Sholl-Analyse hier zur Auswertung der Fortsdtze einer Rekonstruktion
herangezogen wurde. Zur Ausfiihrung der Analyse nach Auswahl der Details wird die
Schaltflache ,Display” aktiviert. Das Fenster schlieflt und ein neues 6ffnet sich. Dieses zeigt
alle Ergebnisse der durchgefiihrten Sholl-Analyse an. Fir diese Arbeit wurde der Parameter

»Intersections” flr die Auswertung herangezogen.

Abbildung 10: Sholl-Analyse in Neurolucida Explorer; Mikrogliazelle von vorne (A) und seitlich (B) in
der 3D-Ansicht

Eine weitere Analyse im Neurolucida Explorer ist die ,Neuron Summary”“. Hierbei wird eine
Mikrogliazellrekonstruktion in ihrer Gesamtheit nach bestimmten Parametern ausgewertet.
Die Analyse teilt die Zelle in ,,Cell Body“, ,Axon”, , Dendrite” und ,Apical Dendrite” auf. Fir
die Auswertung der Mikrogliazellrekonstruktion wurden ,Cell Body” und ,Dendrite”
herangezogen. Fiir beide Zellabschnitte wurden vom Programm die Parameter ,Nodes”,
,Ends”, ,Length” in um, ,Area” in umz, ,Surface” in umz, ,Volume” in um3 und ,,Spines”
bestimmt. Zusatzlich werden die Parameter ,Qty” (Quantity) und , Complexity” berechnet.
,Qty“ ist in Bezug auf das Soma (,,Cell Body“) die Anzahl an manuell nachgezeichneten Stacks

des Somas. In Bezug auf die Fortsatzrekonstruktion ist es die Anzahl der Fortsdtze einer

Rekonstruktion. Fir die Auswertung der Rekonstruktionen wurde der Parameter der
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Quantitat bezogen auf die Fortsatze herangezogen. ,,Complexity” ist ein Parameter, der die
Komplexitat des Somas und der Gesamtheit der Fortsatze einordnet. Fiir diese Arbeit wurde

der Parameter nicht genutzt.

Zur Durchfihrung einer ,Neuron Summary“-Analyse werden unter ,Analyze” die
Schaltflachen ,Structure” und ,Branched Structure Analysis” ausgewahlt. Es 6ffnet sich ein
neues Fenster. Es wird in der linken Programmleiste die Schaltflache ,Neuron Summary”
aktiviert und in der erscheinenden Ubersicht ein Hikchen bei ,,Neuron Summary“ gesetzt.
Die Analyse wird durch , OK” ausgefiihrt. Es erscheint ein neues Fenster mit der Auswertung
der Parameter der Rekonstruktion. Fir diese Arbeit wurden die Parameter der

Fortsatzanalyse ,, Quantity”, ,Nodes” und , Ends” flir die Auswertung herangezogen.

Bei der Convex Hull 3D-Analyse werden die periphersten Punkte der Rekonstruktion
miteinander verbunden und bilden so einen die Zelle umgebenden Mantel. Die Analyse
generiert die Parameter ,Volume“ in um3, der der Gesamtheit des ummantelten Volumens

entspricht, und ,Surface” in um?, der der gesamten Fliche der Ummantelung entspricht.

Fiir die Durchfiihrung der Convex Hull 3D-Analyse werden unter ,, Analyze” die Schaltflachen

III

»Spatial” und ,,Convex Hull Analysis” ausgewahlt. Es 6ffnet sich ein neues Fenster. Es wird bei
,Convex Hull 3D“ ein Hakchen gesetzt. Damit die Ausfihrung der Analyse auch im
eigentlichen Programmfenster des Explorers dargestellt wird, wird ein Hakchen bei
,Visualize surface” gesetzt. Die Analyse wird mit ,,OK” durchgefiihrt. Fir die Auswertung

wurde der Parameter ,Volume” herangezogen.

Um eine verdnderte Mikrogliazellmorphologie zu quantifizieren, wurde zusatzlich der
Ramification Index (RI) herangezogen [23]. Der Rl wird durch die Formel: Rl = maximale
Projektionsflache der Zelle / Zellfliche (Rl = maximum projection area/cell area (Ap/Ac))
definiert [23]. Diese zweidimensionale Analyse wurde in dieser Arbeit auf die
dreidimensionalen Rekonstruktionen im Neurolucida Explorer Ubertragen (Abbildung 11).
Das Volumen aus der Convex Hull 3D-Analyse wurde fiir die maximale Projektionsflache der

Zelle herangezogen, da es der Verbindung aller peripheren Rekonstruktionspunkte im
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dreidimensionalen Raum entspricht (Vp). Fir die Zellfliche wurde das Gesamtvolumen einer

Rekonstruktion aus Soma und Fortsatzen aus der Neuron Summary errechnet (Vc).

Abbildung 11: Auswahl des Ramification Index (RI) in Neurolucida Explorer; A: Maximales
Projektionsvolumen der Zelle (V,) mittels Convex Hull Analyse; B: Maximales Zellvolumen (V.) mittels
Neuron Summary
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2.10 Rekonstruktion der Mikrogliazellen in Image)

Image) ist ein frei verfligbares Bildverarbeitungsprogramm, das fir wissenschaftliche
multidimensionale Bilder entwickelt wurde [26]. Es ist durch zahlreiche Plug-ins durch jede
Nutzerin und jeden Nutzer der Imagel-Gemeinschaft erweiterbar [26]. Seit der Entwicklung
von Imagel1 1997 wurden viele Nachfolgeprogramme geschrieben, die neue Erweiterungen
mit dem bisherigen Programm kombinieren [26]. Fur die hier durchgefiihrten
Rekonstruktionen und Analysen von Mikrogliazellen wurde die Version Fiji (Fiji is just Imagel)
und darin das Programm Imagel-win-64 (Version 1.51n fir Windows, National Institute of

Health, USA) verwendet.

Um die mit dem Confocal-DSU-Mikroskop eingescannten Bilddateien im ImagelJ-Programm
offnen zu koénnen, missen diese in .tiff-Dateien konvertiert werden. Dazu wurde das
Programm Stereo Investigator (MBF Bioscience, Williston, USA) genutzt. Das Programm wird
gedffnet. Eine Kalibrierung ist nicht notwendig. Es wird in der oberen Programmleiste
sImage” und ,Image Organizer” ausgewahlt. Die entsprechende .jpx-Datei mit der
Ubersichtsaufnahme des Kortex einer Hemisphire wird in das Programmfenster gezogen. Es
offnet sich ein neues Fenster. Es wird rechts unten ein Hdkchen gesetzt, damit alle
zugehorigen Stacks der .jpx-Datei mit in das Programm geladen werden. So kann vor dem
Konvertieren Uberpriift werden, ob die fiir die Rekonstruktion ausgewahlte Mikrogliazelle
zentral im Bildausschnitt liegt. So sollen Verwechslungen vermieden werden, da oft mehrere
Zellen nebeneinander liegen. Es wird im ,,Image Organizer” unten im Programmfenster ,1:1
angeklickt. Es werden in der oberen Programmleiste die Schaltflachen ,File”, ,Image Stack”,
,Save As” und ,Tiff* ausgewahlt. Es 6ffnet sich ein neues Fenster, in dem ein Speicherort und
Dateiname ausgewahlt werden. Dieser Vorgang wird fiir jede Mikrogliazelle wiederholt. Die

neuen .tiff-Dateien konnen nun im Imagel-Programm geoffnet werden.

Fir eine Rekonstruktion im Imagel-Programm wurden die Stacks zu einem
zweidimensionalen Bild zusammengefasst, zu einem 8-bit-Bild konvertiert und die Silhouette

Ill

der Mikrogliazelle mittels ,polygonal“-Tool rekonstruiert. Es wurden eine Sholl-Analyse und
eine manuelle Auswertung in Anlehnung an die Neuron Summary des Neurolucida 360

durchgeflihrt sowie der Ramification Index ausgewertet. Damit sollten die Méglichkeiten zur
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Rekonstruktion und Analyse der Mikrogliazellmorphologie im Imagel-Programm den

Moglichkeiten des Neurolucida 360-Programms gegeniibergestellt werden.

2.10.1 Methodische Durchfiihrung

Vor Beginn der Rekonstruktionen mit Image) muss eine Kalibrierung durchgefiihrt werden.
Diese sollte moglichst fur die Auswertung aller zusammengehoérigen Rekonstruktionen
beibehalten werden. Das Programm darf dafiir bis zum Abschluss der Rekonstruktionen
nicht mehr geschlossen werden. Bei jedem neuen Offnen des Programms muss die
Kalibrierung erneut durchgefiihrt werden. Das Imagel-Programm wird gedffnet. Zur
Kalibrierung wird ein Gitterbild in das Programm geladen. Fir diese Arbeit wurde ein Gitter
mit 25 um-Abstinden in 60-facher VergroRerung mit dem Confocal-DSU-Mikroskop
eingescannt. Es wird eine gerade Linie von einer Seite eines Quadrats zu der gleichen Seite
des rechts davon liegenden Quadrats gezogen. Dazu wird in der Programmleiste die
Schaltflache ,,Straight” durch Anklicken aktiviert und auf der Tastatur ,Shift” gedriickt
gehalten, um mit der Computermaus eine gerade Linie zu ziehen. Die Kalibrierung wird
festgelegt, indem anschlieRend die Schaltfliche , Analyze” und ,Set Scale” ausgewahlt
werden. Es oOffnet sich ein neues Fenster. Es wird bei ,Known Distance” fir die
ausgemessene Strecke im Gitterbild die entsprechende absolute Lange von 25 pum
eingegeben. Es wird die Schaltflache ,,0K” ausgewahlt. Es 6ffnet sich ein neues Fenster. Es

III

wird ein Hakchen bei dem Kastchen ,,Global” gesetzt und ,,0K” ausgewdhlt. Die Kalibrierung
wird so automatisch auf alle in Imagel gedffneten Dateien angewendet, bis das
Programmfenster geschlossen wird. Das Gitterbild wird geschlossen. Das Programm
verarbeitet die Kalibrierung als Pixel/um. Dadurch gibt es die Madglichkeit, direkt den

Pixel/um-Wert aus einer friitheren Kalibrierung einzugeben.

Die .tiff-Datei mit der zu rekonstruierenden Mikrogliazelle wird in Imagel geo6ffnet. Es
werden aufeinanderfolgend die Schaltflachen ,Image”, ,Stacks” und ,Z Project” ausgewahlt.
Es offnet sich ein neues Fenster. Es wird ein Projektionstyp ausgewahlt. Flr die hier
durchgefiihrte Rekonstruktion wurde der Projektionstyp ,,Min Intensity” ausgewahlt, um den
hochsten Kontrast zu erreichen. Die Stacks der urspriinglichen .tiff-Datei sind nun durch das
Programm Ubereinandergelegt und zu einem zweidimensionalen Bild zusammengefasst. Um
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die zu rekonstruierende Zelle ausreichend grof} darzustellen, wird diese ausgeschnitten. Es
wird dazu in der Leiste am oberen Rand des Programmfensters die Schaltflache
,Rectangular” aktiviert und mit der Maus ein Rechteck um die Zelle gezogen. Es wird die
Schaltflache ,Image” und ,Crop“ ausgewahlt (Abbildung 12, A). Das geschnittene Bild wird

als neue Datei gespeichert.

Um eine Sholl-Analyse durchfiihren zu kdnnen, muss die vorliegende Datei in ein bindres Bild
umgewandelt werden. Dadurch wird der Scan in Zelle und Hintergrund aufgeteilt. Das
Programm kann erst dann auswerten, wo ein Schnittpunkt mit der Zelle besteht und wo nur
Hintergrund liegt. Es werden die Schaltflachen ,Image”, , Color” und , Color Deconvolution”
ausgewahlt. Ein Auswahlfenster 6ffnet sich, hier wird bei Vectors ,H DAB” ausgewahlt. Das
urspriingliche Bild wird so in drei Farbkanale aufgespalten. Es 6ffnen sich drei neue Fenster
mit jeweils einem Farbkanal (Griin, Blau und Rot). Fiir die hier durchgefiihrte Rekonstruktion
wurde der rote Farbkanal ausgewahlt, da er den starksten Kontrast aufweist (Abbildung 12,
B). Alle anderen Bilder werden geschlossen. Durch die ,Color Deconvolution wird die blaue
Hamalaun-Gegenfarbung der Zellkerne durch das Programm herausgefiltert, sodass eine
erschwerte Rekonstruktion durch Uberlagerungen von Zellen durch deren Zellkerne

vermieden wird.

Die Zelle wird im Programmfenster herangezoomt. Es wird in der oberen Leiste des
Programmfensters die Schaltfliche ,Polygon selections” aktiviert. Die Zelle wird mittels
mehrerer Mausklicks in kleinen Abstianden exakt umfahren und so rekonstruiert (Abbildung
13, C). Die Rekonstruktion wird durch einen Klick mit der rechten Maustaste beendet, indem
sich der erste und letzte Rekonstruktionspunkt automatisch verbinden. Wenn dies wahrend
der Rekonstruktion passiert, muss diese erneut begonnen werden. Nach Beendigung der
Rekonstruktion konnen die einzelnen Punkte angepasst werden. Es sollten daher moglichst
kleine Distanzen zwischen den einzelnen Rekonstruktionspunkten liegen. Die Rekonstruktion
ohne die zugrundeliegende Bilddatei wird durch die Schaltflaichen ,File”, ,Save As“ und
,Selection” gespeichert. Um die rekonstruierte Zelle als Bilddatei zu erhalten, werden die
Schaltflachen ,Edit“ und ,Clear outside” ausgewahlt. Der Bildbereich auRerhalb der
Rekonstruktion wird dadurch mit einer einheitlichen Farbe ausgefillt. Es wird dafir die

Farbe WeiR verwendet, um den groBtmoglichen Kontrast zur Rekonstruktion zu
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gewahrleisten. Die Farbe wird durch das Auswahlen der Schaltflachen ,Image”, , Color” und
,Color Picker” eingestellt. Um den Bildbereich auBerhalb der Rekonstruktion manuell

Ill

auszufiillen, wird in der oberen Leiste im Programmfenster ,Flood Fill Tool” aktiviert und in
den entsprechend Bildbereich auBerhalb der Rekonstruktion geklickt. Die polygonale
Rekonstruktion muss fiir diese Schritte im Programm gedffnet bleiben. AnschlieRend wird in
den Bildbereich aulRerhalb der Rekonstruktion geklickt, sodass diese automatisch vom
Programm geschlossen wird. Die neue Bilddatei mit der ausgeschnittenen Zelle wird als neue

tiff-Datei gespeichert.

Damit die Sholl-Analyse in Imagel bei allen Zellen vergleichbar ist, erfolgte die Anwendung
eines Schwellenwertes, um die hochste und immer gleiche Intensitdt der
Zellrekonstruktionen zu erreichen. Es werden die Schaltflachen ,Image”, ,Adjust” und ,Auto
Threshold” ausgewahlt. Es o6ffnet sich ein neues Fenster mit der Auswahl aller Auto
Thresholds. Es wird der Threshold ausgewahlt, der die Rekonstruktion vollstandig ausfullt.
Die Rekonstruktion erscheint in Braun. Es werden die Schaltflachen ,Image”, ,Adjust” und
,Threshold” ausgewahlt. Es 6ffnet sich ein neues Fenster, in dem die genaue Hohe des
Threshold eingestellt werden kann. Es muss sichergestellt werden, dass jeder Pixel der
Rekonstruktion durch den Threshold erfasst wird. Er wird solange erhoht, bis die gesamte
Rekonstruktion einheitlich ausgefiillt ist. Dies muss individuell fiir jede Rekonstruktion
durchgefiihrt werden. Alternativ kann fir jede Zelle ein so hoher Threshold gewahlt werden,
dass damit sicher alle Pixel in allen Rekonstruktionen ausgefillt sind. In dieser Arbeit wurde
der Threshold auf 195 festgelegt. Es wird die Schaltflache ,Apply” ausgewdhlt und das

Fenster geschlossen (Abbildung 12, C). Das Bild wird als neue .tiff-Datei gespeichert.
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Abbildung 12: Rekonstruktion einer IBA1l-immunhistochemisch gefarbten Mikrogliazelle in Imagel; A:
gecroppte Zelle nach Anwendung des Z-Project; B: Zelle im Rotkanal der Color Deconvolution; C:
Zelle nach Anwendung des Thresholds

2.10.2 Analyse in Imagel

Um eine Veranderung der Morphologie der Mikrogliazellen zu untersuchen, wird eine Sholl-
Analyse im Imagel-Programm durchgefiihrt. Es werden die Schaltflachen ,Analyze” und
,»Sholl Analysis” ausgewahlt. Es 6ffnet sich ein neues Fenster. Es muss zundachst manuell das
Zentrum des Somas der Zelle ausgewahlt werden. Es gibt drei Optionen. Es wird eine gerade
Linie vom Zentrum des Somas bis zu dem Punkt gezogen, der noch von der Analyse erfasst
werden soll. Dafiir wird die Schaltflache ,Straight” in der oberen Programmleiste aktiviert,
auf der Tastatur die Taste ,Shift” gedriickt gehalten und mit der Computermaus eine Linie
gezogen. Alternativ wird die Schaltflache , Point” ausgewahlt und in das Zentrum des Somas
ein Punkt per Mausklick gesetzt. Als dritte Moglichkeit wird die Schaltfliche ,Multi-Point”
ausgewahlt und ein Punkt in das Zentrum des Somas sowie auf jeden primaren Fortsatz des
Somas gesetzt. Es werden erneut die Schaltflichen ,Analyze” und ,Sholl Analysis”
ausgewahlt. Es offnet sich ein neues Fenster, in dem die notwendigen Analysedaten in die
Felder ,Starting radius”, ,Ending radius”, ,Radius step size” und ,Primary branches”
eingegeben werden. ,Starting radius” und ,Radius step size“ werden analog der Sholl-
Analyse im Programm Neurolucida 360 auf 1 um festgelegt. Der ,,Ending radius” wird im
Imagel-Programm so hoch geschatzt, dass alle Fortsdatze mit eingeschlossen werden. Bei der

ersten Option ist dieser Wert bereits durch den Endpunkt der gezogenen Linie festgelegt.
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Wenn zuvor die Variante ,Multi-Point“ genutzt wurde, wird die Anzahl der ,Primary
branches” automatisch durch das Programm gewahlt. Wenn diese nicht genutzt wurde,
werden die ,Primary branches” manuell markiert. Es wird ein Hakchen bei ,Create
intersections mask” gesetzt und die Schaltflache , OK” ausgewahlt, um die Sholl-Analyse

durchzufihren (Abbildung 13, A)

Um einen Vergleich zur Neuron Summary im Neurolucida 360-Programm zu ermdoglichen,
wurden bei jeder Rekonstruktion manuell die Anzahl der Fortsatze (Quantity), die Anzahl der
Verzweigungsstellen (Nodes) und die Anzahl der Endpunkte der Fortsdtze (Endings)
ausgezahlt. Dazu wird die Schaltflache ,Points“ in der oberen Programmleiste aktiviert und
in drei Durchgdngen die drei genannten Parameter in der Threshold-Datei jeder Zelle in ihrer
Anzahl markiert und gespeichert. Es sollte gewahrleistet sein, dass bei dem Parameter Nodes
die gleichen Kriterien wie im Neurolucida Explorer zur Messung angewendet werden. Der
Neurolucida Explorer zahlt eine Verzweigungsstelle, wenn zwei Seitendste von demselben
Rekonstruktionspunkt eines Hauptasts abgehen. Wenn sich im Imagel-Programm zwei
Seitendste mit ihren Ausgangspunkten von ihrem Hauptast direkt gegeniiberlagen, wurden

diese dementsprechend als eine Verzweigungsstelle gezahlt.

Um zusatzlich eine veranderte Mikrogliazellmorphologie quantifizieren zu kénnen, wird der
Rl bestimmt (Rl = maximum projection area/cell area (Ap/Ac)) [23]. Fir die maximale
Projektionsflache wird in der oberen Leiste im Programmfenster die Schaltflache ,Polygonal”
aktiviert und die prominentesten Punkte der Zelle per Mausklick miteinander verbunden
(Abbildung 13, B). Fiir die Zellflache wird die zuvor durchgefiihrte polygonale Rekonstruktion
(Ac) der Zelle genutzt (Abbildung 13, C). Diese wird zum erneuten Offnen als Datei in die
Programmleiste gezogen. Die dazugehorige Threshold-Datei muss bereits getffnet sein. Es
werden nun die Schaltflachen , Analyze” und ,,Measurement” ausgewahlt. Es 6ffnet sich ein
neues Fenster, in dem die Flache der Rekonstruktion (,Area“) abzulesen ist. Nach der
Rekonstruktion der maximalen Projektionsflache (Ap) werden diese Schritte zur Auswertung

der peripheren Flache ebenfalls durchgefiihrt.
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Abbildung 13: Analysen in Imagel); A: Intersection Mask der Sholl-Analyse; B: polygonale
Rekonstruktion, Zellflache (A.); C: maximale Projektionsflache (A,)

2.11 Statistische Auswertung

Nach Abschluss der Rekonstruktionen und deren Analysen in den Programmen Neurolucida
360/ Explorer und Imagel wurden die Zellen entblindet. Auf funf Ma&use in der
Kontrollgruppe (n = 5) verteilt wurden insgesamt 44 Mikrogliazellen ausgewahlt und
rekonstruiert. Auf fiinf Mause in der Cuprizone-Gruppe (n = 5) verteilt wurden insgesamt 74
Mikrogliazellen ausgewahlt und rekonstruiert. Die Daten der Zellen wurden auf das jeweilige
Tier zurlickbezogen und fiir jede Maus ein Mittelwert fir die jeweiligen Parameter
errechnet.

Flr die statistische Auswertung wurde das Programm GraphPad Prism (GraphPad Software,
Version 9.0.1 fiir Windows, San Diego, CA, USA) genutzt. Als statistischer Test wurden der
Two-Way ANOVA (analysis of variance) mit two-tailed Tukey’s Multiple Comparison
angewendet, um sowohl einen Vergleich der Parameter zwischen den Daten der Kontroll-
und Cuprizone-Gruppe sowie einen Vergleich der Parameter zwischen dem Neurolucida 360-
und dem Imagel-Programm zu erhalten. Die Daten werden als Mittelwert =+
Standardabweichung (engl.: Standard Deviation, SD) angegeben. Bei einer vorhandenen
Signifikanz zwischen den Gruppen sind diese mit einem Sternchen gekennzeichnet (* = p <
0,05). Alle anderen nicht signifikanten Ergebnisse sind mit dem entsprechenden p-Wert (p >
0,05) gekennzeichnet.
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3. Ergebnisse

Die verschiedenen Analysen wurden zur Beantwortung zweier Fragestellungen
herangezogen. Zum einen sollte herausgefunden werden, ob bereits in der Friihphase einer
Demyelinisierung morphologische Unterschiede der Mikrogliazellen im Vergleich zu einer
gesunden Kontrollgruppe festgestellt werden konnen (Abbildung 14). Diese Frihphase der
MS wurde durch die Fitterung von Cuprizone fiir sieben Tage imitiert. Zum anderen sollte
herausgefunden werden, mit welchem Computerprogramm, Neurolucida 360 oder Image),

diese morphologischen Unterschiede besser quantifizierbar sind.
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Abbildung 14: Reprasentative IBAl-immunhistochemisch gefarbte Mikrogliazellen; A, C, E, G:
Kontrollgruppe; B, D, F, H: Cuprizone-Gruppe




3.1 Sholl-Analyse

Die Sholl-Analyse wurde zur Auswertung der Schnittpunkte der Fortsatze einer
Rekonstruktion mit mehreren Radii bzw. Sphéaren (Intersections, Abbildung 16, A)
herangezogen. Um eine Ubersichtliche Betrachtung zu ermdglichen, wurden dafiir die Radii

bzw. Spharen in 5 um-Schritten ausgewertet (Abbildung 15).

Sholl Analyse Image J Sholl Analyse NL360
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Abbildung 15: Ubersicht Auswertung der Intersections Image) vs. Neurolucida 360 in der Sholl-
Analyse; A: Grafik zu Intersections in der Sholl-Analyse im ImagelJ-Programm in 5 pum-Schnitten; B:
Grafik zu Intersections in der Sholl-Analyse in Neurolucida 360 in 5 um-Schnitten

Fiir die statistische Auswertung wurde jeder 5 um-Schritt eigenstandig sowohl bezliglich des
Vergleichs von Kontroll- und Cuprizone-Gruppe, als auch bezliglich des Vergleichs zwischen
Neurolucida 360 und ImagelJ ausgewertet (Abbildung 16, B-F). Daflir wurde der statistische

Test Two-Way ANOVA genutzt.
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Abbildung 16: Statistische Auswertungen des Parameters Intersections in der Sholl-Analyse; A:
Parameter Intersections an einer Beispielrekonstruktion; Statistische Auswertungen des Parameters
Intersections in der Sholl-Analyse bei 5 um (B), 10 um (C), 15 um (D), 20 um (E) und 25 um (F) unter
Angabe des p-Werts in Neurolucida 360 und Image)

60



Bei einem 5 um-Radius zeigte sich in der Sholl-Analyse beim Vergleich der Kontroll- und
Cuprizone-Gruppen von ImageJ und Neurolucida 360 weder im ImagelJ-Programm (Kontrolle:
3,91 + 0,59; Cuprizone: 3,81 + 0,52; p = 0,2084), noch im Neurolucida 360 (Kontrolle: 5,0
0,71; Cuprizone: 4,2 + 1,3; p = 0,8845) ein signifikanter Unterschied bei den Intersections
zwischen Kontrollen und Cuprizone-behandelten Mausen. Beim Vergleich der Kontrollen
zwischen ImageJ und Neurolucida 360 (Kontrolle ImagelJ: 3,91 £ 0,59; Kontrolle NL360: 5,0 +
0,71; p = 0,9979) sowie beim Vergleich der Cuprizone-behandelten Mause zwischen Image)
und Neurolucida 360 (Cuprizone Imagel: 3,81 + 0,52; Cuprizone NL360: 4,2 + 1,3; p = 0,4555)
zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen den jeweiligen Gruppen

(Abbildung 16, B).

Bei einem 10 um-Radius zeigte sich fir die Intersections im ImageJ-Programm ebenfalls kein
signifikanter Unterschied zwischen Kontroll- und Cuprizone-Gruppe (Kontrolle: 2,72 + 0,17,
Cuprizone: 3,92 + 1,0; p = 0,297). Im Neurolucida 360-Programm zeigte sich dagegen eine
signifikant hohere Anzahl an Intersections in der Cuprizone-behandelten Mausgruppe
(Kontrolle: 3,6 + 0,55; Cuprizone: 5,0 + 1,0; *p = 0,0457). Beim Vergleich der Kontrollen und
der Cuprizone-behandelten Tiere zwischen Imagel und Neurolucida 360 zeigte sich weder
bei den Kontroll-Gruppen (Kontrolle Imagel: 2,72 + 0,17; Kontrolle NL360: 3,6 + 0,55; p =
0,1009), noch bei den Cuprizone-Gruppen (Cuprizone Imagel: 3,92 + 1,0; Cuprizone NL360:
5,0+ 1,0; p=0,1517) ein signifikanter Unterschied (Abbildung 16, C).

Bei einem 15 um-Radius zeigte sich fiir die Intersections beim Vergleich von Kontrolle und
Cuprizone-Behandlung in ImagelJ (Kontrolle: 2,47 + 0,15; Cuprizone: 2,83 + 0,76; p = 0,9908)
sowie in Neurolucida 360 (Kontrolle: 2,6 + 0,55; Cuprizone: 3,0 £+ 1,0; p = 0,9798) kein
signifikanter Unterschied. Beim Vergleich der Kontroll- mit der Cuprizone-Gruppe zwischen
dem Imagel- und Neurolucida 360-Programm zeigte sich ebenfalls kein signifikanter
Unterschied innerhalb der Gruppen (Kontrolle Imagel: 2,47 + 0,15 - Kontrolle NL360: 2,6 +
0,55; p = 0,8412; Cuprizone Imagel: 2,83 + 0,76 - Cuprizone NL360: 3,0 + 1,0; p = 0,7957)
(Abbildung 16, D).

Bei einem Radius von 20 um zeigte sich bei der Anzahl der Intersections bei Vergleich von

Kontroll- und Cuprizone-behandelten Mausen in Imagel) (Kontrolle: 1,55 * 0,39; Cuprizone:
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2,33 +£0,74; p =0,5242) sowie in Neurolucida 360 (Kontrolle: 2,0 + 0; Cuprizone: 2,39 £ 0,6; p
= 0,9974) kein signifikanter Unterschied. Beim Vergleich der Kontroll- sowie der Cuprizone-
Gruppen zwischen dem Imagel- und Neurolucida 360-Programm zeigte sich ebenfalls kein
signifikanter Unterschied innerhalb der Gruppen (Kontrolle ImageJ: 1,55 + 0,39 - Kontrolle
NL360: 2,0 £ 0,0; p = 0,1161; Cuprizone Imagel: 2,33 £ 0,74 - Cuprizone NL360: 2,39 £ 0,6; p
=0,6302) (Abbildung 16, E).

Bei einem 25 um-Radius zeigte sich fir die Intersections beim Vergleich von Kontroll- und
Cuprizone-behandelten Mausen in Imagel (Kontrolle: 1,38 + 0,48; Cuprizone: 1,77 +0,74; p =
0,9951) sowie in Neurolucida 360 (Kontrolle: 1,25 + 0,5; Cuprizone: 1,9 + 1,03; p = 0,9931)
kein signifikanter Unterschied. Beim Vergleich der Kontroll- sowie der Cuprizone-Gruppen
zwischen dem Imagel- und Neurolucida 360-Programm zeigte sich ebenfalls kein
signifikanter Unterschied innerhalb der Gruppen (Kontrolle ImageJ: 1,38 + 0,48 - Kontrolle
NL360: 1,25 £ 0,5; p = 0,8556; Cuprizone Imagel): 1,77 £ 0,74 - Cuprizone NL360: 1,9 £ 1,03; p
=0,5808) (Abbildung 16, F).

In der statistischen Auswertung der Sholl-Analyse liel8 sich bei der Anzahl der Intersections
zwischen Kontroll- und Cuprizone-behandelten Tieren weder im Neurolucida 360-, noch im
Imagel-Programm ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen feststellen.

Bei der statistischen Auswertung der Anzahl der Intersections zwischen den jeweiligen
Kontroll- und Cuprizone-Gruppen im Neurolucida 360- und im Imagel-Programm zeigte sich
bei den Cuprizone-behandelten Tieren, dass bei dem 10 pm-Radius die Anzahl der
Intersections der Rekonstruktionen in der Neurolucida 360-Cuprizone-Gruppe signifikant

hoéher lag, als bei derselben Cuprizone-Gruppe im Imagel-Programm (Abbildung 16, C).

3.2 Neuron Summary

Die Neuron Summary wurde zur Analyse der Gesamtheit der Fortsdtze jeder Rekonstruktion
herangezogen. Es wurden die Parameter Anzahl der Fortsdtze (Quantity),
Verzweigungspunkte der Fortsdtze (Nodes) und Endpunkte der Fortsdtze (Endings) in der
Neuron Summary im Neurolucida Explorer analysiert (Abbildung 17, A). Im Imagel-
Programm erfolgte diese Analyse durch manuelles Auszéhlen.
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Fiir die statistische Auswertung wurde jeder Parameter zum einen bezliglich des Vergleichs
von Kontroll- und Cuprizone-Gruppe, zum anderen beziglich des Vergleichs zwischen
Neurolucida 360 und Image) ausgewertet. Dafiir wurde der statistische Test Two-Way

ANOVA angewendet.
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Abbildung 17: Statistische Auswertung der Neuron Summary; A: Parameter Nodes und Endings an
einer Beispielrekonstruktion; Statistische Auswertung der Parameter Quantity (B), Nodes (C) und
Endings (D) in der Neuron Summary

Bei der statistischen Auswertung des Parameters Quantity der Neuron Summary zeigte sich
beim Vergleich der Kontroll- und Cuprizone-Gruppen von Imagel und Neurolucida 360 weder
im Imagel-Programm (Kontrolle: 4,28 + 0,67; Cuprizone: 5,06 + 0,66; p = 0,9726), noch im
Neurolucida 360 (Kontrolle: 4,51 + 0,93; Cuprizone: 4,83 + 1,11; p = 0,9726) ein signifikanter

Unterschied zwischen Kontroll- und Cuprizone-behandelten Mausen. Beim Vergleich der
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Kontrollen zwischen Image) und Neurolucida 360 (Kontrolle Imagel: 4,28 + 0,67; Kontrolle
NL360: 4,51 + 0,93; p = 0,4996) sowie beim Vergleich der Cuprizone-behandelten Mause
zwischen Imagel und Neurolucida 360 (Cuprizone Imagel: 5,06 + 0,66; Cuprizone NL360:
4,83 £ 1,11; p = 0,9389) zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen den
jeweiligen Gruppen (Abbildung 17, B).

Bei der statistischen Auswertung des Parameters Nodes zeigte sich beim Vergleich von
Kontrolle und Cuprizone-Behandlung in ImageJ (Kontrolle: 7,73 + 1,54; Cuprizone: 10,66 +
4,52; p =0,8521) sowie in Neurolucida 360 (Kontrolle: 9,54 + 3,2; Cuprizone: 11,83 +4,17; p
= 0,9533) kein signifikanter Unterschied. Beim Vergleich der Kontroll- sowie der Cuprizone-
Gruppen zwischen dem Imagel- und Neurolucida 360-Programm zeigte sich ebenfalls kein
signifikanter Unterschied innerhalb der Gruppen (Kontrolle Imagel: 7,73 + 1,54 - Kontrolle
NL360: 9,54 £ 3,2; p = 0,5736; Cuprizone Imagel: 10,66 + 4,52 - Cuprizone NL360: 11,83 *
4,17; p = 0,7403) (Abbildung 17, C).

Bei der statistischen Auswertung des Parameters Endings zeigte sich beim Vergleich von
Kontroll- und Cuprizone-behandelten Mausen in Imagel) (Kontrolle: 12,44 + 1,95; Cuprizone:
16,53 + 5,38; p = 0,8484) sowie in Neurolucida 360 (Kontrolle: 14,72 + 4,15; Cuprizone: 17,48
+ 5,36; p = 0,9862) kein signifikanter Unterschied. Beim Vergleich der Kontroll- sowie der
Cuprizone-Gruppen zwischen dem ImagelJ- und Neurolucida 360-Programm zeigte sich
ebenfalls kein signifikanter Unterschied innerhalb der Gruppen (Kontrolle Imagel: 12,44 +
1,95 - Kontrolle NL360: 14,72 + 4,15; p = 0,4836; Cuprizone ImagelJ: 16,53 + 5,38 - Cuprizone
NL360: 17,48 + 5,36; p = 0,7595) (Abbildung 17, D).

In der statistischen Auswertung der Daten der Neuron Summary lieB sich fir keinen der drei
Parameter Quantity, Nodes und Endings ein signifikanter Unterschied zwischen Kontroll- und
Cuprizone-behandelten Méausen in beiden Programmen sowie kein signifikanter Unterschied
beim Vergleich der Kontrollen und Cuprizone-behandelten Mause zwischen dem

Neurolucida 360- und dem Imagel-Programm feststellen.
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3.3 Ramification Index

Eine weitere Moglichkeit, morphologische Veranderungen von Mikrogliazellen zu
guantifizieren, ist der Ramification Index (RI). Dieser ergibt sich bei einer zweidimensionalen
Rekonstruktion und Auswertung im ImagelJ-Programm aus Rl = maximale Projektionsflache
(Area peripheral =Ap) / Zellfliche (Area cell =Ac) [23]. Fur die Rekonstruktion und
Auswertung im dreidimensionalen Raum im Neurolucida 360-Programm wurden dafir die
jeweiligen Volumina herangezogen (Rl = maximales Projektionsvolumen = Vp / Zellvolumen =
Vc), um den Rl aus beiden Programmen miteinander vergleichbar zu machen.

Fir die statistische Auswertung wurde der Ramification Index sowohl beziiglich des
Vergleichs von Kontroll- und Cuprizone-Gruppe, als auch beziiglich des Vergleichs zwischen
Neurolucida 360 und ImageJ ausgewertet (Abbildung 18). Daflir wurde der statistische Test

Two-Way ANOVA genutzt.
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Abbildung 18: Statistische Auswertung des Ramification Index (RI)

Bei der statistischen Auswertung des Ramification Index zeigte sich beim Vergleich der
Kontroll- und Cuprizone-Gruppen von Imagel) und Neurolucida 360 weder im Imagel-
Programm (Kontrolle: 3,76 + 0,37; Cuprizone: 3,16 + 0,37; p=0,6534), noch im Neurolucida
360 (Kontrolle: 6,51 + 1,18; Cuprizone: 5,15 *+ 1,0; p=0,0757) ein signifikanter Unterschied
zwischen Kontrollen und Cuprizone-behandelten Mausen.

Beim Vergleich der Kontrollen zwischen Image) und Neurolucida zeigte sich ein signifikanter

Unterschied zwischen den Programmen (Kontrolle Imagel: 3,76 + 0,37; Kontrolle NL360: 6,51
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+1,18; *p=0,0004). Beim Vergleich der Cuprizone-behandelten Mause zwischen Imagel- und
Neurolucida 360-Programm zeigte sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied (Cuprizone

Imagel: 3,16 + 0,37; Cuprizone NL360: 5,15 + 1,0; *p=0,007) (Abbildung 18).

In der statistischen Auswertung des Ramification Index lief sich kein signifikanter
Unterschied zwischen Kontroll- und Cuprizone-behandelten Tieren im Neurolucida 360- oder
im Imagel-Programm feststellen. Bei dem Vergleich der Kontrollen und der Cuprizone-
behandelten Mause beider Computerprogramme miteinander zeigte sich sowohl bei den
Kontroll-, als auch bei den Cuprizone-Gruppen, dass der Ramification Index der
Rekonstruktionen bei beiden im Neurolucida 360 signifikant hoher lag, als der Ramification

Index der Rekonstruktionen im ImageJ-Programm.
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4. Diskussion und Ausblick

Die Morphologie von Mikrogliazellen und ihre Quantifizierung ist ein wichtiges Mittel, um
bei neurologischen Erkrankungen wie Alzheimer [2], Parkinson [2], aber auch traumatischen
Verletzungen des Gehirns [27] einen Einblick in deren Neuropathologien zu erhalten.
Insbesondere in der Friihphase der Erkrankungen oder des Traumas ist die Veranderung der
Mikrogliazellmorphologie interessant, da diese Zellen als Immunsystem des ZNS als erste

und dabei bereits auf feinste Veranderungen ihrer Umwelt reagieren [28].

Ein gangiges Mittel zur Auswertung der Morphologie von Mikrogliazellen ist das open-source
Programm Imagel [26]. Durch diverse Plug-Ins wird es der Nutzerin und dem Nutzer
ermoglicht, zahlreiche Parameter hinsichtlich der Morphologie zu betrachten und
Veranderungen zu quantifizieren. Auch in dieser Arbeit wurde Imagel) genutzt, um eine
Methode mit zweidimensionaler Rekonstruktion und Auswertung von Mikrogliazellen der

dreidimensionalen Methode des Neurolucida 360-Programms gegeniiberzustellen.

Der in den Methoden erlduterte Versuchsaufbau sollte der Beantwortung zweier
Fragestellungen dienen. Zum einen sollte die Frage beantwortet werden, ob bereits in der
Friihphase der MS morphologische Unterschiede der Mikrogliazellen im Vergleich zu einer
gesunden Kontrollgruppe festgestellt werden koénnen. Zum anderen diente er der
Fragestellung, mit welchem der zwei Computerprogramme morphologische Unterschiede
besser quantifizierbar sind. Zur Beantwortung der Fragestellungen wurden die Sholl-Analyse
und die Neuron Summary zur Auswertung der Mikrogliazellen und ihrer morphologischen

Veranderungen herangezogen.

Eine weitere verwendete Analyse zur Betrachtung der Fragestellungen war der Ramification
Index (Rl). Er wird durch die Formel Rl = maximum projection area/cell area (Ap/Ac)
berechnet [23, 29, 30]. Da eigentlich fiir zweidimensionale Rekonstruktionen ausgelegt,
wurde er in dieser Arbeit auf die dreidimensionale Rekonstruktion im Neurolucida 360-
Programm Ubertragen, indem statt der jeweiligen Flache das jeweilige Volumen einer
Zellrekonstruktion herangezogen wurde. Verzweigte, ruhende Mikrogliazellen haben eine

grofRe Projektionsflache (Ap) bzw. ein grolRes Projektionsvolumen (Vp) und eine relativ kleine
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Zellflache (Ac) bzw. ein relativ kleines Zellvolumen [23]. Kommt es zu einer Aktivierung der
Mikrogliazellen, ndahern sich die Zell- und maximale Projektionsflaiche bzw. das Zell- und
maximale Projektionsvolumen zunehmend einander an [23]. Je ndher der RI-Wert an 1 liegt,

desto starker ist die Mikrogliazelle aktiviert [23].

Der Ramification Index wurde in zahlreichen wissenschaftlichen Arbeiten zum Nachweis
zellmorphologischer Unterschiede angewendet [31 - 33]. In dieser Promotionsarbeit konnte
dennoch kein signifikanter Unterschied der Morphologie der rekonstruierten Mikrogliazellen
zwischen Kontroll- und Cuprizone-Gruppe nachgewiesen werden. Dies traf auf beide
Programme zu. Die Fragestellung, ob bereits in der Friihphase der MS morphologische
Unterschiede der Mikrogliazellen im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe festgestellt
werden kénnen, ldsst sich in dieser Arbeit also nicht bestatigen. Was in dieser Arbeit mit der
Auswertung des Rl dagegen gezeigt werden konnte, ist, dass das Neurolucida 360-Programm
mit der hier moglichen dreidimensionalen Auswertung differenziertere Ergebnisse durch
bessere Erfassung der Gesamtheit an Fortsdtzen ermoglicht und damit besser fir die
Rekonstruktion und Auswertung der Morphologie von Mikrogliazellen geeignet zu sein
scheint, als das ImagelJ-Programm mit einer zweidimensionalen Auswertung. Eine Antwort
auf die Fragestellung, mit welchem der zwei Computerprogramme morphologische
Unterschiede besser quantifizierbar sind, wird also durch die Auswertung des Rl gegeben.
Die Messwerte des Rl lagen im Neurolucida 360 sowohl bei der Kontroll-, als auch bei der
Cuprizone-Gruppe signifikant hoher, als bei denselben Gruppen im Imagel-Programm, womit
auch die Messwerte, aus denen sich der Rl berechnet, signifikant hoher lagen. Das
Neurolucida 360-Programm er6ffnet durch seine dreidimensionale Rekonstruktion, die die
Schnitttiefe mit einbezieht, eine differenziertere Auswertung der Zellmorphologie und das
bereits bei einer Dicke der Schnitte von 5 um. Wenngleich der Rl in ImagelJ-Auswertungen
zur Untersuchung von Zellmorphologien gut geeignet ist, so kann dieselbe Auswertung im

Neurolucida 360 die Power der Daten dieser Analyse steigern.

Eine weitere Analyse in dieser Promotionsarbeit ist die Neuron Summary. Im Neurolucida
360-Programm bietet diese Analyse u.a. die Auswertung der Gesamtheit der Fortsatze einer
Rekonstruktion nach zahlreichen Parametern (Quantity, Nodes, Endings, Length, Area,

Volume, Surface, Complexity). Um hier einen Vergleich zum ImagelJ-Programm ziehen zu
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konnen, wurden die Parameter Quantity, Nodes und Endings in ImagelJ manuell bei den
Rekonstruktionen ausgezahlt und diese drei Parameter in dem jeweiligen Programm
zwischen Kontroll- und Cuprizone-Gruppe sowie die Kontroll-Gruppen und die Cuprizone-
Gruppen der Programme miteinander verglichen.

In der statistischen Auswertung der Daten der Neuron Summary liel sich hier fiir keinen der
drei Parameter ein signifikanter Unterschied zwischen Kontroll- und Cuprizone-behandelten
Mausen im Neurolucida 360- oder im Imagel-Programm feststellen. Die Fragestellung, ob
bereits in der Frihphase der MS morphologische Unterschiede der Mikrogliazellen im
Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollgruppe festgestellt werden kdnnen, liel} sich auch
in dieser Analyse nicht bestatigen.

Fiir die Fragestellung, mit welchem der zwei Computerprogramme morphologische
Unterschiede besser quantifizierbar sind, weilt die Neuron Summary bei nicht signifikanten
Unterschieden bei allen Parametern darauf hin, dass beide Programme gleich gut geeignet
sind. In Betracht zu ziehen ist hier, dass der Vorteil, den das Neurolucida 360 mit seiner
dreidimensionalen Rekonstruktion erbringt, bei einem Schnitt von 5 um Dicke nicht
hervortritt, was sich bei einer Dicke von 10 um oder mehr bereits andern konnte. Dies bleibt

in weiteren Experimenten zu untersuchen.

Zusatzlich bietet das Neurolucida 360-Programm ein Vielzahl an weiteren Parametern in der
Neuron Summary, die in dieser Arbeit nicht herangezogen wurden, da diese mit den hier
genutzten Tools nicht im Imagel-Programm reproduziert wurden. Tatsache ist aber, dass es
Plug-Ins fur Imagel gibt, die eine genauere Analyse der Rekonstruktionen zulassen, als es in
dieser Arbeit der Fall war. Das Plug-In AnalyzeSkeleton [34] wurde 2010 entwickelt und
ermoglicht u.a. die Auswertung der Parameter Fortsatzendpunkte/Zelle und Fortsatzlange
(um/Zelle) und ist prinzipiell sowohl auf zweidimensionale, als auch auf dreidimensionale
Bilder anwendbar. Mit diesen Parametern lasst sich eine Aussage zu der Verzweigung
(ramification) einer Mikrogliazelle treffen [35]. Dabei kann AnalyzeSkeleton auf eine gesamte
Mikrofotografie mit zahlreichen Mikrogliazellen angewendet werden [35]. Das Neurolucida
360-Programm wird fir die Rekonstruktion und Auswertung von individuellen Zellen
genutzt. Daher stellt sich die Frage, ob sich bei dem Ziel der Auswertung einer grofden Zahl
an Zellen nach morphologischen Aspekten das Imagel Plug-In AnalyzeSkeleton [34] eher

anbietet, da es auch auf dreidimensionale Bilder angewendet werden kann. Fir die in dieser
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Arbeit untersuchte individuelle Rekonstruktion und Auswertung von Mikrogliazellen hat
diese Frage allerdings keine weiterfiilhrende Bedeutung und muss an anderer Stelle weiter

untersucht werden.

Ein weiteres Imagel Plug-In ist FracLac [35, 36], das 2014 entwickelt wurde und u.a. die
Analyse von Fractial Dimension, Span Ratio und Density von individuellen Zellen erméglicht
[35]. Dieses Plug-In erlaubt dadurch Aussagen zu Zellkomplexitat, Zellform und ZellgréRe von
einzelnen Mikrogliazellen [35]. Es ist also auch mit dem Imagel-Programm moglich, weitere
Parameter, die mit denen der Neuron Summary im Neurolucida 360-Programm vergleichbar
waren, zu generieren. Jedoch bleibt zu beachten, dass das FracLac nur zweidimensionale
Auswertungen vornimmt [35, 36], womit die Vermutung besteht, dass die dreidimensionale
Auswertung von Mikrogliazellen im Neurolucida 360 differenziertere Ergebnisse erbringt.
Auch dieser Vergleich bleibt in einer zukiinftigen Gegenliberstellung des Neurolucida 360 mit
dem Imagel Plug-In FracLac zu untersuchen. Hier ware der Parameter Complexity (NL360)
bzw. Fractial Dimension (FracLac) von besonderem Interesse, da damit beide Programme

direkt Giber den Parameter der Zellkomplexitat verglichen werden kdnnten.

Die Sholl-Analyse [22] ist eine hadufig genutzte Analyse zur Betrachtung und Auswertung von
dendritischer Zellmorphologie und —komplexitat [37]. Es werden von einem zentralen Punkt
in der Mitte des Somas einer Zelle bzw. deren Rekonstruktion konzentrische Kreise (Radii)
bzw. im dreidimensionalen Raum Kugeln (Spharen), in einem immer gleichen Abstand
zueinander Uber die Zelle gelegt und verschiedene Parameter innerhalb zweier Radii bzw.
Spharen ausgewertet [22]. So konnen die Fortsatze einer Zelle in ihrem gesamten Verlauf

differenziert analysiert werden [37].

In dieser Promotionsarbeit wurde fiir die Vergleichbarkeit der beiden gegeniibergestellten
Programme Neurolucida 360 und Imagel in der Sholl Analyse ausschlieflich der Parameter
Intersections herangezogen. In der statistischen Auswertung der Sholl-Analyse lieR sich bei
der Anzahl der Intersections zwischen Kontroll- und Cuprizone-behandelten Tieren weder im
Neurolucida 360-, noch im Imagel-Programm ein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen feststellen. Die Fragestellung, ob bereits in der Friihphase der MS morphologische

Unterschiede der Mikrogliazellen im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe festgestellt
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werden kénnen, konnte durch die Auswertung der Daten in der Sholl Analyse nicht bestatigt
werden.

Fir die Fragestellung, mit welchem der zwei Computerprogramme morphologische
Unterschiede besser quantifizierbar sind, zeigte die statistische Auswertung der Sholl
Analyse ein signifikantes Ergebnis bei einer von flinf Auswertungen. Da bei dem 10 um-
Radius die Anzahl der Intersections bei den Rekonstruktionen der Cuprizone-Gruppe im
Neurolucida 360 signifikant hoher lag, als bei derselben Cuprizone-Gruppe im Imagel-
Programm, ldsst dies vermuten, dass eine differenziertere Rekonstruktion der
Mikrogliazellen durch das Neurolucida 360-Programm ermaéglicht wird.

In dieser Promotionsarbeit wurde im ImagelJ-Programm die in der Standardversion
integrierte Sholl-Analyse genutzt [38]. Es ist anzumerken, dass es das Plugin Simple Neurite
Tracer [39] fir Imagel gibt, mit dem ebenfalls eine Zelle mit ihren Fortsdtzen aus einer
zweidimensionalen und dreidimensionalen Stack-Ansicht von histochemisch gefarbten
Schnitten einer Mikrogliazelle rekonstruiert und diese Rekonstruktion anschliefend mittels
Sholl-Analyse ausgewertet wird. Allerdings ermoglicht es ebenfalls nur die Auswertung des
Parameters Intersections, eine Programmierung weiterer Parameter ist aber moglich [39].
Eine interessante Neuerung ist das Plugin AutoSholl [40], das 2019 entwickelt wurde und die
bisherige Sholl-Analyse im ImageJ-Programm um eine Reihe an neuen Parametern erweitert.
Die integrierte Sholl-Analyse in ImagelJ [38] ermoglicht die Auswertung einer Rekonstruktion
nach Intersections, wobei der Ausgangspunkt flir die Sholl-Analyse manuell durch die
Nutzerin oder den Nutzer festgelegt wird [38]. Durch das neue Plugin AutoSholl erfolgt
dieser Teil automatisch und es wird die Auswertung von weiteren Parametern wie Anzahl
der primédren, sekundaren und tertidren Fortsatzanteile, Durchmesser und Lange der
Fortsatze innerhalb zweier Radii bzw. Spharen ermdglicht [40]. Dieses Plugin kann sowohl
auf zweidimensionale Bilder, als auch fir dreidimensionale Datensatze angewendet werden
[40]. Es stellt damit eine echte Alternative zur Sholl-Analyse des Programms Neurolucida 360
dar. Des Weiteren ist die Analyse mit vorheriger Aufbereitung der Datensatze insgesamt
schnell und auch fiir ungelibte Nutzerinnen und Nutzer einfach ausflihrbar [40].
Demgegeniiber steht das Programm Neurolucida 360, das nicht frei zugdnglich ist und eine
intensive Einarbeitung und Ubung erfordert, um dieses effizient ausfiihren zu kdnnen [41].
Auf der anderen Seite ermdglicht das Neurolucida 360 eine Vielzahl an Analysen mit

zahlreichen Parametern im dreidimensionalen Raum und damit differenzierte Auswertungen
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von Zellmorphologie und —komplexitat der darin erstellten Rekonstruktionen
verschiedenster Zelltypen. Eine Gegenliberstellung des AutoSholl-Plugins in ImageJ und der
Sholl-Analyse im Neurolucida 360 bleibt Gegenstand weiterer zukiinftiger wissenschaftlicher

Arbeiten.

Zu diskutieren bleiben die Ergebnisse der Analysen beziglich der Fragestellung, ob bereits in
der Friihphase der MS morphologische Unterschiede der Mikrogliazellen zwischen einer
Kontroll- und einer Cuprizone-behandelten Gruppe feststellbar sind. Bis auf eine Ausnahme
zeigte keine der statistischen Auswertungen der Analysen beider Programme ein
signifikantes Ergebnis beim Vergleich der beiden Versuchsgruppen, sodass sich die oben
genannte Fragestellung in dieser Arbeit insgesamt nicht bestdtigen ldsst. Das eine
signifikante Ergebnis zeigte sich in der Sholl-Analyse bei einem 10 pm-Radius. Im
Neurolucida 360-Programm war die Anzahl der Intersections in der Cuprizone-Gruppe hier
signifikant hoher, als in der Kontrollgruppe. Wenngleich signifikant, wurde von uns
entsprechend Torres-Platas et al. [19] in der Sholl-Analyse erwartet, dass die Anzahl der
Intersections bei den Cuprizone-behandelten Tieren niedriger ist, als bei den Mausen der
Kontrollgruppe. In der Neuron Summary wurde von uns ebenfalls erwartet, dass sich bei den
Parametern Quantity, Nodes und Ends zeigt, dass deren Anzahl in der Cuprizone-Gruppe
gesunken ist. Entgegen unserer Annahmen zeigte sich aber in diesen Analysen, dass die
Mikrogliazellen der Cuprizone-behandelten Mause zwar nicht signifikant, aber dennoch eine
hohere Anzahl an Intersections in der Sholl-Analyse sowie eine hohere Anzahl an Fortsatzen,
Verzweigungsstellen und Endpunkten in der Neuron Summary zeigten. Einzig die Ergebnisse
des Ramification Index zeigten sich wie erwartet. Der Rl der Cuprizone-behandelten Mause
war zwar nicht signifikant, aber erkennbar niedriger, als der Rl der Kontrollgruppe. Es ist
beschrieben, dass gelegentlich auch eine hyperverzweigte/hyperkomplexe (,hyper-
ramified”/,hyper-complex“) Morphologie bei Mikrogliazellen festzustellen ist [27]. Diese
kann z.B. in Mausgehirnen bei chronischem Stress [42, 43] sowie als friihe Reaktion auf
Verletzungen des Gehirns [44, 45] zu finden sein. Die bei den Ergebnissen dieser
wissenschaftlichen Arbeit zu erkennenden morphologischen Veranderungen der
rekonstruierten Mikrogliazellen lassen sich also trotz ihres seltener beschriebenen
Vorkommens plausibel in das aktuelle wissenschaftliche Spektrum einordnen [27]. Dabei

lasst sich aus den Ergebnissen ableiten, dass trotz einer hyperverzweigten/hyperkomplexen
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Mikrogliazellmorphologie insgesamt eine Verkirzung der Fortsatze bei gleichzeitiger
Hypertrophie von Zellkdrper und —fortsatzen auftritt [46], was in einem verminderten RI

resultiert.

Zusatzlich stellt sich die Frage, ob die Dauer der Behandlung einer Mausgruppe mit
Cuprizone fiir eine Woche bereits ausreicht, um eine hinreichend starke und damit erst
signifikante Aktivierung der Mikrogliazellen auszuldsen. In zuvor veréffentlichten
wissenschaftlichen Arbeiten der letzten Jahre wurden mRNA-Expressionslevel in der weiRen
Substanz des Corpus callosum von Mausgehirnen einer Kontroll- und einer fiir zwei Tage mit
Cuprizone behandelten Mausgruppe untersucht [25, 47]. Bereits nach dieser kurzen Zeit
lieBen sich hochregulierte mRNAs von zahlreichen Zellen, u.a. auch Mikrogliazellen
nachweisen [25]. Eine Aktivierung von Mikrogliazellen lasst sich also bereits nach wenigen
Tagen einer einwdchigen Cuprizone-Behandlung nachweisen. Es ist aber fraglich, ob eine
guantifizierbare morphologische Veranderung der Mikrogliazellen nach dieser kurzen Zeit
nachweisbar ist. Bei einer Cuprizone-Behandlung von 1 — 3 Wochen ist die Aktivierung von
Mikrogliazellen deutlich stdrker [25]. Hierbei ist zu beachten, dass diese Ergebnisse fir
Mikrogliazellen im Corpus callosum erhoben wurden. Im Kortex und anderen Regionen der
grauen Substanz zeigte sich eine weniger starke Aktivierung von u.a. Mikrogliazellen [48 -
50], was wiederum die morphologische Auswertung beeinflusst. Hier ware ein Ansatzpunkt,
eine erneute Auswertung mit Mikrogliazellen von langer als eine Woche mit Cuprizone
behandelten Mausgehirnen durchzufiihren, um zu untersuchen, ob hier signifikante

Ergebnisse gezeigt werden kénnen.

Schlussendlich sei noch kritisch angemerkt, dass in dieser Arbeit eine Anzahl von flinf
Mausen fir die Kontroll- sowie fiinf Mausen fir die Cuprizone-Gruppe herangezogen wurde.
Auch hier kann ein Grund fiir die nicht signifikanten Ergebnisse liegen, sodass fir
weiterfliihrende Experimente eine groRere Mausanzahl verwendet werden sollte. Ebenfalls
anzumerken ist, dass die doppelte Verblindung der ausgewahlten Mikrogliazellen vor deren
Rekonstruktion dazu gefiihrt hat, dass eine unterschiedlich grole Anzahl an zu
rekonstruierenden Zellen fiir die Kontrollgruppe (44 Zellen) und die Cuprizone-Gruppe (74

Zellen) eingeschlossen wurden. Auch dies sollte in zukiinftigen Experimenten vermieden und
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stattdessen eine nahezu gleichgroRe Gruppenzahl gewahlt werden, um so die Ergebnisse

nicht zu verzerren.

Insgesamt lasst sich sagen, dass in den letzten Jahren die Rolle der Mikrogliazellen in der
Pathophysiologie verschiedenster neurodegenerativer Erkrankungen mehr und mehr in den
Fokus der Wissenschaft geriickt ist und sich hier vielversprechende Ansatze zur Beurteilung
und letztendlich moglichen Behandlung der MS im speziellen sowie auch anderer
neurodegenerativen Erkrankungen ableiten lassen. Die Auswertung der
Mikrogliazellmorphologie kann ein hilfreiches Werkzeug flir weitere Untersuchungen sein.
Das Programm Neurolucida 360 ist daflir nach Beurteilung dieser Arbeit geeignet, mit
zahlreichen Analysen und Parametern eine differenzierte Beurteilung der Morphologie von
Mikrogliazellen, voraussichtlich in allen Aktivierungsstadien, zu ermoglichen und damit neue
Erkenntnisse (iber ihre Bedeutung in verschiedenen neurologischen, insbesondere

neurodegenerativen Erkrankungen voranzutreiben.
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5. Zusammenfassung

Multiple Sklerose ist die haufigste Autoimmunerkrankung des ZNS. Mikrogliazellen als
Immunabwehr des ZNS spielen hier eine wichtige Rolle fiir den Verlauf der Erkrankung. Sie
reagieren auf Stress und andere Einfllsse in ihrer Umgebung mit einer Aktivierung im Sinne
einer Veranderung ihrer Zellmorphologie. Diese morphologischen Veranderungen sind u.a.
mittels Sholl-Analyse und Ramification Index (RI) quantifizierbar. Zur Untersuchung der MS
werden verschiedene Tiermodelle verwendet, u.a. demyelinisierende Modelle, bei denen
u.a. das Toxin Cuprizone zur Untersuchung primar demyelinisierender Schaden des ZNS
genutzt wird. Da noch keine Quantifizierung der Mikrogliazellmorphologie in einem
Demyelinisierungsmodell der MS untersucht wurde, beschéftigt sich diese Promotionsarbeit
zum einen mit der Hypothese, dass die Mikrogliazellen im Kortex von mit Cuprizone
behandelten Mausen eine verdanderte Morphologie aufweisen, zum anderen mit der
Gegenuiberstellung der zwei in dieser Arbeit verwendeten Computerprogramme zur
Darstellung und Quantifizierung der Mikrogliazellmorphologie. Methodisch wurden hierzu
jeweils finf Mause in eine Cuprizone- und eine Kontrollgruppe eingeteilt. Die Tiere der
Cuprizone-Gruppe erhielten fir eine Woche zu ihrem Futter Cuprizone beigemischt. Nach
einer Woche erfolgte die transkardiale Perfusion der Versuchstiere sowie die Praparation
und Paraffineinbettung der Mausgehirne. Entsprechend des High Resolution Mouse Brain
Atlas nach Sidmann et al. wurden 5 um-dicke Kryoschnitte der Region 265 angefertigt und
immunhistochemisch gefarbt. Zur Darstellung der Mikrogliazellen wurde eine anti-IBA-1-
Antigenfarbung verwendet. Die Schnitte wurden mit einem Confocal-DSU-Mikroskop
eingescannt. Die Laminae vier und finf des Kortex wurden markiert, die Schnitte verblindet
und hieraus per Zufallsprinzip mittels des Excel-Programms Mikrogliazellen der Cuprizone-
behandelten und der Kontrollgruppe nach zuvor festgelegten Kriterien ausgewahlt. Die
ausgewahlten, verblindeten Mikrogliazellen wurden im Neurolucia 360- sowie im Imagel-
Programm rekonstruiert und die Rekonstruktionen mittels Sholl-Analyse, Neuron Summery
und Rl mit ihren jeweiligen Parameter analysiert. Hiernach wurden die Zellen entblindet.
Insgesamt wurden 44 Mikrogliazellen der Mausgehirne der Kontrollgruppe rekonstruiert und
74 Mikrogliazellen der Mausgehirne der Cuprizone-Gruppe. Die statistische Auswertung
wurde mit dem Programm GraphPad Prism durchgefiihrt. Bei den Ergebnissen wurden zum

einen die Mikrogliazellen der Cuprizone- und Kontrollgruppe gegenibergestellt. Zum
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anderen wurden die verschiedenen Analysen zwischen dem Neurolucida 360- und dem
ImagelJ-Programm verglichen mit der Frage, durch welches Computerprogramm die
morphologischen Unterschiede differenzierter darstellbar sind. Zwischen den Cuprizone-
behandelten und den Mausen der Kontrollgruppe zeigte sich nur in der Sholl-Analyse im
Neurolucida 360-Programm bei einem Radius von 10 um signifikant mehr Intersectiones in
der Cuprizone-behandelten Mausgruppe. Bei den weiteren durchgefiihrten Analysen ergab
sich kein signifikanter Unterschied in den Ergebnissen zwischen den beiden Mausgruppen.
Bei der Auswertung des Rl zeigte sich sowohl zwischen den Kontrollen, als auch den
Cuprizone-Gruppen ein signifikanter Unterschied zwischen den Rekonstruktionen im
Neurolucida 360-Programm und dem Imagel-Programm. In beiden Fallen lag der Rl der im
Neurolucida 360 rekonstruierten Mikrogliazellen signifikant héher in beiden Mausgruppen,
als bei den im Imagel rekonstruierten Mikrogliazellen. Bei den weiteren Analysen ergaben

sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Programmen.

Mit der Auswertung des Rl konnte in dieser Arbeit also gezeigt werden, dass mit einer
dreidimensionalen Rekonstruktion im Neurolucida 360-Programm eine differenziertere
Analyse der Mikrogliazellmorphologie moglich war, als bei einer zweidimensionalen
Rekonstruktion im Imagel-Programm.

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass das Neurolucida 360-Programm bereits bei einer
Schnittdicke von 5 um eine differenziertere Auswertung der Zellmorphologie ermdglichen
und damit die Validitait der Daten aus den verschiedenen Analysen steigern kann.
Gleichzeitig bleibt zu untersuchen, ob die Rekonstruktion und Auswertung von
Mikrogliazellen mit einer Schnittdicke von 10 um oder mehr zu eindeutigeren Ergebnissen
flhrt. Zusatzlich wurden nur ausgewahlte Analysemdglichkeiten im Imagel-Programm fir
diese Promotionsarbeit genutzt. Hier muss weiter untersucht werden, ob die Vorteile des
Neurolucida 360-Programms auch im Vergleich zu weiteren Rekonstruktions-Plugins im
ImagelJ-Programm vorhanden sind, die teils in den vergangenen Jahren entwickelt und in

dieser Arbeit nicht verwendet wurden.

Hingegen konnte in dieser Arbeit mit keinem der beiden Computerprogramme gezeigt
werden, dass bereits in der Frilhphase der MS eindeutige morphologische Veranderungen

der Mikrogliazellen nachweisbar sind.
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Hier stellt sich die Frage, ob eine Exposition mit Cuprizone fiir sieben Tage ausreichend ist,
um eine morphologisch nachweisbare Mikrogliazellaktivierung in den Laminae vier und finf
des Kortex zu erreichen. Ob signifikante Unterschiede nach langerer Zufiitterung von
Cuprizone sowie die Untersuchung von Mikrogliazellen anderer Hirnregionen nachweisbar
sind, bleibt durch andere wissenschaftliche Arbeiten zu beantworten.

Insgesamt muss die geringe Anzahl an Mausen in der Kontroll- und Cuprizone-Gruppe und
die unterschiedlich groBe Anzahl der Mikrogliazellen in den Rekonstruktionsgruppen (44 vs.
74) in dieser Arbeit kritisch genannt werden.

AbschlieBend lasst sich sagen, dass das Neurolucida 360-Programm zur Auswertung von
Zellmorphologien gut geeignet ist und hier mit einer differenzierten Beurteilung durch eine
Vielzahl von Parametern in verschiedenen u.a. neurodegenerativen Erkrankungen zu

weiteren Erkenntnissen beitragen kann.
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