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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Verletzung des Nervensystems kann schwerwiegende Folgen haben. Nach einer
Schadigung des zentralen Nervensystems kommt es nur zu einer sehr geringfugigen,
meist nicht funktionellen Regeneration und auch im peripheren Nervensystem flhrt
die zwar deutlich bessere Regeneration nicht immer zur Wiederherstellung des
urspriinglichen Zustands. Somit sind die neuronalen Regenerationsprozesse ein
wichtiger Bestandteil der medizinischen Forschung und Gegenstand dieser Arbeit.
Dabei spielt nicht nur das Uberleben der verletzten Nervenzellen eine wichtige Rolle,
sondern auch das Wiederauswachsen neuronaler Fortsatze sowie die funktionelle
Wiederherstellung der neuronalen Verkntpfungen. Das Auswachsen der neuronalen
Fortsatze wird sowohl Uber Oberflachenmolekile der nicht-neuronalen Zellen, als
auch Uber verschiedenste sezernierte Faktoren, zu denen die Neurotrophine
gehoéren, gesteuert. Da mit einer Verletzung auch die Entstehung einer
Immunantwort einhergeht, stellte sich die Frage, ob auch die Botenstoffe der
Immunzellen zu den Faktoren gehéren, die das Auswachsen der neuronalen Zellen
beeinflussen kbénnen. Um dieser Frage nachzugehen, wurde ein neuronales
organotypisches Auswachsmodell von Spinalganglien etabliert. Hierbei zeigte sich,
dass die Neurotrophine NGF, NT3 und NT4 im organotypischen Modell ein &hnliches
neuronales Wachstumsmuster induzieren, wie es fir diese Faktoren in neuronalen
Einzelzell-Kulturen bereits beschrieben wurde. AnschlieBend wurde das neuronale
Wachstum unter dem Einfluss ausgewaéhlter Zytokine (IL-1B, IL-6, TNFa, IFNy und
IL-4) in Kombination mit NGF, NT3 und NT4 analysiert. Um zu untersuchen, ob die
Zytokine den gleichen Effekt auf Neurone des zentralen Nervensystems austben,
wurde das organotypische entorhinale Kortex Auswachsmodell zur Analyse
herangezogen. In beiden angewandten Modellen zeigte sich, dass die Zytokine das
neurotrophinabhangige Wachstum verandern konnten, im PNS und ZNS jedoch
unterschiedliche Wirkungen haben kénnen und auch die Konzentration der Zytokine
entscheidend flr deren Effekt ist. So konnte IL-1B nur im ZNS-Modell, IFNy dagegen
nur im PNS-Modell in hoher Dosierung das Wachstum steigern. IL-6 steigerte das
Wachstum in beiden Modellen, wobei es diesen Effekt im PNS-Modell nur bei
geringer Dosierung, im ZNS-Modell jedoch bei hoher Dosierung hervorrufen konnte.
TNFo reduzierte das Wachstum im PNS-Modell sowohl in geringer als auch in hoher
Konzentration, wohingegen es im ZNS-Modell das Wachstum nur in geringer
Dosierung steigern konnte. Im PNS-Modell wurde das Wachstum durch IL-4
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Zusammenfassung

unterschiedlich beeinflusst. In niedriger Dosierung kam es zu einer Reduktion, in
hoher Dosierung zu einer Stimulation des neuronalen Auswachsens. Weitergehend
wurde der Einfluss der Zytokine auf die Aktivierung von bekannten Neurotrophin-
Rezeptor-Signalkaskaden in kortikalen Einzelzell-Kulturen untersucht. Hierzu wurde
die NT3-abhangige Aktivierung von PLCy, Akt und MAPKp42/p44 unter dem Einfluss
der Zytokine im Western Blot analysiert. Durch IFNy wurde weder das neuronale
Auswachsen noch die NT3-abhangige Aktivierung der Signalkaskaden verandert.
Waéhrend IL-1B und TNFa im organotypischen ZNS-Modell eine Steigerung des
Auswachsens bewirkten, flhrten sie in den Einzelzell-Kulturen zu einer verminderten
NT3-abhangigen Aktivierung von Akt bzw. PLCy. Dies lasst vermuten, dass der
wachstumssteigernde Effekt der Zytokine durch andere Zellen bzw. auf anderen
Wegen als den hier untersuchten Signalkaskaden hervorgerufen wird. Die durch IL-6
hervorgerufene Wachstumssteigerung scheint unabhangig von der NT3-induzierten
Aktivierung von PLCy und Akt zu sein, kénnte aber Uber die MAPK-Signalkaskade
vermittelt werden. Durch IL-4 konnte eine verstarkte NT3-abhangige Aktivierung von
MAPK induziert werden, die fir die beschriebene Stimulation des neuronalen
Wachstums durch IL-4 verantwortlich sein kénnte.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die hier untersuchten Zytokine das
neurotrophinabhdngige Wachstum von geschadigten neuronalen Zellen im
organotypischen Modell beeinflussen kénnen. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass diese Effekte sowohl vom Neuronentyp als auch von der Zytokin-
Konzentration abhangig sind. Fir die kortikalen Einzelzellen konnte gezeigt werden,
dass diese Modulationen zum einen durch direkte Interaktionen der Zytokine mit den
Neurotrophin-Signalkaskaden in Nervenzellen hervorgerufen werden, und zum
anderen auch Uber einen indirekten Einfluss der Zytokine, z.B. auf nicht-neuronale
Zellen, bzw. Uber andere Signalbegebenheiten erfolgen kénnen. Somit scheint die
Immunantwort bei einer Verletzung das Regenerationsverhalten der Neurone mit zu
beeinflussen. Um diese Einflisse auch fir therapeutische MaBnahmen einsetzen zu
kbnnen, missen die Interaktionen der Zytokine auf das neuronale
Wiederauswachsen noch detaillierter untersucht werden.
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Summary

Summary

The injury of the nervous system can have sever consequences. After damage of the
central part (CNS) regeneration occurs only marginally and even in the peripheral
nervous system (PNS), where regeneration is more pronounced, complete functional
recovery can not always be observed. Therefore, neuronal regeneration processes
are an important aspect in clinical research. Not only survival of damaged neurons,
but also neurite re-growth and functional recovery are of main interest. Neurite
outgrowth is confered by some surface molecules of surrounding non-neuronal cells,
as well as by secreted factors, e.g. like the neurotrophins. Since an injury is
accompanied by an immune reaction the question in this work was if secreted factors
of immune cells could also influence the neurite outgrowth of damaged neurons and
if they have similar effects on neurons of the central and peripheral part of the
nervous system. As a model for the PNS an organotypic outgrowth assay of dorsal
root ganglia (SG) was established and the influence of the neurotrophins NGF, NT3,
and NT4, was analysed. The aforementioned neurotrophins induced the same
neurite outgrowth pattern in the organotypic outgrowth model as has been described
for single cells. For the CNS neurite outgrowth explants from entorhinal cortex (EC)
were analysed. The influence of selected cytokines (IL-1p, IL-6, TNFa, IFNy, IL-4) on
neurite outgrowth was determined. All tested cytokines somehow modulated the
neurotrophin dependent outgrowth. IL-13 stimulated only neurite outgrowth in the
CNS model while IFNy had the same effect only in the PNS model. IL-6 enhanced
the outgrowth in both models; in low doses for the DRG neurons and in high doses
for the EC neurons. TNFa reduced neurite growth in the PNS model at both
concentrations, stimulation in the CNS model occurred only at low doses. IL-4
modulated neurite outgrowth of DRG neurons differently. At low doses, neurite
outgrowth was decreased, while at high concentration neurite outgrowth was
increased. Since cytokines modulate neurotrophin dependent outgrowth, their
influence on some known neurotrophin receptor signaling cascades in single cell
cultures of cortical neurons was examined. The NT3 dependent activation of PLCy,
Akt and MAPK after cytokine treatment of the neurons was determined by Western
blot. IFNy had neither effects on the neurite outgrowth, nor on NT3 dependent
activation of the analysed signaling cascade members. Although IL-18 and TNFa
stimulated outgrowth in the organotypic CNS model they reduced NT3 dependent

activation of Akt and PLCy, respectively in single cell cultures. Those findings admit
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Summary

the presumption that growth stimulating modulation of these cytokines is mediated by
other effects. The IL-6 induced outgrowth stimulation seemed to be independent of
the NT3 conferred activation of PLCy and Akt but may be negotiated by the MAPK
signalling cascade. Treatment with IL-4 results in enhanced NT3 dependent MAPK
activation, most likely leading to the stimulation of neurite outgrowth through IL-4.

In conclusion, that the five analysed cytokines all influence the neurotrophin
dependent neurite outgrowth of damaged neurons in organotypic outgrowth assays.
The cytokines modulate the re-growth dependent on their concentration and on the
neuron type. For the cortical single cells it was shown, that the effects can be
mediated by direct interaction of cytokines with the neurotrophin receptor signalling
cascades as well as by indirect interactions, most likely with non-neuronal cells, or
other signalling events.

Hence, the concomitant immune reaction in injured nervous systems seems to have
an impact on neuronal regeneration. In order to apply these functions in therapeutical
methods, the interaction of the cytokines with the neurite outgrowth needs to be
studied in more detail.
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Einleitung

1. Einleitung

Die komplexen Vorgange der Regeneration nach einer Verletzung des
Nervensystems (NS) sind noch nicht bis ins letzte Detail verstanden. Heutzutage sind
viele Faktoren, die das Regenerationsverhalten beeinflussen, wie z.B. die Expression
verschiedener extrazellularer Matrixmolekile durch die Bindegewebszellen, die
Sekretion von Wachstumsfaktoren sowie diverse neuronale Signalkaskaden
beschrieben. Durch eine Verletzung kommt es nicht nur zur direkten Schadigung der
Zellen, sondern auch zur Aktivierung des Immunsystems. Die ausgeldste
Immunreaktion dient primar der Eliminierung von eingedrungenen Fremdkdérpern und
abgestorbenen Zellen. Hier stellt sich die Frage, ob — und wenn ja, wie — Botenstoffe
der Immunzellen auch das Wiederauswachsen von verletzten Nervenzellen
modulieren kénnten. Im Folgenden sollen deshalb Einblicke in das Nervensystem
und Immunsystem sowie in einige bekannte Interaktionen zwischen diesen Systemen

gegeben werden.

1.1. Nervensystem

Uber das Nervensystem kommt es zur Wahrnehmung von Reizen und zur
koordinierten Reaktion auf diese Informationen. In héheren Organismen wird es in
das zentrale (ZNS) und periphere (PNS) Nervensystem unterteilt. Zu dem ZNS
werden das Gehirn und Rlickenmark zusammengefasst, alle neuronalen Bereiche
auBerhalb des ZNS werden als PNS bezeichnet. Das ZNS gliedert sich in die graue
Substanz (Zellkérper der Neurone) und die weiBe Substanz (Zellfortsatze der
Neuronen). Das PNS besteht zu einem GroBteil aus Zellfortsétzen, deren Zellkérper
im ZNS liegen. Es sind jedoch auch Zellkérper von Neuronen im peripheren
Nervensystem vorhanden, welche in den Spinalganglien und vegetativen Ganglien
liegen. Das Nervensystem setzt sich aus Nerven- und Gliazellen zusammen, wobei
die Gliazellen als Binde- bzw. Stitzgewebe dienen und sich im PNS und ZNS
unterscheiden. Im PNS besteht das Stlitzgewebe hauptsachlich aus Schwann-Zellen,
welche die neuronalen Fortsatze ummanteln (Markscheide). Im ZNS setzen sich die
Gliazellen aus Astrozyten (Stutzfunktion, Austausch von Nahrstoffen und
Stoffwechselprodukten, Blut-Hirn-Schranke), Oligodendrozyten (Ummantelung der
neuronalen Fasern), Mikroglia (Makrophagen) und Ependymzellen (Trennung von

Liquor und Hirngewebe) zusammen (Trepel 2008).
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Einleitung

Nervenzellen bestehen aus dem Zellkérper (Perikaryon), der den Zellkern enthalt und
einem oder mehreren Fortsatzen (Neuriten). Die Fortsatze werden in Dendriten und
Axone unterteilt. Wahrend die Dendriten fir die Aufnahme eines Reizes
verantwortlich sind, dient das Axon der schnellen Weiterleitung eines Reizes. Es gibt
vier unterschiedliche Neuronentypen. Multipolaren Neurone besitzen ein Axon und
mehrere Dendriten, die ihren Ursprung am Zellkérper haben, wohingegen bipolare
Neurone ein Axon und einen Dendriten aufweisen. Bei den pseudounipolaren
Neuronen entspringt nur ein Fortsatz aus dem Zellkern, der sich in einen
dendritischen und axonalen Teil aufspaltet. Unipolaren Neuronen fehlt der Dendrit
(Trepel 2008).

1.1.1. Neuronale Strukturen der Auswachsmodelle

Im Folgenden werden die Spinalganglien und der entorhinale Kortex, die in dieser
Arbeit im Rahmen neuronaler Auswachsmodelle untersucht wurden, naher

beschrieben.

1.1.1.1. Spinalganglien (SG)

Die Spinalganglien liegen im Zwischenwirbelloch und werden von einer Ausstilpung
der Rickenmarksh&aute umschlossen. In den Spinalganglien liegen die Zellkérper der
sensorischen Nervenzellen (Abb. 1). Es handelt sich hierbei um pseudounipolare
Neurone, die aus bipolaren Vorlauferzellen entstehen. Wahrend der weiteren
Entwicklung kommt es zur Vermehrung des Zytoplasmas sowie einer exzentrischen
Verlagerung des Zellkerns und die beiden Fortséatze ricken naher zusammen. Sie
verschmelzen zu einem gemeinsamen Stamm, der sich in einiger Entfernung vom
Perikaryon in ein zentrales und peripheres Axon teilt. Beide Fortsatze weisen die
Feinstruktur von Axonen auf und besitzen eine Markscheide. Die zentralen Fortsatze
bilden im Rickenmark die Hinterwurzel, die peripheren Fortsatze bilden zusammen
mit den Fasern der Vorderwurzel (motorische Fasern) den Spinalnerv. Uber den
peripheren Teil des Neuriten werden Signale aus der Haut, den Eingeweiden sowie
der Muskulatur aufgenommen und direkt an den zentralen Teil des Neuriten
weitergeleitet. Im ZNS erfolgt die Ubertragung des Signals auf sekundare Neurone,
welche das Signal zur weiteren Verarbeitung im ZNS verteilen. In jedem SG sind
Neurone vorhanden, welche Haut, Muskeln und Eingeweide innervieren (Kirstein et
al. 2002).
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Abb.1: Spinalganglion mit sensiblen und motorischen Nervenfasern (modifiziert nach Waldeyer)
Periphere Sinnesreize aus der Haut, den Eingeweiden und der Muskulatur werden Uber sensorische
Nervenfasern ins ZNS weitergeleitet, dort umgeschaltet und Uber die motorischen Fasern zurick in die

Peripherie transportiert, wo sie in den Zielorganen eine Reaktion hervorrufen.

Uber die sensorischen Fasern kénnen verschiedenen Wahrnehmungen erfolgen.
Zum einen fOhren unterschiedliche Rezeptoren in der Haut zur Wahrnehmung von
Druck (Mechanorezeptoren), Temperatur (Thermorezeptoren) und Schmerz
(Nocizeptoren). Uber Propriorezeptoren in der Muskulatur, Sehnen etc. kommt es zur
Wahrnehmung der Position des Kérpers, von Bewegung, tiefem Schmerz und Druck.
Zum anderen kommt es Uber die interozeptiven Rezeptoren in den Eingeweiden und
GefaBwanden zu mechanischen, chemischen und thermischen Wahrnehmungen, die
fir die Regulierung der Funktionen der inneren Organe und GeféBe von Bedeutung
sind (Anatomie Bennighoff 1994). Neurone mit dem gr6Bten Zellkérperdurchmesser
und stark myelinisierten Axonen sind in der Regel propriozeptiv. Neurone mit den
geringsten Durchmesser des Zellkérpers haben meist unmyelinisierte oder nur sehr
gering myelinisierte Axone und sind nocizeptiv, wohingegen die Axone von Neuronen
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mit mittlerem Zellkdrperdurchmesser oftmals stark myelinisiert sind und verschiedene
Rezeptoren in der Haut innervieren (Kirstein et al. 2002). Die zentralen Fortsatze der
nocizeptiven Neurone wachsen nur Uber eine kurze Distanz von ein bis zwei
Segmenten nach der Eintrittsstelle weiter und enden in der auBeren Schicht der
Hinterwurzel. Dagegen wachsen die Fortsatze der propriozeptiven Fasern weiter in
das Rlckenmark ein oder enden in den tieferen Schichten in der Hinterwurzel
(Donnerer et al. 2003).

1.1.1.2. Entorhinaler Kortex (EC)

Das GroBhirn lasst sich in zwei Hemispharen gliedern, die sich aus der auBeren
GroBhirnrinde (Kortex) und den im Marklager befindlichen Kernen (Basalganglien)
zusammensetzt. Die GroBhirnrinde wird entwicklungsgeschichtlich in drei Kategorien
unterteilt, den Paleokortex (Strukturen des Riechhirns), Archikortex (Hippokampus)
und Neokortex (alle anderen Kortexareale).

Abb.2: Entorhinale-hippokampale Formation (modifiziert nach Cayal 1901)
Schematische Darstellung des entorhinalen Kortex (EC) mit seinen Afferenzen (Tractus perforans) in

die hippokampale Formation (HF).

Der Neokortex nimmt beim Menschen fast die gesamte Hemispharenoberflache ein
und setzt sich aus zwei Haupttypen von Neuronen zusammen, den Pyramidenzellen
(Projektionsneurone, ca. 85%) und den Nicht-Pyramidenzellen (Interneurone,
ca.15%). Er weist eine typische sechsschichtige Architektur auf. Die auBerste Schicht
(Lamina) | enthalt wenig neuronale Zellen aber viele Fortsatze sowie viele Gliazellen.
In der Lamina Il (duBere Kornerschicht) sind viele kleine Zellen vorhanden
(Interneurone und Pyramidenzellen). Die Lamina Ill (duBere Pyramidenzellschicht)
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enthalt groBe Zellen, die sehr locker verteilt sind. In der Lamina IV (innere
Kérnerzellschicht) sind vorwiegend Interneurone und in der Lamina V (innere
Pyramidenzellschicht) vorwiegend groBe Pyramidenzellen lokalisiert. In der Lamina
VI (Spindelzellschicht) befinden sich polymorphe Zellen, viele Interneurone und
modifizierte Pyramidenzellen (Trepel 2008). Der entorhinale Kortex (EC) ist eine
kleine Region des Neokortex, der im medialen Temporallappen liegt und Teil des
limbischen Systems ist, das fir zahlreiche emotionale, intellektuelle und triebhafte
Leistungen mitverantwortlich ist. Er wird als Knotenpunkt zwischen der
hippokampalen Formation und verschiedenen Feldern des Kortex beschrieben
(Canto et al. 2008). In der Lamina IV sind im EC keine Zellkdrper lokalisiert und sie
wird hier auch als Lamina dissecans bezeichnet (Canto et al. 2008). Uber den
Tractus perforans stellen die Axone der Pyramidenzellen aus der Lamina Il und Il
des EC die wichtigsten Innervationen des Hippokampus her (Abb. 2) (Amaral et al.
1989).

1.2. Nervenwachstum

Das Zytoskelett der Nervenzellen setzt sich aus unterschiedlichen Proteinfilamenten
zusammen. Actin-Filamente bilden eine flexible Struktur, sind an der
Plasmamembran konzentriert und geben der Zelle ihre duBere Gestalt. Die starreren
Mikrotubuli sind fir den intrazellularen Transport und die Lokalisierung von
membranstandigen Organellen verantwortlich, Intermediar-Filamente geben der Zelle
ihre mechanische Stabilitat (Alberts 2008).

Das Wachstum neuronaler Fortsatze findet in den Wachstumskegeln statt, die sich
am Ende eines jeden Fortsatzes befinden. In der Membran der Wachstumskegel
befinden sich viele verschiedene Rezeptoren, Uber die das Wachstum gesteuert
werden kann. Zum einen wird das Wachstum von den Oberflachenmolekiilen des
Substrates, auf dem die Zelle wachst, und zum anderen von vielen léslichen
Faktoren in der Umgebung beeinflusst. Die Elongation der Nervenfasern hangt
sowohl von der Dynamik und Struktur der Actin-Filamente als auch der Mikrotubuli im
Wachstumskegel ab. Uber unterschiedliche intrazellulare Regulatoren kommt es zum
Auf- und Abbau der Actin-Filamente (Alberts 2008). Beispielsweise sind die kleinen
Rho GTPasen Ras-related C3 botulinum substrate (Rac), Cell division cycle 42
(Cdc42) und Ras homologous member A (RhoA) sind an der Bildung des Actin-
Zytoskeletts beteiligt (Burridge et al. 2004). Diese GTPasen regulieren lokal
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Polymerisation und Depolymerisation des Actin Zytoskeletts, wobei Rac und Cdc42
die Polymerisation und RhoA die Depolymerisation der Actin-Filamente induzieren
(Nikolic et al. 2002), indem sie die Aktivierung der Actin-bindenden Proteine
ADF/Cofilin regulieren (Meberg 1998). Die Aktivierung von ADF/Cofilin kann jedoch
auch unabhangig von den kleinen Rho GTPasen reguliert werden (Meberg 1998).

1.3. Neurotrophe Faktoren

Zu den léslichen Faktoren, die das Wachstum der neuronalen Fortsatze stimulieren
kénnen, gehdren die neurotrophen Faktoren. Diese beeinflussen nicht nur das
Auswachsen der Nervenzellen, sondern auch deren Differenzierung, synaptische
Plastizitat, Neurotransmission sowie das Uberleben der Zellen. Meist kénnen sie
nicht nur auf Neurone, sondern auch auf andere Zelltypen einwirken (Lykissas 2007).
Zu den neurotrophen Faktoren gehdren die Neuropoetische Zytokine, Fibroblasten-
Wachstumsfaktoren FGF, Transformierende Wachstumsfaktoren TGF, Insulin-
ahnliche Wachstumsfaktoren (IGF) sowie die Neurotrophine (NT) (Lykissas 2007),
auf die im Weiteren n&her eingegangen wird.

1.3.1. Neurotrophine

Zur Klasse der Neurotrophine in Saugetieren gehéren der nerve growth factor (NGF),
brain derived neurotrophic factor (BDNF), Neurotrophin-3 (NT3) und Neurotrophin-4
(NT4) (Huang et al. 2001). Sie weisen eine hohe Homolgie in ihren
Aminosauresequenzen auf. lhr Vorhandensein innerhalb anderer Spezies spricht
daflir, dass sie alle aus einem urspringlichen Vorlaufergen entstanden sind
(Hallb6oék 1999). Als erster Faktor wurde NGF als sezerniertes Protein beschrieben,
welcher das Uberleben und Auswachsen von sympathischen und sensorischen
Neuronen steigerte (Levi-Montalcini und Hamburger 1954). Als nachstes wurden
BDNF (Barde et al. 1982), NT3 (Hohn et al. 1990) und schlieBlich NT4 (lp et al. 1992)
beschrieben. Neurotrophe Faktoren werden als Pro-Formen mit ca. 200
Aminosauren synthetisiert; durch Proteolyse der N-terminalen Pro-Doméane entsteht
das ,reife’ Protein mit ca. 120 Aminsauren (Ernfors 2001). Diese Neurotrophin-
Proteine bilden Uber nicht-kovalente Bindungen homodimere Komplexe (Lewin et al.
1996) und werden von der Zelle sezerniert. Neurotrophine werden von
verschiedensten Zellen wie z.B. Neuronen, Schwann-Zellen, Astrozyten,
Fibroblasten, Mikroglia, Mastzellen, Makrophagen, B- und T-Zellen, enterischen
Gliazellen, Haut- und Muskelzellen synthetisiert (Das et al. 2001, Ernfors et al. 2001,

17



Einleitung

Oren et al. 2004, Hattori et al. 1993, Heese et al. 1998, Leon et al. 1994,
Kerschensteiner et al. 1999, Braun et al. 1998, Hendrix et al., in Revision, von Boyen
et al. 2006, Blasing et al. 2005, Sherer et al. 1998). Ihre Expression kann durch
diverse Faktoren, wie z.B. Schilddriisen-Hormone (Koibuchi et al. 1999), Steroide
(Toran-Allerand et al. 1999), inflammatorische Zytokine (Lindholm et al. 1987) sowie

durch andere Faktoren beispielsweise TGF (Buchman et al. 1994) reguliert werden.

1.3.2. Rezeptoren der Neurotrophine

Neurotrophe Faktoren aktivieren sowohl die Rezeptoren der tropomyosin-related
kinases (Trk), die zu den Tyrosinkinasen gehéren, als auch den p75-Neurotrophin-
Rezeptor (p75"""; TNF-R2), der zur Klasse der Tumornekrosefaktor-Rezeptor
Superfamilie zahlt. Der p75""" ist in der Lage, sowohl die Pro-Formen als auch die
ausgereifte Form der Neurotrophine zu binden (Lee et al. 2001). Uber den p75"™"
Rezeptor werden zum einen Signalwege reguliert, die das Uberleben der Zellen
steuern, zum anderen kann er die Affinitdt der Trk-Rezeptoren zu ihren Liganden
beeinflussen (Lee et al. 2001). Trk-Rezeptoren kdénnen nur Gber die ausgereiften
Formen der Neurotrophine aktiviert werden. NGF bindet als Ligand mit hoher Affinitat
den TrkA-Rezeptor, BDNF und NT4 stellen hoch-affine Liganden des TrkB-Rezeptors
dar, NT3 bindet dagegen mit hoher Affinitdt den TrkC-Rezeptor sowie mit geringerer
Affinitat an die TrkA- und TrkB-Rezeptoren (Huang et al. 2003).

1.4. Trk-Rezeptoren

1.4.1. Expression der Trk-Rezeptoren auf neuronalen Zellen

Die drei Trk-Rezeptoren werden auf unterschiedlichen Neuronen exprimiert. So sind
die TrkB- und TrkC-Rezeptoren hauptsachlich auf Neuronen exprimiert, die
spezifischere dendritische und axonale Felder innervieren und der TrkA-Rezeptor auf
Neuronen, die gréBere, Uberlappende dendritische Felder mit heterogenen
Verbindungen innervieren. Sowohl TrkB- als auch TrkC-Rezeptoren sind nahezu auf
allen neuronalen Zellen des ZNS sowie auf den Mechanorezeptoren im Innenohr,
den propriozeptiven Neuronen der Spinal- und Trigeminalen Ganglien sowie den
vestibularen und cochlearen Ganglien exprimiert. TrkA-Rezeptoren sind auf den
nocizeptiven Neuronen der Spinalganglien und Trigeminalen Ganglien sowie auf den
Neuronen der sympathischen Ganglien, den cholinergen Neuronen im basalen
Vorderhirn und einigen Neuronen im Hirnstamm exprimiert (Bartheld et al. 2006). In
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den genicularen, petrosalen und nodosalen Ganglien sind alle drei Trk-Rezeptoren
exprimiert (Bartheld et al. 2006).

Im Laufe der Entwicklung veréandern die Neurone der Spinalganglien ihre Trk-
Rezeptor-Expressionsmuster. Haben die neuronalen Fortsatze noch keinen Kontakt
zu ihrem Innervationsort, so exprimieren fast alle Zellen den TrkC-Rezeptor. Nach
Innervation des Zielorgans kommt es in der Mehrzahl der Zellen zu einem
Expressionswechsel von TrkC zu TrkA (Molliver et al. 1997, Kirstein et al. 2002). Die
kleinen nocizeptiven Neurone exprimieren hauptsachlich den TrkA-Rezeptor, die
mittleren taktilen Neurone den TrkB-Rezeptor und die groBen propriozeptiven
Neurone den TrkC-Rezeptor (Edstrém et al. 1996).

1.4.2. Struktur der Trk-Rezeptoren

Die spezifischen Neurotrophin-Rezeptoren werden in die drei Formen TrkA, TrkB und
TrkC unterteilt, die sich durch die Spezifitdt des Liganden und leichte strukturelle
Abweichungen unterscheiden. Die grundlegende Struktur ist in Abb. 3 dargestellt. In
der extrazellularen Doméne befinden sich zwei Cystein-Cluster (C), eine Leucin-
reiche Region (LRR) und zwei Immunglobulin-&hnliche (lg) Bereiche (Schneider et al.
1991), gefolgt von einem einzelnen transmembrandsen Bereich. Intrazellular befindet
sich eine Tyrosinkinase-Domane sowie mehrere Tyrosin-haltige Motive (Huang et al.
2003). Sowohl im extra- als auch im intrazelluldren Bereich kénnen unterschiedliche
Insertionen  auftreten. Eine kurze Insertion in den extrazellularen,
membranangrenzenden Bereich der TrkA- und TrkB-Rezeptoren fihrt dazu, dass sie
nicht nur Uber die spezifischen Liganden NGF bzw. BDNF und NT4 aktiviert werden
kénnen, sondern dartiber hinaus auch durch NT3 (Clary et al. 1994, Strohmaier et al.
1996). Weiterhin gibt es fir TrkB- und TrkC-Rezeptoren unterschiedliche
SpleiBvarianten, wobei in den kurzen SpleiBvarianten meist die Tyrosinkinase-
Domane fehlt. Die kurzen SpleiBvarianten kénnen unterschiedliche Funktionen
haben. Zum einen dienen sie als Inhibitoren der Trk-Signalkaskaden, da sie die
Dimerisierung der langen Varianten verhindern (Eide et al. 1996), zum anderen
kénnen Uber sie auch Signalkaskaden aktiviert werden (z.B. Gber Rac1) (Baxter et al.
1997, Esteban et al. 2006). Die Bindung der neurotrophen Faktoren erfolgt Gber die
zweite Ig-Domane (Urfer et al. 1995).
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Uberleben, Auswachsen, Differenzierung

Abb. 3: Schematische Darstellung der Trk-Rezeptoren und ihrer Signalkaskaden.
(Modifiziert nach Huang et al. 2003)

Der extrazellulare Teil der Trk-Rezeptoren besteht aus Cystein-Clustern (C), Leucin-reichen Regionen
(LRR) und Immunglobulin-ahnlichen (Ig) Doméanen. Im intrazelluldren Teil befindet sich eine
Tyrosinkinase-Domane und weitere Tyrosine, Uber die verschiedene Signalkaskaden aktiviert werden

kénnen, die das neuronale Uberleben, Auswachsen und die Differenzierung steuern.

Fir die Aktivierung der unterschiedlichen Signalkaskaden ist die Ausbildung von
Rezeptordimeren notwendig, die durch die Bindung der Neurotrophine induziert wird.

Bei der Dimerenbildung sind alle Bereiche im extrazellularen Teil beteiligt.

1.4.3. Signaltransduktion durch Trk-Rezeptoren

Als Signaltransduktion wird die Umwandlung eines extrazellularen Signals in
intrazellulare biochemische Prozesse bezeichnet. Dies kann durch membranstandige
Rezeptorproteine erfolgen, die durch die Bindung eines extrazellularen Liganden
aktiviert werden und dieses Signal Uber verschiedenste Kaskaden in die Zelle
weiterleiten, wo es als Reaktion zur veranderter Genexpression und Proteinsynthese,
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sowie zu Veranderungen des Zytoskeletts kommen kann (Janeway 2008). Im
Folgenden werden einige Signalkaskaden beschrieben, die durch die Bindung von
neurotrophen Faktoren an den Trk-Rezeptor ausgelést werden. Es handelt sich
hierbei um Signalkaskaden, die auch durch andere Rezeptor/Liganden-Interaktionen
ausgel6st werden kénnen.

Die Dimerisierung des Trk-Rezeptors fihrt zur Autophosphorylierung verschiedener
Tyrosine im intrazellularen Bereich und resultiert in der Phosphorylierung und
Aktivierung verschiedener zytoplasmatischer Signalmolekile, die durch Ras,
Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) und die Phospholipase Cyl (PLCy1) gesteuert
werden. Uber verschiedenste Adaptorproteine kann Ras (gehért zur Familie der
kleinen G-Proteine) aktiviert werden, welches wiederum die MAP (mitogenaktivierte
Protein) Kinasen-Kaskade aktivieren kann (Abb. 3). MAP-Kinasen sind kleine
Proteine (42-56 kDa), die an einem Tyrosin- und Threoninrest phosphoryliert werden
(Pearson et al. 2001). Am Anfang der MAP-Kaskade wird die MAP3K (z.B. Raf)
aktiviert, welche wiederum die MAP2K (z.B. MEK) aktiviert und schlieBlich die
Aktivierung der MAPK (z.B. MAPKp42/p44) zur Folge hat (English et al. 1999). Uber
die MAP-Kinasen kénnen weitere Proteinkinasen wie z.B. Rski1/2, Mnk1/2, die
PhospholipaseA; und Transkriptionsfaktoren wie z.B. CREB, c-Jun, c-FOS und STAT
aktiviert werden. Die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren erfolgt nach der
Translokation der MAP Kinasen in den Zellkern (Pearson et al. 2001). Diese
Signalkaskaden sind am neuronalen Auswachsen von PC12-Zellen (Cowley et al.
1994), sympathischen Neuronen (Atwal et al. 2000), SG-Neuronen (Markus et al.
2002a) und kortikalen Neuronen (Hao et al. 2004), sowie an der Regulierung der
Differenzierung und an der Steuerung des Uberlebens beteiligt (Huang et al. 2001).
Die Aktivierung der PI3K kann sowohl Ras-abhangig (Vaillant et al. 1999) als auch
Ras-unabhangig (Yamada et al. 1997, Holgado-Madruga 1997) Uber verschiedene
Adaptorproteine erfolgen (Abb. 3). Unter anderem flhrt die Aktivierung der PI3K zur
Bildung von phosphoryliertem Inositoltrisphosphat (pIP3), welches die Proteinkinase
B (Akt) aktiviert, die wiederum die glycogen synthase kinase 3B (GSK-3p) inhibiert
und somit zur Axon-Elongation beitragt (Cosker et al. 2007). Die Aktivierung von Akt
ist notwendig, um das Auswachsen in der Tumorzelllinie PC12 (Kim et al. 2004),
sympathischen Neuronen (Atwal et al. 2000), SG-Neuronen (Zhou et al. 2004) und
hippokampalen Neuronen (Cosker et al. 2008) zu steuern. Des weiteren ist Akt ein
wichtiges Molekiil in den Signalkaskaden, die fiir das Uberleben der Zellen
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verantwortlich sind (Reichardt et al. 2006). PLCy1 wird direkt Gber den Trk-Rezeptor
aktiviert (Abb. 3) und fuhrt zur Bildung der second messenger Inositoltrisphosphat
(IP3) und Diacylglycerol (DAG). Uber IP3 wird die Freisetzung von zytoplasmatisch
gespeicherten Calcium-lonen (Ca®*) reguliert, was zu einer erhdhten Sensibilitét
gegentber mechanischen und temperaturabhangigen Reizen fihrt. Weiterhin
kdnnen IP3 und DAG verschiedene Ca®**-abhangige Enzyme wie z.B. Proteinkinase
C (PKC)-Isoformen aktivieren, die zu einer Ras-unabhangigen Aktivierung von
MEK1/2 und MAPKp42/p44 fiihren kénnen (Corbit et al. 1999). PLCy1 ist an der
Regulierung des Auswachsens von PC12-Zellen (Kiss et al. 2006, Nishimura et al.
2008) beteiligt.

Je nach Zelltyp kénnen alle Signalkaskaden das Uberleben, Auswachsen und die
Differenzierung der neuronalen Zellen beeinflussen (Patapoutian et al. 2001, Huang
et al. 2003, Reichardt et al. 2006). Uber diese Signalkaskaden wird auch die Aktivitat
von verschiedenen G-Proteinen bzw. deren Austausch-Faktoren (guanin-nucleotide
exchange factors, GEFs) gesteuert, die ebenfalls neuronales Wachstum regulieren
(Liu et al. 2001). So kann Rac tber PLCy, PKC und PI3K aktiviert werden (Burridge
et al. 2004), was wiederum zur Polymerisation der Actin-Filamente fihrt und zum
anderen kann MAPK auch ohne die kleinen Rho GTPasen auf ADF/Cofilin wirken
(Meberg et al. 1998).

Im Gegensatz zu vielen anderen Tyrosinkinase-Rezeptoren kdénnen die Trk-
Rezeptoren nach der Internalisierung auch retrograd transportiert werden (Ginty et al.
2002). Fur das Neurotrophin-gesteuerte axonale Wachstum wird sowohl der
retrograden Transport der Signale in den Zellkern benétigt, um die notwendigen
Veranderungen der Genexpression zu steuern, als auch die lokale Aktivierung der
Signalkaskaden, die den Zusammenbau des Zytoskeletts steuern (Markus et al.
2002). Die Internalisierung des NGF/TrkA-Komplexes fihrt in SG-Neuronen,
sympathischen Neuronen und PC12-Zellen zur Aktivierung der MAP-Kinase Erk
(York et. al 2000, Howe et al. 2001, Mclnnis et al. 2002, Zheng et al. 2008), in TrkA-
transfizierten kortikalen Neuronen hingegen zur Aktivierung von Akt (Zheng et al.
2008). Auch die Internalisierung des BDNF/TrkB-Komplexes fuhrt in den kortikalen
Neuronen zur Aktivierung von Akt (Zheng et al. 2008). Dies zeigt, dass durch die
Internalisierung des Trk-Rezeptors in den Neuronen des peripheren Nervensystems
die Aktivierung von Erk und in den Neuronen des zentralen Nervensystems die
Aktivierung von Akt erfolgen kann.
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Die oben beschriebenen Signalkaskaden werden von allen drei Trk-Rezeptoren
aktiviert. Wie kann es nun dazu kommen, dass manche Zellen unterschiedlich auf
den gleichen Stimulus reagieren? Die Ergebnisse von Zheng et al. (2008) sprechen
daflr, dass nicht nur der exprimierte Trk-Rezeptor ausschlaggebend flur die
Aktivierung der unterschiedlichen Signalkaskaden ist, sondern noch andere Molekile
in der Zelle die Aktivierung der Signalkaskaden steuern. Eine Regulation, zu
welchem Zeitpunkt eine Signalkaskade aktiviert wird, und welche Folgen dies fir die
Zelle hat, kann durch die unterschiedlichen Adaptorproteine beeinflusst werden.
Mittlerweile sind Uber 20 verschiedene Adaptorproteine beschrieben worden, die an
den Trk-Signalkaskaden beteiligt sein kdnnen (Arevalo et al. 2006). Da in den
unterschiedlichen Zelltypen verschiedenen Adaptormolekile vorhanden sind, kommt
es zur differenzierten Regulation der NT/Trk Interaktion in jeder Zelle (Huang et al.
2003). Die Adaptorproteine kénnen sich nicht nur in den verschiedenen Zellen
unterscheiden, sondern sind Uberdies innerhalb einer Zelle an unterschiedlichen
Stellen lokalisiert. So kann z.B. eine kurzfristige Aktivierung von Erk durch die Ras-
Raf-Mek-Kaskade durch das Adaptorprotein Shc (Nimnual et al. 1998) und eine
langanhaltende  Aktivierung durch die Rap-Raf-Mek-Kaskade durch das
Adaptorprotein FRS-2 erfolgen (Kao et al. 2001). Die Aktivierung von Ras durch Shc
erfolgt an der Zellmembran, wohingegen die Aktivierung von Rap durch FRS-2 in den
Endosomen erfolgt und somit die Internalisierung des NT/Trk-Komplexes erforderlich
ist (York et al. 2000). FRS-2 ist hauptséachlich in lipid rafts in der Membran lokalisiert,
der Transport des NT/Trk-Komplexes dorthin bendtigt einige Zeit. Kommt es zur
schnellen Internalisierung der NT/Trk-Komplexes, kann die Interaktion mit FRS-2
nicht stattfinden, und nur der Shc Weg wird aktiviert. Dies zeigt, dass sowohl durch
die Internalisierung als auch durch den Transfer der Trk-Rezeptoren in
unterschiedliche Membrankompartimente die Effektivitdt und Dauer der Trk-
induzierten Signalkaskaden gesteuert werden kann.

Die Vernetzung der unterschiedlichen Signalkaskaden, die durch die Trk-Rezeptoren
aktiviert werden kdnnen, und die verschiedenen Reaktionen, die sie in den Zellen
hervorrufen, sind jedoch noch weitaus komplexer als hier dargestellt und bislang
noch nicht bis ins letzte Detail verstanden.
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1.5. Regeneration im PNS und ZNS

1.5.1. Regeneration

Die Schadigung des Nervensystems fihrt zur Degeneration des Gewebes, die mit
dem Zelltod der geschadigten Zellen und der anschlieBenden Regeneration des
Gewebes einhergeht. Kommt es auf Grund einer Verletzung des Nervensystems zur
Unterbrechung der Reizleitungen, kénnen dauerhafte Schaden entstehen. Schaden
des ZNS kdnnen nur sehr rudimentar behoben werden, wohingegen das
Regenerationsverhalten im PNS deutlich héher ist. Aber auch hier kommt es nach
Verletzungen oftmals nicht zur korrekten Re-Innervation. Die Regeneration von
verletzten Nervenbahnen kann durch verschiedene Mechanismen erfolgen. Zum
einen kénnen Axone von intakten Neuronen in das denervierte Gebiet einwachsen
und zum anderen kann regeneratives Auswachsen der verletzten Neuronen erfolgen
(Cui et al. 2006). Ob eine verletzte Nervenzelle erfolgreich regenerieren kann, hangt
jedoch von verschiedenen Faktoren ab. So muss die geschadigte Zelle Uberleben,
der durchtrennte Fortsatz wieder auswachsen und eine funktionelle Re-Innervation
an seinem urspranglichen Ziel erfolgen. Dies ist wiederum von der Art der
Nervenzelle, ihrem Alter, der Art der Verletzung und der Entfernung der Verletzung
vom Zellsoma abhangig (Fansa et al. 2003). Erfolgt die Verletzung der Nervenzellen
direkt am Zellkérper, so stirbt die Zelle ab. Kommt es in einiger Entfernung des
Zellkdrpers zur Verletzung des Neurons, so wird der distale Bereich des Fortsatzes
sowie die umliegende Myelinscheide abgebaut, eine sogenannte Wallersche
Degeneration, und der proximale Bereich kann wieder auswachsen (Stoll et al.
2002). Nach Verletzung des Fortsatzes einer differenzierten neuronalen Zelle kommt
es zu einer ,Umprogrammierung“, bei der ihre Funktion der sensorischen
Wahrnehmung, motorischen Kontrolle oder der autonomen Regulation abgeschaltet
und ein Wachstumsprogramm angeschaltet wird (Snider et al. 2002). Dies wird
hauptsachlich durch die Unterbrechung des retrograden Transports von Signalen
nach einer Verletzung, dem erhdhten Ca?*-Einstrom und anderen Signalen aus der
verletzten Umgebung eingeleitet (Makwana et al. 2005). Nach axonaler
Regeneration und Re-Innervation des Zielgebietes kommt es zur erneuten
Axonreifung (Donnerer et al. 2003). Nicht nur intrinsische Verédnderungen, sondern
auch das umliegende Gewebe bestimmen das AusmaB der Regeneration (Donnerer
et al. 2003).
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1.5.2. Regeneration im PNS

Die meisten Untersuchungen zur Regeneration im peripheren Nervensystem wurden
an Spinalganglien vorgenommen. Hier zeigte sich, dass eine Verletzung des
zentralen Axons nicht zu einer Regeneration flhrte, die Verletzung der peripheren
Axone hingegen schon. Im Weiteren werden die Prozesse nach einer Verletzung des
peripheren Axons dargestellt. Das Regenerationsvermdgen peripherer Nervenfasern
ist relativ hoch. Dies liegt zum einen an der Fahigkeit der Neurone, sich auch nach
der Differenzierung wieder in eine auswachsende Zelle zu verwandeln, und zum
anderen an der wachstumsférdernden Umgebung nach einer Verletzung. So werden
die wachstums-inhibierenden Myelin-Reste, die bei der Wallerschen Degeneration
entstehen, umgehend von den umliegenden Schwann-Zellen und den
einwandernden Makrophagen abtransportiert (Schafer et al. 1996). Es erfolgt eine
Veranderung in der Funktion der Schwann-Zellen, sie werden von myelinisierenden
zu wachstumsférdernden Zellen. Hierbei kommt es zur Dedifferenzierung der
Schwann-Zellen und zur verminderten Expression der Myelin-Proteine (Chen et al.
2007). Die Schwann-Zellen proliferieren, bilden die sogenannten ,Blingnerschen
Bander“ aus, die als Leitschiene fir die regenerierenden Nervenfasern dienen, und
produzieren Wachstumsfaktoren (Fansa et al. 2003). Des Weiteren werden
wachstumsférdernde Molekile der extrazellularen Matrix, wie z.B. Laminin und deren
Rezeptoren, nach einer Verletzung verstarkt von Nervenzellen und Schwann-Zellen
exprimiert (Chen et al. 2002, Hammarberg et al. 2000). Darlber hinaus werden
verstarkt weitere wachstums-férdernde Substanzen wie z.B. Neurotrophine und
Zytokine synthetisiert (Chen et al. 2007). Ein wichtiger Bestandteil der intrinsischen
neuronalen Veranderungen ist die Erhéhung des zyklischen Adenosinmonophosphat
(cAMP)-Levels, welches zu den second messengers gehért. Uber cAMP werden
verschiedene Signalkaskaden reguliert, die am axonalen Wachstum beteiligt sind
(Chen et al. 2007). Wird der cAMP-Level in den Spinalganglien erhéht, so kommt es
auch zur Regeneration der zentralen Axone nach einer Verletzung (Qui et al. 2002).
Die oben beschriebenen Faktoren fihren zur Aktivierung verschiedener
Signalkaskaden, die direkt am distalen Ende des Fortsatzes oder Uber retrograden
Transport im Zellkérper ihre Wirkung entfalten koénnen. Die Aktivierung
verschiedenster Transkriptionsfaktoren im Zellkern fihrt zur Synthese von
regenerationsunterstitzenden Proteinen und Bestandteilen fir den Wiederaufbau

des neuronalen Fortsatzes. Diese Bausteine werden zum Ende des Forisatzes
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transportiert, und Uber die lokalen Signalkaskaden wird das Wachstum reguliert
(Snider et al. 2002). In vivo Auswachsmodelle zeigten, dass die Regeneration von
verletzten Fasern durch die Gabe von neurotrophen Faktoren erhéht werden konnte
(Oudega et al. 1996, Bradbury et al.1999, Ramer et al. 2000, English et al. 2005, Yin
et al. 2001, Lee et al. 2003, Fine et al. 2002, Santos et al. 1999).

1.5.3. Regeneration im ZNS

Im Gegensatz zum PNS kommt es nach einer Verletzung im ZNS nicht zu einer
robusten Regeneration. Sowohl das Umfeld im ZNS als auch die Neurone selbst
tragen dazu bei, denn die neuronalen Zellen des ZNS verlieren wahrend der
Differenzierung die Fahigkeit, wieder komplett auf einen Wachstumsmodus umgepolt
werden zu kdnnen (Goldberg et al. 2002a). Auch das Umfeld im ausgereiften ZNS
fOhrt zu einem verminderten Regenerationsverhalten. Die Blut-Hirn-Schranke
verhindert den massiven Einstrom von Immunzellen nach einer Verletzung in das
zentrale Nervensystem. Somit kann der Prozess des Abbaus von Zelltrimmern nur
durch die residenten Makrophagen (Mikroglia) erfolgen und ist damit deutlich
langsamer als im PNS (Correale und Villa 2004). Der Wundverschluss im ZNS erfolgt
durch die Ausbildung der Glianarbe, die zu einem Grofteil aus Astrozyten besteht.
Diese Glianarbe (Gliose) stellt eine physikalische und biochemische Barriere dar, die
von den Nervenfasern nicht bzw. nur gering durchwachsen werden kann. Weiterhin
kommt es zur Expression von verschiedensten wachstums-inhibierenden
myelinassoziierten Molekllen wie Nogo-A, myelinassoziiertes Glykoprotein (MAG)
und oligodendrozytares Myelin Glykoprotein (OMgp) entlang der Wachstumsroute
der Nervenfasern (Cui et al. 2006). Im Gegensatz zum PNS kommt es im ZNS nicht
zur verletzungsbedingten verstarkten Expression von wachstumsférdernden
Faktoren und deren Rezeptoren (Jones et al. 2001). /n vivo Untersuchungen konnten
jedoch zeigen, dass auch die Regeneration von neuronalen Zellen des ZNS durch
die Gabe von neurotrophen Faktoren gesteigert werden konnte (Bregman et al.
1997, Liu et al. 1999, Jakeman et al. 1998, Schnell et al. 1994, Girill et al. 1997,
Blesch et al. 1999).
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1.6. Immunsystem

Das Immunsystem dient der Abwehr des Organismus gegeniber eingedrungenen
Pathogenen und der Behebung des Gewebeschadens nach einer Verletzung. Alle
Zellen des Immunsystems gehéren zu den weiBen Blutzellen (Leukozyten). Nach
einer Verletzung, Infektion oder lokalen Immunreaktion wird durch das Immunsystem
eine Entzindungsreaktion (Inflammation) hervorgerufen, bei der es zur lokalen
Ansammlung von FlUssigkeit, Plasmaproteinen und weiBen Blutzellen kommt
(Walport et al. 2008).

1.6.1. angeborene und adaptive Immunreaktionen

Nach einer Infektion kénnen zwei unterschiedliche Wege der Abwehr auftreten.
Einerseits kommt es zur unspezifischen (angeborenen) und andererseits zur
spezifischen (erworbenen bzw. adaptiven) Abwehr. Die angeborene Immunitat dient
der ersten und schnellen Abwehr und ist Erreger-unspezifisch. Hier kommt es zur
Phagozytose und Vernichtung des eingedrungenen Erregers sowie zur Sekretion von
Botenstoffen durch Makrophagen, Granulozyten und natirliche Killer (NK) -Zellen.
Nicht alle Erreger kénnen jedoch Uber die angeborenen Abwehrsysteme erkannt
oder vollstandig eliminiert werden. Uber die sezernierten Botenstoffe und eine
antigen-spezifische Aktivierung kénnen Zellen der adaptiven Immunreaktion, die
Lymphozyten, rekrutiert und aktiviert werden. Die Lymphozyten unterteilen sich in B-
und T-Lymphozyten. Die B-Lymphozyten stellen den humoralen Teil der
Immunantwort dar und kénnen Antigene auch auBerhalb von Kdrperzellen erkennen.
Sie tragen als antigen-erkennende Moleklle die Immunglobuline (lg) auf der
Zelloberflache. Nach der spezifischen Aktivierung der B-Zellen differenzieren diese in
Plasmazellen und produzieren in groBen Mengen Antikérper (sezernierte Ig). Diese
Antikérper kdnnen sich an ihre Antigene anlagern (Opsonisierung) und kdnnen
dadurch die Zerstérung eines Erregers durch andere Komponenten des
Immunsystems (z.B. durch Phagozytose oder Aktivierung des Komplementsystems)
sowie die Neutralisierung von Toxinen und Viren erméglichen. Die T-Zellen werden in
die CD4"- und CD8*-Lymphozyten untergliedert und stellen den zellularen Arm der
adaptiven Immunantwort dar. Beide Zellarten erkennen Antigene Uber den
spezifischen T-Zell-Rezeptor auf der Zelloberflache. Hierfir missen die Antigene
jedoch von anderen Zellen prozessiert Uber den Haupthistokompabilitdtskomplex
(MHC) prasentiert werden. Die CD4"-Lymphozyten (T-Helfer-Zellen) kdnnen
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ausschlieBlich durch Antigene aktiviert werden, die von professionellen Antigen-
prasentierende Zellen (APZ), zu denen die dendritischen Zellen, Makrophagen und
B-Lymphozyten gehdren, Uber den MHCII-Komplex prasentiert werden. Sie
differenzieren anschlieBend zu Th1- oder Th2-Effektorzellen und unterstiitzen durch
ein spezifisches Zytokinexpressionsmuster die humorale oder zellvermittelte
Immunantwort. Die Aktivierung der CD8"-Lymphozyten erfolgt Uber die
Antigenprasentation durch den MHCI-Komplex, der von allen Zellen exprimiert
werden kann. Nach der Aktivierung kommt es zur Differenzierung in Richtung
zytotoxischer T(Tc)-Zellen. Einige dieser B- und T-Zellen durchlaufen eine
Differenzierung zur Gedéachtniszelle und kénnen nach erneutem Kontakt mit

demselben Antigen zu einer schnelleren Immunreaktion fihren.

1.6.2. Zytokine

Die komplexen Interaktionen einer Immunantwort werden Uber sezernierte Faktoren
gesteuert, die als Zytokine bezeichnet werden. Sie sind an der Regulation von
verschiedenen Prozessen wie Differenzierung, Proliferation, Reifung und dem
Uberleben von Zellen beteiligt (VoBhenrich et al. 2002). Zytokine sind kurzlebige,
niedermolekulare Proteine die in den extrazellularen Raum sezerniert oder an der
Zelloberflache exprimiert werden. Sie sind Signalmolekiile, die Uber spezifische
Rezeptoren wirken, wobei ein Zytokin meist auf viele Zellen wirken kann (pleiotrop)
und verschiedene Zytokine gleiche Reaktionen in einer Zielzelle auslésen kdénnen
(Arai et al. 1990). Zu den Zytokinen gehéren verschiedene Gruppen wie die
Hamatopoetin-Familie (Wachstumshormone, zahlreiche Interleukine (IL) mit
Funktionen in der angeborenen und erworbenen Immunitat (z.B. IL-4, IL-6), die
Tumornekrosefaktor-Familie (adaptive und angeborenen Immunitat; z.B. TNFa) und
die Interferone (Aktivierung von Makrophagen, z.B. IFNy) (Walport et al. 2008). Im
Weiteren soll auf die Funktion jener flinf Zytokine eingegangen werden, deren
Einfluss auf die neuronale Regeneration in dieser Arbeit untersucht wurde.

Die Zytokine IL-6, TNFa und IL-1B werden hauptsachlich von Makrophagen
sezerniert und sind somit die ersten Zytokine, die bei einer Entzindungsreaktion
auftreten. IL-6 fOhrt zur Lymphozytenaktivierung, zur Produktion von Akute-Phase-
Proteinen und Fieber. TNFa aktiviert Makrophagen und Endothelzellen, induziert
Fieber und verstarkt die lokale Entziindungsreaktion. Uber IL-1B werden sowohl

Makrophagen als auch T-Zellen aktiviert, das umliegende Gewebe zerstért und
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Fieber induziert. Die bei der Entziindungsreaktion aktivierten Makrophagen kdnnen
Uber die Sekretion von Chemokinen zur Rekrutierung von anderen Zellen des
Immunsystems wie z.B. den Neutrophilen und Lymphozyten fihren. IFNy ist ein
Markerzytokin der Th1i-Zellen und fihrt zur Aktivierung von Makrophagen, zur
Hochregulation von MHCI/II Molekilen und hemmt die Th2-Zellen. Da es zur
Induktion der Expression der MHC-Komplexe beitragt, spielt es eine wichtige Rolle
bei der Bekdmpfung von intrazellularen Erregern. IL-4, ein Markerzytokin der Th2-
Zellen, wirkt im Gegensatz zu den anderen beschriebenen Zytokinen anti-
inflammatorisch. Es aktiviert B-Zellen, erhéht die Expression der MHCII Molekile und
hemmt Th1-Zellen (Walport et al. 2008).

1.6.3. Zytokinrezeptoren und Signaltransduktion

Die Rezeptoren der hier untersuchten Zytokine kbdnnen drei verschiedenen
Superfamilien zugeteilt werden. Sowohl ihre Struktur als auch die von ihnen
aktivierten Signalkaskaden sollen hier kurz erlautert werden.

1.6.3.1. Zytokinrezeptoren Superfamilie

Die Rezeptoren der Interleukine und Interferone werden zwei Familien zugeordnet,
der Familie der Zytokinrezeptoren sowie der IL-1R/TLR Superfamilie. Bei den
Zytokinrezeptoren handelt es sich um transmembrane Rezeptorproteine, mit vier
konservierten Cysteinen im extrazellularen Bereich und Konsensus-Motiven im
intrazellularen Bereich. Uber die Konsensus-Motive wird die Signaltransduktion
ausgeldst. Je nachdem, ob im extrazellularen Bereich das WSXWS-Motiv vorhanden
ist, werden die Rezeptoren in Typl (+) und Typll (-) unterteilt. Die Rezeptoren setzen
sich aus verschiedenen Ketten zusammen. Identische Ketten treten zum Teil in
unterschiedlichen Kombinationen auf und dienen somit verschiedenen Zytokinen als
Rezeptoren. So setzt sich der IL-6-Rezeptor aus dem gp130-Molekil in Kombination
mit der IL-6Ra-Kette, der IL-4-Rezeptor aus der IL-4Ra und y.-Kette bzw. der IL-
13Ra-Kette und der IFNy-Rezeptor aus der IFNyRa- und IFNYRB-Kette zusammen.
Die Signaltransduktion der Zytokinrezeptoren kann tber verschiedene Wege erfolgen
(Abb. 4). So kann es Uber die Rekrutierung von verschiedenen Adaptorproteinen zur
Aktivierung der MAPK-Kaskade und PI3K-Kaskade kommen. Zum anderen kann
aber auch der JAK/STAT Weg aktiviert werden, der spezifisch fir die

Zytokinrezeptoren ist. Hierbei kommt es durch die Dimerisierung der
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Rezeptoruntereinheiten zur Zusammenfihrung der rezeptorgebundenen Janus-
Kinasen (JAK) und deren Phosphorylierung.
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Zytokinrezeptoren und ihrer Signalkaskaden (modifiziert
nach Vosshenrich et al. 2002)
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Die Zytokinrezeptoren setzen sich aus zwei verschiedenen Untereinheiten zusammen. Nach der
Bindung des Liganden kommt es Uber den Rezeptor zur Aktivierung der JAK/STAT, PI3K/Akt oder
MAPS3K Signalkaskaden.

Nachfolgend koénnen Transkriptionsfaktoren (signal transducer and activator of
transcription, STAT) an den Rezeptor binden und es kommt zur
Autophosphorylierung der STATs. Aktivierte STATs bilden Dimere, die in den
Zellkern transportiert werden und dort eine veranderten Genexpression hervorrufen
(Vosshenrich et al. 2002).
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1.6.3.2. IL-1R/TLR Superfamilie
Die Toll-like-Rezeptoren (TLR) und Interleukin-1-Rezeptoren (IL-1R) werden auf

Grund einer homologen intrazellularen Doméane, der sogenannten TIR-Domane, zur
IL-1R/TLR Superfamilie zusammengefasst. Die IL-1R-Proteine besitzen drei
extrazellulare Ig-ahnliche Doménen wéahrend die Toll-like Rezeptoren Leucin-reiche

Regionen im extrazellularen Abschnitt aufweisen (Martin et al. 2002).
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Abb. 5: Schematische Darstellung der IL-1R/TLR-Rezeptoren und ihrer Signalkaskaden
(modifiziert nach Vosshenrich et al. 2002)

Der IL-1-Rezeptor setzt sich aus den zwei Untereinheiten IL-1R1 und IL-1RacP zusammen. Nach der
Bindung des Liganden kommt es (ber den Rezeptor zur Aktivierung verschiedener MAP3K
Signalkaskaden.

Der IL-1-Rezeptor setzt sich aus den Komponenten IL-1R1 bzw. IL-1R2 und IL-
1RACP zusammen (Abb. 5). Nach der Ligandenbindung und Rezeptordimerisierung
kommt es zur Anlagerung und Aktivierung des Adaptormolekiils MyD88. Dieses flihrt
zur Aktivierung der IL-1R-assoziierten Kinase (IRAK), welche Uber Kinase-Kaskaden
den Transkriptionsfaktor NFkB sowie die MAP Kinasen JNK und p38 aktivieren kann
(Vosshenrich et al. 2002).
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1.6.3.3. Tumornekrosefaktor-Rezeptor Superfamilie

Die Rezeptoren von TNF zahlen zu der Superfamilie der Tumornekrosefaktor-
Rezeptoren (TNF-R). Es handelt sich hierbei um Typl transmembrane Rezeptoren,
die ein bis flnf Cystein-reiche Regionen im extrazelluldren Bereich und eine Zelltod-
Domaéne (DD) im intrazellularen Bereich aufweisen. TNFa dient als Ligand fir die
Rezeptoren TNF-R1 und TNF-R2, die sich darin unterscheiden, dass dem TNF-R2
die DD-Sequenz fehlt (Gupta et al. 2002). Die meisten Prozesse, welche die
Aktivierung von Proliferation, Inflammation und Apoptose beeinflussen, werden Gber
den TNF-R1 gesteuert. Prozesse der Angiogenese und der Reparatur von verletztem
Gewebe werden hingegen Uber TNF-R2 reguliert (Wertz et al. 2008).

TNF-R1

TNFa

Cystein-reiche Region
extrazellular

Apoptose

Zellkern

Transkription

Abb. 6: Schematische Darstellung des TNF-R1 und die durch ihn gesteuerten Signalkaskaden
(modifiziert nach Chen et al. 2002)

TNF-R1 und TNF-R2 setzen sich aus drei Untereinheiten zusammen. Nach der Aktivierung des
Rezeptors kommt es zur Anlagerung eines Protein-Komplexes, welcher diverse Adaptorproteine
enthalt. Hieriber kommt es zur Aktivierung verschiedener Signalkaskaden, die entweder die Apoptose

oder transkriptionelle Veranderungen im Zellkern auslésen.

TNFo bindet mit hoher Affinitdt den TNF-R1 und nur mit geringer Affinitat den TNF-
R2 (Jupp et al. 2001). Nach der Bindung von TNFa an den TNF-R1-Komplex kommt
es zur Anlagerung eines Proteinkomplexes an den Rezeptor, der diverse
Adaptorproteine enthalt (Abb. 6). Zu ihnen gehéren das Fas-assoziierte-Todes-
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Domanen-Protein (FADD), das Rezeptor-interagierende Protein (RIP) und die TNF-
Rezeptor-assoziierten Faktoren 1 und 2 (TRAF1 und TRAF2). FADD flhrt zur
Aktivierung der Caspase-Kaskade, die den Zelltod durch Apoptose herbeifiihrt. Uber
TRAF kommt es zur Aktivierung von MAPK-Kaskaden und darlber zur Aktivierung
des Transkriptionsfaktors c-Jun. Durch RIP wird die Aktivierung von MEKK3
ausgeldst, was zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFxB fihrt (Chen et al.
2002). Durch die Aktivierung von TNF-R2 kommt es ebenfalls zur Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren NFxB und c-Jun aber nicht zur direkten Aktivierung der
Caspase-Kaskade. Es konnte aber gezeigt werden, das TNF-R2 die apoptotische
Funktion des TNF-R1 regulieren kann (Gupta et al. 2002).

1.7. Wechselwirkungen zwischen Zytokinen und dem Nervensystem

Das Immunsystem wird nicht nur nach dem Eindringen von Pathogenen aktiviert
sondern auch nach mechanischen Gewebeverletzungen. Des Weiteren spielen
Zytokine nicht nur in pathologischen Reaktionen eine Rolle, sondern sind Uberdies
auch wahrend der Entwicklung des Nervensystems an der Modulation bestimmter
Funktionen im gesunden neuronalen Gewebe beteiligt. So werden IL-13 und TNFa
konstitutiv in geringen Mengen im Gehirn produziert und regulieren wahrscheinlich
das Schlafverhalten (Krueger et al. 2008, Vitkovic et al. 2000). Weiterhin sind IL-1
und IL-4 an der Modulation der Gedéachtnisbildung und bei Lernprozessen beteiligt
(Schultzberg et al. 2007, Nolan et al. 2005). Auch IL-6 und IFNy wurde eine
Beteiligung bei Lernprozessen und der Gedachtnisbildung zugeschrieben (McAfoose
et al. 2008). Im Folgenden werden einige Wechselwirkungen der finf oben
beschriebenen Zytokine bei der Entwicklung des Nervensystems und ihr Einfluss

nach einer Verletzung beschrieben.

1.7.1. Zytokine und Entwicklung des Nervensystems

Da einige inflammatorische Zytokine auch wéhrend der embryonalen Entwicklung
oder im unverletzten Nervensystem exprimiert werden, kann man sie auch als
Neuromodulatoren betrachten. Sie kénnen zum einen die Differenzierung von
Vorlauferzellen bestimmen, zum anderen das Wachstum von neuronalen Zellen oder
deren Uberleben beeinflussen. IL-1f wird wahrend der pré- und postnatalen

Entwicklung im ZNS exprimiert (Wang et al. 2007) und kann auch in einigen Zellen
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im adulten Gehirn nachgewiesen werden (Vitkovic et al. 2000, Nolan et al. 2005). IL-
1B stimuliert die Differenzierung und das Wachstum von Astrozyten und Mikroglia
wahrend der Entwicklung (Araujo et al. 1995) und kann das Uberleben von einigen
ZNS Neuronen férdern (Mehler et al. 1997). Im Laufe des Alterungsprozesses wird
IL-1B im Gehirn immer starker exprimiert und tragt so zur Reduktion der Langzeit-
Potenzierung (LTP) bei (Nolan et al. 2005). Ein Anstieg der IL-6 mRNA Expression
konnte im Verlauf der Entwicklung von dem postnatal-Stadium (p) p2 bis p70 in den
Spinalganglien gezeigt werden (Gadient et al. 1995), wobei der gréBte Anteil in den
neuronalen Zellkérpern und ein geringerer Teil in den Schwann-Zellen entlang der
Axone detektiert werden konnte. Auch im adulten Gehirn konnte IL-6 mRNA
nachgewiesen werden (Gadient et al. 1994). IL-6 kann das Uberleben von einigen
ZNS-Neuronen férdern (Mehler et al. 1997) und reguliert die IL-1B—abhangige LTP
(Balschun et al. 2004). TNFo wird kontinuierlich im peripheren und zentralen
Nervensystem produziert (Shamash et al. 2002, Vitkovic et al. 2000). Im ZNS wird es
hauptsachlich von Astrozyten und Mikroglia und nur zu einem geringen Teil von
Neuronen produziert (Saliba et al. 2001). TNFoa induziert die Proliferation von
Astrozyten sowie die von neuronalen Vorlduferzellen und deren Differenzierung
(Saliba et al. 2001). Neumann et al. (1997) konnten die Produktion von IFNy in
einigen Subpopulationen der Spinalganglien-Neuronen feststellen. Jedoch konnte
keine IFNy-Synthese im Gehirn nachgewiesen werden (Lovett-Racke et al. 2000).
Andererseits konnte gezeigt werden, dass IFNy die Differenzierung neuronaler Zellen
aus kultivierten kortikalen und hippokampalen Neuroblasten steigern konnte (Barish
et al. 1991). Im Nervensystem wird IL-4 hauptsachlich von Gliazellen produziert
(Sholl-Franco et al. 2002). Nur im Gehirn von neonatalen nicht aber von adulten
Mausen konnte IL-4 mRNA detektiert werden (Lovett-Racke et al. 2000). IL-4 ist fOr
das Uberleben von oligodendrozytiren Vorlduferzellen und retinalen Ganglion Zellen
mitverantwortlich (Mehler et al. 1997, Sholl-Franco et al. 2001), kontrolliert die
Proliferation von Gliazellen (Brodie et al. 1996 und 1998), hemmt die Proliferation
von retinalen  Vorlauferzellen und férdert deren  Differenzierung in
Photorezeptorzellen (da Silva et al. 2008). Weiterhin kann es die LTP im Gehirn
erhéhen (Nolan et al. 2005).
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1.7.2. Zytokine bei einer Schadigung des Nervensystems

Nach einer Verletzung von neuronalem Gewebe kommt es zu einer
inflammatorischen Reaktion an der Lasionsstelle und um die Zellkérper der verletzten
Neurone (Raivich et al. 2007). Sowohl bei der Degeneration als auch bei der
Regeneration von geschadigtem Nervengewebe spielt das Immunsystem eine
wichtige Rolle. Bei degenerativen Prozessen nach mechanischer Verletzung
neuronalen Gewebes unterscheidet man zwischen dem Primarschaden und dem
Sekundarschaden. Der Primarschaden ist die direkte Zerstérung des Gewebes durch
einen auBeren Einfluss, die darauf folgende Entziindungsreaktion mit ihren Folgen
auf vorher unverletztes Gewebe wird als Sekundarschaden bezeichnet (Profyris et al.
2004). So kommt es z.B. durch die Ausschiittung von zytotoxischen Stoffen auch zur
Zerstérung von umliegenden Zellen (Beattie et al. 2000; Casha et al. 2001).
Andererseits ist die Entfernung von Zelltrimmern durch die Zellen des
Immunsystems ein wichtiger Bestandteil der regenerativen Prozesse nach einer
Verletzung.

Nach einer mechanischen Verletzung des ZNS kommt es hauptsachlich zur
Aktivierung der angeborenen Immunreaktionen und nur zu einem geringeren Teil zur
adaptiven Immunantwort (Schroeter et al. 2005). Da es aber nach einer Axotomie
des Nervus faciales in Lymphozyten-defizienten Mausen zu einer erhdéhten
Neurodegeneration und verzdgerten Regeneration kommt (Serpe et al. 1999, Byram
et al. 2004), scheint auch die adaptive Immunantwort an den Prozessen nach
mechanischer Verletzung des Nervensystems beteiligt zu sein. Im Folgenden werden
einige Einflisse der Zytokine auf die neurodegenerativen und -regenerativen
Prozesse nach einer Verletzung beschrieben. Die pro-inflammatorischen Zytokine IL-
1B, IL-6 und TNFa I6sen alle die Induktion von Fieber und die Aktivierung der Akute-
Phase-Reaktion aus.

Innerhalb klrzester Zeit nach einer Verletzung steigt die IL-1-Produktion an. IL-1
kann sowohl zur erhdhten Erregbarkeit der Neurone fihren sowie zur Induktion der
Sekretion von neurotoxischen Molekilen durch aktivierte Mikroglia, Astrozyten,
Oligodendrozyten und Epithelzellen sowie den vermehrten Einstrom von Leukozyten.
Diese Reaktionen tragen zur Degeneration bei. Andererseits kann IL-1 die Sekretion
von wachstumsférdernden Molekilen durch Astrozyten stimulieren und ist an der
Induktion von Remyelinisierungsprozessen beteiligt, was zur Regeneration beitragt

(Allen et al. 2005). So fuhrte die kontinuierliche Gabe von IL-1B nach einer
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Ischiaslasion in vivo zu einer starkeren funktionellen Regeneration der sensorischen
Fasern (Temporin et al. 2008a).

Nach Aktivierung der Entzindungsreaktion kommt es zur IL-6-Produktion in
Mikroglia, Makrophagen, Endothelzellen, Astrozyten und T-Zellen (Benveniste et al.
1998). Die erhdhte IL-6-Expression fuhrt zur verstarkten Rekrutierung von
Neutrophilen, zur Aktivierung von Makrophagen, Mikroglia und Astrozyten und
induziert somit eine verstarkte reaktive Gliose (Lacroix et al. 2002, Streit et al. 2000).
Die Auswirkungen der erhdhten IL-6-Produktion werden in der Literatur
unterschiedlich diskutiert. So zeigten Streit et al. (2000), dass IL-6 die Regeneration
der N. facialis-Motoneurone nach einer Axotomie in adulten Ratten férderte. In einem
anderen Lasionsmodell, der Ruickenmarksverletzung, wurde die neuronale
Regeneration durch die Expression von Hyper-IL-6 (ein Fusionsprotein aus IL-6 und
dem léslichen IL-6-Rezeptor) allerdings gehemmt (Lacroix et al. 2002). In neonatalen
Ratten konnte nach der Axotomie des Nervus facialis keine erhdhte IL-6 mRNA
Produktion und verstarkte reaktive Gliose nachgewiesen werden, es kam hier auch
nicht zur Regeneration sondern vielmehr zur verstarkten neuronalen Apoptose (Streit
et al. 2000). Andererseits konnte in IL-6-defizienten adulten Mausen kein vermehrter
Zelltod nach dieser Lasion festgestellt werden und es traten vermehrt axonale
Verzweigungen auf (Galiano et al. 2001). Okada et al. (2004) konnten zeigen, dass
die kurzfristige IL-6-Rezeptor Blockade zu einer verminderten Astrogliose und einer
verbesserten funktionellen Regeneration nach einer Rickenmarksverletzung fihrte.
Dies lasst vermuten, dass die durch IL-6 induzierte Astrogliose zwar hemmend auf
die Regeneration der verletzten Fortsatze wirkt, IL-6 aber auch die Regeneration
férdern kann. Weiterhin ist IL-6 fUr die Regeneration des umliegenden verletzten
Gewebes forderlich (Swartz et al. 2001, Penkowa et al. 2003).

TNFa lockert die extrazellulare Matrix, stimuliert die Rekrutierung der Leukozyten,
aktiviert Gliazellen und fihrt zu einer Verstarkung des Sekundarschadens (Shohami
et al. 1999). Die Inhibition von TNFa nach einer Rickenmarksverletzung reduzierte
den neuronalen Zelltod im Rickenmark (Yune et al. 2003) sowie den Zelltod von
hippokampalen Neuronen nach einem geschlossenen Hirntrauma (Shohami et al.
1996). Andererseits konnte gezeigt werden, dass TNFa geschadigte Zellen vor dem
Zelltod bewahren kann (Scherbel et al. 1999). Die Prainkubation mit rekombinantem
TNFo konnte die funktionelle Regeneration von verletzten Ischiasnerven im

Vergleich zu unbehandelten Mausen verstarken (Chen et al. 1996). TNFa-defiziente
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Mause zeigen in der akuten Phase eine geringere motorische Stdérung nach einer
kontrollierten kortikalen Lasion als Wildtyp-Mause. Wéahrend Wildtyp-Mause nach 2-4
Wochen eine gute Regeneration der motorischen Funktionen aufzeigen, bleibt die
Regeneration bei den TNFa-defizienten Mausen aus (Scherbel et al. 1999). In
TNFo—defizienten Mausen kommt es zur verzdgerten Demyelinisierung (Arnett et al.
2001), die Ober den TNF-R1 vermittelt wird. Uber den TNF-R2 wird die
Remyelinisierung und Regeneration oligodendrozytarer Vorlauferzellen gesteuert
(Arnett et al. 2001, Fontaine et al. 2002). TNFa induziert die Synthese von
Stickoxiden (NO) und induziert damit den Zelltod von T-Zellen (Correale and Villa
2004). Es hat Uberdies eine toxische Wirkung auf proliferierende adulte Stammzellen
(Wong et al. 2004)

IFNy wird hauptsachlich von Th1- und NK-Zellen produziert. Nach Verletzungen im
PNS fihrt es zur Hochregulation der MHCI-Molekile und dadurch zum vermehrten
Zelltod durch die Tc-Zellen (Neumann et al. 1997). Weiterhin verhindert es die
Differenzierung von Schwann-Zellen (Lisak et al. 2001). Nach einer Verletzung des
ZNS kommt es durch IFNy zur verstarkten MHCII Expression auf Astrozyten und
Oligodendrozyten (Munoz-Fernandez et al. 1998). IFNy induziert den Zelltod von
oligodendrozytéaren Vorlauferzellen (Horiuchi et al. 2006) und inhibiert die
Proliferation von Astrozyten nach einer traumatischen Gehirnverletzung (Pawlinski et
al. 1997). In adulten Stammzellkulturen konnte gezeigt werden, dass IFNy die
Differenzierung in Astrozyten reduziert, in neuronale Zellen stimuliert, und die Anzahl
an auswachsenden Neuriten und deren Lange pro Nervenzelle erhoht (Wong et al.
2004). Weiterhin kann IFNy den Zelltod sympathischer Neuronen vermindern (Chang
et al. 1990) und das Uberleben von embryonalen aber nicht adulten Neuronen
férdern (Wong et al. 2004). Auch Deboy et al. (2006) konnten zeigen, dass nach
einer Axotomie des N. fasciales in IFNy-defizienten Mausen die Uberlebensrate der
verletzten Motoneurone im Verhaltnis zu den Wildtyp Mausen unverandert blieb.
Weiterhin ist IFNy ein wichtiger Mediator bei Autoimmunerkrankungen (Corealle und
Villa. 2004).

IL-4 wirkt nach einer Gehirnverletzung neuroprotektiv (Sholl-Franco et al. 2002). So
kommt es in IL-4-defizienten Mausen nach einer Axotomie des N. fasciales zu einem
vermehrten Absterben der verletzten Motoneurone im Vergleich zu den Wildtyp
Mausen (Deboy et al. 2006). Dies kdnnte auf die anti-inflammatorische Wirkung von

IL-4 zurGckzufUhren sein. Zum einen hemmt es die Aktivierung der Astrozyten und
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deren Antigen-prasentierende Funktion (Brodie et al. 1998, Morga et al. 1996), zum
anderen leitet es die Ramifizierung der Mikroglia ein und reduziert somit deren
phagozytische und Antigen-prasentierende Funktionen sowie die Freisetzung von
neurotoxischen Molekilen (Wirjatijasa et al. 2002, Chao et al. 1993, Zhao et al.
2006). Weiterhin kann durch IL-4 das Absterben von aktivierter Mikroglia induziert
werden (Park et al. 2005). Andererseits kann IL-4 die NGF-Produktion in Astrozyten
induzieren (Brodie et al. 1998).

Es zeigt sich, dass alle hier beschriebenen Zytokine sowohl neurodegenerative als
auch -regenerative Funktionen nach Verletzungen haben kénnen. Vermutlich ist
sowohl ihre Konzentration als auch ihr zeitliches Auftreten sowie die Interaktion mit
anderen Faktoren daflir verantwortlich, welche Reaktion durch das jeweilige Zytokin

hervorgerufen wird.

1.8. Ziel der Arbeit

Wie bereits dargelegt, kommt es nach einer Verletzung des NS zur Rekrutierung von
immunkompetenten Zellen und der Ausbildung einer Immunreaktion um die
Lasionsstelle. Die Prozesse der Immunreaktion spielen auch bei der Degeneration
bzw. Regeneration der Zellen des Nervensystems eine bedeutende Rolle. In der
vorliegenden Arbeit sollte deshalb der Einfluss von verschiedenen Zytokinen auf
einen wichtigen Aspekt der Regeneration, das Wiederauswachsen der verletzten
Neurone, genauer untersucht werden. Ein spezielles Augenmerk wurde dabei auf die
mdglichen Interaktionen zwischen Neurotrophinen und Zytokinen gelegt.
Vergleichend wurde der Einfluss der Zytokine auf das Auswachsen von peripheren
und zentralen Neuronen in organotypischen Auswachsmodellen untersucht. Um
diesen Fragestellungen nachzugehen, wurde fir das periphere Nervensystem ein
organotypisches Auswachsmodell embryonaler Spinalganglien etabliert. Als Modell
fir das zentrale Nervensystem dienten entorhinale Kortex-Explantate. Aus der
Vielzahl der Zytokine wurden drei wichtige Faktoren der unspezifischen
Immunantwort, namlich IL-1B, IL-6 und TNFa, ausgewahlt. Weiterhin wurden IFNy
und IL-4, als wichtige Zytokine der spezifischen Immunantwort durch Th-
Lymphozyten, ausgewahlt. Fir die Spinalganglien konnte gezeigt werden, dass die
Zytokine das neurotrophininduzierte Auswachsen der Neurone beeinflussen konnten.
Da sich die Signalkaskaden der Neurotrophine und Zytokine zum Teil Gberschneiden,
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lag es nahe, eine Interaktion auf dieser Ebene zu untersuchen. Folgende
Fragestellungen wurden dabei ndher betrachtet:

1. Welchen Einfluss haben die neurotrophen Faktoren NT3, NT4 und NGF auf
das Auswachsen von organotypischen Spinalganglien?

2. Beeinflussen die Zytokine IL-1B, IL-6, TNFa, IFNy und IL-4 das Auswachsen
von organotypischen Spinalganglien in Kombination mit den neurotrophen
Faktoren NT3, NT4 und NGF?

3. Haben die Zytokine IFNy und TNFo einen Einfluss auf die Trk-Rezeptor-
mMRNA-Expression in organotypischen Spinalganglien-Explantaten?

4. Beeinflussen die Zytokine IL-1B, IL-6, TNFa und IFNy das Auswachsen von
organotypischen entorhinalen Kortex-Explantaten?

5. Beeinflussen die Zytokine IL-1f, IL-6, TNFa, IFNy und IL-4 die NT3-induzierte

Aktivierung der Trk-Rezeptor-Signalkaskaden in primaren kortikalen Zellen?
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2. Materialien

2.1. Puffer und Kulturmedien

Anodenpuffer | pH 10.4:
300 mM Trisbase
10 % Methanol

Anodenpuffer Il pH 10.4:
25 mM Trisbase
10 % Methanol

Elektrophoresepuffer:
25 mM Trisbase
192 mM Glycin
1% SDS

FACS-Puffer:
1% FKS
PBS

Kathodenpuffer pH 9.4:
25 mM Trisbase
40 mM Glycin
10 % Methanol

Paraformaldehyd:
100 mM PB-Puffer
4 % Paraformaldehyd

PB-Puffer pH 7.4 :
100 mM Dinatriumhydrogenphosphat
100 mM Natriumdihydrogenphosphat

PBS-Puffer pH 7.4:
140 mM Natriumchlorid
2,7 mM Kaliumchlorid

10 mM Dinatriumhydrogenphosphat Heptahydrat

1,8 mM Kaliumdihydrogenphosphat

40



Materialien

Probenpuffer pH 6.8:

100 mM
10 %

4 %

4 %

Tris

Glycin

SDS
beta-Mercaptoethanol
Brilliantblau

Saccharosepuffer pH 6.9:

70 mM
30 mM

30 %
0,01 %

Dinatriumhydrogenphosphat
Natriumdihydrogenphosphat
Saccharose

Natriumazid

Sammelgelpuffer pH 6.8:

500 mM

Trisbase

SDS-Lysepuffer pH 7.5:

20 mM
150 mM
1mM
1mM
2,5 mM
1mM
1mM

1 pg/mi
3 pg/ml
1%
1%
1imM

Trisbase
Natriumchlorid

EDTA

EGTA
Natriumpyrophosphat
Natriumorthovanadat
Glycerolphosphat
Leupeptin

Aprotinin

Triton

SDS

PMSF

TBS pH 7.4:

50 mM
150 mM

Trisbase
Natriumchlorid

Trenngelpuffer pH 8.8:

1,5M

Trisbase
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SG-Kulturmedium:
Neurobasalmedium
5% FKS
2% B-27
1 % Penicillin-Streptomycin-Lésung 100x

Praparationsmedium fiir entorhinale Kortex Explantate pH 7,4:
16 g/l MEM
2 mM L-Glutamin
0,8 mM Trisbase

Inkubationsmedium flir entorhinale Kortex Explantate pH 7,4:
25 % HBSS Medium
8 g/l MEM
25 % NHS
4 mg/ml Insulin
0,8 mg/ml Vitamin C
5 mM Trisbase
4 mM L-Glutamin
0,58 % Natriumhydrogencarbonat-Lésung 7,5%
1 % Penicillin-Streptomycin-Lésung 100x
1,2 % Glukose-20 (B.Braun, Melsungen, D)

Kollagenlésung pH 7,4
1 ml Kollagenlésung (2 mg/ml)
50 u/ DMEM
100 pl Rekonstituierungspuffer

Rekonstituierungspuffer
0,8 M Natriumhydroxid
2,2 % Natriumhydrogencarbonat

Kulturmedium fir kortikale neuronale Einzelzellen:
Neurobasalmedium
1 % Glutamin
2% B-27
1 % Penicillin-Streptomycin-Lésung 100x
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Kulturmedium fir kortikale gemischte Einzelzellen:
DMEM+ Glukose+ Pyrovat
10 % FKS
1 % Penicillin-Streptomycin-Lésung 100x

2.2. Chemikalien, Zellkulturmedien, Verbrauchsmaterialien und
Seren

Die eingesetzten Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, von den Firmen Fluka
(Neu-Ulm, D), Merck (Darmstadt, D), Serva (Heidelberg, D), Sigma (Minchen, D), Invitrogen
(Karlsruhe, D), Roth (Karlsruhe, D) und Stratagene (Heidelberg, D) in analytischer Qualitat
bezogen. Die Zellkulturmedien Neurobasalmedium, HBSS, MEM und DMEM wurden von der
Firma Invitrogen (Karlsruhe, D) bezogen. Die verwendeten Verbrauchsmaterialien wurden
von den Firmen Nunc (Wiesbaden, D), Sarstedt (Ntrnbrecht, D), Eppendorf (Hamburg, D),
Greiner (Solingen, D), BioRad (Mlnchen, D), Applied Biosystems (Foster City, CA), Millipore
(Schwalbach, D), VWR (Darmstadt, D) und Amersham (Uppsala, SW) bezogen.

Die eingesetzten Seren wurden von folgenden Firmen bezogen:

Serum Firma Kat.Nr.
Fotales Kalberserum (FKS)

Biochrom, Berlin, D

Normales Pferdeserum (NHS)

Normales Ziegenserum (NGS)

Invitrogen, Karlsruhe, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Normales Kaninchenserum (NRS) Vector Laboratories 603422
2.3. Zytokine und neurotrophe Faktoren

Protein Firma Kat.Nr.
murines NGF Sigma, Miinchen, D NO513
rekombinantes humanes NT3 PeproTech Inc., Hamburg, D C-45003
rekombinantes humanes NT4 PeproTech Inc., Hamburg, D C-45004
rekombinantes murines INFy BD Pharmingen, Heidelberg, D 554587
Rekombinantes murines IL-4 PeproTech Inc., Hamburg, D 214-14
rekombinantes murines IL-6 Pierce, Rockford, IL RMILeél
rekombinantes murines IL-1f PeproTech Inc., Hamburg, D 211-11
rekombinantes murines TNFa PeproTech Inc., Hamburg, D 315-01
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2.4. Antikorper

Primarantikorper Firma Kat.Nr.
Kaninchen-anti-Maus Akt NEB, Frankfurt, D 9272
Maus-anti-Maus phospho-Akt NEB, Frankfurt, D 4051
Maus-anti-Ratte BllITubulin Millipore, Schwalbach, D MAB5544
Ratte-anti-Maus CD11b BD Pharmingen, Heidelberg, D 557397
Maus-anti-Schwein GFAP Sigma, Miinchen, D G 3893
Kaninchen-anti-Ratte MAPKp44/42 NEB, Frankfurt, D 9102
Maus-anti-Human phospho-MAPKp44/42  NEB, Frankfurt, D 9106
Kaninchen-anti-Human PLCy1 NEB, Frankfurt, D 2822
Kaninchen-anti-Human phospho-PLCy1 NEB, Frankfurt, D 2821
Kaninchen-anti-Rind S100p Swant, Bellinzona, CH 37A
Maus-anti-Rind S10083 Sigma, Minchen, D S 2532
Kaninchen-anti-Ratte TrkA Prof. Reichardt

Ziege-anti-Maus TrkB R&D, Wiesbaden-Nordenstadt, D  1494-TB
Ziege-anti-Maus TrkC R&D, Wiesbaden-Nordenstadt, D  1404-TC
Maus-anti-Maus B-Actin Sigma, Minchen, D A 5441
Sekundarantikérper Firma Kat.Nr.
Kaninchen-anti-Ziege HRP Millipore, Schwalbach, D AP106P
Schaf-anti-Maus HRP Amersham, Uppsala, SW NA931
Esel-anti-Kaninchen HRP Amersham, Uppsala, SW NA934
Ratte-R-PE BD Pharmingen, Heidelberg, D 555848
Ziege-anti-Maus Alexa 568 Invitrogen, Karlsruhe, D A11004
Ziege-anti-Kaninchen Alexa 568 Invitrogen, Karlsruhe, D A11011
Ziege-anti-Kaninchen Alexa 488 Invitrogen, Karlsruhe, D A11008
Kaninchen-anti-Ziege Alexa 488 Invitrogen, Karlsruhe, D A11078
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2.5. Tagman-Primer und -Sonden

Flr das Haushalts-Gen B—Actin wurden die folgende Sequenzen verwendet:
fw-Primer 5-GCT TCT TTG CAG CTC CTT CGT T-3’
rev-Primer  5-GTT GTC GAC GAC CAG CGC-3

Sonde 5-Hex-CGC CAC CAG TTC GCC ATG GAT-Tamra-3’

Die Tagmanprimer und Sonden fir die Trk-Rezeptoren wurden von der Firma Applied

Biosystems (Foster City, CA) erstellt. Als Reporter wurde der Farbstoff FAM verwendet.

Gen Kat.Nr.

TrkA MmO01219407_m1

TrkB MmO01341753_m1

TrkC MmO00456222_m1
2.6. Kits
Kit Firma Kat.Nr.
BCA Pierce, Rockford, IL 23224
DNA-free Ambion, Darmstadt, D 1906
ECL Amersham, Uppsala, SW RPN2106
ECL Plus Amersham, Uppsala, SW RPN2132
Fast PCR Master Mix Applied Biosystems, Foster City, CA 4362070
High capacity cDNA Archive Kit Applied Biosystems, Foster City, CA  P/N 4322171
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden, D 74104
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2.6. Gerate

Gerat

Firma

Binokkular GZ 6

Digitale Kamera Intas

Digitale Kamera Photometric Cool Snap ES
Synergy™ 2 Multi-Mode Microplate Reader
FACSCalibur

Fluoreszenzmikroskop BX50

Inverses Durchlichtmikroskop IX 70
MiniProtean Il

Power Pac 200

7500 Fast Real-Time PCR System
Tissuechopper

Trans-Blot SD

2.7. Software

Leica, Bensheim, D

Intas, Géttingen, D

Visitron Systems, Puchheim, D
BioTeK, Bad Friedrichshall, D

BD Biosciences, San Jose, CA
Olympus, Hamburg, D

Olympus, Hamburg, D

BioRad, Mlinchen, D

BioRad, Minchen, D

Applied Biosystems, Foster City, CA
Technical Products Int., St. Louis, MO
BioRad

Software

Firma

Alphalmager

Relative Quantification Study
FlowJo

MetaMorph

Prism

Alpha Innotec, San Leandro, CA
Applied Biosystems, Foster City, CA
Tree Star, Ashland, OR

Molecular Devices, Downingtown, PA
GraphPad, La Jolla, CA
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3. Methoden

3.1. Dorsale Spinalganglien (SG) als neuronales Auswachsmodell
Die Spinalganglien wurden als Auswachsmodell flr das periphere Nervensystem
ausgewahlt. Mit Hilfe dieses Versuchsaufbaus wurde das Auswachsverhalten der
SG-Neurone nach einer mechanischen Verletzung (mechanisches Durchtrennung
der zentralen und peripheren Axone) unter dem Einfluss verschiedener neurotropher
Faktoren sowie der Einfluss von pro- und anti-inflamatorischen Zytokinen im
organotypischen Modell untersucht.

3.1.1 Praparation der dorsalen Spinalganglien von embryonalen E13
Mausen

Die SGs wurden von Mausembryonen am Tag E13 prapariert. Die einzelnen
Praparationsschritte erfolgen alle unter sterilen Bedingungen und in Eis gekihltem
HBSS mit Magnesium und Kalzium. Hierzu wurden die Embryone dekapitiert, der
Torso auf den Ricken gelegt, der Thorax und das Abdomen geéffnet und der Torso
entweidet. Um die Haut Ober der Wirbelsdule abzuziehen wurde der Schwanz
abgetrennt und der Torso auf den Bauch gedreht. Die Wirbelsdule mit den
anliegenden SGs wurde vorsichtig herausgeschnitten und das ventrale Mesoderm
vom Rickenmark und den SGs abgetrennt. Mit Hilfe von feinen Sonden wurde eine
Seite der SG-Rluckenmarkverbindung geldst und die SGs lagen seitlich neben dem
Rdckenmark (Abb. 7), von wo sie mit einem Skalpell abgetrennt werden konnten und

die Fasertrakte entfernt wurden.

Abb. 7: Lichtmikroskopisches Foto des embryonalen freipraparierten Riickenmarks
(RM) mit den seitlich liegenden Spinalganglien (SG).
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3.1.2. Kultivierung organotypischer dorsaler Spinalganglien

In einer Zellkulturschale mit 12 mm Durchmesser wurden jeweils drei SGs in einen
Tropfen (20 ul) aus Matrigel (BD Biosciences, Bedford, MA) gebettet. Nach der
Polymerisation des Matrigels wurde der Tropfen mit 500 pl SG-Kulturmedium
bedeckt und die Neurone bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Die rekombinanten
neurotrophen Faktoren NT3, NT4 und NGF wurden mit 50 ng/ml und die
rekombinanten Zytokine IL-18, IL-4, IL-6, IFNy und TNFa mit 50 ng bzw. 500 ng/ml
eingesetzt. Um die Neurotrophin-Rezeptoren zu blockieren wurden die SGs mit 10,
100 und 200 nM K252a (Merck, Darmstadt, D) bzw. mit DMSO (Riedel de Haen,
Seelze, D), dem Ld&sungsmittel von K252a, ohne Zugabe von exogenen
neurotrophen Faktoren inkubiert. Bei einer Kozentration bis 200nM blockiert K252a
spezifisch die Trk-Rezeptoren (Koizumi et al. 1988). Nach 48 h wurden die SGs in
4% Paraformaldehyd (PFA) fixiert und im Phasenkontrastmikroskop mit einer
Digitalkamera bei einer VergréBerung von 1,25x fotografiert.

3.1.3. Charakterisierung der kultivierten dorsalen Spinalganglien

Nach Kultivierung der SGs fir 48 h mit neurotrophen Faktoren konnten drei Zonen
mit unterschiedlicher Dichte beobachtet werden. Um diese Zonen genauer zu
bestimmen, wurde eine immunhistologische Farbung mit dem Neuritenmarker
BIlITubulin und dem Schwann-Zell-Marker S1008 durchgefihrt (siehe Methoden 3.3.)

Abb. 8: Organotypisches Auswachsmodell fiir dorsale Spinalganglien

Die Neurone (N) von kultivierten embryonalen Spinalganglien (SG) lassen sich immunhistochemisch
anhand der BllITubulin Farbung (rot) und die Schwann-Zellen (S) anhand der S100B-Farbung (griin)
darstellen.

Der Skalierungsbalken entspricht einer Lange von 100um.

Die dichteste Zone im Inneren entspricht dem urspringlichem SG, welche starke
Signale mit dem Neuronenmarker BllITubulin und dem Schwann-Zell-Marker S10003
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zeigt (Abb. 8, SG). Die nachste dichte Zone um die SGs herum besteht zu einem
groBen Teil aus S100B-positiven Zellen (Schwann-Zellen) (Abb. 8, S). In der auBeren
Zone befinden sich hauptsachlich BllITubulin positive Fortsatze (Neuriten), die zu

einem groBen Teil von Schwann-Zellen ummantelt sind (Abb. 8, N).

3.1.4. Auswertung der organotypischen dorsalen Spinalganglion
Kulturen

Um das Auswachsverhalten der kultivierten SGs zu bewerten, wurde die Lange und
Dichte der neuronalen Fortséatze sowie die GréBe der Schwann-Zell-Zone untersucht.
Als reprasentatives MaB fiir das Langenwachstum wurde die Flache der Schwann-
Zell-Zone und Neuriten-Zone bestimmt.

A

Abb. 9: Lichtmikroskopische Fotos kultivierter Spinalganglien zur GroBenbestimmung
der drei unterschiedlichen Zonen.

Zur Bestimmung der GréBe des SG wurde die Belichtungszeit 444,4 ps (A), der Schwann-Zell-Zone
241 ps (B) und der Neuriten-Zone 503 ps (C) gewahlt. Der Skalierungsbalken entspricht einer Léange

von 1Tmm.

Hierzu wurden von jedem SG Fotos mit unterschiedlichen Belichtungen
aufgenommen. Fir die Darstellung des SGs wurde eine Belichtungszeit von 4444
us, fur die Schwann-Zell-Zone 241 us und die Neuriten-Zone von 503 ms gewahlt.
Die Auswertung erfolgte mit der MetaMorph Software. Anhand der Fotos wurde
jeweils das Areal markiert das von dem SG (Abb. 9A), den Schwann-Zellen (Abb. 9B)
oder den Neuriten (Abb. 9C) eingenommen wurde und die Gr6Be dieser Flache mit
dem Algorithmus region measurement bestimmt.

Die GroBe der Spinalganglien variiert auf Grund der biologischen Diversitat. Um
auszuschlieBen, dass sich die GréBe der Schwann-Zell-Zone und Neuriten-Zonen
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nur auf Grund der urspringlichen SG GréBe unterscheidet, wurde fiir die Auswertung
die Ratio der Zonen pro SG GréBe berechnet.

Die Dichteauswertung der neuronalen Fasern wurde an dem Ubergang zwischen der
Schwann-Zell-Zone und der Neuriten-Zone bestimmt. Die Auswertung erfolgte an
den Fotos mit der hdchsten Belichtungszeit (503 ps). Fir die Bestimmung der
Neuritendichte wurde eine Skala von 1-4 festgelegt (Abb. 10). Keine sichtbaren
Neuriten auBerhalb der Schwann-Zell-Zone wurde als Dichtegrad 1, vereinzelte
Neuriten als Dichtegrad 2, ein Neuritensaum mit Abstédnden als Dichtegrad 3 und ein
Neuritensaum ohne Abstande als Dichtegrad 4 definiert.

A__ _
Dchtegrad

Abb. 10: Lichtmikroskopische Fotos der kultivierten SGs zur Bestimmung der
Neuritendichte.

Fir die Bestimmung der Neuritendichte wurde eine Skala von 1-4 festgesetzt wobei 1= keine
sichtbaren Neuriten auBerhalb der Schwann-Zellen (A), 2= einzelne Neuriten (B), 3= Neuritensaum
mit Abstédnden (C) und 4= Neuritensaum ohne Abstande (D) definiert wurde. Der Skalierungsbalken

entspricht einer Lange von 1mm.

Die Statistik wurde mit einem ,n“ von mindestens 18 Werten berechnet, die sich aus

mindestens drei unterschiedlichen Ansatzen zusammensetzten.

3.2. Entorhinale Kortex-Explantate als nheuronales Auswachsmodell
Die enthorinalen Kortex-Explantate wurden als Auswachsmodell fir das zentrale
Nervensystem ausgewdhlt. Mit Hilfe dieses Versuchsaufbaus wurde das
Auswachsverhalten der enthorinalen Kortex Neurone nach einer mechanischen
Verletzung (mechanisches Durchtrennung der Axone) unter dem Einfluss
verschiedener pro-inflammatorischer Zytokine im organotypischen Modell untersucht.

3.2.1. Praparation entorhinaler Kortex-Explantate
Hierzu wurden die Gehirne von zwei Tage alten (p2) Mausen entnommen und die

beiden Hemispharen von einander getrennt. Die folgenden Praparationsschritte
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erfolgten in kaltem Praparationsmedium. Das Areal zwischen dem Neokortex,
Hirnstamm und Kleinhirn, welches den Hippokampus und entorhinalen Kortex
beinhaltet, wurde freigelegt und der Hippokampus vom EC getrennt. Der EC wurde
mit einem Gewebeschneider in 350 um dicke Explantate geschnitten und die
Meningen entfernt.

3.2.2. Kultivierung entorhinaler Kortex-Explantate

FiUr die Kultivierung wurde jeweils ein Explantat in einer Zellkulturschale mit 12 mm
Durchmesser auf ein Deckglasschen gelegt und mit einem Tropfen (30 pl) Kollagen
(Fluka, Neu-Ulm, D) Uberschichtet. Das Kollagen wurde hierzu in 0,1 M Essigsaure
gelést [2mg/ml], mit DMEM-Medium versetzt und durch die Zugabe des
Rekonstituierungspuffers neutralisiert. Zur Beschleunigung der Polymerisation des
Kollagens wurden die Zellkulturschalen fir 15 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend
wurden die Explantate mit 500 pl Inkubationsmedium bedeckt und fir 48 h bei 37°C
und 5% CO; kultiviert. Die rekombinanten Zytokine wurden mit 50 bzw. 500 ng/ml

zum Inkubationsmedium zugesetzt.

3.2.3. Auswertung der organotypischen entorhinalen Kortex-Kulturen

Als MaB3 des neuronalen Wachstum wurde die Dichte der auswachsenden Axone an
Hand einer Skala (0-3) bestimmt. Waren weniger als drei Axone sichtbar, wurde dem
Explantat der Dichtegrad 0 zugewiesen. Bei mehr als drei sichtbaren Axonen mit
deutlichem Abstand zwischen ihren Urspringen wurde der Dichtegrad 1 (Abb. 11),
bei vielen Axonen ohne erkennbaren Abstand zwischen ihren Urspringe der
Dichtegrad 2 (Abb. 11) und bei vielen Axonen, die geblndelt und parallel zueinander
verlaufen der Dichtegrad 3 (Abb. 11) zugewiesen.
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Dichtegrad 1 | Dict

Abb. 11: Lichtmikroskopische Fotos der kultivierten ECs zur Bestimmung der

Neuritendichte.

Die EC-Explantate wurden fiir 48 h in einer dreidimensionalen Kollagenmatrix kultiviert und mittels
einer Skala von 0-3 die Dichte der ausgewachsenen Axone bestimmt. Dargestellt sind
lichtmikroskopischen Aufnahmen der ECs, die dem Dichtegrad 1, Dichtegrad 2 und Dichtegrad 3

entsprechen. Der Skalierungsbalken entspricht einer Lange von 100 um.

Die Statistik wurde mit einem ,n“ von mindestens 15 Werten berechnet, die sich aus

mindestens drei unterschiedlichen Ansatzen zusammensetzten.

3.3. Immunhistochemische Farbungen

Mit dieser Methode werden spezifische Antigene in einem Gewebeverband Uber eine
Antikérperbindung visualisiert. Der Primarantikérper bindet Uber seine variable
Region ein spezifisches Antigen im Gewebe und der Sekundarantikdrper bindet an
die konstante Region des Primarantikdrpers. An die konstante Region des
Sekundarantikérper ist ein Farbstoff gekoppelt, der somit das Antigen visualisierbar
macht. Liegt das spezifische Antigen intrazellular vor werden die Zellen wahrend der
Farbung mit Triton-X 100 permeabilisiert. Um mdglichst viele unspezifische
Bindungsstellen  des  Sekundéarantikérpers  zu  blockieren  wird  den
Inkubationslésungen Serum zugesetzt, dass aus dem gleichen Tier stammt, aus dem
der Sekundarantikérper gewonnen wurde. Als Kontrollen fir die unspezifische
Bindung der Sekundarantikérper wurden die Farbungen ohne die Primarantikdrper
inkubiert. FlUr die folgenden Farbungen wurden Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt.
Wird der Farbstoff Alexa 568 mit grinem Licht (490-570 nm) angeregt, emittiert er
Licht mit einer Wellenlange zwischen 640-780 nm und wird somit als rotes Lichtsignal
wahrgenommen. Regt man den Farbstoff Alexa 488 mit blauem Licht (430-490 nm)
an, so emittiert er das Signal mit einer Wellenlange zwischen 490-570 nm und wird

als griines Lichtsignal wahrgenommen.
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Zur besseren Orientierung im Gewebe wurde eine histochemische Gegenfarbung mit
dem Hoechstfarbstoff durchgeflhrt. Der Hoechstfarbstoff interkaliert in der
doppelstrangigen DNA und farbt somit alle Zellkerne an. Er wird mit UV-Licht (1-380
nm) angeregt und erscheint als blaues Lichtsignal (430-490 nm). Alle Farbungen
wurden mit einer digitalen Kamera (Cool snap ES) an einem Olympus BX50
Mikroskop fotografiert.

3.3.1. Farbungen an Kryoschnitten

Diese Farbungen wurden zur Darstellung der drei Neurotrophin-Rezeptoren TrkA,
TrkB und TrkC durchgefiihrt. Die Embryos wurden fir 24 h in 4% PFA fixiert und
anschlieBend zur besseren Kryokonservierung fiir 48 h in 30% Saccharosepuffer
eingelegt. Danach wurden die Embryos in Einbettmedium flir Gefrierschnitte
eingebettet und in Di-Methyl-Butan eingefroren. Das Gewebe wurde am Kryostaten
in 10 um dicke Schnitte bei —20°C geschnitten, auf Superfrost-Objekttrager
aufgenommen, fiir 30 min getrocknet und bis zur Farbung bei —80°C gelagert. Nach
dem Auftauen der Schnitte wurden sie fir 15 min in 0,1 M Phosphat-Puffer (PB)
gewaschen und anschlieBend in 0,1 M PB mit 10% Serum und 0,1% Triton X-100 far
1 h bei Raumtemperatur geblockt. Der Primarantikérper wurde in 0,1 M PB mit 1%
Serum und 0,1% Triton X-100 verdunnt und Uber Nacht bei 4°C auf den Schnitten
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 0,1 M PB wurde der Sekundarantikdrper in
0,1 M PB mit 1% Serum und 0,1% Triton X-100 verdinnt und flir 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Darauf folgte eine 5 min Inkubation mit dem
Hoechstfarbstoff (1:20.000) und drei weitere Waschschritte in 0,1 M PB. Die Schnitte
wurden in Immu-Mount (Thermo Shandon, Frankfurt, D) eingedeckelt und bis zur
Auswertung bei —20°C gelagert. In der Tabelle 1 sind die verwendeten Antikdrper mit
der jeweiligen Verdiinnung angegeben.

3.3.2. Farbungen im Matrigel

Mit dem Marker BIlITubulin wurden die Neurone und die Schwann-Zellen mit dem
Marker S100P charakterisiert. Nach der Fixierung fir 1 h in 4% PFA wurden die SGs
dreimal fir 10 min in Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS) gewaschen und
anschlieBend zur Permeabilisierung fir 10 min in PBS 0,1% Triton X-100 inkubiert.
Daraufhin wurden die Antikérperbindungsstellen fir 1 h bei Raumtemperatur mittels
PBS+ 1% Rinderserumalbumin (BSA) unspezifisch blockiert. Der Primarantikdrper
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Anti-BllITubulin wurde 1:100 in PBS+ 1% BSA verdinnt und Gber Nacht mit den SGs
bei 4°C inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten in PBS wurde der
Sekundéarantikérper Ziege-anti-Maus Alexa 568 (in PBS+ 1% BSA) fur 1 h bei
Raumtemperatur zugegeben. Fir die Doppelfarbung wurden die gleichen Schritte
noch einmal mit dem Primé&rantikérper Anti-S1008 und dem Sekundéarantikérper
Ziege-anti-Kaninchen Alexa 488 wiederholt. AnschlieBend wurden die SGs fur 1 min
mit dem Hoechst-Farbstoff (1: 20.000) inkubiert. In der Tabelle 1 sind die
verwendeten Antikérper mit der jeweiligen Verdiinnung angegeben.

Tab. 1: Antikorper fir die Immunhistologie

Antikorper Verdiinnung
Kaninchen-anti-Ratte TrkA 1: 5000
Ziege-anti-Maus TrkB 1:300
Ziege-anti-Maus TrkC 1: 300
Kaninchen-anti-Rind S100p3 1:50
Maus-anti-Ratte BllITubulin 1:100
Ziege-anti-Kaninchen Alexa 488 1:250
Ziege-anti-Maus Alexa 568 1:250
Kaninchen-anti-Ziege Alexa 488 1: 300
Ziege-anti-Kaninchen Alexa 568 1: 300

3.4. Primare Kkortikale Einzelzellpraparation zur Analyse von

Signaltransduktionswegen

Als Modell zur Analyse der Aktivierung der Trk-Signalwege durch NT3 und Zytokine
im zentralen Nervensystem wurden kortikale Neuronen von E15 Mausen prapariert.
Hierzu wurden die Embryone dekapitiert und die beiden Hemisphéaren unter sterilen
Bedingungen in gekihltes HBSS Uberflhrt. Die Hemispharen wurden voneinander
getrennt und Reste des Kleinhirns und Stammhirns entfernt. Im Anschluss wurden
die Meningen von den Kortizes abgelést und jeweils 10 Kortizes in einem
Falconréhrchen mit 5 ml HBSS™ (ohne Mg und Ca) gesammelt.

3.4.1. Neuronale Zellkultur

Die Kortizes wurden drei Mal in HBSS™ gewaschen. Zur besseren Vereinzelung der
Zellen wurde das Gewebe fir 30 min mit 0,3% Trypsin bei 37°C inkubiert. Das
Trypsin wurde mit 2 ml FKS neutralisiert und es wurden 30 pg/ml DNase |
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zugegeben. AnschlieBend wurde das Trypsin und FKS durch dreimaliges Waschen
in Neuronenmedium wieder entfernt. Nach dem letzten Waschschritt wurden alle
Kortizes in ein 50 ml Falconrdéhrchen Uberfihrt und die Zellen mit einer 5 ml Pipette
durch Titruation vereinzelt. Bei einer Zentrifugation mit 300 xg fir 5 min bei 4°C
wurden restliche Gewebebrocken pelletiert. Die neuronalen Zellen im Uberstand
wurden bei einer weiteren Zentrifugation mit 900 xg fir 5 min bei 4°C pelletiert.
Dieses Pellet wurde in 10 ml warmen Neuronenmedium resuspendiert und die
Zellzahl bestimmt. Die Zellen wurden in, vorher mit Poly-D-Lysin beschichtete, 6-
Well Platten mit einer Dichte von 2 Mio. Zellen/ Well ausgesat und bei 37°C und 5%
CO, fur sechs Tage inkubiert. Nach 24 h erfolgte ein halber Mediumwechsel.

3.4.2. Gemischte Zellkultur

Die Kortizes wurden zwei Mal in HBSS™ gewaschen. Zur besseren Vereinzelung der
Zellen wurde das Gewebe fiir 25 min mit 1,5 ml 2,5% Trypsin bei 37 °C inkubiert. Das
Trypsin wurde mit 1,5 ml FKS neutralisiert und 30 pg/ml DNase | zugegeben und die
Zellen mit einer 5 ml Pipette durch Titruation vereinzelt. Bei einer Zentrifugation mit
1200 xg far 5 min bei 4°C wurden die Zellen pelletiert und anschlieBend in 10 ml
Mischkulturmedium resuspendiert. Aus dieser Suspension wurden die restlichen
Gewebebrocken durch ein Zellsieb entfernt und anschlieBend die Zellzahl bestimmt.
Die Zellen wurden in, vorher mit Poly-D-Lysin beschichtete, 6-Well Platten mit einer
Dichte von 4 Mio. Zellen/ Well ausgesat und bei 37°C und 5% CO. fiir sechs Tage
inkubiert. Nach 24 h erfolgte ein halber Mediumwechsel.

3.4.3. Probenherstellung fir die Analyse der Aktivierung Trk-
Signalkaskaden

Nachdem die primaren kortikalen Zellen fir sechs Tage kultiviert wurden, wurden die
Zellen 2x mit HBSS (neuronale Zellkultur) bzw. DMEM (gemischte Zellkultur)
gewaschen und fir 2 h in HBSS bzw. DMEM mit einem der Zytokine IL-18, IL-4, IL-6,
IFNy oder TNFa (10 ng/ml) prainkubiert. AnschlieBend wurden die Proben fir 5 min
mit NT3 (10 ng/ml) inkubiert und in kaltem PBS 2x gewaschen. Daraufhin wurden die
Zellen in 200 pl SDS-Lysepuffer mit einem Zellschaber von den Kulturschalen
abgeschabt und die Proteine extrahiert.
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3.5. Bestimmung der Zellzahl

Um die Anzahl an lebenden Zellen in einer Suspension zu bestimmen, wurden die
Zellen mit dem Farbstoff Trypanblau angefarbt. Dieser Farbstoff kann nur von
lebenden Zellen wieder aus der Plasmamembran heraustransportiert werden, womit
alle toten Zellen dunkelblau und alle lebenden Zellen hellrosa erscheinen. Die Zellen
wurden 1:2 mit Trypanblau verdinnt und anschlieBend 10 pl in ein Haemacytometer
mit einer Einteilung nach Neugebauer eingebracht. Die Zellzahl der Suspension
berechnet sich folgendermaBen: gezahlte Zellzahl in vier Kastchen einer Diagonalen
x 4 x Verdiinnung (2) x Volumen der Zellsuspension x Kammerkonstanten (10%).

3.6. Proteinextraktion und Konzentrationsbestimmung

Die Zellen wurden in einem SDS-Lysepuffer, der Proteinasen (PMSF, Aprotinin,
Leupeptin) und Phosphatasen (Natriumorthovanadat, Natriumpyrophosphat,
Glycerolphosphat) enthalt, durch mehrmaliges auf und ab pipettieren und eine 3 s
Ultraschallbehandlung aufgeschlossen und die Proteine isoliert. Nach der
Ultraschallbehandlung wurden die Proben noch fir 30 min auf Eis inkubiert und die
nicht gelésten Teile durch eine Zentrifugation (16.000 xg, 30 min, 4°C) pelletiert. Die
Proteinkonzentration im Uberstand der Proben wurde mit dem BCA-Kit liber eine
BSA-Standardreihe bestimmt. Die Durchfihrung erfolgte nach den Angaben des
Herstellers und die Absorption wurde bei 562 nm mit dem Biotek Synergy2

gemessen. Die Proteinproben wurden bei —20°C gelagert.

3.7. SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Bei diesem Verfahren werden die Proteine aus einem Gemisch anhand ihrer
MolekilgréBe aufgetrennt. Das Proteingemisch wird in einem Puffer mit SDS und B-
Mercaptoethanol erhitzt, wobei die Tertiar- und Sekundéar-Struktur der Proteine
aufgehoben werden und alle Proteine, durch die Micellenbildung mit dem SDS, eine
konstante negative Ladung pro Masseneinheit haben. Im elektrischen Feld laufen
alle Proteine im weitporigen Sammelgel mit gleicher Geschwindigkeit in einem
Feldstarkegradienten, der durch die unterschiedliche Mobilitdt der Glycin- und
Chlorid-lonen in den Puffern hergestellt wird. Am Ubergang zum engporigen
Trenngel werden die Proteine durch den erhdhten Reibungswiederstand starker
gestaut aber die Glycin-lonen wandern an den Proteinen vorbei. Dadurch 16st sich

56



Methoden

der Feldstarkegradient auf und die Proteine liegen nun in einem homogenen Puffer
vor, so dass sie sich anhand ihrer MolekulargrdBe weiter auftrennen.

Von jeder Probe wurden 10 ug Gesamtprotein in einer 10%igen SDS-PAGE bei 70 V
im Sammelgel und 140 V im Trenngel aufgetrennt. Zur Orientierung wurde auf jedes
Gel 7 pl eines Proteinstandards (250 kDa —-10 kDa, BioRad, Minchen, D)
mitaufgetragen. Die Elekirophorese wurde gestoppt, wenn die 25 kDa Markerbande
aus dem Gel herausgelaufen war. Die Herstellung der SDS- Polyacrylamidgele

erfolgte anhand des folgendem Pipettierschemas:

Tab. 2: Pipettierschema fiir 10%ige SDS-PAGE

Sammelgel Trenngel

H-O 4,5 ml 7,2 ml
Trenngelpuffer 3,8 ml
Sammelgelpuffer 1,9 ml

40% Acrylamid 810 ul 3,75 ml
10% SDS 75 pl 150 pl
10% APS 57 pl 75 pl
TEMED 19 ul 30 pl

3.8. Proteinnachweis mittels Western-Blot

Bei dieser Methode werden die Proteine nach der SDS-PAGE auf einer
hydrophoben, mikroporésen Polivinylidenfluorid (PVDF)-Membran fixiert und Uber
eine Antikérperbindung visualisiert.

3.8.1 Proteintransfer vom Gel auf eine PVDF-Membran

Die nach ihrer Gr6Be aufgetrennten Proteine werden auf eine PVDF-Membran
transferiert und dort fixiert. Der Transfer auf die Membran erfolgt im elektrisch
erzeugten Feldstarkegradienten bei einer konstanten Spannung und die Proteine
werden Uber hydrophobe Wechselwirkungen auf der PVDF-Membran fixiert.

Hierzu musste die PVDF-Membran durch einen kurzen Waschschritt in 100%igen
Methanol angefeuchtet werden. Das Methanol wurde durch einen weiteren
Waschschritt in Wasser wieder abgewaschen und anschlieBend wurden ein
Blotpapier und das Gel im Kathodenpuffer, die Membran im Anoden-Puffer Il und ein
weiteres Blotpapier im Anoden-Puffer | fur 15 min equilibriert. Der Transfer erfolgte
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fr 60 min bei 15 V in einer Semi-dry Blotkammer und wurde folgendermafBen
aufgebaut: Anode- Blotpapier- Membran- Gel- Blotpapier- Kathode.

Nach dem Transfer wurden die fixierten Proteine auf der Membran in einem
Farbebad mit Ponceaurot angefarbt und je nach GréBe des nachzuweisenden
Proteins in Streifen geschnitten. AnschlieBend wurde der Farbstoff in TBST-Puffer
wieder abgewaschen.

3.8.2. Darstellung von Proteinen liber spezifische Antikorper

Der Nachweis der Proteine findet Uber eine Antigen-Antikérper Reaktion statt. Der
Primarantikdrper bindet Uber seine variable Region sein spezifisches Antigen auf der
Membran und der Sekundarantikbrper bindet an die konstante Region des
Primarantikérpers. An die konstante Region des Sekundarantikdrper ist das Enzym
horseradish peroxidase (HRP) gekoppelt. Wird das Enzym mit seinem Substrat
inkubiert, so wird bei der chemischen Reaktion Licht ausgesendet. Dieses Signal

kann auf lichtempfindlichen Filmen als schwarzes Signal sichtbar gemacht werden.

Tab. 3: Antikorper fir die Western-Blots

Antikorper Verdiinnung | Blockierung
Kaninchen-anti-Ratte TrkA 1:1000 5% Milchpulver
Ziege-anti-Maus TrkB 1:250 5% Milchpulver
Ziege-anti-Maus TrkC 1: 500 5% Milchpulver
Kaninchen-anti-Human PLCy 1 1:500 2% BSA
Kaninchen-anti-Human phosphoPLCy 1 1:500 2% BSA

: 500 2% BSA
: 500 2% BSA
: 500 2% BSA
: 500 2% BSA

Kaninchen-anti-Maus Akt
Maus-anti-Maus phosphoAkt
Kaninchen-anti-Ratte MAPKp42/44

1
1
1
Maus-anti-Ratte phosphoMAPKp42/44 1

Maus-anti-Maus B-Actin 1: 5000 5% Milchpulver
Schaf Anti-Maus HRP 1: 5000
Esel Anti-Kaninchen HRP 1: 5000
Kaninchen Anti-Ziege HRP 1:5000

Die Membranen wurden zur Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen fir
mindestens 1 h bei Raumtemperatur in TBST-Puffer mit 5% Milchpulver bzw. 2%
BSA inkubiert. Die Zugabe des Primarantikérpers, der in der Blockierlésung verdinnt

wurde, erfolgte Uber Nacht bei 4°C. Am nachsten Tag wurde der Uberschiissige
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Primarantikérper innerhalb 30 min in TBST-Puffer von der Membran gewaschen. Der
Sekundarantikérper wurde ebenfalls in TBST mit 5% Milchpulver bzw. 2% BSA
verdinnt und far 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach drei weiteren
Waschschritten in TBST wurden die Membranen mit der Substrat-L6sung (ECL bzw.
ECL Plus) benetzt und Filme je nach Antikbrper mit unterschiedlichen
Expositionszeiten (15 s, 1 min, 5 min und 10 min) entwickelt. Die Verdinnungen und
Blockierungslésungen fir die verwendeten Antikdrper sind in der Tabelle 3

zusammengefasst.

3.8.3 Wiederverwendung von Western-Blot-Membranen

Um auf ein und derselben Membran mehrere Antikérper testen zu kénnen wird der
gebundene Antikérperkomplex von der Membran entfernt. Dies kann zum Beispiel
durch die Herabsetzung des pH-Wertes von pH 7.4 auf pH 2.2 erfolgen, wodurch die
gebundenen Antikérper zerstért werden und sich somit von der Membran |6sen.
AnschlieBend wird die Membran wieder in einem Puffer mit neutralem pH-Wert
equilibriert und kann nun erneut verwendet werden.

Diese Methode wurde hier angewendet um auf ein und derselben Membran erst die
phosphorylierte Form und anschlieBend das komplette Protein nachzuweisen. Nach
der Entwicklung mit den Phospho-Protein-Antikérpern wurden die Membranen fir 10
min bei Raumtemperatur in 100 mM Natriumcitrat pH 2.2 inkubiert, drei Mal fir 5 min
in TBST gewaschen und der Western Blot mit dem Total-Protein-AntikGrper
wiederholt.

3.8.4. Auswertung der Western-Blot-Signale

Die Quantifizierung der Western Blot Signale erfolgte mit dem Alphalmager. Hierbei
wurde ein standardisiertes Feld, das die starkste Bande eines Western Blots
vollstandig beinhaltet, Uber alle Banden gelegt, ein Hintergrund festgelegt und die
Intensitat des Schwarzwertes in diesem Feld gemessen. Anhand dieser Intensitaten
wurde die Aktivierung des Proteins innerhalb einer Probe bestimmt. Hierzu wurde die
Intensitat des Total-Proteins als 100% festgelegt und der Anteil an phosphoryliertem
Protein berechnet. Da sich die Intensitaten der Signale von verschiedenen Western
Blots unterscheiden wurden alle Werte auf die Probe mit NT3 normalisiert und
anschlieBend zusammen gefasst. Hieraus wurde der Mittelwert und der

59



Methoden

Standardfehler des Mittelwertes berechnet und eine Signifikanzanalyse mit dem
Mann-Whitney-U-Test durchgeflhrt.

3.9. DurchfluBzytometrie/ FACS (fluorescence associated cell
sorting)

Bei dieser Methode werden unterschiedliche physikalische Eigenschaften von Zellen
sowie gekoppelte Fluoreszenzfarbstoffe analysiert, in dem sie in einem
Flussigkeitsstrom einzeln einen Laserstrahl passieren. Zum Nachweis der
unterschiedlichen Zellpopulationen in der primaren und der gemischten primaren
Neuronenkultur wurden die Astrozyten Uber das GFAP-Protein, die Neurone Uber
das BllITubulin-Protein und die Mikroglia Gber das CD11b-Protein identifiziert.

Die adhérenten Zellen wurden zwei Mal in PBS mit 1 mM EDTA gewaschen und
anschlieBend mit 2 ml 0,05% Trypsin+ EDTA fir 15 min bei 37°C inkubiert. Die
Zellen wurden nun vorsichtig von dem Kulturboden abgeschlagen und in einem 50 ml
Falconréhrchen mit 8 ml PBS mit 5% FKS gesammelt. Nach einem Waschschritt in
PBS wurde die Zellzahl bestimmt und jeweils 5x10° Zellen in einem FACS-R6hrchen
gepoolt und bei 1800 xg fir 3 min bei 4°C pelletiert. Da es sich bei den folgenden
Farbungen um den Nachweis von intrazellularen Proteinen handelt wurden zunachst
alle Zellen in 1 ml 2% PFA mit 1% BSA fir 30 min auf Eis fixiert. Um das
Uberschlssige PFA wieder aus der Suspension zu entfernen, wurden die Zellen zwei
Mal in 1 ml der Waschlésung 1 (PBS mit 1% BSA) gewaschen (Zentrifugation bei
1800 xg, 3 min, 4°C). Um die Zellmembran durchlassig zu machen und die
unspezifischen Bindungstellen zu blockieren wurden die Zellen fir 30 min mit 100 pl
der Blocklésung (PBS mit 1% BSA, 10% Kaninchenserum und 0,15% Saponin)
inkubiert und anschlieBend bei 1800 xg, 3 min, 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in
100 pl Primarantikérperlésung (Blocklésung mit Antikérper) resuspendiert und fir 1 h
bei 4°C inkubiert. Die Proben fir den CD11b-Antikdrper und die Isotypkontrolle
wurden nur in der Blocklésung inkubiert. Hierauf folgten zwei Waschschritte in 1 ml
der Waschlésung 2 (PBS mit 1% BSA und 0,15% Saponin) (Zentrifugation 1800 xg, 3
min, 4°C) und daraufhin die Zugabe von 100 ul Sekundarantikérperlésung
(Blocklésung mit Antikérper). Der Uberschissige Sekundarantikdrper wurde nach 15
min wieder von den Zellen gewaschen (3x waschen in Waschlésung 2) und das
angefarbte Zellpellet in 300 pl Waschlésung 2 resuspendiert und direkt im Anschluss

im FACS-Gerat gemessen. Die verwendeten Antikérper sind in der Tabelle 4 mit
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ihrem Verdinnungsfaktor angegeben. Als Kontrollen wurden die Zellen ohne einen
Primarantikdrper inkubiert bzw. flr den direkt gekoppelten CD11b-PE-Antikdrper eine

Isotypkontrolle mitgefihrt.

Tab. 4: Antikorper fur die DurchfluBzytometrie

Antikorper Verdiinnung
Maus-anti-Schwein GFAP 1: 400
Maus-anti-Ratte BlIITubulin 1: 500
Kaninchen-anti-Maus R-PE 1:40
Ratte-anti-Maus CD11b-PE 1:100
Ratte-Isotyp-PE 1:100

Fir die Auswertung wurden jeweils 10.000 Zellen im FACS-Gerat gezahlt und mit der

FlowJo Software ausgewertet. Der Ansatz wurde dreimal wiederholt.

3.10. Analyse der Neurotrophin-Rezeptor Expressionslevel auf
mRNA-Ebene

Da die Zytokine das neurotrophininduzierte Wachstum der verletzten neuronalen
Fortsatze beeinflussen konnte, wurde der Einfluss der Zytokine auf die Expression
der Neurotrophinrezeptoren auf mMRNA- und Protein-Ebene ermittelt.

3.10.1 Probengewinnung

Fir den allgemeinen Nachweis der Trk Rezeptoren wurden E13 SGs und reine
primare kortikale Neurone verwendet. Zur Untersuchung des Zytokineinflusses auf
die Expression der Trk-Rezeptoren wurden E13 SGs wie unter Punkt 3.1.
beschrieben prapariert und anschlieBend bei 37°C in SG Kulturmedium mit
neurotrophen Faktoren und Zytokinen inkubiert. Daflr wurden die SGs eines
Embryos seitenweise zu Gruppen zusammengefasst. Eine Gruppe diente als
Kontrolle ohne Zytokin, die andere Seite wurde mit Zytokin behandelt. Nach einer
einstlindigen Inkubationszeit wurden die SGs in kaltem PBS gewaschen und die
RNA isoliert, komplementare DNA (cDNA) synthetisiert und eine Real Time Tagman
PCR durchgefihrt.
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3.10.2. RNA Isolation und cDNA Synthese

3.10.2.1.RNA-Isolation

Die RNA lIsolation erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit von Qiagen. Die Gewebeproben
wurden in 700 pl Lysepuffer aufgenommen und durch Pipettieren homogenisiert.
Dann wurde 1 Vol 70% Ethanol zu den Proben gegeben und die RNA nach den
Angaben des Herstellers Uber die Saulen aufgereinigt. Die Eluierung der Proben
erfolgte in 30 pl RNase freiem Wasser.

3.10.2.2. DNase-Verdau

Die so gewonnene RNA wurde von kontaminierender DNA befreit. Hierzu wurde der
DNA-free Kit von Ambion benutzt. Es wurden die 30 ul RNA-Probe mit 3 pl 10x
DNase | Puffer und 1 pl DNase | bei 37°C fir 1 h inkubiert. AnschlieBend wurden 3 pl
DNase-Inaktivierungsreagenz zugegeben, 2 min bei Raumtemperatur inkubiert und
der Ansatz mehrmals gevortext. Nach einem Zentrifugationsschrit bei 10.000 xg flr
1,5 min wurde der Uberstand abgenommen und bis zur cDNA-Synthese bei —80°C

gelagert.

3.10.2.3. cDNA-Synthese

Da die RNA-Menge aus einem Ansatz nur sehr geringe Konzentrationen aufweist,
wurde keine Quantifizierung der RNA durchgefliihrt, sondern jede Probe komplett
verwendet. Mit /3 der Probe wurde die cDNA-Synthese ohne reverse Transkriptase
(RT") und mit %3 der Probe die Synthese mit reverser Transkriptase durchgefiihrt
(RTY). Es wurde ein 2x Mastermix aus 10x RT Puffer, 25x dNTP-Mix, und 10x
Random-Primer angesetzt und im gleichen Volumen zu den RNA-Proben gegeben.
Zu den RT" Proben wurde zusétzlich noch 2 pl MultiScribe RT (50 U/ul) pipettiert.
Der RT™ Ansatz erfolgte in einem Endvolumen von 20 pl, der RT* Ansatz in 40 pl. Die
Proben wurden bei 25°C fir 10 min und anschlieBend bei 37°C flir 2 h inkubiert. Bis
zur weiteren Verwendung wurden die cDNAs bei —80°C gelagert.

3.10.3. Relative Quantifizierung der cDNA durch Real-Time Tagman PCR

Zur relativen quantitativen Analyse der mRNA Menge der Trk-Rezeptoren wurde eine
Real Time Tagman PCR durchgefihrt. Diese Methode erméglicht die Quantifizierung
in ,Echtzeit“. Hierbei wird zusatzlich zu den PCR Primern noch eine Sonde zu dem
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Reaktionsansatz gegeben, die in der zu amplifizierenden Sequenz bindet. An diese
Sonde ist ein Fluoreszenzfarbstoff (Reporter; hier FAM) und ein Quencher (hier
TAMRA) gekoppelt. Durch die raumliche Nahe des Quenchers zu dem Reporter wird
die Emmision des Reporters unterdriickt. Wird die an der cDNA gebundene Sonde
wahrend der Doppelstrangpolymerisation von der Matrize verdrangt, wird der
Quencher durch die Exonuklease Aktivitat der Polymerase von der Sonde gespalten
und die Emission des Reporters kann gemessen werden. Somit ist der Anstieg des
Floureszenzsignals proportional zur Amplifikationmenge der Zielsequenz. Fir jede
Probe wird eine PCR fir ein Haushalts-Gen und ein Ziel-Gen durchgefiihrt.

Die Primer/Sonden flr die TrkA-, TrkB-, und TrkC-Rezeptoren wurden von Applied
Biosystems hergestellt, die Sequenzen fur Primer und Sonde flr das Haushalts-Gen
B—Actin sind unter 2.5 aufgefiihrt. Von jeder RT" und RT™ Probe wurde 1 pl cDNA pro
Reaktionsansatz eingesetzt. Fir die Tagman PCR wurden die Ansatze nach
folgendem Schema pipettiert:

Tab. 5: Pipettierschema fiir die RT PCR

Trk-Rezeptoren B-Actin
Fast Master Mix 6,5 ul 6,5 ul
H.O 4,9 ul 2 ul
Primer 0,65 pl 3ul
Sonde 0,5 ul
cDNA 1 ul 1 ul
Gesamtvolumen 13 pl 13 pl

Die Versuche wurden im Applied Biosystems Gerat (ABI 7500 Fast) im Fast Modus
durchgefihrt (95°C 20 s und anschlieBend 40 Zyklen mit 95°C 3 s und 60°C 30 s).

Fir die Auswertung wurde eine relative quantitative Analyse (2“°T Methode nach
Livak and Schmittgen 2001) durchgefiihrt. Der CT-Wert gibt an, in welchem PCR-
Zyklus zum ersten Mal ein positives Fluoreszenzsignal gemessen wurde. Der 274¢7
Wert gibt die Expressionsstarke des Ziel-Gens im Verhaltnis zum Haushalts-Gens an
und der 24T Wert gibt an, um ein wie Vielfaches sich die Expression des Ziel-Gens
in einer behandelten Probe im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle verandert hat.
(FUr die Berechnung notwendige Formeln: AACT= A,CT- A,CT; wobei A;CT= CTze-
Gen - CThaushaits-gen der Kontrolle und AyCT= CTzie.gen - CTHaushalts-gen der behandelten

2-ACT

Probe ist.) Die Differenz von einer log-Stufe bei dem Wert entspricht einem
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10fachen Expressionsunterschied. Da eine Pipettierungenauigkeit von einem halben
Zyklus innerhalb einer Doppelbestimmung zugelassen wurde, wurden bei der 2744¢T
Auswertung Werte zwischen 0,5 und 2 nicht als verandertes Expressionlevel des

Ziel-Gens betrachtete.

3.11. Statistische Auswertung

Jeder Versuch wurde mindestens drei Mal durchgefiihrt. Ob sich die
durchschnittlichen Werte eines Versuches signifikant voneinander unterscheiden
wurde an Hand des Mann-Whitney-U-Test ermittelt. Der Mann-Whitney-U-Test wird
bei voneinander unhabhangigen Stichproben, die nicht normalverteilt sind
angewendet. Als Null-Hypothese wird davon ausgegangen, dass sich die Mediane
zweier Gruppen nicht voneinander unterscheiden. Ist der errechnete Signifikanzwert
<0,05 so kann die Null-Hypothese mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5%
abgelehnt werden. Die Signifikanzberechnung erfolgte mit der Prism-Software des
Programms GraphPad.
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4. Ergebnisse

Um den Einfluss von Zytokinen auf das Auswachsen von peripheren und zentralen
Neuronen nach einer mechanischen L&sion zu bestimmen, wurden organotypische
Auswachsmodelle untersucht. Da dieses Wachstum von neurotrophen Faktoren
abhangig ist, wurde die Expression der Neurotrophin-Rezeptoren und deren
Signalkaskaden unter dem Einfluss der Zytokine analysiert.

4.1. Organotypische Modelle zum Nachweis neuronalen Wachstums
nach mechanischen Lasionen

Um das Wachstumsverhalten von verletzten Neuronen im peripheren und zentralen

Nervensystem zu analysieren wurden organotypische Auswachsmodelle untersucht.

4.1.1. Kultivierung von dorsalen Spinalganglien als neuronales
Auswachsmodell fiir das periphere Nervensystem

Als Auswachsmodell flir verletzte periphere Neurone wurden E13 SGs in einer
dreidimensionalen Matrigelmatrix verwendet. Nach Kultivierung der SGs fur 48h mit
neurotrophen Faktoren konnten drei Zonen mit unterschiedlicher Dichte
charakterisiert werden (siehe hierzu 3.1.3), die im folgenden als SG, Schwann-Zell-

Zone und Neuriten-Zone beschrieben werden.

4.1.1.1. Einfluss von neurotrophen Faktoren auf das Wachstum der dorsalen
Spinalganglien

Um den Einfluss von neurotrophen Faktoren auf das Auswachsverhalten von SG-
Neuronen zu untersuchen, wurden die SGs flir zwei Tage mit exogenem NGF, NT3
bzw. NT4 (50 ng/ml) alleine oder in Kombination inkubiert. Hierbei zeigte sich fur
jeden neurotrophen Faktor ein spezifisches Auswachsmuster fir die Neuritenlange,
Dichte und die Schwann-Zell-Zone.
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Abb. 12: Neurotrophe Faktoren verandern das Auswachsverhalten von E13 SGs.

Die SGs wurden fir 2 Tage mit den neurotrophen Faktoren NT3, NT4 und NGF allein oder in
Kombination (je 50 ng/ml) kultiviert. (A) Das Langenwachstum der Neuriten ist als Ratio der
Neuritenzone pro SG-GréBe angegeben. (B) Das Langenwachstum der Schwannzellen ist als Ratio
der Schwann-Zell-Zone pro SG-GréBe dargestellt. (C) Die Neuritendichte wird auf einer Skala von 1-4
als Mittelwert £ sem (n= 80) dargestellt. Die Signifikanzen sind im Vergleich zur Kontrolle dargestellt
(p< 0,005).(D) Lichtmikroskopische Aufnahmen von neurotrophinbehandelten, kultivierten SGs. Der
Skalierungsbalken entspricht einer Lange von 300um.
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Wurden die SGs ohne exogene neurotrophe Faktoren inkubiert, so zeigte sich nur
ein minimales Neuritenwachstum. Die Neuriten und Schwann-Zellen lagen in einigen
dicken Buscheln mit deutlichem Abstand zueinander vor (Abb. 12). Durch die Zugabe
von neurotrophen Faktoren konnte das Wachstum stimuliert werden. Die Zugabe von
NT3 stimulierte im Vergleich zur Kontrolle sowohl das Ldngenwachstum der Neuriten
als auch ihre Dichte (Abb. 12A,C,D). Auch NT4 erhdhte die Lange der Neuriten im
Vergleich zur Kontrolle (Abb. 12A,D), wohingegen die Morphologie und Dichte der
Neuriten und Schwann-Zellen dessen der Kontrolle &hnelten (Abb. 12B,C,D).

Die NT3- induzierte Neuritenlange unterschied sich nicht signifikant von der NT4-
induzierten Lange (Abb. 12A,D), wohingegen die Neuritendichte durch die Inkubation
mit NT3 im Vergleich zu NT4 signifikant gesteigert wurde (p< 0,005; Abb. 12C,D).

Die Kombination von NT3/NT4 zeigte keinen starkeren Effekt beim Langenwachstum
als NT3 oder NT4 allein (Abb. 12A,D). Die Dichte war im Vergleich zu NT4 allein
signifikant erhdht (p< 0,05) und im Vergleich zu NT3 alleine (p< 0,05) signifikant
verringert (Abb. 12C,D). Durch die Zugabe von NGF konnte das Wachstum der
Neuriten im Gegensatz zur NT3- oder NT4- Behandlung signifikant (p< 0,005)
gesteigert werden (Abb. 12A-D). Sowohl die Kombination von NGF mit NT3 oder
NT4 als auch die Dreifach-Kombination zeigte im Vergleich zu NGF allein kein
signifikant gesteigertes Langenwachstum (Abb. 12A,D). Die Dichte der Neuriten
konnte durch die Kombination von NT3 mit NGF und die Dreifach-Kombination im
Vergleich zu NGF allein signifikant (p< 0,005) erhéht werden (Abb. 12C,D).

Auch die Schwann-Zell-Zone wurde durch die Kultivierung mit exogenen
neurotrophen Faktoren signifikant vergréBert. Es zeigte sich hier eine vergleichbare
Relation unter den verschiedenen Gruppen wie beim Neuritenldangenwachstum (Abb.
12A,B).

Um zu testen ob das spontane Auswachsen auf endogen produzierte Neurotrophine
zurickzufihren ist, wurden die SGs mit dem Neurotrophin-Rezeptor Inhibitor K252a
behandelt. Selbst in der geringsten Konzentration von 10 nM konnte K252a das
Neuritenwachstum und die Schwannzellen in den Kontrollen blockieren, wohingegen
DMSO, das Lésungsmittel fir K252a, keinen Einfluss zeigte (Abb. 13A,B).
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Abb. 13: Das spontane Wachstum der SGs lasst sich durch den Trk-Rezeptor Blocker
K252a vollstandig eliminieren.

(A) Das Neuritenlangenwachstum ist als Ratio der Neuritenzone pro SG GréBe angegeben.
Dargestellt sind die Mittelwerte £ sem (n= 6). (B) Lichtmikroskopische Aufnahmen von DMSO und

K252a behandelten SGs. Der Skalierungsbalken entspricht einer Lange von 300um.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Auswachsverhalten der
Spinalganglien von neurotrophen Faktoren abhangig ist, und dass die hier getesteten
neurotrophen Faktoren NGF, NT3 und NT4 ein jeweils charakteristisches

Auswachsmuster induzieren konnten.

4.1.1.2. Einfluss von Zytokinen auf das Wachstum der dorsalen Spinalganglien
Um den Einfluss von Zytokinen auf das Wachstum von SGs zu untersuchen, wurden
die SGs mit allen Kombinationen neurotropher Faktoren (50 ng/ml) und Zytokinen in
unterschiedlichen Konzentrationen (niedrige Dosierung 50 ng/ml; hohe Dosierung
500 ng/ml) kultiviert. Es wurden typische pro-inflammatorische Zytokine (IL-1pB, IL-6
und TNFo) sowie die Markerzytokine fur Th1-Zellen (IFNy) und Th2-Zellen (IL-4)

verwendet.
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IL-1B zeigte weder in der niedrigen noch in der hohen Konzentration einen Einfluss
auf das neurotrophininduzierte Neuritenlangenwachstum. (Daten nicht gezeigt). Eine
hohe IL-6 Konzentration flihrte zu keiner Veranderung des Langenwachstums (Daten
nicht gezeigt). Bei der geringeren Dosierung zeigte sich jedoch eine signifikante
Reduktion in der Kontrollgruppe und eine signifikante Steigerung des NT3/NT4-
induzierten Wachstums (Abb. 14). Diese Steigerung konnte auch bei einer
geringeren Konzentration von IL-6 (10 ng/ml) beobachtet werden (Daten nicht
gezeigt).

A IL-6 50ng

EE - Zytokin
3 + Zytokin

Ratio Neuritenzone/ DRG GroBe

Abb. 14: IL-6 hat nur in geringer Konzentration einen steigernden Effekt auf das
Auswachsen von kultivierten SGs.

Die E13 SGs wurden flir 48h sowohl mit den neurotrophen Faktoren NT3, NT4 und NGF allein als
auch in Kombinationen (je 50 ng/ml) und IL-6 in niedriger Konzentration (50 ng/ml) kultiviert. (A) Das
Neuritenwachstum ist als Mittelwert + sem dargestellt. (B) Lichtmikroskopische Aufnahmen der
ausgewachsenen SGs in den signifikant verédnderten Gruppen. Der Skalierungsbalken entspricht einer
Lénge von 300um.
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Durch TNFa kam es zu einer Wachstumsreduktion. In geringer Dosierung hemmte
es signifikant das Langenwachstum der Neuriten in der Kontrolle (Abb. 15A,C) und in
hoher Dosierung reduzierte es signifikant das NT3-induzierte Wachstum sowie das
Wachstum, dass durch NGF/NT3, NGF/NT4 oder die Dreifach-Kombination induziert

wurde (Abb. 15B,C). Auch das NGF-induzierte Wachstum wurde tendenziell
vermindert.
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Abb. 15: TNFa hat einen hemmenden Effekt auf das Auswachsen von kultivierten SGs.
Die E13 SGs wurden fir 48h sowohl mit den neurotrophen Faktoren NT3, NT4 und NGF allein als
auch in Kombinationen (je 50 ng/ml) und TNFa in niedriger (50 ng/ml) und hoher (500 ng/ml)
Konzentration kultiviert. (A,B) Das Neuritenwachstum ist als Mittelwert £ sem dargestellt. (C,D)
Lichtmikroskopische Aufnahmen der ausgewachsenen SGs in den signifikant verdnderten Gruppen.
Der Skalierungsbalken entspricht einer Lange von 300um.
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IFNy veranderte das Neuritenwachstum der Spinalganglien nur bei einer hohen

Dosierung. Es fuhrte zu einer signifikanten Verstarkung des NT3/NT4- und

NT3/NGF-induzierten Wachstums (Abb. 16A,B).
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Auswachsen von kultivierten SGs.

16: IFNy hat in hoher Konzentration einen steigernden Effekt auf das

Die E13 SGs wurden flir 48h sowohl mit den neurotrophen Faktoren NT3, NT4 und NGF allein als

auch in Kombinationen (je 50 ng/ml) und IFNy in hoher Konzentration (50 ng/ml) kultiviert. (A) Das
Neuritenwachstum ist als Mittelwert £ sem dargestellt. (B) Lichtmikroskopische Aufnahmen der

ausgewachsenen SGs in den signifikant verédnderten Gruppen. Der Skalierungsbalken entspricht einer

L&nge von 300um.
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Da die Schwann-Zell-Zone durch 500 ng/ml IFNy signifikant reduziert wurde (Abb.

17A,B) konnte keine aquivalente Dichteauswertung der Neuriten erfolgen.

>

IFNy 500ng
*

B - Zytokin
= + Zytokin

Ratio Schwannzellzone/ DRG GréBe

NGFIFNy

Abb. 17: IFNy reduziert in hoher Konzentration die Schwann-Zell-Zone.

Die E13 SGs wurden flir 48h sowohl mit den neurotrophen Faktoren NT3, NT4 und NGF allein als
auch in Kombinationen (je 50 ng/ml) und IFNy in hoher Konzentration (500 ng/ml) kultiviert. (A) Die
Schwann-Zell-Zone ist als Mittelwert + sem dargestellt. (B) Lichtmikroskopische Aufnahmen der

kultivierten SGs. Der Skalierungsbalken entspricht einer L&nge von 300um.
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IL-4 beeinflusste das Langenwachstum in dosisabhangiger Weise. In geringer
Konzentration hemmte es signifikant das NT4/NGF-abhangige Wachstum sowie das
Wachstum in der Dreifach-Neurotrophin-Kombination (Abb. 18A,C). In der hohen
Konzentration konnte es das NT4-induzierte Wachstum signifikant steigern (Abb.
18B,D).
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Abb. 18: IL-4 hat dosisabhangige Effekte auf das Auswachsen von kultivierten SGs.
Die E13 SGs wurden fir 48h sowohl mit den neurotrophen Faktoren NT3, NT4 und NGF allein als
auch in Kombinationen (je 50 ng/ml) und IL-4 in niedriger (50 ng/ml) und hoher (500 ng/ml)
Konzentration kultiviert. (A,B) Das Neuritenwachstum ist als Mittelwert £ sem dargestellt. (C,D)
Lichtmikroskopische Aufnahmen der ausgewachsenen SGs in den signifikant verdnderten Gruppen.
Der Skalierungsbalken entspricht einer Lange von 300um.

Die Neuritendichte wurde durch keines der getesteten Zytokine verandert.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die hier untersuchten Zytokine das
neurotrophininduzierte Langenwachstum der embryonalen Spinalganglien auf
unterschiedliche Weise beeinflussen kénnen.

4.1.2. Kultivierung von entorhinalen Kortex (EC)-Explantaten als
neuronales Auswachsmodell fiir das zentrale Nervensystem

Um das Auswachsen von verletzten Neuronen des zentralen Nervensystems zu
untersuchen, wurden entorhinale Kortex-Explantate von p2 Mausen in einer
dreidimensionalen Kollagenmatrix kultiviert und nach 48 h deren Neuritendichte
bestimmt. Auf die exogene Zugabe neurotropher Faktoren wurde in diesem Modell

verzichtet, da die EC-Explantate selbst hohe Level neurotropher Faktoren
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produzieren (NT3 [90 pg/ml], NT4 [40 pg/ml] und NGF [65 pg/ml]; Hendrix et al. in
Revision), welche das Auswachsen der Neuriten in unbehandelten Kulturen
stimulierte.

4.1.2.1. Einfluss von Zytokinen auf das neuronale Wachstum der entorhinalen
Kortex-Explantate

Um den Einfluss von IL-6, IFNy, TNFa und IL-1p auf das Wachstum der verletzten
entorhinalen Kortex-Neurone zu untersuchen, wurden die EC-Explantate von p2

Mausen flr 48 h mit den Zytokinen in niedriger (50 ng/ml) und hoher (500 ng/ml)
Dosis kultiviert.
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Abb. 19: IL-1B, IL-6 und TNFa erhéhen die axonale Dichte von kultivierten EC-
Explantaten.

Die EC-Explantate wurden fiir 48 h mit IL-1B, IL-6, TNFa bzw. IFNy in niedriger (50 ng/ml) und hoher

(500 ng/ml) Konzentration kultiviert. (A-D) Die Dichte der auswachsenden Neuriten ist als Mittelwert +
sem dargestellt.

Die Dichte der ausgewachsenen Neuriten konnte durch die Zugabe von 500 ng/ml
IL-18 (Abb. 19A), 50ng/ml IL-6 (Abb. 19B) und 500 ng/ml TNFa (Abb. 19C)
signifikant gesteigert werden. IFNy hat weder in der niedrigen noch in der hohen

Konzentration die Dichte der ausgewachsenen Axone signifikant verandert (Abb.
19D).
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4.2 Neurotrophin-Rezeptor (Trk)-Expression

Da die Ergebnisse der organotypischen Auswachsassays darauf hin deuten, dass
der Einfluss der Zytokine auf das neuronale Auswachsen neurotrophinabhangig ist,
wurde der Einfluss der Zytokine auf das Expressionslevel der Neurotrophin-

Rezeptoren untersucht.

4.2.1. Trk-Rezeptor-Nachweis im peripheren und zentralen Nervensystem
auf Protein- und mRNA-Ebene

Zu den spezifischen Neurotrophin-Rezeptoren gehéren die tropomyosin-related
kinases (Trk) A, B und C, welche sowohl in kurzen und langen SpleiBvarianten
exprimiert werden. Die Expression der Neurotrophin-Rezeptoren TrkA, TrkB und
TrkC wurde in der Immunhistologie, im Western-Blot und {ber die relative,
quantitative PCR untersucht.

4.2.1.1. Immunhistochemische Farbungen der Trk-Rezeptoren im SG

Die Verteilung der Neurotrophin-Rezeptoren in den Spinalganglien wurde mittels
immunhistochemischer Farbungen an Kryoschnitten von E13 Embryonen dargestellt.
Auf ca. 80% der Zellen in den SGs war ein Signal fir den TrkA-Rezeptor
nachzuweisen wohingegen kein positives TrkA-Signal im Rickenmark zu detektieren
war (Abb. 20A). Die starksten Signale fir die TrkB- und TrkC-Rezeptoren waren im
Rickenmark zu finden und nur auf ca. 20% der Zellen im SG (Abb. 20B,C).
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Abb. 20: Immunhistochemischer Nachweis des TrkA-, TrkB- und TrkC-Rezeptors in
embryonalen Spinalganglien.

Die Neurotrophin-Rezeptoren wurden durch spezifische Antikdrper auf Kryoschnitten von E13
Embryonen angefarbt und die Zellkerne durch den Hoechst-Farbstoff (blau) markiert. (A) TrkA-
Rezeptor (rot), (B) TrkB-Rezeptor (griin) und (C) TrkC-Rezeptor (grin). Der Skalierungsbalken
entspricht einer Lange von 300 um. (SG= Spinalganglion; RM= Riickenmark)
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4.2.1.2. Western-Blot-Nachweis der Trk-Rezeptoren in den dorsalen
Spinalganglien und den entorhinalen Kortex-Explantaten

Von den E13 SGs und den p2 EC-Explantaten wurde Gesamtprotein isoliert und
jeweils 10 pg dieses Lysats tber eine 10%ige SDS-PAGE aufgetrennt, die Proteine
auf eine PVDF-Membran geblottet und die Trk-Rezeptoren Uber spezifische

Antikdérper mittels Chemilumineszenz visualisiert.

TrkA TrkB TrkC
SG EC SG EC SG EC

150 mmm

100 s

. e B Actin

Abb. 21: Trk-Rezeptor-Nachweis in E13 SGs und p2 ECs auf Proteinebene
Gesamtprotein von E13 SGs und p2 ECs wurden Uber eine 10%ige SDS-PAGE aufgetrennt und die
Neurotrophin-Rezeptoren TrkA, TrkB und TrkC im Western-Blot nachgewiesen. Als Ladekontrolle

wurde B-Actin dargestellt. (LSV= lange SpleiBvariante, KSV= kurze SpleiBvariante)

Anhand des Western-Blots konnte in den E13 SGs der TrkA-Rezeptor nachgewiesen
werden. Die TrkB- und TrkC-Rezeptoren waren nur in der kurzen SpleiBvariante zu
detektieren (Abb. 21). In den ECs konnte kein Protein des TrkA-Rezeptors jedoch
Proteine des TrkB- und TrkC-Rezeptors nachgewiesen werden. Der TrkC-Rezeptor
wurde sowohl in der kurzen als auch in der langen SpleiBvariante stark exprimiert
wohingegen vom TrkB-Rezeptor die lange SpleiBBvariante starker exprimiert wurde
als die kurze Variante (Abb. 21).
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4.2.1.3. Trk-Rezeptor-mRNA-Expression in dorsalen Spinalganglien und
primaren kortikalen Einzelzellen

Fir die Bestimmung der Trk-Rezeptor-Expressionslevel auf mRNA-Ebene wurde
jeweils 1 pg RNA in cDNA umgeschrieben und eine relative, quantitative PCR
durchgefiuhrt. Die Expressionslevel der Rezeptoren wurde im Verhalinis zu dem

Haushalts-Gen B-Actin analysiert.

A SG 7 primére kortikale Neurone

2-ACT
2-ACT

TrkA TrkB TrkC TrkA TrkB TrkC

Abb. 22: Nachweis der Trk-Rezeptor-mRNA-Expression in E13 SGs und E15 priméren
kortikalen Neuronen

Das Expressionslevel der Trk-Rezeptoren in E13 SGs und priméaren kortikalen Neuronen wurde Gber
die Tagman PCR-Methode untersucht. Die Trk-Rezeptor-Expression wurde im Verhéltnis zur B-Actin
Expression untersucht und als 2°°T.Werte dargestellt. Der Unterschied einer Log-Stufe entspricht
einem 10fachen Unterschied.

In den SGs ist das mMRNA-Expressionslevel des TrkA-Rezeptors um ein 10faches
héher als das Expressionslevel der TrkB- und TrkC- Rezeptoren (Abb. 22A). In den
primaren kortikalen Einzelzellen sind die TrkB- und TrkC-Rezeptor mRNAs um ein
100faches starker exprimiert als die des TrkA-Rezeptors (Abb. 22B).

4.2.2. Einfluss von Zytokinen auf die Trk-Rezeptor-Expression im
peripheren und zentralen Nervensystem

FOr die mit Zytokinen behandelten SGs wurde die Trk-Rezeptor-Expression auf
cDNA-Ebene und flr die EC-Explantate im Western-Blot ermittelt.

4.2.2.1. Trk-Rezeptor-cDNA-Expression in dorsalen Spinalganglien

Nachdem die SGs flir 1 h mit neurotrophen Faktoren und Zytokinen kultiviert wurden,
wurde die RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und ein relative, quantitative Analyse
der Trk-Rezeptoren im Tagman durchgefiihrt. Es wurde der Einfluss von IFNy allein
und in Kombination mit NT3/NT4 oder NT3/NGF (stimulierte im Auswachsassay)
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sowie von TNFa allein und in Kombinaton mit NT3, NT3/NT4, NT3/NGF oder der
dreifach Kombination an neurotrophen Faktoren (hemmte im Auswachsassay)
untersucht. Die Expression der Trk-Rezeptoren wurde auf die Expression des

Haushalts- Gens B—Actin bezogen.

A TrkA B TrkB
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- Kontrolle NT3/NT4 NT3/NGF Kontrolle NT3/NT4 NT3/NGF
C TrkC
2.0q
1.54
-
(6]
g 1.0
N
0.54
PNy
00 B+ IFNy
Kontrolle NT3/NT4 NT3/NGF

Abb. 23: Die Inkubation von E13 SGs mit IFNy veranderte nicht die Trk-Rezeptor-
Expression.

Das Expressionslevel der Trk-Rezeptoren in E13 SGs nach Kultivierung mit IFNy wurde UOber die
Tagman PCR-Methode untersucht. Die Expressionslevel des (A) TrkA-Rezeptor, (B) TrkB-Rezeptor

und (C) TrkC-Rezeptor sind als 22*°T Werte + sem dargestellt.

Weder der Einfluss von TNFa (Daten nicht gezeigt) noch von IFNy zeigten eine

Veranderung des cDNA-Levels der Neurotrophin-Rezeptoren TrkA, TrkB und TrkC
(Abb. 23A-C).
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4.2.2.2. Trk-Rezeptor-Protein-Expression in entorhinalen Kortex-Explantaten
Um den Einfluss der Zytokine auf die Trk-Rezeptor-Expression auf Protein-Ebene zu
untersuchen, wurden p2 EC-Explantate fir 2 Tage mit zytokinproduzierenden T-
Zellen kultiviert (steigert axonales Wachstum im organotypischen Auswachsassay,
Hendrix et al., in Revision) und anschlieBend die Proteinmengen der TrkB- und TrkC-
Rezeptoren im Western-Blot bestimmt.
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- - 0 . . . - Zytokin
. LSV KSV
B -Actin
c TrkC D
r
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g 100+ T
KSV=—= : &
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F 504
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” 0 . - Zytokin
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Abb. 24: Die Zytokinbehandlung von p2 EC-Explantaten verandert nicht die Trk-

Rezeptor-Expression.

Die EC-Explantate wurden flr 48 h mit Zytokin produzierenden Zellen kultiviert und anschlieBend die
Proteinmenge der Trk-Rezeptoren im Western-Blot bestimmt. (A und C) Die Protein-Expressionslevel
des TrkB- und TrkC- Rezeptors. (B und D) Die Trk-Rezeptor-Expression ist im Verhaltnis zum
Haushalts-Gen B-Actin als Mittelwert £ sem dargestellt. (LSV= lange SpleiBvariante, KSV= kurze

SpleiBvariante)

Weder die lange noch die kurze SpleiBvariante der TrkB- und TrkC- Rezeptoren
wurde durch die Kultivierung mit Zytokinen in ihrem Expressionlevel beeinflusst (Abb.
24).
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4.3. Einfluss von Zytokinen auf die Aktivierung der Trk-Rezeptor-

Signalkaskaden im zentralen Nervensystem

Die Zytokine konnen das neurotrophininduzierte neuronale Auswachsen von
peripheren und zentralen Nervenzellen verandern. Anhand der hier untersuchten
Modelle konnte gezeigt werden, dass die Zytokine keine Modulation der
Neurotrophin-Rezeptor-Expression hervorrufen. AnschlieBend wurde untersucht, ob
die Zytokine die Aktivierung der Signalkaskaden der Trk-Rezeptoren beeinflussen.
Hierzu wurden keine organotypischen Modelle sondern primare kortikale Einzelzellen
verwendet. Anhand der organotypischen Auswachsmodelle Ilasst sich nicht
bestimmen, ob die Zytokine direkt auf die neuronalen Zellen wirken oder auf andere
Zellen im Gewebeverband. Deshalb wurden primare kortikale Neuronenkulturen mit

unterschiedlichen Zellzusammensetzungen untersucht.

4.3.1. Analyse der Zelltypen in den primaren kortikalen Kulturen

Nach der Vereinzelung der kortikalen Zellen wurden zwei unterschiedliche Arten von
primaren Neuronenkulturen angelegt. Zum einen wurde eine gemischte Kultur
angelegt, in der das Uberleben von verschiedenen Zellpopulationen durch die
Zugabe von Serum ermdglicht wurde, und zum anderen wurde eine neuronale Kultur
angelegt, in der das Uberleben der neuronalen Zellen dadurch begiinstigt wurde,
dass das Serum im Medium durch das B27-Supplement ersetzt wurde. Um den
Anteil der verschiedenen Zellpopulationen nach den unterschiedlichen
Kulturbedingungen zu bestimmen, wurden die Zellen nach sechs Tagen Inkubation
im FACS analysiert. Die Neurone wurden Gber den BllITubulin-Marker, die Astrozyten
Uber den GFAP-Marker und die Mikroglia Gber den CD11b-Marker dargestellt.
Anhand der FACS-Analyse zeigten sich deutliche Unterschiede in den
Zellpopulationen der neuronalen und gemischten kortikalen Kulturen. Die neuronale
Kultur setzte sich aus ca. 82% BllITubulin positiven (Abb. 25A), 2% GFAP positiven
(Abb. 25C) und 0,1% CD11b positiven Zellen (Abb. 25E) zusammen. In der
gemischten Kultur lag der Anteil an BllITubulin positiven Zellen bei ca. 70% (Abb.
25B), an GFAP positiven Zellen bei 15% (Abb. 25D) und CD11b positiven Zellen bei
1% (Abb. 25F).
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Abb. 25: Unterschiedlicher Anteil von Neuronen, Astrozyten und Mikroglia in der

neuronalen und gemischten Zellkultur

FACS-Analyse zur Bestimmung des prozentualen Anteil der verschiedenen Zelltypen in den kortikalen
Zellkulturen fir (A,B) Neuronen, (C,D) Astrozyten und (E,F) Mikroglia. Dargestellt ist jeweils die

gesamte Zellpopulation im FSC gegen den SSC (kleines Quadrat) und die Fluoreszenz 2 (PE) gegen

die Fluoreszenz 3 (groBes Quadrat). Die Sekundarantikérper- bzw. Isotyp-Kontrolle ist neben der

spezifischen Farbung abgebildet.
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In der reinen Kultur waren im Verhaltnis zu den Neuronen 40x weniger Astrozyten
und kaum Mikroglia (0,1%) vorhanden, wohingegen in der gemischten Kultur nur 4x
mehr Neurone als Astrozyten und ein geringer Teil an Mikroglia (1%) vorhanden

waren.

4.3.2. Einfluss von Zytokinen auf die Aktivierung der Trk-Signalkaskaden
in den primaren kortikalen Zellkulturen

Durch die Bindung von neurotrophen Faktoren an die Trk-Rezeptoren kdnnen
unterschiedliche Signalkaskaden aktiviert werden. Um eine mdgliche Interaktion der
Zytokine auf der Signalebene der Trk-Rezeptoren zu bestimmen, wurde die
Aktivierung von jeweils einem ausgewahlten Marker-Protein aus den drei
beschriebenen Kaskaden analysiert. Die Einzelzellen wurden nach sechs Tagen in
Kultur fir zwei Stunden mit einem der Zytokine prainkubiert, die Trk-Signalkaskaden
durch NT3 stimuliert und anschlieBend die Proteine isoliert. Fir den Western Blot
wurden 10 ug Gesamtprotein in einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt und mit den
Antikdrpern gegen die Proteine PLCy1, Akt und MAPKp42/44 inkubiert. Flr die
Auswertung wurde der prozentuale Anteil an phosphoryliertem Protein zum
gesamten Protein bestimmt und die Aktivierung durch NT3 gleich 100% gesetzt.
Weder NT3 noch eines der Zytokine IL-1B, IL-4, IL-6, IFNy oder TNFa veranderte die
totale Menge der drei untersuchten Marker-Proteine (Daten nicht gezeigt). Durch die
Prainkubation mit den Zytokinen allein wurde der Aktivierungszustand der Proteine
im Vergleich zur Kontrolle nicht verandert. Durch die finfminitige Zugabe von NT3
zu den Einzelzellen konnte die Aktivierung von PLCy1, Akt und MAPKp42/44

drastisch erhoht werden.
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4.3.2.1. Einfluss von Zytokinen auf die Trk-Signalkaskaden in der gemischten
primaren kortikalen Zellkultur

Die gemischten priméaren kortikalen Zellen wurden nach sechs Tage in Kultur fir 2 h
mit den Zytokinen IL-4 bzw. IFNy (10 ng/ml) prainkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen fur 5 min mit NT3 (10 ng/ml) stimuliert.
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Abb. 26: Einfluss von IFNy auf die Trk-Signalkaskaden in gemischten primaren
kortikalen Kulturen.

Die gemischten kortikalen Kulturen wurden mit IFNy (10 ng/ml) préinkubiert und anschlieBend mit NT3
(10 ng/ml) stimuliert. In den Graphiken sind die prozentualen Anteile an phosphoryliertem Protein vom
gesamten Protein, welche auf NT3= 100% normalisiert wurden, als Mittelwert + sem dargestellt. (A)

Aktivierung von PLCy1 und (B) Aktivierung von Akt.

IFNy zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die NT3-abhangige Phosphorylierung
von PLCy1 und Akt in den gemischten kortikalen Kulturen (Abb. 26). Die tendenzielle

Reduktionen sind auf Grund der hohen Standardabweichungen nicht signifikant.

84



Ergebnisse

A Mischkultur B Mischkultur
125 150-
5 100 T 1
T 75 < 1007
E‘ — — E
Q s50{ — r
a ® 504
® 254 o ——
c T T T T c T T L) L]
Kontrolle  IL-4 NT3  NT3+IL-4 Kontrolle IL-4 NT3  NT3+IL-4

pPLCY B - pAkt e —
tPLCY S e S e TAKE w— — ——

C Mischkultur D Mischkultur
250- 125+

3 .k g —|_
200- 3 100-

¥ T ¥

< <

= 1504 s 751

< N

< <

S 100 2] T L

o o

< <

3 501 2 954

R ,l\ o 2
c ) ) ) ) c ) ) L) )

Kontrolle  IL-4 NT3  NT3+ IL-4 Kontrolle  IL-4 NT3  NT3: IL-4

P44 e —
PUAPK, ., e e G
p44
MAP pa2 8“'

Abb. 27: Einfluss von IL-4 auf die Trk-Signalkaskaden in gemischten priméren
kortikalen Kulturen.

Die gemischten kortikalen Kulturen wurden mit IL-4 (10 ng/ml) prainkubiert und anschlieBend mit NT3
(10 ng/ml) stimuliert. In den Graphiken sind die prozentualen Anteile an phosphoryliertem Protein vom
gesamten Protein, welche auf NT3= 100% normalisiert wurden, als Mittelwert £ sem dargestellt.

(A) Aktivierung von PLCy, (B) Aktivierung von Akt, (C) Aktivierung von MAPKp44, (D) Aktivierung von
MAPKp42; (*) = p< 0,05

Die NT3-induzierte Aktivierung von PLCy1, Akt und MAPKp42 bleibt durch die
Prainkubation von IL-4 unverandert. Die NT3-abhangige Phosphorylierung von
MAPKp44 wird in den gemischten kortikalen Kulturen signifikant gesteigert (Abb. 27).
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4.5.2.3. Einfluss von Zytokinen auf die Trk-Signalkaskaden in der neuronalen
primaren kortikalen Zellkultur

Die neuronalen kortikalen Zellen wurden nach sechs Tagen in Kultur fir 2 h mit den
Zytokinen IL-1B, IL-4, IL-6, TNFa bzw. IFNy (10 ng/ml) prainkubiert und anschlieBend
fir 5 min mit NT3 (10 ng/ml) stimuliert.
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Abb. 28: Einfluss von IL-1B auf die Trk Signalkaskaden in priméaren kortikalen

Neuronen.

Die kortikalen Neurone wurden mit IL-1f (10 ng/ml) prainkubiert und anschlieBend mit NT3 (10 ng/ml)
stimuliert. In den Graphiken sind die prozentualen Anteile an phosphoryliertem Protein vom gesamten
Protein, welche auf NT3= 100% normalisiert wurden, als Mittelwert £ sem dargestellt.

(A) Aktivierung von PLCy, (B) Aktivierung von Akt; (*) = p< 0,05.

Die NT3-induzierte Aktivierung der Phospholipase Cy1 in der neuronalen Zellkultur
wurde durch die Prainkubation mit IL-1B nicht signifikant gehemmt, zeigte jedoch
eine Tendenz zur Reduktion. Die NT3-abhangige Phosphorylierung von Akt wurde
durch IL-1B hingegen signifikant reduziert (Abb. 28).
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Abb. 29: Einfluss von IL-6 auf die Trk Signalkaskaden in primaren Kkortikalen

Neuronen.

Die kortikalen Neurone wurden mit IL-6 (10 ng/ml) prainkubiert und anschlieBend mit NT3 (10 ng/ml)
stimuliert. In den Graphiken sind die prozentualen Anteile an phosphoryliertem Protein vom gesamten
Protein, welche auf NT3= 100% normalisiert wurden, als Mittelwert £ sem dargestellt.

(A) Aktivierung von PLCy, (B) Aktivierung von Akt.

IL-6 zeigte keinen Einfluss auf die NT3-abhangige Aktivierung von PLCy1 und Akt in

den primaren kortikalen Neuronen (Abb. 29).
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Abb. 30 Einfluss von TNFa auf die Trk Signalkaskaden in primaren kortikalen
Neuronen.

Die kortikalen Neurone wurden mit TNFa (10 ng/ml) prainkubiert und anschlieBend mit NT3 (10 ng/ml)
stimuliert. In den Graphiken sind die prozentualen Anteile an phosphoryliertem Protein vom gesamten
Protein, welche auf NT3= 100% normalisiert wurden, als Mittelwert + sem dargestellt.

(A) Aktivierung von PLCy, (B) Aktivierung von Akt, (C) Aktivierung von MAPKp44, (D) Aktivierung von
MAPKp42; (*) = p< 0,05.

Die Prainkubation der primaren kortikalen Neurone mit TNFo veréanderte nicht die
NT3-induzierte Aktivierung von Akt oder MAPKp42/44. Die NT3-abhangige
Phosphorylierung von PLCy1 konnte durch TNFa jedoch signifikant verringert werden
(Abb. 30).
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Abb. 31: Einfluss von IFNy auf die Trk Signalkaskaden in priméaren Kkortikalen

Neuronen.

Die kortikalen Neurone wurden mit IFNy (10 ng/ml) prainkubiert und anschlieBend mit NT3 (10 ng/ml)
stimuliert. In den Graphiken sind die prozentualen Anteile an phosphoryliertem Protein vom gesamten
Protein, welche auf NT3= 100% normalisiert wurden, als Mittelwert £ sem dargestellt.

(A) Aktivierung von PLCy, (B) Aktivierung von Akt; (*) = p< 0,05.

Wie in der primaren kortikalen Mischkultur zeigte IFNy auch in der primaren
kortikalen Neuronenkultur keinen signifikanten Einfluss auf die Aktivierung von
PLCy1 und Akt nach der NT3-Stimulation (Abb. 31).
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Abb. 32: Einfluss von IL-4 auf die Trk Signalkaskaden in primaren Kkortikalen
Neuronen.

Die kortikalen Neurone wurden mit IL-4 (10 ng/ml) prainkubiert und anschlieBend mit NT3 (10 ng/ml)
stimuliert. In den Graphiken sind die prozentualen Anteile an phosphoryliertem Protein vom gesamten
Protein, welche auf NT3= 100% normalisiert wurden, als Mittelwert + sem dargestellt.

(A) Aktivierung von PLCy, (B) Aktivierung von Akt, (C) Aktivierung von MAPKp44, (D) Aktivierung von
MAPKp42; (*) = p< 0,05.

Durch IL-4 konnte eine verstarkte NT3- abhangige Phosphorylierung von PLCy1 und

Akt in der reinen primaren kortikalen Neuronenkultur gezeigt werden, die aufgrund
des hohen Standardfehlers jedoch nicht signifikant ist. Die NT3-induzierte Aktivierung
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von MAPKp44 konnte durch IL-4 signifikant gesteigert werden, wohingegen die
Aktivierung von MAPKp42 unbeeinflusst blieb (Abb. 32).

Insgesamt zeigt sich also, dass die NT3-induzierte Aktivierung der Trk-
Signalkaskaden in primaren kortikalen Einzelzellen durch die Prainkubation mit
Zytokinen verandert werden konnte. Durch die Zugabe von TNFo wurde die
Aktivierung von PLCy reduziert, IL-1p flhrte zur verminderten Aktivierung von Akt
und IL-4 verstarkte die Aktivierung der MAPK Kinase.
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5. Diskussion

Zur Regeneration von verletztem neuronalem Gewebe ist sowohl das Uberleben der
verletzten Zellen als auch die Wiederherstellung ihrer urspriinglichen Morphologie
und deren Verknipfungen notwendig. Ein wichtiger Bestandteil der medizinischen
Forschung befasst sich mit der Frage, warum Regenerationsprozesse im ZNS nur
sehr geringfligig und im PNS meist nur unvollstandig erfolgen, sowie man diese
beeinflussen kann. Da in Folge einer Verletzung eine Immunreaktion ausgelést wird,
stellt sich die Frage, ob diese die regenerativen Prozesse im Nervensystem
beeinflusst. Auf Grund dessen wurde in dieser Arbeit eine vergleichende Studie zum
Einfluss verschiedener Zytokine auf das axonale Auswachsen von organotypischen
Explantaten aus dem PNS und ZNS erstellt, wobei im besonderen eine mdgliche
Interaktion zwischen ausgewahlten neurotrophen Faktoren und Zytokinen untersucht

wurde.

5.1. Neuronale Auswachsassays des peripheren und zentralen
Nervensystems

Um den Einfluss der Zytokine auf die Regeneration von verletzten Neuronen zu
untersuchen, wurden organotypische Explantate dorsaler Spinalganglien als
Auswachsmodell fiir das PNS und entorhinaler Kortex flir das ZNS herangezogen.
Die Praparation dieser organotypischen Explantate flhrte zu einer mechanischen
Verletzung des Gewebes. Das Wiederauswachsen der neuronalen Fortsatze wurde
unter dem Einfluss der rekombinanten Zytokine IL-1B, IL-4, IL-6, IFNy und TNFa
untersucht. Diese Zytokine sind von besonderem Interesse, da IL-1p, IL-6 und TNFa
zu Beginn einer Entzindungsreaktion von den aktivierten Makrophagen und
Endothelzellen sezerniert werden kdnnen, wahrend die Zytokine IL-4 und IFNy
hauptsachlich von den spater einstrbmenden Lymphozyten sezerniert werden

kdénnen.

5.1.1. Neuronaler Ausswachsassay des PNS

Um der Frage nach dem Einfluss der Zytokine auf das axonale Wiederauswachsen
nachzugehen, wurde zuerst das neuronale Auswachsmodell der Spinalganglien
genauer charakterisiert. Es ist beschrieben, dass die Neurotrophine (NT) nicht nur
das Uberleben, sondern auch das Auswachsen von Nervenzellen stimulieren kénnen
(Lentz et al. 1999, Markus et al. 2002, Reichardt et al. 2006). Die NT werden sowohl
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von den Neuronen selbst als auch von nicht-neuronalen Zellen produziert. In
embryonalen SG-Kulturen zeigte sich ohne die Zugabe von exogenen NT nur ein
minimales Neuritenwachstum, welches durch die Inkubation mit K252a, einem
Inhibitor der Trk-Rezeptoren, eliminiert werden konnte. Dies deutet darauf hin, dass
die SG in diesem Modell selber nur sehr geringe Mengen an NT produzieren, jedoch
konnte durch die Applikation von exogenen NT das Neuritenwachstum der SG
deutlich stimuliert werden. In der Literatur wurde das Auswachsverhalten von SG-
Neuriten oftmals an Einzelzellen untersucht. Genc et al. (2005) konnten allerdings
zeigen, dass bei kultivierten Einzelzellen der Trigeminalganglien (TG) das Trk-
Rezeptor- Expressionmuster im Vergleich zu organotypischen Explantaten und der in
vivo Situation verandert war. In den Einzelzell-Kulturen exprimieren die meisten
Zellen alle drei Trk-Rezeptoren parallel, wohingegen in organotypischen Kulturen
und in vivo meist nur einer der drei Trk-Rezeptoren auf einer Zelle exprimiert wird
(Genc et al. (2005). Es stellt sich daher die Frage, ob das neurotrophininduzierte
neuronale Auswachsen in den organotypischen Explantaten vergleichbar mit dem
der Einzelzellkulturen ist. In Einzelzellkulturen, die mit Fibroblasten zusammen
kultiviert wurden, konnte sowohl fiir NT3, NT4 als auch fir NGF eine
wachstumsférdernde Funktion festgestellt werden (Jerregard et al. 2000). BDNF
zeigte hingegen nur einen sehr geringen Einfluss auf das neuronale Wachstum
(Jerregard et al. 2000). Sowohl in embryonalen SG- als auch in TG-Neuronen
induziert NGF verstarkt die Elongation und NT3 die Verzweigung der neuronalen
Fortsatze (Lentz et al. 1999, Ulupinar et al. 2000). Dies korreliert gut mit dem NT-
induzierten Auswachsmuster aus den hier untersuchten organotypischen SG-
Kulturen. NT3 und NT4 konnten das Auswachsen der Neuriten im Vergleich zur
Kontrolle steigern, jedoch geringer als das durch NGF-induzierte Wachstum. Eine
Potenzierung des Langenwachstums durch die Kombination der NT konnte weder in
den Einzelzell-Kulturen noch in den organotypischen Explantaten gezeigt werden
(Lentz et al. 1999, Ulupinar et al. 2000, Genc et al. 2005). Die NT3-induzierte
Neuritendichte war im Vergleich zu den mit NT4-behandelten Explantaten erhdht,
jedoch geringer als in den NGF-behandelten Explantaten. Eine Erklarung hierflir
kénnte sein, dass ca. 80% der Zellen den TrkA-Rezeptor und nur 20% der Zellen den
TrkB- bzw. TrkC-Rezeptor exprimieren. Durch die Kombination von NGF und NT3
wurde die héchste Neuritendichte in den Explantaten induziert. In Einzelzell-Kulturen
fihrte die Kombination von NGF mit NT3 nicht zu einer noch starkten Stimulation der
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Neuritenlange bzw. —dichte, sondern zu einer Kombination dieser Effekte (Lentz et al.
1999, Ulupinar 2000, Genc 2005). Ob in dem hier untersuchten Modell die erhdhte
Neuritendichte durch die Kombination von NGF mit NT3 durch den synergistischen
Effekt, der bei Einzelzellen festgestellt wurde oder durch eine erhdhte Anzahl an
auswachsenden Neuronen bedingt war, lasst sich nicht feststellen.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sowohl in dem organotypischen
neuronalen Auswachsmodell als auch in neuronalen Einzelzell-Kulturen die
neurotrophen Faktoren NGF, NT3 und NT4 ein spezifisches Auswachsmuster der
Neuriten hervorrufen. Das NT-induzierte Wachstum unterscheidet sich nicht
grundlegend in den beiden Modellen. Durch die veranderte Trk-Rezeptor-Expression
in den Einzelzellen kénnen in diesen Kulturen jedoch mehr Zellen auf einen Stimulus
reagieren und ein verandertes Auswachsmuster durch die Kombination der
neurotrophen Faktoren induziert werden, als im organotypischen Modell.

5.1.2. Neuronaler Ausswachsassay des ZNS

Die EC-Explantate zeigten auch ohne Zugabe von exogenen neurotrophen Faktoren
axonales Wachstum, das auf die endogene Produktion dieser Faktoren in den
organotypischen Kulturen zurtickzufihren ist (NT3 [90 pg/ml], NT4 [40 pg/ml] und
NGF [65 pg/ml]; Hendrix et al., in Revision). Dieses Wachstum konnte durch die
Kultivierung der EC-Explantate mit K252a deutlich reduziert werden (Hendrix et al. in
Revision), was darauf schlieBen lasst, dass auch das Wachstum der axonalen
Fortsatze im ZNS neurotrophinabhangig ist.

5.2. Einfluss von Zytokinen auf das neuronale Wachstum

Da die Regeneration von verletzten Nervenfasern meist von einer Immunreaktion
begleitet wird, sollte der Einfluss von verschiedenen Zytokinen, die bei einer
Immunantwort auftreten, auf das axonale Wachstum untersucht werden. Da sich
sowohl die Regenerationsfahigkeit als auch die Immunreaktion im PNS von der im
ZNS unterscheidet, wurde der Einfluss der Zytokine in unterschiedlichen Modellen
untersucht, die jeweils das ZNS und PNS reprasentieren.

5.2.1. Effekt von IL-1p auf das neuronale Wachstum

Interleukin-1 gehdrt zu den frihen Entzindungsfaktoren. Bereits wenige Stunden
nach einer Verletzung des zentralen oder peripheren Nervensystems kommt es an

der Verletzungsstelle durch die einstrémenden Makrophagen, aktivierte Mikroglia und

94



Diskussion

Schwann-Zellen zur verstarkten Synthese von IL-1 (Wang et al. 2007, Allen et al.
2005, Rotshenker et al. 1992, Temporin et al. 2008).
Im PNS sind unterschiedliche Effekte von IL-1B auf das Auswachsen verletzter
Neurone beschrieben. So inhibierte IL-1B in vitro das axonale Auswachsen von
organotypischen SG-Kulturen aus neugeborenen Ratten (Larrson et al. 2005),
stimulierte es aber in adulten murinen Spinalganglien (Horie et al.1997), wohingegen
es keinen Einfluss auf das Neuritenwachstum von neuronalen Zellen aus dem p7
und adultem Stadium, wenn sie als Einzelzellen kultiviert wurden, zeigte (Horie et al.
1997, Temporin et al. 2008). Eine Wachstumsreduktion, die durch MAG induziert
wurde, konnte in den adulten Einzelzell-Kulturen durch IL-13 jedoch wieder
kompensiert werden (Temporin et al. 2008). Bei einer Ko-Kultivierung von neonatalen
SG-Neuronen auf Fibroblasten konnte das Neuritenwachstum durch IL-13 wiederum
gesteigert werden (Edoff et al. 2002). /n vivo fihrte die kontinuierliche Gabe von IL-
1B nach einer Ischiaslasion zu eine stéarkeren funktionellen Regeneration der
sensorischen Fasern (Temporin et al. 2008a), aber in den hier untersuchten
embryonalen SG-Kulturen konnte weder durch eine geringe noch durch eine hohe
Konzentration von IL-1B ein Einfluss auf das Auswachsen der Neuriten gezeigt
werden. Die Konzentration des IL-1 scheint nicht der essentielle Faktor fir die
Auswirkung auf das neuronale Wachstum zu sein. So zeigte eine hohe Konzentration
IL-1B eine Reduktion (Larrson et al. 2005), eine Stimulation (Temporin et al. 2008)
bzw. keine Modulation des Neuritenwachstums. Auch bei geringen Konzentrationen
konnte sowohl eine Steigerung (Horie et al. 1997, Temporin et al. 2008, Edoff et al.
2002) oder aber keine Modulation des neuronalen Wachstums beobachtet werden.
Vielmehr scheint das Entwicklungsstadium und die Anwesenheit von nicht-
neuronalen Zellen fir die unterschiedlichen Effekte von IL-1p verantwortlich zu sein.
So steigerte IL-1B das Auswachsen von adulten, hemmte es jedoch in neonatalen
und zeigte keinen Einfluss in embryonalen SG-Neuronen. Da die
Wachstumsstimulation durch IL-1f in neuronalen Einzelzell-Kulturen ausblieb,
scheint der Effekt Uber die nicht-neuronalen Zellen vermittelt zu werden. Dafr
spricht, dass IL-1B z.B. die Produktion von NGF in den nicht-neuronalen Zellen wie
Mikroglia, Astrozyten, Fibroblasten, enterischen Gliazellen, sowie den nicht-
neuronalen Zellen des Ischiasnervs und der Haut induzieren kann (Heese et al.
1998, Jauneau et al. 2006, Edoff et al. 2002, von Boyen et al. 2006, Lindholm et al.
1987, Blasing et al. 2005). Andererseits kann IL-13 aber auch direkt auf die
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neuronalen Zellen wirken. So wird z.B. der IL-1-Rezeptor auf den Neuronen der
Spinalganglien exprimiert, Uber den die Aufhebung der MAG-induzierten
Wachstumsinhibition reguliert werden kann (Temporin et al. 2008).

Die meisten Untersuchungen zur Wirkung von Interleukin-1 auf neuronale Zellen des
ZNS analysierten den Einfluss von IL-1p auf das Uberleben der Neurone nach einer
Schadigung. Weder in vivo noch in vitro konnte die alleinige Gabe von IL-1B eine
Reaktion in unverletzten Neuronen hervorrufen (Allen et al. 2005, Pringle et al.
2001). In geringen Konzentrationen zeigte IL-13 eine Verstarkung von
neurotoxischen Effekten (Tong et al. 2008, Soiampornkul et al. 2008, Viviani et al.
2003), wohingegen hohe Konzentrationen einen induzierten Zelltod meist verringern
konnten (Pringle et al. 2001, Strijpos et al. 1995). Temporin et al. (2008) konnten
zeigen, dass IL-1B allein das Wachstum von zerebellaren Neuronenkulturen nicht
beeinflusste, aber die Wachstumsinhibition, die durch MAG induziert wurde, wieder
eliminieren konnte. Die hier untersuchten EC-Explantate zeigten nur dann ein
verstarktes Auswachsen, wenn sie mit einer hohen Konzentration IL-1B kultiviert
wurden, wohingegen bei einer geringen Konzentration IL-1B keine Veranderung des
Wachstums beobachtet werden konnte. Demnach hat IL-1B in geringen
Konzentrationen weder in zerebellaren Einzelzellen noch in organotypischen
entorhinalen Kortex-Explantaten einen Einfluss auf das Wiederauswachsen von
Neuriten. Da IL-1B im Laufe der Entwicklung im ZNS exprimiert wird, kdnnte diese
Konzentration mehr den physiologischen Bedingungen entsprechen. Bei einer hohen
Konzentration, die eventuell eher einer Entziindungsreaktion gleich kommt, konnte
das Auswachsen der Neuriten im organotypischen Modell jedoch gesteigert werden,
sowie die MAG-abhangige Wachstumsinhibition wieder aufgehoben werden konnte.
Dies spricht dafur, dass IL-1f an den Auswachsprozessen nach einer Verletzung
beteiligt sein kdnnte.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass IL-1 sowohl im PNS als auch im ZNS
das Wachstum von Neuriten stimulieren kann, und dieser Effekt vermutlich Gber die
Stimulation von nicht-neuronalen Zellen induziert wird. Wahrend der Effekt im PNS
starker von dem Entwicklungsstadium abhangig ist, so ist er im ZNS deutlich von der

IL-1B-Konzentration abhangig.
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5.2.2. Effekt von IL-6 auf das neuronale Wachstum

IL-6 ist ein wichtiger Faktor bei der Aktivierung der Akute-Phase-Reaktion und tragt
somit zur Induktion der unspezifischen Immunantwort bei (Walport et al. 2008). Nach
einer Verletzung des peripheren Nervensystems kommt es zur Hochregulation der
IL-6-Expression in den SG (Thier et al. 1999, Osamura et al. 2005) und Schwann-
Zellen (Hirota et al. 1996, Thier et al. 1999). Die IL-6-Expression steigt auch nach
einer Verletzung oder Infektion im ZNS an und ist sowohl in den Neuronen als auch
in den Gliazellen nachweisbar (Munoz-Fernandez 1998).

In den embryonalen organotypischen SG-Kulturen konnte das NT3/NT4-induzierte
Neuritenwachstum durch IL-6 gesteigert werden, wohingegen das Wachstum der
Kontrolle durch IL-6 gehemmt wurde. Andere in vitro Untersuchungen zum Einfluss
von IL-6 auf das Wiederauswachsen von Spinalganglienneuronen wurden nicht in
organotypischen Modellen sondern an Einzelzell-Kulturen durchgefiihrt. Cafferty et
al. (2004) konnten zeigen, dass IL-6 allein keinen Einfluss auf das neuronale
Auswachsen von adulten SG-Neuronen hat, aber das NGF- bzw. NT3-induzierte
Wachstum verstarken konnte. In Fibroblasten/SG Ko-Kulturen konnte durch IL-6 eine
Stimulation des Neuritenwachstum induziert werden, welche durch einen
blockierenden Antikérper gegen NGF wieder aufgehoben wurde (Edoff et al. 2002).
Auch das Neuritenwachstum von PC12-Zellen konnte nicht durch IL-6 alleine,
sondern nur durch die Kombination mit NGF gesteigert werden (Wu et al. 1996).
Desweiteren konnte die Wachstumsinhibition der SG-Neuriten durch MAG oder
Myelin mittels Zugabe von IL-6 aufgehoben werden (Cao et al. 2006). Durch die
Applikation von IL-6 in Spinalganglien konnte in vivo die Regeneration der verletzten
zentralen Axone gesteigert werden (Cao et al. 2006). In IL-6-defizienten Mausen
wurden unterschiedliche Beobachtungen gemacht. So beschreiben Zhong et al.
(1999), dass in IL-6-defizienten Mausen nach einer Ischiaslasion eine verzdgerte
Regeneration der sensiblen Fasern auftrat, wohingegen die motorischen Fasern
keine verlangsamte Regeneration zeigten. Diese Ergebnisse konnten von Cao et al.
(2006) allerdings nicht bestatigt werden. Sowohl in vivo als auch in vitro Experimente
zeigten einen wachstumsstimulierenden Effekt von IL-6 auf die Neurone der
Spinalganglien. In den in vitro Experimenten zeigte sich, dass IL-6 alleine keinen
Einfluss auf das Auswachsen in PC12-Zellen, in SG-Einzelzellen und
organotypischen SG-Explantaten hatte, das neurotrophininduzierte Wachstum

jedoch gesteigert werden konnte. In den organotypischen embryonalen Explantaten
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stimulierte es das NT3/NT4-abhangige Wachstum und in adulten und neonatalen
Einzelzell-Kulturen das NGF- und NT3-induzierte Wachstum. Somit last sich
festhalten, dass IL-6 in verschiedenen Kulturmodellen unterschiedliches
neurotrophinabhangiges Wiederauswachsen der Neuriten stimulieren kann. Da diese
Stimulation auch in Einzelzell-Kulturen zu beobachten ist, lasst sich vermuten, dass
IL-6 direkt auf die Neurone wirken kann.

Durch IL-6 konnte sowohl die Neuritendichte von den hier untersuchten EC-
Explantaten als auch das Neuritenwachstum von hippokampalen organotypischen
Kulturen gesteigert werden ( Hakkoum et al. 2007). Weiterhin reduzierte IL-6 die
Wachstumsinhibition von hippokampalen Neuronen, die durch MAG und Myelin
induziert wurde (Cao et al. 2006). Das Uberleben von Neuroblastomzellen wurde
zwar durch IL-6 reduziert, gleichzeitig stimulierte es aber die Differenzierung in
neuritenbildende Zellen (Munoz-Fernandez et al. 1994). In IL-6 defizienten Mausen
wurde eine verminderte axonale Regeneration nach einer Axotomie des Nervus
facialis beschrieben (Galiano et al. 2001), wohingegen die transiente Blockade des
IL-6-Rezeptors nach einer Rickenmarkverletzung zu einer verminderten Astrogliose
und verstarkten funktionellen Regeneration fiihrte (Okada et al. 2004). Die Daten
zeigen, dass IL-6 einen stimulierenden Einfluss auf die Regeneration von
Nervenzellen aus dem ZNS hat, denn es férderte das Auswachsen der durchtrennten
Nervenfortsatze, konnte die wachstumsinhibierende Wirkung von Myelin und MAG
aufheben und fihrte zur Differenzierung in neuritentragende Zellen. Ob IL-6 die NGF-
Produktion in Astrozyten modulieren kann wird kontrovers diskutiert (Frei et al. 1989,
Awatsuji et al. 1993, Marz et al. 1999).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass IL-6 auf viele verschiedene
Neuronentypen wachstumsstimulierend wirken kann, und dass diese Stimulation,
zumindest im PNS, neurotrophinabhangig ist. Durch die Wirkung von IL-6 auf nicht-
neuronale Zellen kann sowohl ein wachstumsstimulierender als auch ein
-reduzierender Effekt ausgelést werden. Die Stimulation des Neuritenwachstums
kénnte durch die IL-6-induzierte Produktion von NGF in Fibroblasten und Astrozyten
(Edoff et al. 2002, Frei et al. 1989, Marz et al. 1999) ausgeldst werden, wahrend die
durch IL-6 verstarkte Astrogliose fir die Wachstumsreduktion verantwortlich sein
kénnte.
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5.2.3. Effekt von TNFo auf das neuronale Wachstum

Auch TNFa ist ein entscheidender Faktor in der angeborenen Immunantwort, der zur
lokalen Eindammung von Infektionen beitragt (Walport et al. 2008). Die Produktion
und Sekretion von TNFa steigt wahrend der Wallerschen Degeneration in den
umliegenden Schwann-Zellen an (Shamash et al. 2002), weiterhin kommt es zur
Expression des TNFa-R1 in den Neuronen der Spinalganglien (Ohtori et al. 2004).
Verletzungen des zentralen Nervensystems fUhren innerhalb einer Stunde zur
verstarkten TNFoa-Produktion in den Neuronen, Astrozyten, Makrophagen und
Mikroglia (Pan et al. 1997).

In den embryonalen organotypischen SG-Kulturen konnte das NT3-, NT3/NGF-,
NT4/NGF- und Triple-induzierte Neuritenwachstum durch hohe Konzentrationen
TNFa signifikant und das NGF-induzierte Wachstum tendenziell reduziert werden. In
ahnlicher Weise konnten Larsson et al. (2005) zeigen, dass TNFoa das NGF-
induzierte Neuritenwachstum in organotypischen SG-Kulturen von neugeborenen
Ratten reduzierte. Auch in Einzelzell-Kulturen von SG-Neuronen aus neugeborenen
Ratten auf immortalisierten Schwann-Zellen konnte das NGF-induzierte Wachstum
durch TNFa gehemmt werden (Schneider-Schaulies et al. 1991). TNFa scheint somit
das neurotrophin-induzierte Wachstum der SG-Neurone zu reduzieren, wobei es
nicht nur das NGF-induzierte sondern auch das NT3-induzierte Wachstum
reduzierte. Obwohl auch in der Kombinationen von NGF/NT3, NGF/NT4 und
NGF/NT3/NT4 das Wachstum reduziert wurde, war in der Kombination aus NT3/NT4
keine drastische Reduktion sichtbar. Dies kdnnte eventuell darin begriindet sein,
dass nur das NT3-induzierte Wachstum nicht aber das NT4-induzierte Wachstum
reduziert wurde, und somit das gesamte Wachstum unverandert zu sein schien.
Erstaunlicherweise ~ wird durch TNFa einerseits das NGF-abhéngige
Neuritenwachstums gehemmt aber andererseits die NGF-mRNA-Produktion in
Fibroblasten (Hattori et al. 1993) und Ischiasnervengewebe (Lindholm et al. 1987)
induziert. Diese verstarkte Neurotrophin-Produktion kénnte das Uberleben der
verletzten Neuronen begtnstigen.

In Einzelzell-Kulturen verminderte TNFa das Uberleben von embryonalen
mesencephalen und kortikalen Neuronen (Clarke et al. 2002, McGuire et al. 2001), in
dem es zur verstarkten Apoptose flhrte (Falcao et al. 2007). Ebenso wurde die

Uberlebensrate von Neuroblastomzellen durch TNFo reduziert, wobei gleichzeitig die
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Differenzierung in neuritenbildenden Zellen induziert wurde (Munoz-Fernandez et al.
1994). Im Gegensatz dazu konnte TNFo den durch NMDA, Glutamat oder
Glukosemangel induzierten Zelltod von embryonalen hippokampalen, septalen und
kortikalen Neuronen in Einzelzell-Kulturen verringern (Cheng et al. 1994). TNFa
beeinflusst demnach das Uberleben der Neurone, aber auch das Neuritenwachstum
im ZNS konnte durch TNFa beeinflusst werden. Einerseits konnte TNFa in hoher
Konzentration die Dichte der aus den EC-Explantaten auswachsenden Neuriten
steigern, andererseits reduzierte es die Lange und die Verzweigungen der
auswachsenden Neuriten von kortikalen Neuronen (Falcao et al. 2007) und
hippokampalen Neuronen, die auf Astrozyten ko-kultiviert wurden, aber nicht die
Anzahl an primaren Fortsdtzen (Neumann et al. 2002). Auch in einem
organotypischen Auswachsmodell von embryonalen mesencephalen
Gewebekulturen konnten unterschiedliche Effekte von TNFa gezeigt werden, zum
einen hemmte TNFa das frihe, gliaunabhdngige Wachstum und zum anderen
stimulierte es das spatere gliaabhangige Wachstum der Neuriten (Marschinke et al.
2008). TNFa scheint demnach sehr unterschiedliche Effekte auf Neurone
auszuiiben. Zum einen induziert es Apoptose und vermindert somit das Uberleben
der Nervenzellen, zum anderen kann es aber einen induzierten Zelltod verringern.
Auch der Einfluss von TNFoa auf das Wachstum der Nervenfortsatze ist
unterschiedlich beschrieben. Es wurde sowohl ein wachstumsreduzierender als auch
ein -stimulierender Effekt von TNFa gezeigt. Die reduzierenden Effekte wurden in
Einzelzell-Kulturen nach 16 h und 24 h Inkubation beschrieben, und Neumann et al.
(2002) konnten zeigen, dass der hemmende Effekt von TNFa durch einen direkten
Einfluss von TNFo auf die Neurone vermittelt wurde, da bei TNFoR-defizienten
Neuronen keine Wachstumsreduktion durch TNFo gezeigt werden konnte. Im
Gegensatz dazu wurden die stimulierenden Effekte von TNFa in organotypischen
Kulturen erst nach 48 h bzw. 72 h beschrieben. Daraus I&sst sich schlieBen, dass
TNFo priméar das Wachstum der Neuriten hemmen kann, dieser Effekt jedoch durch
die Stimulation der nicht-neuronalen Zellen wieder aufgehoben werden kann. Diese
wachstumsférdernden Effekte kdnnten durch eine erhéhte Produktion der
neurotrophen Faktoren in den nicht-neuronalen Zellen hervorgerufen werden, denn
TNFo kann z.B. die Produktion von NGF und BDNF in Astrozyten und Mikroglia
induzieren (Kuno et al. 2006, Saha et al. 2006, Brodie et al. 1996, Heese et al. 1998).
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Der stimulierende Effekt kobnnte durch den indirekten Weg Uber die nicht-neuronalen
Zellen verzdgert auftreten und daher erst zu einem spateren Zeitpunkt sichtbar
werden.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass TNFa in hoher Konzentration sowohl
das Wachstum der PNS- als auch der ZNS-Neurone beeinflussen kann. Im PNS
wurden bisher nur wachstumsreduzierende Effekte beschrieben, was mit den in
dieser Arbeit beschriebenen Daten korreliert. Auch im ZNS kommt es durch TNFa
zur Reduktion des Neuritenwachstum, welche jedoch durch die Stimulation von nicht-
neuronalen Zellen durch TNFa wieder aufgehoben werden kénnte und somit zum

verstarkten Auswachsen fiihrt.

5.2.4 Effekt von IFNy auf das neuronale Wachstum

Das wahrend der spezifischen Immunantwort produzierte IFNy spielt eine wichtige
Rolle bei der Aktivierung der Makrophagen und Eliminierung von intrazellularen
Erregern (Walport et al. 2008). Periphere Lasionen fUhrten zur verstarkten INFy
Expression im Endoneurium (Taskinen et al. 2000) und Neumann et al. (1997)
konnten zeigen, dass kultivierte embryonale SG-Neurone IFNy produzierten,
hippokampale Neurone und GFAP-positive Zellen hingegen nicht. Auch der IFNy-
Rezeptor wurde auf allen kultivierten SG-Neuronen nachgewiesen. Weiterhin kommt
es auch nach einer Ischdmie im Gehirn zur systemischen und lokalen IFNy mRNA
Expression (Li et al. 2001).

In dem hier untersuchten Modell kam es durch hohe Konzentrationen IFNy zum
verstarkten Auswachsen der SG-Neurone und zur Reduktion der Schwann-Zell-
Zone. In der Literatur sind unterschiedliche Einflisse von IFNy im PNS beschrieben,
so erhdht es einerseits die Uberlebensrate von kultivierten p0 SG-Neuronen (Turnley
et al. 2001), stimuliert die Differenzierung von PC12-Zellen (Improta et al. 1988, Cho
et al. 2005) und induziert das Absterben von kultivierten primaren Schwann-Zellen
(Conti et al. 2002, Nagano et al. 2001). Weiterhin konnten Schneider-Schaulies et al.
(1991) zeigen, dass IFNy das Neuritenwachstum von SG-Einzelzellen, die auf
immortalisierten Schwann-Zellen kultiviert wurden, reduzieren konnte. Wurden SG-
Explantate aus neugeborenen Ratten in einer Astrozytenmatrix kultiviert, so konnte
IFNy allein eine leichte Steigerung des Neuritenwachstums induzieren, es hemmte
aber das IL-1/bFGF-induzierte Auswachsen (Fok-Seang et al. 1998). Eine
Kultivierung der Explantate ohne Astrozyten auf Laminin fOhrte durch die
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Kombination von IFNYy/IL-1/bFGF jedoch zu einer Stimulation des Neuritenwachstum
(Fok-Seang et al. 1998). Es zeigte sich, dass IFNy das Neuritenwachstum der SG-
Neurone nur dann signifikant verandern konnte, wenn es in Kombination mit
neurotrophen Faktoren appliziert wurde. Wurden die SG-Neurone auf
immortalisierten Schwann-Zellen oder auf Astrozyten kultiviert, so konnte der NT-
induzierte Wachstumseffekt durch IFNy reduziert werden. Hierbei zeigte sich
allerdings, dass die durch IFNy induzierte Wachstumsreduktion auf eine Modulation
der Astrozyten zurlick zu fluhren ist, da der gleiche Versuchsansatz ohne Astrozyten
zur Stimulation des Neuritenwachstum fiihrte. Obwohl IFNy das Auswachsen von
neuronalen Einzelzellen, die auf immortalisierten Schwann-Zellen kultiviert wurden,
hemmte, zeigte die durch IFNy induzierte Reduktion der Schwann-Zell-Zone in den
hier untersuchten embryonalen Explantaten keinen Einfluss auf das Auswachsen der
Neuriten. Dies kdénnte daran liegen, dass im Matrigel wachstumsférdernde Proteine
(z.B. Laminin) enthalten sind, die sonst von den Schwann-Zellen exprimiert werden
und somit dieser Effekt der Schwann-Zellen auf das Neuritenwachstum in diesem
Modell keine groBe Rolle spielt. Wurden die SG-Explantate ohne zusatzliche Zellen
kultiviert, so konnte durch IFNy das NT-induzierte Wachstum der Neuriten noch
gesteigert werden, wobei erstaunlicherweise das Wachstum nur in den Gruppen
gesteigert wurde, die mit einer Neurotrophin-Doppelkombination kultiviert wurden.

Es scheint, dass IFNy auf sehr unterschiedlichen Wegen das Neuritenwachstum der
SG-Neurone nach einer Verletzung beeinflussen kann. Einerseits kann es in den
Neuronen das NT-abhangige Neuritenwachstum stimulieren, andererseits kann es
das Wachstum der peripheren Neurone durch die Modulation von nicht-neuronalen
Zellen im ZNS und PNS hemmen. Darlber hinaus kann durch IFNy die NGF-
Produktion in der Haut stimuliert werden (Blasing et al. 2005), was wiederum das
Auswachsen der SG-Neuriten ins PNS-Milieu férdern kdnnte.

IFNy stimuliert die Differenzierung von cholinergen Neuronen im basalen Vorderhirn,
PAJU-Zellen, Neuroblastomzellen und adulten Stammzellen in neuritentragende
Zellen (Jonakait et al. 1994, Song et al. 2005, Munoz-Fernandes et al. 1994, Wong et
al. 2004). Barish et al. (1991) konnte zeigen, dass IFNy zwar die Verzweigung der
auswachsenden Neuriten von embryonalen hippokampalen Neuronen erhéhen
konnte, die Lange der Neuriten jedoch unverandert blieb. Dieser Effekt war
unabhangig davon, ob die Neurone mit oder ohne Astrozyten kultiviert wurden.

Wurden hingegen embryonale kortikale Neuronen auf Mikroglia kultiviert, so konnte
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IFNy das Langenwachstum der Neuriten reduzieren (Rozenfeld et al. 2003). In dem
hier untersuchten organotypischen entorhinalem Kortex-Modell konnte jedoch keine
Veranderung der neuronalen Dichte durch IFNy induziert werden.

Diese sehr unterschiedlichen Effekte von IFNy auf das neuronale Wachstum kdnnten
durch die verschiedenen Modelle zu erklaren sein. Zum einen wurden Neurone
unterschiedlichen Ursprungs, die als organotypische Explantate oder Einzelzellen
kultiviert wurden, untersucht und die neuronalen Einzelzellen mit unterschiedlichen
Zellen ko-kultiviert. Zum anderen wurden verschiedene Parameter fur die
Bestimmung des neuronale Wachstum herangezogen. Die durch IFNy verstarkte
Verzweigung kdnnte nur in den hippokampalen nicht aber in den kortikalen Neuronen
induziert werden. Weiterhin scheinen unter dem Einfluss von IFNy nur Mikroglia aber
nicht Astrozyten das Langenwachstum der Neuriten zu vermindern. Der direkte
Einfluss von IFNy auf die Neurone in einer Einzellzell-Kultur kénnte somit eher
wachstumsstimulierend und der indirekte Effekt durch die Mikroglia eher hemmend
sein. In dem hier untersuchten organotypischen Modell kdnnten sich die
stimulierenden und hemmenden Einflisse von IFNy gegenseitig wieder aufheben
und somit scheint das axonale Wachstum unbeeinflusst.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass IFNy auf viele Zellen unterschiedlich wirkt,
und demnach wurden je nach Versuchsansatz eine eher stimulierende oder
hemmende Wirkung von IFNy auf das neuronale Wachstum beschrieben. Es scheint
jedoch, dass IFNy einerseits einen steigernden Effekt auf das Auswachsen von PNS
und ZNS Neuronen hat, wenn es direkt auf die neuronalen Zellen wirkt und
andererseits durch die Modulation von Astrozyten, Schwann-Zellen und Mikroglia das
Neuritenwachstum reduzieren kann. Da IFNy in einer Vielzahl von Zelltypen die
Differenzierung in neuritentragende Zellen induzieren kann, scheint es ein wichtiger

Faktor in der neuronalen Entwicklung und Regeneration zu sein.

5.2.5. Effekt von IL-4 auf das neuronale Wachstum

IL-4 wird von den nach einer Verletzung eingewanderten Th2-Zellen, Mastzellen und
Basophilen sezerniert (da Silva et al. 2008) und tragt zur Aktivierung der
Antikérperproduktion in den B-Lymphozyten bei (Walport et al. 2008). Nach einer
Ischamie im Gehirn kommt es zur lokalen IL-4 mRNA-Expression (Li et al. 2001), und
nach einer intrakortikalen Lipopolysaccharid-Injektion zur IL-4-Produktion in Mikroglia
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aber nicht in Astrozyten oder Neuronen (Park et al. 2005). Aktivierte Astrozyten
exprimieren zwar den IL-4R aber kein IL-4 (Brodie et al. 1998).

Im PNS-Modell konnten geringe Konzentrationen IL-4 das NT4/NGF- und Triple-
induzierte Auswachsen signifikant hemmen und das NT3/NGF-induzierte
Auswachsen reduzieren, wobei eine hohe IL-4-Konzentration das NT4-induzierte
Auswachsen jedoch férdern konnten. In der Literatur gibt es keinen direkten Hinweis
darauf, dass IL-4 das Wachstum von Spinalganglion-Neuronen beeinflussen kann,
es ist lediglich ein indirekter Zusammenhang zwischen IL-4 und dem
Neuritenwachstum beschrieben. So kommt es bei der atopischen Dermatitis zur
erhdéhten Innervation der Epidermis, die mit einer erhéhten Invasion von Mastzellen
und Th-Zellen sowie einer erhdhten IL-4-Sekretion einhergeht (Yamaguchi et al.
2008). Diese Hyperinnervation kann sowohl durch Sema3A (Yamaguchi et al. 2008),
einem wachstumsinhibierenden Faktor flr sensorische Fasern, als auch durch anti-
NGF (Takano et al. 2005), reduziert werden. Die erhdhte Innervation in der
atopischen Dermatitis scheint demnach NGF-abhangig zu sein und méglicherweise
kénnte IL-4 die NGF-Sekretion der Keratinozyten und Fibroblasten erhéhen und
somit das NGF-abhangige Wachstum der Neuriten stimulieren.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass IL-4 das
Neuritenwachstum der Spinalganglienneurone beeinflussen kann und dass diese
Effekte von der IL-4-Konzentration und den neurotrophen Faktoren abhangig ist. In
geringer Konzentration reduzierte es das Wachstum, dass durch die Kombination
aus NGF mit NT3 und/oder NT4 induziert wurde. Da das Auswachsen, dass durch
die Einzelfaktoren induziert wurde, nicht durch IL-4 verdndert wurde, scheint die
Kombination der neurotrophen Faktoren ausschlaggebend flr den reduzierenden
Effekt zu sein. Eine Steigerung konnte nur bei dem NT4-abh&ngigen Wachstum mit
einer hohen Konzentration IL-4 festgestellt werden. Bei der Kombination aus NT4 mit
NT3 und/oder NGF ist diese Steigerung nicht mehr erkennbar, was darauf zurlick
zufiihren sein kénnte, dass die Steigerung durch NT4/IL-4 nur auf das Niveau
angehoben wurde, welches auch durch NT3 allein erreicht wurde. Da das NGF-
induzierte Auswachsen auch ohne IL-4 hoher ist, als das NT4/IL-4-induzierte
Wachstum, kénnte auch hier die IL-4-induzierte Wachstumssteigerung nicht
erkennbar sein.

Fir die Wirkung von IL-4 auf das ZNS ist beschrieben, dass es das Uberleben von
retinalen Ganglion-Zellen (Scholl-Franco et al. 2001), Motoneuronen (Zhao et al.
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2006) und hippokampalen Neuronen (Araujo et al. 1993 und 1995) in vitro sowie in
vivo von Kkortikalen (Park et al. 2005) und fascialen Motoneuronen (DeBoy et al.
2006) férdern konnte, indem es z.B. die Produktion von freien Radikalen, die von
aktivierter Mikroglia synthetisiert werden, reduzierte (Zhao et al. 2006) und das
Uberleben von aktivierter Mikroglia verringerte (Park et al. 2005). Weiterhin hemmte
es die Proliferation und férderte die Differenzierung von retinalen Vorlaufer-Zellen in
Photorezeptor-Zellen (Scholl-Franco et al. 2002, da Silva et al. 2008) und konnte die
NGF-Produktion in Astrozyten stimulieren (Brodie et al. 1998, Awatsuji et al. 1993).
Durch eine geringe IL-4-Konzentration konnte ebenfalls das neuronale Auswachsen
von EC-Explantaten in vitro stimuliert werden (Hendrix et al., in Revision) und diese
Stimulation des Neuritenwachstums war nicht auf eine erhdhte Uberlebensrate der
Neurone zurlick zu fuhren. Auch in vivo konnte durch die Applikation von IL-4-
produzierenden Zellen das Auswachsen von kortikospinalen Fasern gesteigert und
eine verbesserte funktionellen Regeneration nach einer Rickenmarksverletzung
beobachtet werden (Hendrix et al. In Revision).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass IL-4 in geringer Konzentration das NT-
induzierte Wachstum von neuronalen Zellen des PNS inhibieren konnte. Einen
steigernden Effekt auf das neurotrophininduzierte axonale Wachstum konnte durch
geringe Konzentration im ZNS-Modell und hohe Konzentration im PNS-Modell

erreicht werden.

Tab. 6: Zusammenfassung der Zytokineinfliisse auf das neuronale
Auswachsen im PNS- und ZNS-Modell

SG EC
50ng/ml | 500ng/ml | 50ng/ml | 500ng/mi
IL-1P 0 0 0 +
IL-4 - 0' 0'
IL-6 +
IFNy +
TNFa - - + 0

SG = Spinalganglien (PNS-Modell); EC = entorhinaler Kortex (ZNS-Modell); 50
bzw. 500ng/ml = Zytokinkonzentration; 0 = keinen Effekt, + = stimulierender Effekt,
- = reduzierender Effekt auf das Neuritenwachstum; 1 = Hendrix et al, in Revision
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Fasst man alle Ergebnisse zusammen, so zeigt sich, dass alle hier untersuchten
Zytokine die Regeneration von verletzten Nervenfasern beeinflussen kénnen, jedoch
mit unterschiedlicher Auswirkung, abhangig von dem Neuronentyp, dem
Entwicklungsstadium der Neuronen, den neurotrophen Faktoren und der
Zytokinkonzentration (Tab. 6). So steigerte z.B. IFNy nur in den Spinalganglienzellen
und IL-1B nur in den entorhinalen kortikalen Neuronen das Auswachsen. Durch
TNFo kam es zur Reduktion des Neuritenwachstums im PNS-Modell aber zur
Stimulation im ZNS-Modell. IL-6 stimulierte das Auswachsen der Neuriten sowohl in
den SG- als auch in den EC-Explantaten, wobei es im PNS-Modell nur in geringer
Konzentration und im ZNS-Modell in hoher Konzentration zu diesem Effekt kam. IL-4
konnte in geringer Konzentration das Neuritenwachstum der SG-Explantate
reduzieren, in hoher Konzentration jedoch stimulieren. Diese Effekte kdnnten sowohl
durch eine direkte Modulation der Neurone oder durch die Modulation der nicht-

neuronalen Zellen durch die Zytokine hervorgerufen werden.

5.3. Zytokin/Neurotrophin Interaktion

Da die Zytokine das neurotrophininduzierte Auswachsen der Neuriten beeinflussten,
wurden hierzu mdgliche Interaktionsebenen zwischen Zytokinen und neurotrophen
Faktoren untersucht. Zum einen wurde untersucht, ob Zytokine die Trk-Rezeptor-
Expression veranderten und zum anderen, ob sie die Aktivierung der Trk-Rezeptor-

Signalkaskaden beeinflussten.

5.3.1. Einfluss der Zytokine auf die Trk-Rezeptor-Expression

In E13 Spinalganglien exprimieren nur wenig Neurone den TrkC-Rezeptor (Farinas et
al. 1998) jedoch ein GroBteil der Zellen den TrkA-Rezeptor (Molliver et al. 1997). Fur
die SG zeigte sich in der RT-PCR, dass die TrkA-mRNA im Vergleich zu der TrkB-
und TrkC-mRNA um ein zehnfaches starker exprimiert wurde. Dieses Ergebnis
wurde auch auf Proteinebene im Western Blot und in der immunhistologischen
Farbung an Kryoschnitten bestatigt. Fur die primaren kortikalen Neurone konnte
gezeigt werden, dass die TrkB- und TrkC-mRNA um ein 100faches starker exprimiert
wurde als die TrkA-mRNA. Im Western Blot konnte jedoch kein TrkA-Protein in den
EC-Explantaten nachgewiesen werden. Dies kdnnte daran liegen, dass kein TrkA-

Protein gebildet wurde oder dass die gebildete TrkA-Protein-Menge zu gering war,
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um sie im Western Blot zu detektieren. Auch Knlsel et al. (1994) konnten im
Kortexgewebe keine NGF-abhangige Aktivierung der Trk-Rezeptoren nachweisen.

In Neuroblastomzellen konnte IFNy die Stabilitdit der TrkA-mRNA und die NGF-
abhangige Aktivierung des Trk-Rezeptors erhdéhen (Lucarelli et al. 1995). Um zu
testen, ob auch in den hier untersuchten Modellen die zytokinvermittelte
Veranderung des neuronalen Wachstum durch eine verénderte Trk-Rezeptor-
Expression herbei gefiuhrt wurde, wurden relative, quantitative RT-PCRs
durchgefihrt. Es konnte jedoch weder durch IFNy noch durch TNFoa, die im
Auswachsassay einen deutlichen Effekt auf das Neuritenwachstum der
Spinalganglien-Neurone zeigten, eine signifikante Veranderung der TrkA, -B oder -C
mRNA-Level induziert werden. Auch in EC-Explantaten konnte keine Veranderung
der mRNA-Level der drei Trk-Rezeptoren nach der Kultivierung mit
zytokinproduzierenden Zellen gemessen werden (Hechler und Hendrix,
unveréffentlicht). Diese Ergebnisse sprechen daflir, dass die Zytokine in
Neuroblastomzellen eine andere Wirkung entfalten als in verletztem neuronalen
Gewebe. In den EC-Explantaten konnte auch im Western-Blot keine Veranderung
der Trk-Protein-Mengen durch die Kultivierung mit Zytokinen festgestellt werden.
Diese Daten lassen darauf schlieBen, dass die Zytokine das neuronale Wachstum

nicht Gber eine Modulation der Trk-Rezeptor-Expression beeinflussen.

5.3.2. Einfluss der Zytokine auf die Trk-Rezeptor-Signalkaskaden

Die Zytokin-induzierte Modulation des neurotrophinabhangigen Neuritenwachstums
kénnte auch auf der Ebene der Trk-Signalkaskaden erfolgen, da sowohl Gber die Trk-
Rezeptoren als auch die Zytokinrezeptoren, die IL-1R/TLR-Rezeptoren und die TNF-
Rezeptoren zum Teil ahnliche Signalkaskaden aktiviert werden kénnen. So kénnen
Uber die Trk- und Zytokinrezeptoren sowohl die Ras/MAPKp42/p44- als auch die
PI3K/Akt- Kaskade aktiviert werden (Reichardt et al. 2006, Vosshenrich et al. 2002).
Zu den durch die TNF-Rezeptoren aktivierten MAP Kinasen gehdrt nicht nur JNK
sondern auch MAPKp42/p44 und MAPKp38 (Jupp et al. 2001). Durch den IL-1R
kénnen ebenfalls MAPK-Kaskaden aktiviert werden, die zur Aktivierung von JNK und
MAPKp38 fuhren. Weiterhin kann es durch den IL-1R zur Aktivierung der PI3K/Akt-
Kaskade kommen (Martin et al. 2002). Um eine mdgliche Interaktion auf der Ebene
der Signalkaskaden zu testen, wurden kortikale Einzelzell-Kulturen mit einem Zytokin

prainkubiert und anschlieBend durch NT3 die Trk-Signalkaskaden aktiviert, wobei nur
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die Prainkubation mit den Zytokinen zu keiner veranderten Aktivierung von PLCy1,
Akt oder MAPKp42/p44 fihrte.
Die Prainkubation mit IL-1p flhrte zu einer verminderten Aktivierung von Akt durch
NT3. Auch Soiampornkul et al. (2007) konnten eine reduzierte NT3-abhangige
Aktivierung von Akt und MAPKp42/p44 durch IL-1B zeigen und flhren die reduzierte
Uberlebensrate in neuronalen Einzelzell-Kulturen nach einer Inkubation mit IL-1B auf
diese verminderte Aktivierung zurick. Auch die IL-1B-abh&ngige Eliminierung der
durch MAG-induzierten Reduktion des Wachstums, ist auf eine Interaktion in den
Neuronen zuriickzufiihren. Hierbei kommt es durch IL-1B zur Aktivierung der
MAPKp38 in den Neuronen, welches wiederum zur Inhibierung der RhoA-Aktivierung
fihrt und somit die Wachstumsreduktion aufhebt (Temporin et al. 2008). Da die IL-
1B-abhangige Stimulation des Neuritenwachstum in den EC-Explantaten erst bei
hohen Zytokinkonzentrationen induziert werden konnte, und die Beobachtungen aus
den Auswachsversuchen darauf hinweisen, dass der stimulierende Effekt von IL-1f3
auf das Neuritenwachstum nicht durch eine direkte Interaktion in Neuronen
hervorgerufen, sondern {ber nicht-neuronale Zellen vermittelt wird, scheint ein
anderer Versuchsaufbau fir die Untersuchung des Einflusses von IL-1 auf das
neuronale Auswachsen sinnvoll. Zum einen sollten eine ansteigende
Konzentrationsreihe von IL-18 gewahlt und zum anderen die Neurone mit nicht-
neuronalen Zellen zusammen kultiviert werden.
IL-6 konnte das Auswachsen in den organotypischen EC-Explantaten steigern. Bei
der Analyse der Signalkaskaden zeigte sich keine Veranderung der NT3-induzierten
Aktivierung von PLCy1 und Akt durch IL-6. Da die Steigerung des Neuritenwachstum
nur bei hohen Konzentrationen IL-6 beobachtet werden konnte, ware es sinnvoll, die
Modulation der Signalkaskaden noch einmal mit héheren Dosen IL-6 zu testen.
Weiterhin konnte durch Cao et al. (2006) gezeigt werden, dass IL-6 die durch Myelin-
bzw. MAG-induzierte Reduktion des Neuritenwachstums (ber die Aktivierung von
JAK wieder aufheben konnte und Wu et al. (1996) konnten zeigen, dass die
Stimulation des Neuritenwachstum durch IL-6 in PC12-Zellen sowohl durch die
JAK/STAT- als auch die Ras/MAPK-Kaskaden vermittelt wurde. Dies lasst vermuten,
dass die IL-6-abhangige Wachstumssteigerung in den Kkortikalen Neuronen auch
Uber die Aktivierung der MAPK-Kaskade reguliert werden kdnnte.
In den primaren neuronalen Einzelzellen konnte durch TNFoa die NT3-induzierte
Phosphorylierung von PLCy1 reduziert werden, wobei es keinen Einfluss auf die
108



Diskussion

Aktivierung von Akt und MAPKp42/p44 hatte. Neumann et al. (2002) konnten eine
Aktivierung von RhoA durch TNFa in neuronalen Einzelzellen beobachten. Diese
Effekte sprechen daflir, dass durch den direkten Einfluss von TNFa in den
neuronalen Zellen das Wachstum reduziert werden kann. Ahnlich wie bei IL-1B
deuten die Ergebnisse der Auswachsassays darauf hin, dass die Stimulation des
Neuritenwachstum durch TNFa nicht durch eine direkte Interaktion in den Neuronen
sondern Uber die nicht-neuronalen Zellen hervorgerufen werden. Demnach sollte
auch hier zuklnftig der Einfluss von TNFo auf die Signalkaskaden in einer
Mischkultur untersucht werden.

Durch IFNy konnte das neuronale Wachstum in den organotypischen EC-Explantaten
nicht verandert werden. Auch in den embryonalen kortikalen Einzelzellen, sowohl in
der neuronalen als auch in der gemischten Kultur, konnte durch IFNy keine
Veranderung der NT3-induzierten Aktivierung von PLCyl und Akt hervorgerufen
werden.

Durch IL-4 konnte sowohl in der neuronalen als auch in der gemischten Einzelzell-
Kultur eine Steigerung der NT3-induzierten MAPK Aktivierung gezeigt werden. EC-
Explantate von IL-4R-defizienten oder IL-4R-mutierten Mausen (durch Mutation keine
Aktivierung von Akt und MAPK madglich) zeigten im Gegensatz zu Wildtyp- und
STAT6-defizienten M&usen keine Stimulation des Neuritenwachstums durch IL-4-
sezernierende Zellen (Hendrix et al. In Revision). Demnach scheint die IL-4-
induzierte Wachstumssteigerung in den organotypischen EC-Explantaten durch

einen direkten Effekt von IL-4 auf die neuronalen Zellen vermittelt zu werden.

Tab. 7: Zusammenfassung der Zytokineinfliisse auf die NT3-induzierte
Aktivierung der Trk-Signalkaskaden in kortikalen Einzelzellen

PLCy1 Akt MAPK
IL-1B 0 - n.a.
IL-6 0 0 n.a.
TNFa - 0 0
IFNy 0 0 n.a.
IL-4 0 0 +
0 = kein Effekt, + = stimulierender Effekt, - = reduzierender Effekt auf die

Aktivierung; n.a. = nicht analysiert
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Insgesamt zeigt sich, dass die hier untersuchten Zytokine die NT3-abhangige
Aktivierung der Trk-Signalkaskaden in kortikalen Neuronen auf unterschiedliche
Weise beeinflussen kénnen (Tab. 7). Sowohl IL-6 als auch IFNy zeigten keinen
Einfluss auf die NT3-abhéngige Aktivierung von PLCy1 und Akt. Uber IL-1B konnte
die Aktivierung von Akt und Gber TNFa die Aktivierung von PLCy1 reduziert werden.
IL-4 konnte hingegen die Phosphorylierung von MAPK stimulieren.

Werden alle Daten zusammen betrachtet, so zeigt sich 1. dass Zytokine das
Wiederauswachsen von verletzten Neuronen modulieren kbénnen; 2. dass die
Wirkung der Zytokine vom Neuronentyp, der Zytokinkonzentration und dem
Entwicklungsstadium der Neuronen abhéangig ist; 3. dass dies sowohl Uber eine
indirekte als auch direkte Interaktionen erfolgen kann; und 4. dass Zytokine die
neurotrophininduzierte Aktivierung der Trk-Signalkaskaden beeinflussen kdnnen.
Daraus ergibt sich, dass die Kombination von Zytokinen und neurotrophen Faktoren
eine mdgliche, wenn auch komplizierte Therapieform nach einer Verletzung des ZNS
oder PNS darstellen kénnte.

5.4. Ausblick

Zytokine spielen nach einer Verletzung des Nervensystems nicht nur bei der
Immunantwort eine  wichtige Rolle, sondern sind auch an den
Regenerationsprozessen der Nervenzellen beteiligt. Sie kénnen sowohl das
Uberleben, als auch die Differenzierung und das Auswachsen der Neurone
beeinflussen. Um sich diese Effekte far eine mdgliche Therapie nach einer
Verletzung des Nervensystems zu Nutze zu machen, missen diese sehr komplexen
Interaktionen zwischen den Zytokinen und den Zellen des Nervensystems weiterhin
untersucht werden. So stellt sich z.B. die Frage, in welchen Konzentrationen die
Zytokine in vivo zu einer Stimulation des Neuritenwachstum fUhren kénnen und
welche Folgen durch diese Konzentration in den nicht-neuronalen Zellen
hervorgerufen werden kdnnen. Auch die Frage zu welchem Zeitpunkt eine
Modulation der Zytokinexpression mit einer verbesserten funktionellen Regeneration
in vivo einhergeht, ist zu klaren. Weiterhin zeigte sich, dass ein Zytokin in Neuronen
unterschiedlichen  Ursprungs auch  unterschiedliche  Effekte auf das
Auswachsverhalten induzieren kann. Somit stellt sich die Frage, wodurch sich die
Interaktionen von einem Zytokin in den verschiedenen Neuronentypen

unterscheiden. Durch das Verstandnis der Modulation der Signalkaskaden in den
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neuronalen Zellen durch die Zytokine, kénnten sich dartber hinaus neue
Therapiewege er6ffnen.
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