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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Augenmuskeln

Die Bewegungen des Auges werden bei allen Wirbeltieren durch das
Zusammenspiel von sechs aufleren Augenmuskeln ermdglicht, vier ,geraden”
Musculi recti inferior (IR), superior (SR), medialis (MR) und lateralis (LR) sowie zwei
»schragen“ Musculi obliquui inferior (I0) und superior (SO) (Abb. 1). Zu den
Augenmuskeln rechnet man gewohnlich wegen seines gemeinsamen Ursprungs,
Verlaufs und Innervation auch den Musculus levator palpebrae superioris, welcher

als Lidheber fungiert, und phylogenetisch erst ab den Saugetieren vorhanden ist.

SR: M. rectus
superior (l11)
SO: M. obliquus
superior (V) I
™ /| MR M. rectus
; ..;\ medialis (Il
= (IS =
LR: M. rectus S
lateralis (V1) N .
| 10: M. obliquus
M inferior (lII)
IR: M. rectus

inferior (lII)

Abb. 1: Augenmuskeln beim Menschen, schematisiert in der Ansicht von frontal (links,

rechtes Auge) und lateral (rechts, linkes Auge).

Die vier Musculi recti und der Musculus obliquus superior entspringen einem
gemeinsamen Sehnenring, dem Anulus tendineus communis, an der Offnung des
Sehnervenkanals in die Augenhohle (Abb. 1). Der Musculus obliquus inferior
entspringt an der medialen Wand der Augenhohle im Bereich des

Tranennasengangs. Die schrdgen Augenmuskeln setzen hinter dem Aquator an

-1-



Einleitung

(Abb. 1). Durch die symmetrische Verteilung des Musculus rectus medialis und
lateralis an den gegenulberliegenden Seiten des Augapfels bewegen sie diesen als
funktionelle Agonisten in horizontaler Richtung. Der Musculus obliquus superior wird
hingegen durch die Trochlea am Stirnbein umgelenkt, so dass die Sehne von vorne
an den Augapfel herantritt und somit den Blick nach auBen unten lenkt. Ahnlich
verlauft die Sehne des Musculus obliquus inferior, welcher den Blick nach aulien
oben ermdglicht. Die jeweiligen Einzelzugrichtungen weichen jedoch um etwa 15%
von der Vertikalen ab. Die Richtung der Augenbewegung und Augenstellung
resultiert aus der Kontraktion eines oder mehrer Augenmuskeln bei gleichzeitiger
Relaxation der Agonisten, deren Einzelzugrichtung sich wiederum aus den jeweiligen
Muskelansatzstellen und dem Muskelverlauf ergeben (Ubersicht: Leigh und Zee,
2006).

Beim Primaten lassen sich funf verschiedene Augenbewegungstypen unterscheiden:
Der vestibulo-okulare Reflex, der optokinetische Reflex, Sakkaden (Blickspriinge),
langsame Augenfolgebewegungen (smooth pursuit) und Vergenz (einzige
diskonjugierte Augenbewegung). Die verschiedenen Augenbewegungen werden
uber unterschiedliche pramotorische Bahnen im Hirnstamm generiert, enden aber
auf den Motoneuronen der Augenmuskeln als gemeinsame Endstrecke (Ubersicht:
Battner und Battner-Ennever, 2006). Zu den schnellen Augenbewegungen gehoren
Sakkaden und die raschen Phasen des optokinetischen oder vestibularen
Nystagmus. Sakkaden sind bei Primaten der haufigste Augenbewegungstyp. Bei
raschen Blickspringen (=Sakkaden) wird das Auge aus der Ruhestellung mit hoher
Geschwindigkeit auf ein neues Ziel gerichtet. Die pramotorischen Areale hierflr
finden sich in zwei spezialisierten Anteilen der Formatio reticularis. Bei den
langsamen Augenbewegungen unterscheidet man willkirliche Folgebewegungen
von den Reflexbewegungen des optokinetischen oder des vestibularen Nystagmus,
welche beide der Blickstabilisierung bei  bewegtem  Kopf dienen.
Konvergenzbewegungen der Augen sind Teil des Naheinstellreflex, einhergehend
mit der verstarkten Kruimmung der Linse und einem Engerwerden der Pupille bei
Fixation naher Objekte. Die praganglionaren Neurone des Musculus sphincter
pupillae (Pupillenkonstriktion) und des Musculus ciliaris (Linsenkrimmung) liegen im
Edinger-Westphal-Kern-Komplex (Ubersicht: Blttner-Ennever, 2006). An die

Augenmuskeln werden dadurch hohe Anforderungen gestellt. Diese zeigen sich in
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der Anzahl von mindesten 6 verschiedenen Muskelfasertypen (Spencer und Porter,
2006).

1.1.1 Feinbau der Augenmuskeln

1.1.1.1 Orbitale und globale Schicht

Der Augenmuskel kann im Unterschied zum normalen Skelettmuskel beim Sauger in
zwei histologisch voneinander abgrenzbare Regionen aufgeteilt werden. Zum einen
in eine aulere, der Orbita zugewandten Schicht, die sog. orbitale Schicht, welche
aus schmaleren Fasern besteht und zum anderen in eine dem Augenbulbus
zugewandte globale Schicht, mit breiteren Fasern (Abb. 2; Oh et al., 2001; Ubersicht:
Spencer und Porter, 2006). Neuere Untersuchungen beschreiben beim Menschen
zusatzlich eine dritte Region aulderhalb der orbitalen Schicht (Wasicky et al., 2000),

welche als ,marginal layer‘ bezeichnet wird.

Orbitale Schicht

SIF...

MIF- Palisadenendigung

Globale Schicht

Glaskorper

Abb. 2: Orbitale und globale Schicht des Augenmuskels

Die globale Muskelschicht erstreckt sich Uber die gesamte Muskellange vom Anulus
tendineus communis und setzt Uber eine definierte Sehne am Bulbus an. Die orbitale
Schicht hingegen endet mehr proximal und geht Uber in Bindegewebsblatter der

Musculi recti (sog. Tenonsche Kapsel) und bildet dort die sog. ,Pulleys®, welche die
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Zugrichtung der Augenmuskeln modulieren (Porter et al., 1996; Demer et al., 2000;
Khanna und Porter, 2001; Demer, 2002; Ruskell et al., 2005).

1.1.1.2 Motorische Innervation

Bereits 1955 konnten Siebeck und Kruger zwei grundlegende Fasertypen
identifizieren, welche aufgrund ihrer histologischen Erscheinung als ,Fibrillenstruktur®
und ,Felderstruktur bezeichnet wurden (Siebeck und Kruger, 1955). Bis jetzt
konnten mindestens sechs unterschiedliche Arten von Muskelfasern in den
Augenmuskeln identifiziert werden, welche jedoch an Hand der Innervation in zwei
Hauptkategorien eingeteilt werden koénnen: einzeln- und multipel-innervierte
Muskelfasern (Lennerstrand und Nichols, 1977; Bondi und Chiarandini, 1983;
Ubersicht: Spencer und Porter, 2006).

Die ,einzeln-innervierten“-Fasern (SIFs=singly innervated fibers) entsprechen den
Fibrillenstruktur-Fasern und machen etwa 80% des Augenmuskels aus. Sie
entsprechen den typischen Skelettmuskelfasern. Die Innervation erfolgt durch relativ
grolde, 7-11um dicke Nerven, deren motorische Endplatten in Form von breiten sog.
,en plague® Endigungen im zentralen Drittel der Muskelfaser terminieren (Namba et
al., 1968; Kaczmarski, 1974), wobei pro Faser nur eine solche Endigung vorhanden
ist. Die SIFs reagieren auf elektrische Stimulation mit einer Alles-oder-nichts-Antwort,
welche als Aktionspotential Uber die gesamte Lange der Muskelfaser fortgeleitet wird
und im Muskel zu einer schnellen Kontraktion fuhrt, so dass sie aufgrund dessen

wahrscheinlich den twitch-Fasern entsprechen.

Die ,multipel-innervierten“-Fasern (MIFs=multiply innervated fibers) entsprechen
den Felderstruktur-Fasern und umfassen 10-20% des Augenmuskels. Multipel-
innervierte Muskelfasern findet man auferst selten bei Saugetieren (Porter et al.,
1995; Ubersicht: Spencer und Porter, 2006). Sie treten lediglich in den
Augenmuskeln, dem Larynx und in Muskeln des Mittelohres auf und sind ansonsten
eher bei Amphibien und Vogeln verbreitet (Morgan und Proske, 1984). Die
Innervation dieser Muskelfasern erfolgt Uber dinne 3-5 uym starke myelinisierte
Nerven, deren motorische Endplatten als sog. ,en grappe“ Endigungen Uber die
gesamte Lange des Muskels verteilt sind. Auf einen elektrischen Reiz antworten

diese mit einer tonischen Kontraktion, welche nicht Uber die gesamte Muskelfaser
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fortgeleitet wird, sondern lokal an den en grappe Endigungen bleibt. Die Kontraktion
der multipel-innervierten Muskelfasern ist langsamer als die aller anderen
Fasertypen, aber sie kdnnen die Muskelspannung Uber eine langere Zeitdauer mit
weniger Energieaufwand als die SlIFs aufrechterhalten und entsprechen damit am
ehesten den non-twitch-Fasern (Lennerstrand und Nichols, 1977; Morgan und
Proske, 1984; Nelson et al., 1986; Spencer und Porter, 2006).

1.1.1.3 Sensorische Innervation

FUr den Skelettmuskel wurde nachgewiesen, dass die sensorische Information,
welche fur die motorische Kontrolle des Skelettmuskels bendtigt wird, durch
neuromuskuldre Spindeln und Golgi-Sehnenorgane vermittelt wird. Elektro-
physiologische Untersuchungen zeigen zwar, dass das Gehirn sensorische Eingange
von den Augenmuskeln erhalt, es herrscht allerdings noch keine Einigkeit daruber,
welche sensorischen Strukturen propriozeptive Signale des Augenmuskels
aufnehmen und Uber welche Bahnen sie ins Gehirn gelangen (Buttner-Ennever et al.,
2006). Die Existenz propriozeptiver Organe im Augenmuskel vom Sauger zeigt
bisher ein relativ uneinheitliches Bild. Muskelspindeln werden beim Menschen und
zwei-zehigen Saugern gefunden, nicht jedoch bei Katzen und nicht bei allen
Affenarten (Bruenech und Ruskell, 2001; Battner-Ennever et al., 2006).

Die weitere Analyse der Literatur verdeutlicht, dass Muskelspindeln immer in der
orbitalen Schicht und der Ubergangszone zwischen der orbitalen und der globalen
Schicht liegen, niemals jedoch mit der globalen Schicht assoziiert sind (Greene und
Jampel, 1966; Ruskell, 1989; 1999; Ubersicht: Buttner-Ennever et al., 2006).

Als weiteren Propriozeptor findet man Golgi-Sehnenorgane in den &aulleren
Augenmuskeln von Paarhufern, wie beispielsweise dem Schaf, Kamel, Schwein
(Ruskell, 1990; 1999, Blumer et al., 2000). Sie weisen strukturelle Merkmale auf,
welche in den skelettalen Golgi-Sehnenorganen nicht zu finden sind. Desweiteren
sind sie ausschliefldlich mit den multipel-innervierten Muskelfasern assoziiert, welche
lediglich in den Augenmuskeln vorkommen und in diesem Fall dazu dienen die
Sensitivitat der Golgi-Sehnenorgane zu regulieren. Die Golgi-Sehnenorgane liegen in
einer speziellen Schicht des Augenmuskels, die als ,peripheral patch layer®

bezeichnet wird (Blumer et al., 2000). Diese ,dritte“ Muskelschicht umgibt die orbitale
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Seite des Augenmuskels und ist bisher beim Schaf (Harker, 1972) und
mdglicherweise beim Menschen (Wasicky et al., 2000) beschrieben worden.

Als dritten mdglichen Propriozeptor enthalt die globale Schicht aller Augenmuskeln
sogenannte Palisadenendigungen an den Muskelsehnenubergangen (Dogiel, 1906;
Cilimbaris, 1910; Ruskell, 1999). Gesichert ist bisher, dass die Palisadenendigungen
einzig und alleine an der Spitze der mutipel-innervierten Muskelfasern der globalen
Schicht inserieren. Unklar ist bisher jedoch, wo ihre Zellsomata liegen und ob sie
motorisch oder sensorisch wirken. Eine Hypothese besagt, dass die
Palisadenendigungen zusammen mit den MIFs einen komplizierten propriozeptiven
Apparat bilden, vergleichbar mit einer ,umgekehrten® Muskelspindel (Robinson,
1991).

1.2 Motoneurone der Augenmuskeln

Die motorische Innervation der duReren Augenmuskeln ist innerhalb der Vertebraten
relativ konstant und erfolgt von drei Kerngebieten im Hirnstamm. Die Motoneurone
des Musculus rectus lateralis (LR) liegen im Nucleus abducens (VI), die des
Musculus obliquus superior (SO) im Nucleus trochlearis (V). Die Motoneurone des
Musculus rectus inferior (IR), superior (SR), medialis (MR) und Musculus obliquus
inferior (I0) liegen topographisch organisiert im Nucleus oculomotorius (lll) (Abb.
3A).

Kirzlich konnte am Rhesusaffen mit retrograden Tracermethoden gezeigt werden,
dass beide Muskelfasertypen des Augenmuskels, SIF- und MIF-Fasern, von jeweils
voneinander getrennt liegenden Motoneuronengruppen innerviert werden. Die SIF-
Motoneurone gruppieren sich innerhalb, die MIF-Motoneurone eher aul3erhalb der
klassischen Augenmuskelkerne. Dabei liegen die MIF-Motoneurone des IR und MR
dorsomedial zum Ncl. oculomotorius, die MIF-Motoneurone des SR und 10 an der
Mittellinie zwischen den beiden Ncl. oculomotorii, die des SO formen eine Kappe
dorsal zum Ncl. trochlearis, und die des LR bilden eine Schale um den medialen Teil
des Ncl. abducens. Die MIF-Motoneurone des IR und MR dorsomedial zum Ncl.
oculomotorius bilden die grofte und am meisten kompakte Gruppe von MIF-
Motoneuronen, die als C-Gruppe (llic) bezeichnet wird (Abb. 3B) (Buttner-Ennever
und Akert, 1981, Blttner-Ennever et al., 2001, Ubersicht: Bittner et al., 2006).
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Die Verteilung der SIF- und MIF-Motoneurone der Augenmuskeln im Hirnstamm des

Menschen ist bisher nicht bekannt.

\
\ \ A
A \

CEREBELLUM

10+ SR

Abb. 3: A: Schematisierte Lateralansicht eines Affenhirns. B: Ausschnittsvergrésserungen
aus Transversalschnitten von den entsprechenden Ebenen aus A. Die MIF-Motoneurone der
aulleren Augenmuskeln liegen aulierhalb der klassischen Augenmuskelkerne (grine
Markierung). Die C-Gruppe (llic) enthalt MIF-Motoneurone des M. rectus medialis (MR) und
des M. rectus inferior (IR); die S-Gruppe (llls) enthalt MIF-Motoneurone des M. inferior
oblique (I0) und des M. rectus superior (SR).

(Abkirzungen in A: INC: Interstitieller Nucleus von Cajal, 10: Oliva inferior, MB: Corpora mammillaria,
ND: Ncl. von Darkschewitsch, RIMLF: Rostraler interstitieller Kern des Fasciculus longitudinalis
medialis, NRPC: Ncl. reticularis pontis caudalis, PGD: Ncl. paragigantocellularis dorsalis, PH: Ncl.
prapositus hypoglossi, PPRF: Paramediane pontine Formatio reticularis, RIP: Ncl. raphe interpositus,

SC: Colliculus superior, SG: Ncl. supragenualis, TR: Tractus retroflexus)
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1.3 ldentifizierung funktioneller Neurone beim Menschen

In der Vergangenheit konnten mit kombinierten Trakt-Tracermethoden und
immunhistochemischen  Farbemethoden funktionelle  Neuronengruppen des
okulomotorischen Systems im Hirnstamm des Affen histochemisch charakterisiert
werden. Anschlielend konnten mit Hilfe derer histochemischen Eigenschaften, z.B.
Parvalbumin, Cytochromoxidase, die homologen Kerngebiete im Menschen
identfiziert werden (Horn et al., 1994; 1995; Horn und Buttner-Ennever, 1998).
Zuletzt erwies sich die Darstellung perineuronaler Netze als ein sehr hilfreiches
Vorgehen, um funktionelle Neuronengruppen des okulomotorischen Systems beim

Rhesusaffen und Menschen besonders gut hervorzuheben (Horn et al., 2003).

1.3.1 Perineuronale Netze

Die extrazellulare Matrix des Gehirns spielt eine wesentliche Rolle in der Entwicklung
und Aufrechterhaltung der neuronalen Aktivitdt, der Signaltransduktion, sowie
vermutlich der Regeneration (Carlson und Hockfield 1996; Matsui F. et al., 1999;
Yamaguchi, 2000, Morawski et al., 2004, Sayed et al., 2005). Chemisch gesehen
setzt sich die extrazellulare Matrix hauptsachlich aus Glykoproteinen, Hyaluronsaure
und Proteoglykanen zusammen. Der Hauptanteil an extrazellularer Matrix in einem
ausgewachsenen Hirn eines Saugers besteht aus groReren Ansammlungen von
Chondroitin-Sulfat-Proteoglykanen (CSPG) in Verbindung mit Hyaluronsaure.
Abgesehen von einer mehr diffusen Verteilung im Neuropil einiger Hirnregionen
(DeYoe et al., 1990; Bruckner et al.,, 1994b; Seeger et al., 1994; Bertolotto et al.,
1996) formen die Chondroitin—Sulfat-Proteoglykane gitterahnliche Netze um die
Somata und proximalen Dendriten von Neuronen, so dass sie deshalb perineuronale
Netze genannt wurden (Brauer et al., 1982; Celio und Blimcke, 1994; Celio et al.,
1998). Perineuronale Netze finden sich nicht Uberall, sondern an bestimmten
Neuronen, wobei die Korrelation mit funktionellen Parametern noch nicht klar ist
(Morris und Henderson, 2000; Adams et al., 2001).

Perineuronale Netze koénnen nun entweder immunhistochemisch mit einem
Antikérper gegen Chondroitin-Sulfat-Proteoglykane (CSPG) oder durch Lektin-
Bindung mit dem N-acetylgalaktosamin-spezifischen Wisteria floribunda Agglutinin
(WFA) nachgewiesen werden (Hartig et al., 1992; 1994; Bruckner et al., 1994b;
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1998). Die Darstellung der Motoneurone erfolgte mit der Kresylviolettfarbung nach

Nissl.

Abb. 4: Nissl-gefarbte Neurone mit perineuronalen Netzen im Nucleus ruber eines Affen. Die
perineuronalen Netze wurden mit einem Antikérper gegen Chondroitin-Sulfat-Proteoglykan
dargestellt. MaRstab = 50um.
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1.4 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit soll vergleichend zum Rhesusaffen, mit Hilfe eines
histochemischen Markers versucht werden, die Motoneurone der multipel-
innervierten Muskelfasern (MIF) des Musculus obliquus superior im Nucleus
trochlearis sowie des Musculus rectus inferior und des Musculus rectus medialis (C-
Gruppe) im Nucleus oculomotorius im Hirnstamm des Menschen zu identifizieren
(Horn et al., 2003).

Die Darstellung perineuronaler Netze hat sich als besonders geeignet erwiesen,
funktionelle Neurone des okulomotorischen Systems zu identifizieren. Mit

entsprechenden Methoden sollen die folgenden Fragen bearbeitet werden:

1. Unterscheiden sich im Rhesusaffen SIF- und MIF-Motoneurone, die durch eine
Tracer-Injektion in den Musculus rectus medialis (MR) retrograd vormarkiert wurden,

bezuglich der Existenz von perineuronalen Netzen?

2. Lassen sich mit Hilfe der perineuronalen Netze als histochemischer Marker die
MIF- Motoneurone des Musculus rectus inferior und des Musculus rectus medialis,
also die C-Gruppe, und die MIF-Motoneurone des Musculus obliquus superior im

Nucleus trochlearis im Menschen identifizieren?

Dazu soll zunachst in einem kombinierten Tracing-Versuch beim Rhesusaffen
untersucht werden, inwieweit sich retrograd markierte MIF-Motoneurone an Hand
des anschlieBenden Nachweises von perineuronalen Netzen von den SIF-
Motoneuronen unterscheiden. In einer zweiten Versuchsserie sollen entsprechende
immuncytochemische Anfarbungen auf perineuronale Netze an Hirnstammschnitten
von Human-Gehirnen durchgefihrt werden, um potentielle MIF-Motoneurone zu

identifizieren.
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2 Material, Methoden und Auswertung

2.1 Affe

Zur naheren Untersuchung, ob sich SIF- und MIF- Motoneurone bezlglich des
Vorhandenseins perineuronaler Netze unterscheiden, wurden Schnitte aus einem
anderen anatomischen Projekt (B 61) benutzt. Bei diesem Versuch wurde bei einem
Rhesusaffen ein Tracer (WGA-HRP) in den Muskelbauch des M. rectus medialis
injiziert. Damit sollten alle Motoneurone des M. rectus medialis, SIF- und MIF-
Neurone, retrograd markiert werden (Abb. 5). Eine Schnittserie aus diesem Versuch
wurde dazu verwendet, jeweils in einem Schnitt die retrograd markierten

Motoneurone und anschlielend die perineuronalen Netze anzufarben.

En plaque
Endplatten

En grappe ey
Endplatten =2
Proxi mOIe “_: = :- : IT& 1 L™ '-':1'.'-.". 5K ¥ :__ D'STOIQ
Sehne = = . 11 Sehne

SIF-Motoneuron ' {Yy MIF-Motoneuron

Abb. 5: Schematische Darstellung eines Augenmuskels. Einzeln-innervierte Muskelfaser
(SIF) mit ihrer ,en plaque® Nervenendigung im zentralen Drittel des Muskels sowie einer
multipel-innervierten Faser (MIF) mit ihren ,en grappe“ Nervenendigungen Uber die gesamte
Faserlange. Durch Tracerinjektion in den Muskelbauch werden sowohl SIF- als auch MIF-

Motoneurone markiert.
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Desweiteren wurden Schnittserien von zwei weiteren Rhesusaffen, jeweils einem
Gefrier- (A96032) sowie einem Paraffinfall (Z30), auf perineuronale Netze angefarbt
und anschlieliend mit Kresylviolett gegengefarbt.

FiUr die Versuche wurden mannliche Tiere der Gattung Macaca mulatta und Macaca

fascicularis verwendet.

2.1.1 Operation und Injektion

Die im Folgenden beschriebenen operativen Eingiffe erfolgten durch die Betreuer.
Nach initialer Inhalationsnarkose mit Halothan erfolgte eine intravendse Injektion mit
Natrium-Pentobarbital (30mg/kg/KG). Zur Aufrechterhaltung der Narkose wurden
gegebenenfalls weitere 0,3mg nachinjiziert.

Zur Freilegung der Augenmuskeln wurden unter sterilen Bedingungen zunachst die
Augenlider mit Hilfe eines Lidspreizers oder zweier Haltenahte auseinander gezogen.
Mit einer kleinen Haltenaht an der Sklera, direkt oberhalb des zu injizierenden
Augenmuskels, konnte der Augapfel in jeder gewiunschten Position fixiert werden.
Anschlieend wurde die Konjunktiva parallel zur Muskelansatzstelle aufgetrennt und
der Muskel freiprapariert. Die Injektion des Tracers erfolgte mit einer 25ul Hamilton-
Mikroliterspritze, auf deren Ende eine sehr dinne Metallspitze gelotet war. Unter
Sichtkontrolle Uber ein Operationsmikroskop wurden per Hand 25ul des Tracers
Weizenkeimagglutinin gekoppelt an Meerrettich-Peroxidase (WGA-HRP; 2,5%;
Sigma L-3892) in den Muskelbauch des Augenmuskels injiziert.

Nach der Injektion, welche idealerweise als kleine Wolbung im Muskelgewebe
erkennbar war, wurde das Operationsfeld abgedeckt und fur 15-20 Minuten in Ruhe
gelassen, um eine bestmodgliche Traceraufnahme zu ermdglichen.

Anschlieend wurde alles in seinen urspruinglichen Zustand gebracht und das Auge

mit einer entzindungshemmenden Salbe eingerieben.

2.1.2 Perfusion

Nach einer Uberlebenszeit von 2 Tagen wurde das Tier mit einer intraperitoneal

verabreichten Uberdosis von Natrium-Pentobarbital (80mg/kg KG) eingeschléfert.
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Sobald die Atemtatigkeit ausgesetzt hatte, wurde der Thoraxraum erdffnet und
aufgespreizt. Um eine mdgliche Blutgerinnung zu verhindern wurde dem Tier 1ml
Heparin intracardial injiziert. Die grof3e Korperschlagader wurde auf Hohe des
Aortenisthmus zur Verhinderung einer Perfusion der unteren Korperhalfte
abgeklemmt. Nach Eréffnung des linken Ventrikels wurde das Gehirn transcardial mit
folgenden Lésungen perfundiert: 0,9% kdrperwarme NaCl-Losung zur Reinigung der
Cerebralgefalie von korpuskularen Bestandteilen, 2 Liter 4% Paraformaldehyd (PFA)
in 0,1 M Phosphatpuffer (PBS, pH 7,4) bei 4°C, zur Fixation des Gewebes.

Nun wurde die Kalotte mit einer Knochenzange entfernt, das Gehirn an der Basis
vorsichtig angehoben und nach Durchtrennung der austretenden Hirnnerven aus
dem Schadel enthommen. Anschliel3iend wurde das Gehirn in Sucrose-Ldsungen mit
steigenden Konzentrationen (10%, 20%, 30% in 0,AM PBS (pH 7,4) bei 4°C)
equilibriert, um beim Gefrierschneiden der Bildung von Eiskristallen im Gewebe

vorzubeugen.

2.1.3 Histologische Aufarbeitung

Nach Entnahme aus der Sucrose-Lésung wurde das Gehirn in stereotaktischer
Ebene in zwei Blocke zerlegt. Ein Block enthielt das Mittelhirn mit dem Nucleus
oculomotorius (Ill) und Nucleus trochlearis (IV). Auf den Gefriertisch eines
Schlittenmikrotoms (R. Jung AG, Heidelberg, Nr. 17941) wurde zunachst eine etwa
5mm dicke Gelatineplatte gelegt und mit einem Gemisch aus Trockeneis und Aqua
dest. ummantelt. Nachdem die Platte auf dem Tisch festgefroren war, wurde der
Gewebeblock mit dem rostralen Ende auf die Gelatineplatte gesetzt und durch
komplette Abdeckung mit pulverisiertem Trockeneis durchgefroren. Von caudal
beginnend wurden mit dem Schlittenmikrotom 40um dicke Schnitte des Hirnstamms

angefertigt und in kaltem 0.1M Phosphatpuffer gesammelt.

2.1.3.1 Nachweis des Tracers und der perineuronalen Netze

Der Nachweis der Tracersubstanz WGA-HRP (B61) erfolgte unmittelbar nach dem

Schneiden durch Reaktion mit Diaminobenzidin nach Adams (Adams, 1977). Hierfur

wurden die Schnitte nach 2 Waschungen in 0,1M PBS in 0,05% Diaminobenzidin

(DAB, Sigma D-5637) und 0,01 % Wasserstoffperoxid (Merck 1.07210) in 0,1M PBS
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(pH 7,4) 20 min. inkubiert und dann in 0,1M PBS gewaschen. Als positiv wurde ein

braunlicher und granulierter intrazellularer Niederschlag gewertet.

Anschlie®end wurden die Schnitte zur Darstellung der perineuronalen Netze, hier
durch Lektin-Bindung mit Wisteria floribunda Agglutinin (WFA) weiter behandelt:
Hierzu wurden die Schnitte in einer Losung mit dem biotinylierten Lektin WFA
(1:1000; Sigma L-1766, 1ug/ml in 0,1M PBS) flr zwei Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Waschung und einer Inkubation in Extra-Avidin-Peroxidase (1:1000;
Sigma) und einer anschlieBenden mit Nickel intensivierten DAB-Reaktion wurde die
Lektinbindungsstelle als schwarzer Niederschlag sichtbar gemacht. Somit konnten
die schwarz gefarbten Netze sehr gut von den braun gefarbten, retrograd markierten,

Zellen unterschieden werden (Abb.8).

2.1.3.2 Immuncytochemische Anfarbung der perineuronalen Netze

Alternativ wurden in diesem Fall (B61) und in zwei anderen Fallen (A96032 und Z30)
die perineuronalen Netze mit einem Antikdrper gegen CSPG (Biogenesis 2083-5005)
oder nach Bindung mit Wisteria floribunda Lektin (WFA) dargestellt: Dazu mussten
die Schnitte des Paraffinfalls (Z30) zunachst in Xylol und einer absteigenden
Alkoholreihe entparaffiniert werden, um dann auf dem Objekttrager in den
verschiedenen Losungen inkubiert zu werden. Die Schnitte von B61 und A96032

wurden frei schwimmend prozessiert.

TRACER PNET

WGA-HRP
B61 MR WFA
A96032 - CSPG
Z30 - CSPG

Tabelle 1: Darstellung der perineuronalen Netze in den Fallen A96032 und Z30 mit einem
Antikdrper gegen CSPG und im Fall B61 mit WFA. Die Tracerinjektion (WGA-HRP) erfolgte

in den Muskelbauch des M. rectus medialis (MR).
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Der immunhistochemische Prozel3 beginnt zunachst mit der Blockierung
unspezifischer Bindungen durch 5% Normal-Goat-Serum (Vector S-1000) in 0,3%
Triton X-100 und 0,1 M TBS (pH 7,6) fir eine Stunde. Zuvor wurde die Aktivitat
endogener Peroxidasen mit 0,6 % Wasserstoffperoxid fur 15 Minuten blockiert. Dann
wurden die Schnitte Uber Nacht mit dem Primarantikdrper Rabbit-Anti-CSPG
(1:5000; Biogenesis 2083-5005) in 0,1M TBS inkubiert. Nach griindlicher Waschung
erfolgte in einem nachsten Schritt die Reaktion mit dem zweiten Antikorper,
biotinyliertes Goat-Anti-Rabbit IgG (1:200 in TBS; Vector Laboratories BA-1000) 1
Stunde, und nach Pufferspulung nachfolgend mit einem Avidin-Biotin-Komplex (ABC-
Kit 1:50 in 0,AM TBS, pH 7,6; Vector Laboratories). Der Nachweis der
Antikérperbindungsstelle erfolgte entweder mit einer einfachen Diaminobenzidin
(DAB)-Reaktion mit Braunfarbung oder mit einer intensivierten DAB-Reaktion unter
Zugabe von Ammonium-Nickelsulfat, welches zu einem schwarzem Reaktions-
produkt fUhrte.

Nach dem Aufziehen und Trocknen wurden die Schnitte in einer aufsteigenden
Alkoholreihe entwassert und in DEPEX eingedeckelt. Die Schnitte von den Fallen
Z30 und A96032 wurden zusatzlich mit 0,5% Kresylviolett gegengefarbt.

Hierzu wurden die Schnitte zunachst in einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol
entfettet sowie in einer absteigenden Alkoholreihe und destilliertem Wasser
rehydriert. Die Farbung erfolgte in einer 0,5%igen Kresylviolettacetatlésung. Uber
essigsaures Wasser und einer aufsteigenden Alkoholreihne wurde die Farbe
wiederum differenziert und nach der Entwasserung in Xylol wurden die Schnitte mit

DEPEX eingedeckelt und bei Raumtemperatur aufbewahrt.
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2.2 Mensch

Die Darstellung der perineuronalen Netze an vergleichbaren menschlichen Schnitt-

serien erfolgte an vier Gehirnen.

2.2.1 Obduktionsfalle

Untersucht wurden Gehirne, welche uns mit freundlicher Genehmigung von der
Gewebebank des Instituts fur Pathologie der Ludwig-Maximilians-Universitat
Muanchen, zur Verflgung gestellt wurden.

Bei der Auswahl der Obduktionsfalle wurde auf die Abwesenheit neurologischer
sowie okulomotorischer Erkrankungen Wert gelegt. Ebenso war der
neuropathologische Befund in allen Fallen unauffallig. Das Gewebe entstammt
folgenden Fallen: 1) Fall 1: 78-jahrige Frau, Tod im akuten Herzkreislaufversagen bei
Myokardinfarkt. 2) Fall 2: 59-jahrige Frau, Tod durch respiratorisches Versagen bei
Herzkreislaufstillstand. 3) Fall 3: 89-jahrige Frau, Tod durch Herzversagen. 4) Fall 4:
54-jahrige Frau, Tod durch Herzkreislaufversagen. Post-mortem-Intervall (PMD)
24 h, Gesamtfixierzeit (GFZ) ca. 1 Monat (Tabelle 2).

Alle Untersuchungen unterlagen der Kontrolle durch die Ethikkommission und

wurden gemaf den staatlichen Regulatorien durchgefihrt.

PMD GFz FIXATIV SCHNITTTECHNIK
Fall1 | 24h 11 Tage PFA 4% Gefrierschnitt
Fall2 | 24h 24 h PFA 4% Gefrierschnitt
Fall3 | 48h 8 Tage PFA 4% Gefrierschnitt
Fall4 | 24h 7 Tage PFA 4% Paraffinschnitt
PMD = Post mortem Dauer, GFZ = Gesamtfixierungszeit, PFA = Paraformaldehyd

Tabelle 2: Ubersicht tiber die Fixierungsbedingungen der bearbeiteten Falle
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2.2.2 Praparation

Zunachst lagerte man die vom Hirnstamm bis zum Dienzephalon reichenden
Praparate aus der Neuropathologie fur 1-2 Tage in 4% Paraformaldehyd (in 0.1M
PBS, pH 7,4), um die flir ein seitengleiches Durchtrennen notwendige Erhartung zu
erreichen. Zuvor wurden die verbliebenen Hirnhautreste mit einer anatomischen
Pinzette entfernt sowie die Cerebralgefalle von korpuskularen Blutbestandteilen
gereinigt, da diese selbst eine endogene Peroxidaseaktivitat besitzen und in
nachfolgenden Farbungen unspezifische Farbeartefakte hervorrufen wirden (Bourne
et al., 1983). AnschlieRend wurde ein Block herausgeschnitten, welcher von caudal
im Bereich des Ubergangs von der Pons in das Mittelhirn bis rostral an die Corpora
mammillaria reicht, so dass Ncl. oculomotorius und Ncl. trochlearis in einem
Gewebeblock liegen (Abb. 6).

Thalamus

\ a Cerebellum
PPRF

2N

Abb. 6: Schematisierte Lateralansicht des Hirnstamms vom Menschen.

Pontine _HiLF
Kerne

Die roten Linien markieren den bearbeiteten Gewebeblock, der den Ncl. oculomotorius (lll)

und den Ncl. trochlearis (IV) enthalt.
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Um die bestmdogliche Fixierung fur die Histologie zu erreichen, wurde der Block auf
eine Grdle von nicht mehr als 2 x 2 x 2 cm gebracht und mit einem Schnitt auf der

linken Seite zur spateren Orientierung markiert.

Zur Anfertigung von Gefrierschnitten (Fall 1-3) wurden die Blocke in aufsteigender
Sucrosereihe (10%-20%-30% in 0,1M PBS) jeweils bis zum Zeitpunkt des Absinkens
aufbewabhrt.

Far Paraffinschnitte (Fall 4) wurde eine gepufferte Paraformaldehydlésung (PFA 4%
in 0,iM PBS, pH 7,4) verwendet. Nach ausreichender Fixierung erfolgte
anschliellend die Entwasserung in aufsteigender Alkoholreihe und die Einbettung in

Paraffin.

2.2.3 Histologische Aufarbeitung

Fur Gefrierschnitte wurde der Block auf einer Gelatineplatte mit Trockeneis
ummantelt und gefroren. Am Tetrander (Fa. Jung, Heidelberg) wurden 40um dicke
Transversalschnitte angefertigt und in 0,1M Phosphatpuffer bei pH 7,4 in Serie
aufgefangen und in Gruppen aufgeteilt. Eine Gruppe diente der Anfertigung von
Nisslpraparaten, um einen Vergleich zwischen den unterschiedlich gefarbten

Nachbarschnitten zu ermdglichen.

Paraffinschnitte wurden mit einem Schlittenmikrotom der Fa. Jung, Heidelberg
angefertigt. Es wurden Schnitte mit einer Dicke von 10um fur die
immunhistochemischen Farbungen angelegt sowie versetzt eine orientierende Serie
von Nisslpraparaten. Die Paraffinschnitte wurden im Wasserbad (Temperatur <

50°C) gestreckt und auf silanisierte Objekttrager aufgezogen.

2.2.3.1 Anfarbung der perineuronalen Netze

Der Nachweis der perineuronalen Netze beim Menschen gestaltet sich nach dem

gleichen Prinzip wie beim Affen (genaues Protokoll siehe Anhang).

Die Farbung mit WFA beim Menschen war bei den Paraffinschnitten nicht moglich

und stellte sich bei den Gefrierschnitten als hdchst unzuverlassig heraus, so dass fur

alle Untersuchungen die Darstellung der perineuronalen Netze nur mit CSPG-
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Immunhistochemie erfolgte, in gleicher Weise wie beim Affen (siehe Abschn.
21.3.2)

Nach dem Aufziehen und Trocknen der Schnitte erfolgte die Gegenfarbung mit
Kresylviolett (siehe Anhang). Die Nissl-Farbung ist die klassische Farbemethode zur

Darstellung der Zellmorphologie sowie zur Beurteilung der Perikarya.

2.2.4 Auswertung

Die Analyse der Gehirnschnitte erfolgte mit einem Leica Lichtmikroskop DMRB
(Bensheim, Deutschland). Dokumentiert wurden die Farbungen mit Hilfe einer 3-CCD
Videokamera (Hamamatsu, C5810), die auf dem Lichtmikroskop montiert ist und die
Bilder digitalisiert in einen Computer mit der Adobe Photoshop Software 5.0.
ubertragt. Die Scharfe, der Kontrast sowie die Helligkeit wurden solange nachgestellt
bis das Bild am Computer das mikroskopische Bild genau wiedergab. Arrangiert und
beschriftet wurden die Bilder mit Hilfe einer Zeichen-Software (CorelDraw Version
11.0, Corel Coperation, 2002). Zur besseren Dokumentation wurden an einer
Schnittserie des Humanfalls (Fall 4) die netztragenden und netzlosen Neurone im
Ncl. trochlearis und Ncl. oculomotorius mit der Zeichen-Software CorelDraw

ausgeplottet.
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3 Ergebnisse

3.1 Affe

3.1.1 Tracer

Die Grundlage des retrograden Tracings beruht auf der Fahigkeit von Axonen,
bestimmte Substanzen aus dem Extrazellularraum aufzunehmen und sie zurlck
(retrograd) in die Zellkorper der Neuronen zu transportieren. Meerrrettichperoxidase,
gekoppelt an ein Lektin, wie das Weizenkeimagglutinin (WGA-HRP) erreicht Uber
axonalen Transport den Zellkorper des Neurons, wo es in Lysosomen und
proximalen Dendriten lokalisiert ist. Die markierten Zellkorper werden mit
Peroxidase-Reaktionen sichtbar gemacht. Ein l6sliches Chromogen wird hierbei
durch enzymatische Reaktion von HRP mit dem Substrat Wasserstoffperoxid zu

einem leicht zu identifizierenden, schwarz-granularem Reaktionsprodukt oxidiert.

3.1.1.1 Motoneurone des Nucleus oculomotorius

Wie bei Buttner-Ennever et al., 2001 werden nach Tracerinjektion in den
Muskelbauch des rechten M. rectus medialis drei Gruppen von Motoneuronen im
ipsilateralen Nucleus oculomotorius (lIl) retrograd markiert, welche sich zunachst
hinsichtlich ihrer Lage, GroRe und Form unterscheiden lassen. Die retrograd
markierten Neurone der A-Gruppe, welche durch die schwarzen Granula leicht zu
identifizieren sind, liegen ventral in den rostralen drei Vierteln des Kerns und reichen
als ,Fulchen* weit in die benachbarten Fasern des Fasciculus longitudinalis medialis
(MLF). Die B-Gruppe liegt eher innerhalb der caudalen Halfte dorsal im Ill. Die MIF-
Motoneurone der C-Gruppe (llic), sind eher langgestreckt und liegen aufderhalb des
klassischen Kerns an seiner dorsomedialen Grenze und erstrecken sich Uber die
gesamte Lange des Nucleus oculomotorius (Abb. 7A, B) (Buttner-Ennever und Akert,
1981). Man findet aber auch MIF-Motoneurone an der ventralen Grenze in der Nahe
des MLF und der Ursprungsfasern des Ill. Hirnnerven als auch an der lateralen

Grenze.
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7A T 7B

B61

Abb. 7: Affe: Transversalschnitt durch den Ncl. oculomotorius (Ill) nach Tracerinjektion in den
Muskelbauch des MR sowie eine schematisierte Ansicht. Die MIF-Motoneurone der C-
Gruppe (lllc, schwarze Punkte) liegen in der Peripherie des klassischen lll. Die SIF-
Motoneurone der dorsalen B-Gruppe und der ventralen A-Gruppe liegen innerhalb der

Grenze und sind in B durch offene Kreise dargestellt.

3.1.1.2 Doppelmarkierung auf perineuronale Netze und Tracer

Bei Analyse der doppelmarkierten Schnitte mit dem Tracer WGA-HRP und den
perineuronalen Netzen durch WFA hebt sich der Ncl. oculomotorius mit seinen stark
angefarbten schwarzen Netzen deutlich aus seiner Umgebung heraus (Abb. 8).
Dorsal grenzt sich der Kern gegen eine Region mit leichter Neuropil-Farbung ab,
welche lateral durch die Nuclei von Cajal begrenzt wird, die sich wiederum durch
starke Anfarbung der perineuronalen Netze selektiv hervorheben (Abb. 8).
Ventrolateral erkennt man den grob strukturierten Fasciculus longitudinalis medialis

(MLF) sowie beginnende Fasern des lll. Hirnnerven.
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Abb. 8: Affe: Frontalschnitt durch den Il mit retrograd markierten Motoneuronen (WGA-HRP,
braun) und Darstellung der perineuronalen Netzen (WFA, schwarz). A: Darstellung der

retrograd markierten Neurone (braun) der A-, B- und C-Gruppe (llic). B, C zeigen jeweils
Ausschnitte aus Abb. 8A. B: Retrograd markierte Motoneurone der C-Gruppe (llic) (braun,
Pfeile) tragen keine perineuronalen Netze. Die medial von llic liegenden Motoneurone des
EW (Pfeilkdpfe), wie auch die SIF-Motoneurone des Ill (Stern) sind von prominenten
perineuronalen Netzen umgeben. C: Retrograd markierte Motoneurone der A-Gruppe
werden ebenfalls von perineuronalen Netzen umgeben (Pfeile). MaRRstab = 500um in A;
50umin B, C.

Bei starkerer Vergrof3erung wird ersichtlich, dass die bereits erwahnten drei Gruppen
von Motoneuronen sich auch hinsichtlich ihrer Netzanfarbung unterscheiden. Alle
innerhalb der A- und B- Gruppe liegenden braun markierten SIF-Motoneurone
werden von schwarz angefarbten perineuronalen Netzen umhilillt (Abb. 8A, C),

wohingegen die kleineren, spindelférmigen retrograd markierten MIF-Motoneurone
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der C-Gruppe (llic) dorsomedial des Nucleus oculomotorius keine perineuronale
Netze besitzen (Abb. 8A, B).

Auf Hohe des rostralen Drittels des Ncl. oculomotorius erscheint dorsomedial der
paarige Ncl. Edinger—Westphal, welcher zahlreiche mittelgrol3e Neurone enthalt
(Abb. 8A, B). Nur eine Subpopulation dieser Neurone ist bis weit in die Dendriten von
prominenten Netzen umgeben (Abb. 8B, Pfeilkdpfe), welche diesen Teil des Edinger-
Westphal-Kern-Komplexes damit klar von den direkt lateral angrenzenden netzfreien
MIF-Motoneuronen der C-Gruppe (llic) unterscheidet (Abb. 8B, Pfeile). Damit liegen
die MIF-Motoneurone zwischen den Neuronen des Edinger-Westphal-Kerns,
charakterisiert durch vereinzelte netztragende Neurone, und den SIF-Motoneuronen,

welche alle von perineuronalen Netzen eingehullt werden.

3.1.2 Serienschnitte mit perineuronalen Netzen und Nissl

3.1.2.1 Nucleus trochlearis

Der rundlich imponierende Nucleus trochlearis ist bereits deutlich in der Nissl-
Farbung abzugrenzen. Er besteht caudal aus einer Zellgruppe mittelgrosser,
multipolarer Motoneurone und rostral zusatzlich aus einer dem zentralen Kern dorsal
angrenzenden Gruppe aus kleineren Neuronen (Abb. 9A, Pfeil). Aufgrund der
braunen perineuronalen Netzanfarbung hebt sich der Kern noch deutlicher gegen
seine Umgebung ab. Der Nucleus trochlearis liegt eingebettet in die ungefarbten
Fasern des Fasciculus longitudinalis medialis (MLF) und grenzt sich nach dorsal klar
von einer Region mit einer nur leichten Neuropilanfarbung ab. Rostralwarts erscheint
dorsal zwischen den beiden Trochleariskernen der Nucleus centralis caudalis (CCN),
der die Motoneurone des Lidhebers enthalt, die wiederum von Netzen umhullt sind
(Abb. 9B). Schon in der Ubersicht erkennt man dazwischen eine Region, welche dem
Trochlearis zugehorig scheint, jedoch keine Netze aufweist (Abb. 9B, Pfeil). Bei
genauer Analyse bei hoher Vergrdosserung wird deutlich, dass eine Gruppe von
Motoneuronen im dorsalen Teil des Nucleus trochlearis liegt, deren Neurone kleiner
und rundlicher erscheinen, als diejenigen des klassischen Ncl. trochlearis und eine
Art Kappe an der dorsalen Grenze des Kerns formen, entsprechend der Lage der
MIF-Motoneurone des Musculus superior obliquus (Abb. 9C, 3B; Buttner-Ennever et
al., 2001).
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3.1.2.2 Nucleus oculomotorius

Geht man bei der Analyse der Schnitte weiter nach rostral erscheint, bereits in der
Nissl-Farbung deutlich abzugrenzen, V-formig der Ncl. oculomotorius ventral des
Nucleus centralis caudalis (CCN), welcher selber immer mehr abnimmt. Der Nucleus
oculomotorius besteht aus plumpen, mittelgrossen Neuronen, welche am caudalen
Pol ventral und ventrolateral direkt dem Fasciculus longitudinalis medialis (MLF)
anliegen (Abb. 9D). Noch deutlicher grenzt sich der Kern in seiner gesamten
Ausdehnung durch die braunen perineuronalen Netze von seiner Umgebung ab
(Abb. 9E). Eine genaue Zuordnung zu den einzelnen Augenmuskeln ist ohne Tracer
nicht eindeutig mdglich. Eindeutig zu erkennen sind jedoch die grossen,
netztragenden Motoneurone der A- und B-Gruppe sowie des CCN dorsal des Kerns.
Dorsomedial des Kerns, zwischen der B-Gruppe und dem CCN imponiert in der
Ubersichtsaufnahme eine Aufhellungszone (Abb. 9E, Pfeilkopf), welche sich in der
Detailaufnahme als ein Gruppe kleinerer, eher rundlicher Neurone ohne
perineuronale Netze darstellt (Abb. 9F, Pfeile).

Weiter nach rostral gehend ist bereits in der Nissl-Farbung, weiter dorsomedial des
Kerns die paarige Gruppe grosserer Neurone des Edinger-Westphal zu sehen,
welche deutlich von den Neuronen des Nucleus oculomotorius abzugrenzen ist (Abb.
9G, J, M). Direkt lateral des EW, noch vor dem Interstitiellem Nucleus von Cajal
(INC) im periaquaduktalem Grau, liegen die kleineren Neurone der Urocortin-Gruppe
(UR), dorsolateral des Ill (Abb. 9G, J, M). Verdeutlicht wird dies in der Ubersichts-
aufnahme mit Darstellung der perineuronalen Netze. In dieser zeigt sich an der
dorsomedialen Seite des Ncl. oculomotorius (llI) mit seinen netztragenden Neuronen
eine Zellpopulation ohne perineuronale Netzanfarbung (Abb. 9H, K, L, N, O,
geschlossene Pfeile), bei welcher es sich um die Motoneurone der C-Gruppe des
Ncl. oculomotorius (llic) handelt. Dorsolateral des Ill hingegen liegt eine Zellgruppe,
welche sich aufgrund der kleinen, eher langlicheren Neurone und der fehlenden
Netze sichtbar von den prominenten, medial liegenden netztragenden Neuronen des
EW unterscheidet und der Urocortin-Gruppe (UR) entspricht (Abb. 9I, L).

In den rostralsten Abschnitten geht der EW in den Anteromedianen Kern (AM) Uber,
welcher sich dorsal des Nucleus oculomotorius befindet (Abb. 9P). Dessen Neurone
besitzen keine perineuronalen Netze und imponieren im Vergleich zu den
netztragenden Motoneuronen des Nucleus oculomotorius kleiner und in vertikalen
Zugen angeordnet. In Abb. 9Q sieht man deutlich die von Netzen umgebenden
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Abb. 9 A-F: Affe: Frontalschnitte durch den Ncl. trochlearis (IV) und den Ncl. oculomotorius
(Ill) von caudal nach rostral mit Nissl-Farbung (violett) und zusatzlicher Darstellung der
perineuronalen Netze (CSPG, braun) des jeweiligen Nachbarschnittes. A/D: Darstellung des
IV und IlIl mit Nissl-Farbung. Abseits liegende Neuronengruppe dorsal bzw. dorsomedial
(Pfeil). B/E: Darstellung der perineuronalen Netze. Dorsale Kappe des IV als auch
dorsomedial liegende Gruppe des Il tragen keine Netze (Pfeil bzw. Pfeilkopf). CIF:
Detailaufnahmen markiert durch Quadrat in B bzw. E. C: Deutlich sind die kleinen netzlosen
Neurone (geschlossene Pfeile) von den grésseren netztragenden Neuronen (offene Pfeile)
abzugrenzen. F: Die netzlosen Motoneurone der C-Gruppe des Ncl. oculomotorius (lllc)
(Pfeile) unterscheiden sich deutlich von den netztragenden Motoneuronen des Il und des
Nucleus centralis caudalis (CCN). Mafstab = 500um in A, B, D, E; 50um in C, F.
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Abb. 9 G-L: Affe: Frontalschnitte in Hohe des mittleren Drittels des Ncl. oculomotorius (llI).
G/J: Violette Motoneurone des Il in Nissl-Farbung heben sich vom umgebenden MLF ab.
Dorsal ist eine Gruppe grosserer Neurone des Edinger-Westphal (EW) zu erkennen,
daneben kleinere Neurone der Urocortin-Gruppe (UR). H/K: Deutlich untersche

idet sich der EW mit eingestreuten netztragenden Neuronen von den netzlosen Zellen von
UR und lllc (Pfeilkopf) von den durchgangig netztragenden Motoneuronen des Ill. I/L:
Detailaufnahmen markiert durch Quadrat in H und K. Klare Abgrenzung zwischen den
netztragenden Motoneuronen des Ill und des EW (offene Pfeile) von den kleinen netzlosen

Neuronen von UR und llic (geschlossene Pfeile). Malkstab = 500um in G, H, J, K; 50um in |,
L.






Abb. 9 M-R: Affe: Frontalschnitte durch den rostralsten Anteil des Ncl. oculomotorius (lll). M:
Darstellung des Ill durch Nissl-Farbung. Dorsal ist sowohl der EW als auch die UR-Gruppe
abzugrenzen, welche medial des Interstitiellen Nucleus von Cajal (INC) liegt. N: Neben dem
Il und dem INC sind auch einzelne Neurone des EW von Netzen umgeben, womit die UR-
Gruppe deutlich abgegrenzt wird. O: Detailaufnahme markiert durch Quadrat in N.
Prominente Netze der Motoneurone in Il (offener Pfeil) lassen sich von netzlosen Neuronen
der lllc-Gruppe (geschlossene Pfeile) unterscheiden. P: Fortsetzung des EW durch den
Anteromedianen Kern (AM) dorsal des Il und medial des INC, Farbung: Nissl. Q: Neurone
des lll als auch des INC deutlich von perineuronalen Netzen umgeben. Neurone des AM
Uberwiegend ohne perineuronale Netzanfarbung. R: Detailaufnahme markiert durch Quadrat
in Q. Abgrenzung zwischen netztragenden Neuronen des Il von den netzfreien Neuronen
der UR-Gruppe. Malistab = 500pum in M, N, P, Q; 50um in O, R.






Ergebnisse

Neurone des Il sowie des INC in Abgrenzung zu den Uberwiegend netzlosen

Neuronen des Anteromedianen Kerns als auch der Urocortin-Gruppe (Abb. 9R).

3.1.2.3 Edinger-Westphal-Komplex

Zum besseren Verstandnis des Edinger-Westphal-Kern (EW)-Komplexes soll hier auf
dessen Zytoarchitektur eingegangen werden, da sich dieser in enger Nachbarschaft
zum Ncl. oculomotorius befindet und damit einer der Hauptkandidaten zur
Abgrenzung gegen die MIF-Motoneurone ist.

Der Begriff Edinger—Westphal-Komplex wird in der Literatur fur eine lose Gruppe von
Neuronen dorsal des Ncl. oculomotorius verwendet, die u.a. praganglionare Neurone
des Musculus ciliaris (Akkomodation der Linse) und des Musculus sphincter pupillae
(Pupillenkonstriktion) enthalten (Ubersicht: Biittner-Ennever, 2005). Trotz vielfach
unterschiedlicher Bezeichnungen werden beim Primaten allgemein zwei ,viscerale
Kerngruppen®“ voneinander getrennt: der eigentliche EW und der Anteromediane
Kern (AM). Der EW besteht aus zwei schlanken Saulen mittelgrosser, in Nissl sich
stark anfarbender Neurone, eine auf jeder Seite der Mittellinie und dorsal der
rostralen drei Funftel des Nucleus oculomotorius (Abb. 10A, B). Der AM liegt rostral
zu den Motoneuronen des Ncl. oculomotorius und bildet die Fortsetzung des
rostralen Pols des EW, aber eine wirkliche Grenze kann man nicht ziehen (Abb. 10C,
D). Lateral zum EW im periaquaduktalen Grau liegt eine Gruppe kleinzelligerer
Neurone, die selektiv das Neuropeptid Urocortin enthalten, und deshalb hier als
Urocortin-Gruppe (UR) bezeichnet wird (Abb. 10A, B) (Vasconcelos et al., 2003).
Wichtig ist auch zu bedenken, dass die Lokalisation des EW im Menschen, wie durch
Olszewski und Baxter (1982) gezeigt, nur auf zytoarchitektonischen Eigenschaften

basiert.

Diese Ergebnisse zeigen, dass man auch mit einer einfachen Darstellung der
perineuronalen Netze, kombiniert mit einer Nissl-Farbung, die MIF-Motoneurone im
Nucleus trochlearis und oculomotorius (lllc-Gruppe) beim Rhesusaffen gut
identifizieren kann. Aulerdem lasst sich der EW anhand seiner eingestreuten
Neurone mit stark ausgepragten perineuronalen Netzen gut von der Urocortin-
Gruppe (UR) abgrenzen, die keine netztragenden Neurone enthalt. Diese Kriterien

dienten zur ldentifizierung der entsprechenden Zellgruppen beim Menschen.
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Abb. 10: Frontalschnitte in Nissl-Farbung durch die rostralsten Anteile des Ncl. oculomotorius
(111). A/B: Dorsal des lll ist deutlich die Gruppe mittelgrosser, stark angefarbter Neurone des
EW-Kerns abzugrenzen, lateral davon liegen die etwas schmaleren Neurone der Urocortin-
Gruppe (UR). Die C-Gruppe (llic) liegt an der dorsomedialen Grenze des lll. C/D: Ubergang
des EW in den Anteromedianen Kern (AM), welcher lateral durch den Interstitiellen Kern von

Cajal (INC) sowie den Nucleus von Bechterew (NB) begrenzt wird. Mal3stab = 50um in A, B,
C, D.



Ergebnisse

3.2 Mensch

3.2.1 Perineuronale Netze und Nissl

3.2.1.1 Nucleus trochlearis

Der Nucleus trochlearis des Menschen liegt im Tegmentum des Mittelhirns auf der
Hoéhe der Colliculi inferiores ventral des Aquaduktes. Durch alle Schnittebenen
hindurch behalt er seine rundliche Form. Ahnlich wie beim Affen enthalt der Kern
eine grosse Gruppe von Neuronen, welche in die Fasern des MLF eingebettet sind.
Sie sind multipolar, zeigen das klassische Bild von Motoneuronen, und kénnen in der
Nissl-Farbung gut identifiziert werden (Abb. 11A). Dorsal dieser Gruppe scheint sich
eine Population kleinerer Neurone von dem klassischen Hauptkern abzugrenzen
(Abb. 11A, Pfeil), deutlicher sichtbar mit der CSPG-Immunfarbung darstellen. Die
braungefarbten perineuronalen Netze heben den Nucleus trochlearis selektiv gegen
die ungefarbten Fasern des MLF sowie seiner Umgebung ab (Abb. 11B). Bereits in
der Ubersicht erkennt man jedoch eine Zellgruppe an der dorsalen Grenze des
Kerns, deren Neurone im Unterschied zu den grossen Motoneuronen des Nucleus
trochlearis keine Netze aufweisen und auch deutlich kleiner sind, als die sie
umgebenden Zellen des periaquaduktalen Graus (Abb. 11B, Pfeil). Bei Betrachtung
mit hoher VergoRerung wird deutlich, dass diese netzlosen Neurone im dorsalen
Ncl. trochlearis kleiner und rundlicher sind als diejenigen des klassischen Ncl.
trochlearis und eine Art Kappe an der dorsalen Grenze des Kerns formen,
entsprechend der Lage der MIF-Motoneurone beim Affen (Abb. 11C, offene und

geschlossene Pfeile, 12A, schwarze Punkte, 3B; Buttner-Ennever et al., 2001).

3.2.1.2 Nucleus oculomotorius

Der humane Nucleus oculomotorius befindet sich im Tegmentum des Mittelhirns,
ventral des zentralen Graus und des Aquaduktes auf der Hohe der Colliculi
superiores. Er erstreckt sich vom rostralen Pol des Ncl. trochlearis ungefahr 5mm

nach rostral. In den caudalen Anteilen wird der Ncl. oculomotorius lateral sowie
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Abb. 11 A-F: Mensch: Frontalschnitte durch den Ncl. trochlearis (IV) und den Ncl.
oculomotorius (lll) von caudal nach rostral mit Nissl-Farbung (violett) und zuséatzlicher
Darstellung der perineuronalen Netze (CSPG, braun) des jeweiligen Nachbarschnittes. A/D:
Darstellung des IV und Il mit Nissl-Farbung. Dorsal von IV bzw. medial von lll liegende
Gruppe von Neuronen (Pfeil) zu erkennen. B/E: Darstellung der perineuronalen Netze.
Dorsale Kappe des IV als auch mediale Gruppe des lll tragen keine Netze (Pfeile). C/F:
Detailaufnahmen markiert durch Quadrat in B bzw. E. C: Deutlich sind die kleinen netzlosen
Neurone der dorsalen Gruppe (geschlossene Pfeile) von den grosseren netztragenden
Neuronen des IV (offener Pfeil) abzugrenzen. F: Die kleineren, medial liegenden netzlosen
Motoneurone (geschlossenen Pfeile) unterscheiden sich deutlich von den netztragenden
Motoneuronen des Il (offene Pfeile). Ma3stab = 500um in A, B, D, E; 50 umin C, F.






Abb. 11 G-L: Mensch: Frontalschnitte durch das caudale Drittel des Ncl. oculomotorius (lII).
G/J: Dorsomedial und dorsal des Ill sind bereits in der Nissl-Farbung deutlich zwei separat
liegende Gruppe von Neuronen abzugrenzen, die hier als dorsomediale Urocortin-Gruppe
(URdm) und dorsale Urocortin-Gruppe (URd) bezeichnet werden. H/K: Durch zusatzliche
Darstellung der perineuronalen Netze (braun) heben sich die violetten, netzlosen Neurone
von URdm und URd und der medialen llic+s Gruppe von den netztragenden Neuronen des
lll als auch des Nucleus centralis caudalis (CCN) ab. I/L: Detailaufnahmen markiert durch
Quadrat in H und K. Deutlich unterscheiden sich die Neurone von URdm (geschlossene
Pfeile) und URd (gedoppelte Pfeile) durch ihre Grésse und der fehlenden Netzanfarbung von
den grosseren, netztragenden Motoneuronen des Il (offener Pfeil). Malistab = 500um in G,
H, J, K; 50 um in I, L. Stern = Gefassanschnitt.






Abb. 11 M-T: Mensch: Frontalschnitte in HOhe des mittleren Drittels des Ncl. oculomotorius
(111). M/Q: Die Neurone von URdm scheinen sich der URd-Gruppe raumlich anzunahern.
Deutlich sind auch die vereinzelten Neurone in llic+s zu erkennen. N/R: Durch Darstellung
der perineuronalen Netze (braun) heben sich dorsal URdm und URd und medial lllcts
anhand ihrer netzlosen Neurone, und dorsal der Edinger-Westphal (EW) mit den
eingestreuten netztragenden Neuronen ab. Lateral liegen die netztragenden Neurone des
Interstitiellen Nucleus von Cajal (INC). Zusatzlich erscheint an der Mittellinie eine Gruppe
netztragender Neurone, die dem Nucleus von Perlia (lllp) entsprechen. O/P:
Detailaufnahmen markiert durch Quadrat in N und R. Die Neurone von URdm und URd
erscheinen deutlich kleiner und netzlos im Vergleich zu den Neuronen des Ill. Zu beachten
ist auch, dass die Neurone von URd (gedoppelte Pfeile) kleiner und schmaler zu sein
scheinen, als die Neurone von URdm (geschlossene Pfeile). S/T: Neurone des EW als auch
des Nucleus von Perlia (lllp) sind von prominenten Netzen (offene Pfeile) umgeben. Die
Neurone von URdm und URd sind dagegen deutlich kleiner und netzlos (geschlossene
Pfeile). Mal3stab = 500um in M, N, Q, R; 50 um in O, P, S, T. Stern = Gefassanschnitt.






Abb. 11 U-AA: Mensch: Frontalschnitte durch die rostralsten Anteile des Ncl. oculomotorius
(11). U/V: Verschmelzung von URdm und URd zu einer zusammenhangenden Population,
welche sich durch Darstellung der perineuronalen Netze von den medial liegenden Neuronen
des EW als auch von den lateral liegenden Neuronen des Interstitiellen Nucleus von Cajal
(INC) abgrenzt. WIX: Detailaufnahmen markiert durch Quadrate in V. Neurone von URdm
(geschlossene Pfeile) sind deutlich kleiner und netzlos im Vergleich zu den Neuronen des
EW und des lll. Y/Z: Rostralster Abschnitt mit Ubergang des EW in den Anteromedianen
Kern (AM). Vereinzelte Anschnitte netztragender Neurone des EW und des Illl. AA:
Detailaufnahme markiert durch Quadrat in Z. Netztragende Neurone des lllp (offener Pfeil),
umgeben von kleinen, eher schmalen netzlosen Neuronen (gedoppelte Pfeile). Malstab =
500umin U, V, Y, Z; 50 umin W, X, AA.
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Ergebnisse

ventrolateral durch die Fasern des MLF begrenzt. Dorsomedial sitzt ihm der Ncl.
centralis caudalis (CCN) auf (Abb. 11D, E).

Der klassische Ncl. oculomotorius besteht aus mittelgrolen multipolaren
Motoneuronen, welche sich in der Nissl-Farbung intensiv violett anfarben (Abb. 11D).
Die CSPG- Immunfarbung zeigt, dass sich der Nucleus oculomotorius beim
Menschen, vergleichbar zum Affen, ebenfalls durch die intensive Braunfarbung
seiner perineuronalen Netze von der Umgebung abhebt (Abb. 11E). Die
systematische Analyse bei Betrachtung mit hoher Vergréflerung ergab, dass die
grol3e Mehrheit aller Neurone innerhalb des klassischen Ncl. oculomotorius mit
perineuronalen Netzen (Abb. 11E, F, offene Pfeile) umhillt sind, wohingegen sich
v.a. im dorsomedialen Teil eine kleine Population von Neuronen abgrenzt, welche
zum einen keine perineuronalen Netze aufweist und zum anderen deutlich kleiner ist
als die sie umgebenden Neurone (Abb. 11E, F, geschlossene Pfeile).

Bewegt man sich bei der Analyse der Schnitte weiter von caudal nach rostral so
erscheint an der dorsomedialen Grenze des Ncl. oculomotorius eine relativ grol3e
abgegrenzte Neuronengruppe, die keinerlei perineuronale Netze aufweist. Diese
Gruppe exprimiert Urocortin (Ryabinin et al., 2005) und wird hier in Entsprechung zu
den Befunden am Affen als dorsomediale Urocortin-Gruppe (URdm) bezeichnet
(Abb. 11H, I, P, geschlossene Pfeile, K; Abb. 13), die sich weiter rostral von eine
dorsalen Urocortin-Gruppe (URd) abgrenzen lakt (Abb. 11L, O, gedoppelte Pfeile, M,
N, Q, R; Abb. 13). Diese Neurone zeigen eine deutliche Nissl-Anfarbung, sind kleiner
als die Neurone des klassischen Ncl. oculomotorius und eher von rundlicher Form
(Abb. 11G, |, geschlossene Pfeile, P, X). Dorsal wird diese URdm-Gruppe zunachst
von netztragenden Neuronen des CCN begrenzt, welcher sich nach rostral immer
weiter verringert (Abb. 11H).

Auf dieser Ebene beginnend liegen zudem an der Mittellinie eher verstreut zwischen
den beiden Nuclei Neurone von kleinerem und spindelférmigem Aussehen ohne
perineuronale Netze, welche den MIF-Motoneuronen in der C- und S-Gruppe beim
Affen ahnlich sind und deshalb hier als llic+s bezeichnet werden (Abb. 11K, N, R;
12B-E). Weiter rostral zwischen den mittleren Dritteln des Nucleus ocumolotorius
erscheint in der Nissl-Farbung (Abb. 11Q) eine unpaarige, zentral gelegene Gruppe
von mittelgrossen Neuronen, welche ebenfalls wie die Motoneurone des
Oculomotorius von perineuronalen Netzen umgeben sind und welche in der

Lokalisation dem Nucleus von Perlia von Olszewski entsprechen und hier
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Abb. 12: Mensch: Plots von Frontalschnitten des Ncl. trochlearis (IV) (A) und des Ncl.
oculomotorius (lll) (B-F) von caudal nach rostral. Die Schnitte wurden mit Nissl|-Farbung und
CSPG zur Darstellung der perineuronalen Netze doppelmarkiert, anschliessend wurden die
Umrisse der Kerne eingetragen. SIF-Motoneurone (helle Punkte) sind von perineuronalen
Netzen umgeben, also CSPG-positiv, wahrend MIF-Motoneurone (ausgefilllte Kreise)
CSPG-negativ, also nicht von perineuronalen Netzen umgeben sind. A: In IV formen die
CSPG-negativen MIF-Motoneurone eine Gruppe an der dorsalen Grenze. B-F: In Il liegen
die SIF-Motoneurone innerhalb der klassischen Grenze des Kerns, wohingegen die MIF-
Motoneurone medial liegen, wobei keine klare Abgrenzung zwischen einer C- und S-Gruppe
sichtbar ist, daher die zusammenfassende Bezeichnung llicts. Als kompakte netzlose
Neurone erscheinen URdm und URd dorsal zu lll. E/F: Die Neurone des Ncl. von Perlia (IllIp)
sind CSPG-positiv, der weiter rostral erscheinende und dorsal des Il liegende
Anteromediane Kern (AM) dagegen CSPG-negativ. Malistab = 500um in A bis F.






Ergebnisse

dementsprechend bezeichnet werden (lllp) (Abb. 11N, R, T, offener Pfeil, 12E). In
Abbildung 11T ist ein vergrosserter Ausschnitt aus diesem Bereich zu sehen, in
welchem sich die netztragenden, mittelgrossen Neurone (offener Pfeil) gut von den
kleinen, eher etwas langlichen Neuronen ohne perineuronale Netze (geschlossener
Pfeil) abgrenzen lassen.

Dorsomedial zum URdm mit seinen kleinen, netzlosen Neuronen (Abb. 11R, S,
geschlossene Pfeile, W) wird dieser von einer Lage vereinzelter Neuronen mit stark
ausgepragten Netzen begrenzt, genau wie sie im Edinger-Westphal-Komplex (EW)
beim Affen beobachtet worden waren und deshalb auch hier beim Menschen als EW
angenommen und so bezeichnet wird (Abb. 11R, S, offener Pfeil). In der
Detailaufnahme in Abb. 11S ist deutlich der Unterschied zwischen Grésse und
Netzanfarbung der einzelnen Neurone zu sehen.

Wie bereits oben erwahnt wird bei genauer Analyse weiter rostral ein zweiter,
begrenzter Komplex netzloser Neurone deutlich, welcher sich am dorsalen Pol des
Ncl. oculomotorius befindet, und Urocortin enthalt (Ryabinin et al., 2005). Aufgrund
seiner Lage wird er als URd bezeichnet. Im Vergleich zu den URdm-Neuronen
besteht die URd aus etwas kleineren und langer gestreckten Neuronen, die sich in
der Nissl-Farbung schwacher anfarben (Abb. 11M, Q), mit Hilfe der braunen
perineuronalen Netzanfarbung jedoch deutlich abzugrenzen sind (Abb. 11 N, R).

Auf weiter rostralen Schnitten verlangert sich der Ncl. oculomotorius und die beiden
netzlosen Neuronengruppen, URdm und URd, kommen direkt nebeneinander zu
liegen und scheinen sich zu einem gemeinsamen Komplex zu vereinigen, wobei die
beiden Zellgruppen an Hand der unterschiedlichen Morphologie ihrer Zellen weiterhin
klar voneinander abgegrenzt werden kénnen (Abb. 11 O, P). Auf weiter rostralen
Ebenen verschwindet die lateraler gelegene URd-Gruppe und die URdm-Gruppe
kommt am rostralen Ende des Ncl. oculomotorius dorsal gelegen (Abb. 11U, V). Ab
dieser Ebene verringert sich der durch die CSPG-Farbung abgegrenzte Ncl.
oculomotorius zusehends. Dorsal und rostral liegen nach wie vor vereinzelte
Neurone mit prominenten Netzen, wie man sie im EW des Affen gesehen hat (Abb.
11Z). Die URdm-Gruppe netzloser Neurone dehnt sich nun immer mehr nach dorsal
aus (Abb. 11Y). Der EW selbst geht in den rostralsten Abschnitten in den
Anteromedianen Kern (AM) Uber, dessen kleine, langliche Neurone sich in vertikalen

Zugen dorsal des sich verringernden Ncl. oculomotorius befinden (Abb. 11Z).
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Ergebnisse

Abbildung 11AA zeigt die Neurone des AM in Relation zu den etwas grdsseren,

netztragenden Neuronen der Gruppe von llIp.

Affe
caudal rostral
\/ \/ Nl
EW
N UR
lllc o
Q@ llls
Mensch
URd =W
URdm URdm
o . /[N -
& URd i
llic+s L 1L
N llip
o |

Abb. 13: Zusammenfassende Ubersicht der

identifizierten

Neuronengruppen auf

schematisierten Frontalschnitten durch den Ncl. oculomotorius beim Affen (obere Reihe) und

beim Menschen (untere Reihe).
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Diskussion

4 Diskussion

Die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit zeigten zunachst beim Affen, dass
die SIF-Motoneurone der &aufleren Augenmuskeln von starken perineuronalen
Netzen umhdllt sind. Im Unterschied dazu tragen die MIF-Motoneurone (in der C-
Gruppe und der dorsalen Kappe des Ncl. trochlearis) keine Netze, womit erstmals
ein histochemischer Unterschied von SIF- und MIF-Motoneuronen aufgezeigt wird.
Aulerdem zeigte sich, dass der EW vereinzelte Neurone mit stark ausgepragten
Netzen enthalt, wahrend die lateral gelegene Urocortin-Gruppe (UR) und der
Anteromediane Kern (AM) keine perineuronalen Netze enthalten. Vergleichende
Untersuchungen mit ahnlichen Anfarbungen an humanen Hirnschnitten ermdéglichten
die ldentifizierung einer Gruppe von netzlosen Neuronen in dem dorsalen Teil des
Ncl. trochlearis, sowie von drei Neuronengruppen assoziiert mit dem Ncl.
oculomotorius, die zumindest teilweise die MIF- Motoneurone beim Menschen

reprasentieren konnten.

4.1 Perineuronale Netze und Augenmuskelkerne beim Rhesusaffen

Es war nicht Uberraschend zu sehen, dass der Uberwiegende Anteil von Neuronen
innerhalb des Ncl. trochlearis und Ncl. oculomotorius von stark ausgepragten
perineuronalen Netzen umhullt sind. Doppelmarkierungsversuche am Affen zeigten,
dass die Mehrheit der netztragenden Neurone cholinerg sind und somit
Motoneurone, in diesem Fall SIF-Motoneurone, reprasentieren (Eberhorn et al.,
2005). Ein kleiner Anteil der netztragenden Neurone im Ncl. oculomotorius, die nicht
cholinerg sind reprasentiert internukledre Neurone, die nicht zu den &uReren
Augenmuskeln ziehen, sondern den Ncl. abducens aktivieren (Maciewicz et al.,
1983). Die internukledren Neurone weisen eine ahnliche Physiologie wie die SIF-
Motoneuron auf, mit schnellen Feuerungsraten und einer hohen metabolischen
Aktivitat. Sie benutzen jedoch im Unterschied zu den Motoneuronen vermutlich
Glutamat als Transmitter (Carpenter et al., 1992; Nguyen und Spencer, 1999).

Obwohl perineuronale Netze bereits 1893 von Camillo Golgi beschrieben wurden, ist
ihre Funktion noch unklar. Manche Autoren schreiben ihnen eine wichtige Rolle in

der Entwicklung und Aufrechterhaltung der neuronalen Aktivitdt, bei der
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Signaltransduktion und vermutlich der Regeneration nach Lasionen zu (Carlson und
Hockfield, 1996; Matsui et al., 1999; Yamaguchi, 2000). Einige weitere Studien
lassen vermuten, dass sie wahrend der Entwicklung zur Stabilisierung synaptischer
Kontakte beitragen (Hockfield et al., 1990), dem neuronalen Schutz gegen Toxine,
wie beispielsweise gegen Glutamat (Okamoto et al., 1994) oder zum Schutz
degenerativer Erkrankungen dienen kénnten (Brickner et al., 1999). Hartig et al.,
1994 zeigte, dass perineuronale Netze sehr oft mit Parvalbumin-immunoreaktiven
Neuronen assoziiert sind. Dieses Calcium-bindende Protein wiederum ist haufig in
Neuronen enthalten, welche eine hohe Cytochrom-Oxidase-Aktivitat aufweisen (z.B.
Braun et al., 1985; Blimcke und Celio, 1992; Johnson und Casagrande, 1995; Horn
et al., 2003). Beide Substanzen, sowohl Parvalbumin als auch Cytochrom-Oxidase,
sind in hohen Konzentrationen in Neuronen mit ausgepragtem metabolischem
Energieverbrauch zu finden (Wong-Riley, 1989). Durch Doppelmarkierungen konnte
beispielsweise nachgewiesen werden, dass die netztragenden SIF-Motoneurone im
Gegensatz zu den netzlosen MIF-Motoneuronen Parvalbumin-positiv sind (Eberhorn
et al., 2005).

Dementsprechend unterstitzen mehrere Studien die Hypothese, dass perineuronale
Netze bevorzugt mit sehr aktiven Neuronen mit hoher Feuerungsrate assoziiert sind
(Bruckner et al.,, 1993). So wurde gezeigt, dass nur die schnell-feuernden,
Parvalbumin-positiven Neurone in den Septumkernen der Ratte perineuronale Netze
tragen (Morris und Henderson, 2000), wahrend langsam feuernde Neurone im
selben Kern keine Netzanfarbung aufweisen (Hobohm et al., 1998; Morris und
Henderson, 2000). Ebenso zeigte sich, dass schnell feuernde Neurone des
sakkadischen Systems beim Primaten mit perineuronalen Netzen assoziiert sind
(Horn et al., 2003).

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass beim Rhesusaffen die MIF-Motoneurone im
Unterschied zu den SIF-Motoneuronen der auf’eren Augenmuskeln nicht von
perineuronalen Netzen umgeben sind. Dies spiegelt moglicherweise ein

unterschiedliches Feuerungsverhalten beider Motoneuronengruppen wieder.

Obwohl bisher keine Ableitstudien von MIF-Motoneuronen am Primaten existieren,
so lassen sich Ruckschlisse an Hand von Experimenten am Frosch und an der
Katze ziehen (Dieringer und Precht, 1986, Nelson et al., 1986; Shall und Goldberg,
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1992). Beim Frosch etwa feuern die MIF-Motoneurone mit ca. 50 Hz (Dieringer und
Precht, 1986), wahrend SIF-Motoneurone beim Affen maximale Feuerungsraten bis
zu 800 Hz erlangen kdnnen (Robinson, 1970; Fuchs und Luschei, 1971; Fuchs und
Kaneko, 1988; Ling et al., 1999), wozu ein bemerkenswert hoher Grad an
metabolischer Aktivitat aufgebracht werden muss und somit die Anwesenheit der
perineuronalen Netze um SIF-Motoneuronen erklart werden kénnte. Dahingegen
wird beim Affen, anlehnend an die Ableitstudien am Frosch, eine niedrigere
Feuerungsrate von MIF-Motoneuronen angenommen, was die Abwesenheit von

perineuronalen Netzen erklaren konnte.

4.2 Edinger-Westphal-Kern Komplex beim Rhesusaffen

Ebenso wie zu den aulieren Augenmuskeln sendet der Nucleus oculomotorius
parasympathische Efferenzen Uber den Nervus oculomotorius (NIIl) zu dem
ipsilateralen ciliaren Ganglion, dessen Ganglienzellen die Muskulatur der Iris und der
Linse kontrollieren. Der nach seinen Entdeckern benannte Edinger-Westphal-
Komplex (EW) wird haufig einfach flr diese lose Gruppe von praganglionaren
Neuronen verwendet. Beim Affen liegen die parasympathischen praganglionaren
Neurone fir die Pupille und die Linse Uberwiegend im EW, aber auch im
Anteromedianen Kern (AM), der die rostrale Fortsetzung des EW bildet (Akert et al.,
1980; Burde und Loewy, 1980; Burde und Williams, 1989; Ishikawa et al., 1990; May
et al., 1992; Sun und May, 1993; Ubersicht: Bittner-Ennever, 2006). Die
praganglionaren Neurone werden durch die cholinergen Neurone des EW
reprasentiert und sind nicht von perineuronalen Netzen umgeben (Eberhorn et al.,
2005). Ausser diesen praganglionaren, cholinergen Neuronen enthalt der EW noch
Neurone mit Projektionen zum Hirnstamm, dem Cerebellum als auch dem
Rickenmark (Loewy und Saper, 1978; Loewy et al., 1978; Sugimoto et al., 1978;
Sekiya et al., 1984; Rost, 1990; May et al, 1992). Welche dieser
Neuronenpopulationen des EW die prominenten Netze tragt ist unbekannt und
musste mit weiteren kombinierten Tracingmethoden geklart werden.

Die Urocortin-Gruppe (UR) neben dem EW, als auch der Anteromediane Kern,
bestehen aus kleineren Neuronen, welche ebenfalls beide nicht von perineuronalen
Netzen umgeben sind. Neueren Untersuchungen zufolge sind sie durch ihren Gehalt

an dem Neuropeptid Urocortin charakterisiert, weshalb die Gruppe hier so
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bezeichnet wurde. Die Urocortingruppe ist nicht cholinerg (Vasconcelos et al., 2003;
Ryabinin et al., 2005). Dies bedeutet, dass es sich beim Affen bei den Urocortin
positiven Neuronen des UR nicht um die praganglionaren Motoneurone des EW
handeln kann, welche das ciliare Ganglion versorgen. Bzgl. des Anteromedianen
Kerns werden noch weitere Untersuchungen nétig sein, ob er cholinerg ist oder nicht,
da er praganglionare Neurone enthalt und somit, wenigstens teilweise cholinerg sein
musste.

Die Lokalisation der pragaglionaren Neurone ist immer wieder Gegenstand von
Verwirrungen, denn in manchen Spezies liegen sie verstreut aullerhalb der
zytoarchitektonischen Grenzen der visceralen Kerne. Beim Affen sind die
praganglionaren Neurone weitestgehend auf den EW und den AM beschrankt (Akert
et al., 1980; Burde und Loewy, 1980; Ishikawa et al., 1990; May et al., 1992; Sun und
May, 1993). Einige Untersuchungen fanden auch Zellen lateral des EW in dem
Lateralen Visceralen Kern (LVC) des ventrolateralen periaquaduktalen Graus, der
sich lateral an die UR-Gruppe anschlief3t (Burde und Williams, 1989). Die meisten
Neurone des dorsomedialen EW sind grdsser als die umgebenden Zellen. Gamlin
und Kollegen konnten zeigen, dass praganglionare Neurone, welche die
Linsenakkomodation unterstitzen und zum ciliaren Ganglion projizieren, sich auf

diese Zellgruppe beschrankten (Gamlin et al., 1994).

4.3 Identifizierung der Motoneurone von multipel-innervierten
Muskelfasern beim Menschen

4.3.1 Nucleus trochlearis

Ebenso wie beim Affen werden die grésseren, im Hauptkern liegenden Neurone von
perineuronalen Netzen umgeben. Dadurch grenzen sie sich deutlich gegen die
kleineren dorsal gelegenen Neurone ab, welche keine perineuronalen Netze
besitzen. An Hand der &ahnlichen Lokalisation und derselben histochemischen
Eigenschaften kann man davon ausgehen, dass es sich bei der dorsalen netzfreien
Gruppe um MIF-Motoneurone des Nucleus trochlearis beim Menschen handelt
(Wasicky et al., 2004).
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4.3.2 Nucleus oculomotorius

Wie beim Affen hebt sich der Nucleus oculomotorius aufgrund der starken Anfarbung
der perineuronalen Netze deutlich von seiner Umgebung ab. Entsprechend der
Befunde am Affen reprasentieren die netztragenden Neurone im Ncl. oculomotorius
hdchstwahrscheinlich SIF-Motoneurone und eventuell internukledre Neurone, die
durch entsprechende Doppelfarbungen auf Acetylcholin voneinander abgegerenzt
werden mussten (Eberhorn et al., 2005a).

Zusatzlich zeigt sich in der Mittellinie zwischen den Nuclei oculomotorii eine
unpaarige Zellgruppe, deren Neurone ebenfalls von perineuronalen Netzen umgeben
sind. Diese entspricht, aufgrund ihrer Lage als auch der Zellanordnung dem von
Olszewski beschriebenem Nucleus von Perlia (lllp), dessen Funktion noch ungeklart
ist. Einige Autoren sehen Hinweise fir eine Beteiligung bei der Konvergenz.
Aufgrund ihrer Netzanfarbung kann es sich bei diesen Neuronen nicht um die

gesuchten MIF-Motoneurone handeln.

4.3.3 Motoneurone von multipel-innervierten Muskelfasern

In Anlehnung an die Befunde am Affen sollten die MIF-Motoneurone keine
perineuronalen Netze tragen. In der vorliegenden Arbeit wurden drei Gruppen
netzloser Neurone identifiziert, fur welche eine neue Nomenklatur eingefuhrt wurde:
URdm, URd und lllc+s.

Sofort ins Auge fallen dem Betrachter die zwei dominanteren Gruppen URdm und
URd dorsomedial und dorsal zum Ncl. oculomotorius, deren kleinere Neurone sehr
kompakt gepackt sind, selbst in der Nissl-Farbung als eigenstandige Gruppe erkannt
werden kdnnen und offensichtlich keine perineuronalen Netze tragen. Diese beiden
Zellgruppen zusammen wurden von Olszewski und Baxter (1982) als Edinger-
Westphal-Kern bezeichnet. Aus den folgenden Grinden wird eine Homologie der
Gruppen URdm und URd mit MIF-Motoneuronen ausgeschlossen: Beide Gruppen
sind nicht cholinerg (Ryabinin et al., 2005), eine Eigenschaft, welche auch fur die
MIF-Motoneurone gefordert wird und beim Affen fir die MIF-Motoneurone
nachgewiesen wurde (Eberhorn et al., 2005). AuRerdem enthalten die beiden
Gruppen selektiv das Peptid Urocortin (Ryabinin et al., 2005) und entsprechen damit

der Urocortin-Gruppe beim Rhesusaffen (Vasconcelos et al., 2003).
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Die Neurone der Dritten in Frage kommenden netzlosen Gruppe llic+s zwischen den
beiden Nuclei oculomotorii entsprechen aufgrund ihrer Lokalisation sowie ihrer
Morphologie am ehesten den MIF-Motoneuronen der S- und C-Gruppe beim Affen
und wurden daher hier so bezeichnet. Allerdings ware diese Gruppe weitaus weniger
stark ausgepragt, wie man es vielleicht beim Menschen annehmen konnte. Neueste
Befunde zeigen, dass diese netzlosen Neurone cholinerg sind, und damit

hochstwahrscheinlich die MIF-Motoneurone reprasentieren.

4.3.4 Wo liegt der Edinger-Westphal-Kern beim Menschen?

Die netzlosen Gruppen URdm und URd entsprechen dem Edinger-Westphal-Kern
bei Olszewski und Baxter (1982). Neuere Untersuchungen am Menschen zeigten,
dass diese beiden Gruppen und der rostraler gelegene Anteromediane Kern (AM)
selektiv das Peptid Urocortin enthalten (Ryabinin et al., 2005). Vergleicht man diese
Befunde mit den Daten vom Affen, welche zeigten, dass der eigentliche EW keine
Urocortin-positiven Neurone enthalt, sondern nur die lateral angrenzenden Neurone,
SO0 muss man davon ausgehen, dass URd und URdm beim Menschen nicht dem EW
entsprechen (Vasconcelos et al.,, 2003). Ausgehend davon, dass der EW beim
Primaten Sitz der cholinergen praganglionaren Neurone fur Pupille und Linse ist,
muss der EW beim Menschen ebenfalls cholinerge Neurone enthalten. Ryabinin et
al., (2005) zeigte jedoch bereits, dass die Urocortin-positiven Gruppen, die hier URd

und URdm entsprechen, keine cholinergen Neurone enthalten.

Bei genauerer Analyse der Anfarbungen mit dem CSPG-Antikdrper entdeckt man
oberhalb der Gruppen URdm und URd ein dinnes Band von Zellen, von denen
einige von prominenten perineuronalen Netzen umgeben sind. Diese Neurone
entsprechen in ihrer Haufigkeit und Morphologie denjenigen im traditionellen EW des
Affen, die zwischen den cholinergen praganglionaren Neuronen liegen (Eberhorn et
al., 2005). Dies fuhrt zu der Schlussfolgerung, dass als mdglicher Kandidat fur den
EW als Sitz der praganglionaren Neurone beim Menschen diese Zellgruppe oberhalb
des Ncl. oculomotorius in Frage kommt, welche von perineuronalen Netzen umgeben

ist (Ryabinin et al., 2005 Fig.2). In weiteren Studien musste Uberpruft werden,
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inwieweit diese Gruppe zusatzlich cholinerge Neurone enthalt, denn bisherige

Beschreibungen liefern keine eindeutigen Befunde (Ryabinin et al., 2005 Fig.2).

Die genaue Lokalisation des EW ist wichtig fur klinisch-anatomische Studien, in
welchen versucht wird, degenerative Veranderungen im EW bei Alzheimer-Patienten
mit Pupillenstérungen zu korrelieren — aber keine Korrelation gefunden wurde (Scinto
et al, 1999; 2001; Rub et al., 2001). Diese Arbeitsgruppen legten flr die
Lokalisierung des EW den Atlas von Olszewski und Baxter (1982) zu Grunde, der an
Hand der vorliegenden Arbeit mit den Befunden von Ryabinin et al., (2005) dem
URdm und URd entspricht. Im Lichte der vorliegenden Daten mussten die
Ergebnisse dieser klinisch-anatomischen Studien neu interpretiert werden, und
besonderes Augenmerk auf die dorsal gelegene Neuronengruppe — als mdglichen

Kandidaten fur den EW — gerichtet werden.

4.4 Funktion der Motoneurone von einzeln- und multipel-
innervierten Muskelfasern

Durch mehrere Untersuchungen konnte bisher gezeigt werden, dass die
Motoneurone der einzeln (SIF)- und multipel-innervierten (MIF) Fasern der dusseren
Augenmuskeln deutlich getrennt voneinander in den jeweiligen Hirnnervenkernen
liegen. Unterschiedliche pramotorische Eingange der SIF- und MIF-Motoneurone
legen nahe, dass beide Motoneuronengruppen auch unterschiedliche Funktionen
wahrnehmen. FUr den Musculus lateralis rectus wurde mit transsynaptischen
Tracerversuchen gezeigt, dass die SIF-Motoneurone Eingange von allen
pramotorischen Arealen erhalten, die (sakkadische) Augenbewegungen erzeugen,
wahrend die MIF-Motoneurone Eingange nur von Kerngebieten erhalten, die eher mit
der Blickstabilisierung assoziiert sind (Buttner-Ennever et al., 2002, Wasicky et al.,
2004; Ugolini et al., 2006). Dazu passen auch die Befunde zu pramotorischen
Eingangen der MIF-Motoneurone aus der mesenzephalen reticuldaren Formation
(MRF), welche reziprok eng mit dem Colliculus superior verknupft ist. Wenn nun der
Colliculus superior eine Art Schnittstelle zwischen sensorischen und motorischen
Signalen darstellt, kdbnnte er Signale aus dem spinalen Nucleus trigeminus, welcher
die Spannung der aulderen Augenmuskeln betrifft, Gber den Colliculus superior und

der MRF wieder zurtck zu den MIF-Motoneuronen ubertragen, welche somit mehr in
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die Generierung von Blickbewegungen und damit in die Blickstabilisierung involviert
waren. Wieviel sie zu der Spannung der Augenmuskeln in vivo beitragen ist noch
unklar. In experimentellen Untersuchungen konnte jedoch gezeigt werden, dass sich
Augenmuskeln durch Succinylcholin durch Depolarisation der MIFs und nicht der
SIFs kontrahieren (Bach-y-Rita et al., 1977).

Nun stellt sich die Frage, welche Rolle die MIF-Motoneurone genau in der
oculomotorischen Kontrolle spielen. Die MIF-Muskelfasern der globalen Schicht
erstrecken sich Uber die gesamte Lange des Augenmuskels (Mayr et al., 1975) und
kontrahieren sich langsamer als sie SIF-Muskelfasern, sind ausdauernder
(Lennerstrand und Nichols, 1977; Morgan und Proske, 1984) und besitzen eine
niedrigere Feuerungsrate als SIF-Fasern (Dieringer und Precht, 1986). Wie bereits in
der Einleitung erwahnt sind nur die MIF-Muskelfasern der globalen Schicht an ihren
proximalen und distalen Enden mit Palisadenendigungen assoziiert (Ubersicht:
Battner-Ennever et al., 2005) und formen bei den Saugetieren eine gemeinsame
Einheit (Alvarado-Mallart und Pincon Raymond, 1979; Blumer et al., 1998; Lukas et
al., 2000; Eberhorn et al., 2005b). Eine Hypothese besagt, dass diese Einheit
modglicherweise Teil eines komplexen propriozeptiven Apparates ist und als
,umgekehrte Muskelspindel“ fungiert (Robinson, 1991; Steinbach, 2000). Es ist
modglich, dass sie ein sensorisches oder propriozeptives Feedback-Signal zum
zentralen Nervensystem unterstiitzt, welches die Muskelaktivitat reguliert (Ubersicht:
Battner-Ennever et al., 2005)

Unterstutzt wird diese Ansicht dadurch, dass die globalen MIFs das gleiche schwere
Myosin besitzen wie die intrafusalen Fasern der Palisadenendigungen mit Kernsack
(Nuclear-bag-Fasern Typ 1) (Pedrosa-Domellof et al., 1991), womit globale MIF-
Motoneurone gamma-Motoneuronen ahneln kdénnten, wie es bereits von mehreren
Autoren fur kleine Motoneurone des Nucleus oculomotorius des Hasen, des
Meerschweinchens sowie der Ratte postuliert wird (Akagi, 1978; Gomez-Segade und
Labandeira-Garcia, 1983; Labandeira-Garcia et al., 1983).

Diese Vorgaben fuhren momentan zu der Annahme, dass die MIF-Motoneurone eher
an der Stabilisierung der Augenposition beteiligt sind, wohingegen SIF-Motoneurone
eher in die Generierung von Blickbewegungen involviert sind (Blttner-Ennever et al.
2001, 2002).
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5 Zusammenfassung

Die auferen Augenmuskeln der Saugetiere kdnnen an Hand morphologischer
Eigenschaften in 2 Kategorien eingeteilt werden: die einzeln-innervierten, sich
schnell kontrahierenden Muskelfasern (SIFs) und die eher langsamen,
ermudungsresistenteren multipel-innervierten Muskelfasern (MIFs). Beim Affen
konnte durch retrograde Tracing-Methoden nachgewiesen werden, dass auch 2
Gruppen von Motoneuronen existieren, welche raumlich getrennt voneinander im
Hirnstamm angeordnet sind. Wahrend sich die Motoneurone der SIF-Fasern
innerhalb der klassischen Grenzen der Augenmuskelkerne befinden, liegen die
Motoneurone der MIF-Fasern getrennt von diesen in der Peripherie, aul3erhalb der
jeweiligen Kerne.

In der vorliegenden Arbeit sollte Uberpruft werden, inwieweit sich die Motoneurone
der SIFs und MIFs nicht nur an Hand der Lage, sondern auch bezuglich
histochemischer Eigenschaften voneinander unterscheiden. Dazu wurden zunachst
am Rhesusaffen die Motoneurone der multipel-innervierten (MIF) Muskelfasern und
der einzeln-innervierten (SIF) Muskelfasern mit einem Tracer retrograd markiert und
mit kombinierten immunhistochemischen Methoden auf die Anwesenheit von
perineuronalen Netzen untersucht. Es konnte erstmals gezeigt werden, dass im
Unterschied zu den SIF-Motoneuronen die MIF-Motoneurone (der C-Gruppe) beim
Affen nicht von perineuronalen Netzen umgeben sind. Der Nachweis perineuronaler
Netze wurde in Hirnstammschnitten vom Menschen durchgefihrt, um die MIF-
Motoneurone beim Menschen zu identifizieren. Im dorsalen Teil des Ncl. trochlearis
wurde entsprechend der Befunde beim Rhesusaffen eine dorsale Gruppe netzloser
Neurone identifiziert, die als Homolog der MIF-Motoneurone des M. superior obliquus
angenommen werden. Im Nucleus oculomotorius kristallisierten sich 3 Populationen
netzloser Neurone heraus: die dorsal gelegene URd-Gruppe, die dorsomediale
URdm-Gruppe und die medial gelegene llic+s-Gruppe. Der Vergleich mit den
Befunden am Rhesusaffen legt nahe, dass die netzlosen Neurone der medialen
lllc+s-Gruppe beim Menschen am ehesten das Homolog zu den MIF-Motoneuronen
der C- und S-Gruppe beim Affen darstellt. Die netzlosen Neurone der URd- und der
URdm-Gruppe sind nicht cholinerg, enthalten das Peptid Urocortin und entsprechen

somit der Urocortin-Gruppe beim Rhesusaffen.
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Anhang zu Material und Methoden

7 Anhang zu Material und Methoden

Losungen

e 4% Paraformaldehyd in 0,1M PBS pH 7.4 fiir 3L

Losung A: 1500 ml aqua dest. auf 60°C erwarmen
+ 120 g Paraformaldehyd langsam unter Rihren dazugeben
+ 5 Tropfen 40% NaOH

anschliefRend filtrieren

Loésung B: 1500 ml 0,2M PBS, pH 7,4

Ldsung A + Losung B kurz vor Gebrauch zusammengeben.

PH-Wert auf 7,4 einstellen.

Gesamtlésung im Kihlschrank aufbewahren.

e 0,9% NaCl-Lésung
1L =9g NaClin 1000 ml aqua dest.; Aufbewahrung im Kiuhlschrank

e Sucroselosung

10%ig: 50 g Sucrose in 500 ml 0,1M PBS, pH 7,4
20%ig: 100 g Sucrose in 500 ml 0,1M PBS, pH 7,4
30%ig: 150 g Sucrose in 500 ml 0,1M PBS, pH 7,4
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¢ Stammlosung Phosphatpuffer (PB) 0.2M. pH 7.4 fiir 5 L

Losung A: 26,22 g NaH;PO4*H,0 in 950 ml aqua dest. Losen

Losung B: 114,17 g Na;HPO4*2H,0 + 36 g NaCl in 4050 ml aqua dest. I16sen

Ldsung A + Losung B kurz vor Gebrauch zusammengeben, pH 7,4 einstellen

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

; 72,1 g Na,HPO,*2H,0
; 13,1 g NaH,PO,4*H,0
; 40 g NaCl

; 1 g KCl

- in 5 L aqua dest. I6sen und pH 7,4 einstellen

° Stammlosung Tris-Puffer (TBS) 0,.5M, pH 7.6

- 60,57 g Trizma Base in 800 ml aqua dest. Losen

- mit 37% HCI pH 7,6 einstellen

- mit aqua dest. auf 1 L aufflllen

e  Acetatpuffer 0,2M, pH 3,3 ( fur die TMB-Reaktion zum WGA-HRP- Nachweis)
- 27,2 g Natriumacetat in 800 ml aqua dest. I6sen
- mit 0,5M HCI auf pH 3,3 einstellen

- mit aqua dest. auf 1 L auffillen
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Protokolle

e DAB-Reaktion fiir Immunhistochemie

0,05% DAB + 0,01% H20O in 0,1M PBS, pH 7,4 10-15 min
3 malin 0,1M PBS, pH 7,4 waschen je 10 min

¢ Intensivierte DAB-Reaktion fiir Inmunhistochemie ( nach Hancock, 1984)

mit Nickel:
0,05% DAB = 1 ml 1%DAB-L6sung + 100 ml 1% H20, 5-10 min
+ 18,9 ml 0,05M TBS, pH 8,90 + 40 mg Ammonium-Nickel

3 mal in 0,1M PBS, pH 7,4 waschen je 10 min

e Rabbit anti-CSPG + DAB

CSPG = Chondroitin Sulphate Proteogly: Biogenesis: 2083-5005
Fixierung: 4% PFA in 0,1M PBS, pH 7,4

Sodium Citrat-Puffer: ( Demaskierung der Paraffinschnitte im Wasserbad bei 80°C),
0,01M, pH 8,5-9,0

- 2,94g Sodium Citrat

- 1000 ml aqua dest.
- mit 0,1M NaOH auf pH 8,5 — 9,0 einstellen
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* Entparaffinierung und Rehydrierung:

-Xylol 2 mal 15 min
- absteigende Alkoholreihe: - 100% jeweils 10 min
- 96%
- 90%
- 70%

-Waschen: 0,01M Sodium Citrat-Puffer, pH 8,8 15 min im Wasserbad bei +80°C

anschlieRend im Citrat-Puffer ca. 15 min bei RT abkihlen lassen

- Schnitte in aqua dest. spllen
- Schnitte in 0,1M PBS, pH 7,6 sptilen 2 mal 10 min

Immunhistochemie

1.Tag
*Peroxidaseblockierung: 15 min
3% H20, in PBS/10% Methanol
[1 ml 30% H20,+ 1 ml Methanol + 8 ml PBS]
-3 mal in 0,1M PBS, pH 7,4 waschen je 10 min
* Prainkubation: 1h bei RT
2% Normal Goat Serum (NGS) + 0,3% Triton in 0,1M PBS, pH 7,4
[200 ul NGS + 10 ml (0,3% Triton in PBS)]
*1. Antikorper: tiber Nacht auf Schuittler bei RT

rabbit anti-CSPG 1:5000
[2 yl AK'in 10 ml PBS, pH 7,4]

-53 -



Anhang zu Material und Methoden

2.Tag
-3 mal in 0,1M PBS, pH 7,4 waschen je 10 min
*2.Antikorper: 1h bei RT
biotinyliertes goat anti-rabbit 1.200
[50 py AKin 10 ml PBS, pH 7,4]
-3 mal in 0,1M PBS, pH 7,4 waschen je 10 min
*ABC-Kit oder EPA: 1h bei RT
- EPA: Extravidin-Peroxidase 1:1000
[10 plin 10 ml]
oder
- ABC-Kit: Ansetzen
1 Tropfen A + 1 Tropfen B je 5 ml 0,1 M PBS, pH 7,4
-3 mal in 0,1M PBS, pH 7,4 waschen je 10 min
-1 mal in 0,1M TBS, pH 7,6 waschen 10 min
*DAB-Reaktion: 5-10 min
0,05% DAB + 0,01% H202 in 0,05M TBS, pH 8,0
ohne Nickel:

0,05% DAB =1 ml 1%DAB-L6sung + 100 ml 1% H20, + 18,9 ml 0,05M TBS, pH 8,0

mit Nickel:

0,05% DAB = 1 ml 1%DAB-L6sung + 100 ml 1% H20, + 18,9 ml 0,05M TBS, pH 8,0

+ 40 mg Ammonium-Nickel

-3 mal in 0,1M PBS, pH 7,4 waschen je 10 min
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e Wisteria floribunda aqgglutinin

WFA = Wisteria floribunda agglutinin: Sigma: L 1766

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

Gefrierschnitte 40 ym oder Vibratomschnitte

1. Tag
*Peroxidaseblockierung: 15 min
3% H20, in PBS/10% Methanol
[1 ml 30% H202+ 1 ml Methanol + 8 ml PBS]
-3 mal in 0,1M PBS, pH 7,4 waschen je 10 min
* Hauptinkubation: tiber Nacht bei 4°C
WFA 1:1000
[10 pylin 10 ml 0,1M PBS, pH 7,4]
2. Tag
-3 mal in 0,1M PBS, pH 7,4 waschen je 10 min
*EPA: 1h bei RT
- EPA: Extravidin-Peroxidase 1:1000
[10 plin 10 ml]
-2 mal in 0,1M PBS, pH 7,4 waschen je 10 min
-1 mal in 0,05M TBS, pH 8,0 waschen 10 min
*DAB-Reaktion: 5-10 min

0,05% DAB + 0,01% H20O, in 0,05M TBS, pH 8,0
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mit Nickel:

0,05% DAB =1 ml 1%DAB-L6sung + 100 ml 1% H.0, + 18,9 ml 0,05M TBS, pH 8,0

+ 40 mg Ammonium-Nickelsulfat

-3 mal in 0,1M PBS, pH 7,4 waschen je 10 min

e Nisslfarbung fiir Gefrierschnitte

* Farblosung: 0,5g Kresylviolett in 100 ml aqua dest., pH 7,4

* Entfetten:

- aufsteigende Alkoholreihe: - 70% jeweils 5 min
- 90%
- 96%
- 100%
- Xylol 2 mal 10 min
- absteigende Alkoholreihe: - 100% jeweils 5 min
- 96%
- 90%
- 70%

-aqua dest. 5 min
Farblosung: 5— 10 min
2 Tropfen Eisessig in 100 ml aqua dest. 1 min

- aufsteigende Alkoholreihe: - 70% jeweils 5 min

- 90%

- 96% (Abwarten, bis Farbung hell genug)

- 100%

- Isopropanol 2 mal 5 min
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- Xylol 2 mal 15 min
- Eindeckeln in DPX

e Nisslfarbung fiir Gefrierschnitte

* Farblosung: 0,5g Kresylviolett in 100 ml aqua dest., pH 7,4

* Entfetten:

- Xylol 2-3 mal 15 min
- absteigende Alkoholreihe: - 100% jeweils 10 min
- 96%
- 90%
- 70% (Uber Nacht, falls nétig)
- aqua dest. 2 mal 5 min
- Farblésung: 5— 10 min
- 2 Tropfen Eisessig in 100 ml aqua dest. 1 min
- aufsteigende Alkoholreihe: -70% jeweils 5 min
- 90%
- 96% (Abwarten, bis Farbung hell genug)
-100%
- Isopropanol 2 mal 5 min
- Xylol 2 mal 15 min

- Eindeckeln in DPX
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Schematisierte Ansicht der Augenmuskeln beim Menschen
Orbitale und globale Schicht des Augenmuskels
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Zusammenfassende Ubersicht der identifizierten Neurone
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