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2. Spezieller Teill

2.1 Material und Methoden

2.1.1 Die Tiere

Wir erhielten in Paraffin eingebettete Mausegehirne von deArbeitsgruppe AG PD Dr.
Berthold Hocher, Medizinische Klinik mit Schwerpunkt fur Nephrologie,
Universitatsmedizin Berlin, Campus Charité-Mitte unter der Leitung von Prof. Hans-H.
Neumayer. Fur die Versuche wurden Mause vom NMRI-Stamm verwende

Herstellung der transgenen Tiere:

Human Endothelin-1 transgene Tiere wurden in der Arbeitsgruppe vorDPréf. Theuring,

Institut fur Pharmakologie und Toxikologie, Universitatsklinikum CleariHumboldt

Universitat Berlin etabliert und in der AG PD Dr. Hocher charakterisiert.

Eine humangenomische Lambdaphagenbibliothek, hergestellt mit DNApeadgheren

Blutlymphozyten, wurde mit Hilfe einer humanen ET-1 cDNA (we Bloch et al. 1989
beschrieben) durchsucht. Ein dabei gewonnener 16- kD Klon, der dasg&sSkith Gen und
angrenzend ~ 8-kD 5’ und ~ 1,5-kD 3’ Sequenzen enthielt, wurde in pGhikkBaiert und

fur die Mikroinjektion verwendet.

Bei der Mikroinjektion wurden Einzellembryos von befruchteten, weibtidi®RI Mausen

entnommen. In diese wurden die linearen humanen ET-1 DNA-FragmeuaierinjDie so

entstandenen transgenen Eizellen wurden in Eileiter von pseudoschwallytRémMausen

Ubertragen. Die transgenen Mause wurden mit Hilfe von Southern-blogsenaund PCR
identifiziert. Fur die PCR verwendete man DNA aus Schwanzbiopsienngm fér humanes
ET-1 spezifischen Primer.

Mit Hilfe von Northern-blot-Analysen und in situ Hybridisierung wurde Eixpression des
Transgens in Gehirn, Nieren und Lungen nachgewiesen, auch in Herz, DMiber

Speicheldrisen und Hoden konnte eine Transgenexpression auf niedrijeeam gezeigt
werden (Hocher et al. 1997b).

Es wurden drei unabhéangige transgene Linien generiert (Linie 23826856). Die Tiere,
die in dieser Studie verwendet wurden, sind heterozygote MausenaeB56. Aufgrund der
geringen Anzahl homozygoter transgener Mause war eine stastiseswertung dieser
Tiere nicht moglich. Es wurden bei diesen Tieren jedoch keine #akétz phanotypischen,
toxischen oder funktionellen Veranderungen festgestellt (Hocher et al. 1997b).

Aufzucht:

Alle Tierexperimente wurden entsprechend der lokalen RichtlinieHditung und Gebrauch
von Labortieren durchgefuihrt (Tierversuchsgenehmigung 90335/95). Die dibrelten

freien Zugang zu Standardmausenahrung und Leitungswasser, und gierdiem(20°C),

die Luftfeuchtigkeit (64%) und der Tag-Nacht-Rhythmus (Lichtperiede 6.00 bis 18.00
Uhr) wurden kontrolliert und konstant gehalten. Nach zwei und sechs Wochem khen
Tiere fur 24 Stunden in einen Stoffwechselkéfig, wo ihnen Blut abgenommnele und der
Urin gesammelt wurde zur Bestimmung von Kalium, Natrium, Proteianstoff und

Kreatinin sowie deren Ausscheidung.

Die Tiere wurden je nach Behandlung in 6 verschiedene Gruppen eingeteilt:
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Gruppe 1: Mit L-Name (ein NO-Synthase-Antagonist) behandelte, transgenee Ti

Gruppe 2: Mit L-Name und LU 224 (ein kombinierter JRIETgR-Antagonist) behandelte,
transgene Tiere

Gruppe 3: Unbehandelte, transgene Tiere

Gruppe 4: Mit L-Name behandelte Kontrolltiere

Gruppe 5: Mit L-Name und LU 224 behandelte Kontrolltiere

Gruppe 6: Unbehandelte Kontrolltiere

Die Behandlung mit L-Name erfolgte mit 100mg/kg Kopergewiphd Tag Uber das
Trinkwasser fur einen Zeitraum von 6 Wochen. In der Literatur isbrsanehrfach der
Zusammenhang des NO-Systems mit dem Endothelinsystem bbschngrden. NO hemmt
die Endothelinexpression (Kuchan et Frangos 1993), ET-1 induziert Ub&TgBndie NO-
Synthase und fuhrt so zu einer negativen Rickkopplung (Yanagisaalial®88). Bei den
ET-1 transgenen Mausen fuhrt eine intraventse Bolusinjektion von L-Nameinem
signifikant hoherem Blutdruckanstieg als bei den entsprechendenoKieren (Hocher et
al. 2004), was fur eine gegenregulatorisch erhéhte NO-Synthese itmadegenen Tieren
spricht. Es lassen sich zudem eine erhdhte Anzahl an NO-MegabiofitUrin der transgenen
Tiere nachweisen (Hocher et al. 2004). Aus diesem Grund erimele@ der Versuchstiere
L-Name, um die Auswirkungen einer Hemmung dieser Gegenregulation zu untersuchen.
Die Behandlung mit LU 224, ein Racemat von LU 302, erfolgte mit 5Qgnigticpergewicht
ebenfalls tber 6 Wochen. Der ETR-Blocker wurde gegeben, um heradezyfiob die
maoglicherweise vorhandenen Organschaden und Blutdruckveranderungen audigmund
Hemmung der gegenregulatorischen NO-Synthese Uber eine Aktivideurtg§r-Rezeptoren
erfolgen. Ware das zutreffend, so missten diese Organveranderungen bétren, die mit
L-Name und LU 224 behandelt wurden, nicht zu finden sein.

Organentnahme und Fixierung:
Fur die Organentnahme wurden die 3 Monate alten Tiere mit 16 nkgikgergewicht
Rompun und 80 mg/kg Korpergewicht Ketanest i.p. narkotisiert, nachdeaavsiegewogen
wurden. lhnen wurden anschlielend zunachst Blut durch Punktion des Herzens eamtnomm
und die Nieren prapariert und entnommen. Dann wurden die Tiere durch Dekapitatiet getot
Es wurden aufRer den Nieren noch das Herz, das Gehirn, die Lunge udidtdiesColon
entnommen.
Zur histologischen Aufarbeitung wurden die Organe mit 0,9%iger {Na8lng gespult und
in Formalin 4% fixiert. Die Formalinlésung wurde nach 24 und 48 Stundexuenn Die
Einbettung in Paraffin erfolgte in einer Histokinette automatisch:
1. Entwésserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70-80-96-96-100-100-100%
Ethanol) fur je eine Stunde.
2. Entfernung des Ethanols durch Xylol fur 12 Stunden mit 2-maligeeuderung der
Xylol-Lésung nach jeweils 4 Stunden.
3. Lagerung in geschmolzenem Paraffin bei 56°C fur 2x1 Stunde.
Nach 12 Stunden wurden die paraffinierten Organe in Tissue Tek Urntkassat 56°C
heilBem Paraffin Gbergossen. Nach Erkalten des Paraffins sindadiffirtblocke mit dem
Mikrotom schneidbar.
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2.1.2 Endothelingenmarkierung mit LacZ

Die Genmarkierung mit LacZ dient der Erkennung der Lokalisationesder Auspragung
der Endothelingenexpression. Zu diesem Zweck wurde hinter die Rmoegibon des
Endothelingens (8kb) im Bereich des ersten Exons das baktefi€lalaktosidasegen
(=LacZ-Gen) eingefugt. Das Transgen wurde anschlieend wen dieschrieben in
Einzellembryos von Mausen des MNRI-Stamms mikroinjiziert. Diealisktion des LacZ-
Gens im Bereich von Exon 1 fuhrt zu einem Kettenabbruch bei delne&dgmtes transgenen
Endothelins, so dass bei diesen Tieren keine erhdhte Endothelin-1-Expression vorliegt.
Die LacZ-Tiere wurden als zusatzliche Gruppe 7 behandelt,edansir vom ET-1-Spiegel
den Kontrolltieren entsprechen mussten, aber nicht so viele Untengerhuvahrend der
Aufzucht mit ihnen durchgefuhrt wurden und die Organentnahme erst ien ¥din 10
Monaten erfolgte.

Um die Expression dg3-Galaktosidasegens sichtbar zu machen, wurden die Gehirne mit 5-
bromo-3-indolyl-D-galactopyranosid (=Bluo-Gal) gefarbt, was zu einer Bildung von
intrazellularen blauen Prazipitaten fuhrt. Dabei wurden die Pr&pamatsprechend der
Methode von Slowinski et al. (2002) behandelt:

1. Vorfixierung in PBS (1,9 mM NapPQO;, 8,1 mM NaHPQO,, 154 mM NaCl) gemischt
mit 1% Formalin, 0,2% Glutaraldehyd und 0,02% Nonidet P40 fir eine Stunde bei
4°C.

2. 2maliges Waschen in PBS.

3. Farbung in PBS mit 3,1 mM4ke(CN}), 3,1 mM K;Fe(CN), 1 mM MgCh und 0,05
M Bluo-Gal bei 31°C fur 24 Stunden.

4. 2maliges Waschen in PBS.

5. Fixierung in PBS mit 4% Formalin und Einbettung in Paraffin.

Die so behandelten Gehirne erhielten wir von der Arbeitsgruppe von PD Dr. Hocher.

Sie wurden zunédchst am Mikrotom geschnitten und anschlieBend mit Kiobec
gegengefarbt.

Die nachfolgend beschriebenen Farbungen und Auswertungen wurden \aam mstitut fur
Neuropathologie des Universitatsklinikums Benjamin Franklin durchgefuhrt.

2.1.3 GFAP-Immunhistochemie mit der ABC-Methode

Prinzip:

Es handelt sich um eine immunhistochemische Darstellung des Sdiatsésproteins mit
Hilfe eines Avidin-Biotin-Komplexes.

Zunachst werden die Bindungsstellen des Sauren GliafaserproieisnmPriméarantikorper
(DAKO Rabbit Anti-Cow GFAP) markiert. Dann wird der mit Bioti markierte
Briickenantikdrper dazugegeben, welcher an den Priméarantikdrper bindet.Haibdine sehr
hohe Affinitat zu Avidin, einem Glykoprotein von 68kDa mit vier Bindundbster Biotin.
Ein Komplex aus Avidin, Biotin und einer an Biotin gekoppelten Meéchgteroxidase wird
nun auf die Objekttrager gegeben und heftet sich mit noch freien Bjssketien des Avidins
an das Biotin des Briickenantikdrpers.

Die Peroxidase reagiert anschlieRend mit dem zugefugtent®farb\B (3,3 Diamino-
Benzidin-Tetrahydrochlorid). Das Reaktionsprodukt ist braun.
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Vorgehen:
1. Entparaffinieren der Schnitte in Xylol fir zweimal 5 Minuten,cie3end in Alkohol

mit absteigender Konzentration (100-100-96-80-70%).

2. Blockieren der endogenen Peroxidase durch Inkubation mit 200ml Methanol und 3ml
Wasserstoffperoxid fir 30 Minuten unter dem Abzug.

3. Zweimaliges Spulen in TBS (Tris-HCI-Pufferlésung).
(Trishydroxymethylaminomethan mit 25%iger Salzsaure auf pH,4 einstellen;
100ml Tris-Stammlésung mit 100ml NaCl-Stammlésung und 800ml Aqua dest.
mischen und anschlieBend 0,406g MgCD,324g MnCl und 0,222g CagGl
hinzufugen)

4. Blockieren von unspezifischen Bindungsstellen durch 20-minitige Inkubatibn m
20Qul Ziegennormalserum (Vectastain ABC-Kit gelb) verdunnt in Smbk-HCL-
Puffer bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer.

5. Abgiel3en des Normalserums und anschliel3endes Inkubieren der Prapada&Omn
(in TBS) verdinntem Primarantikérper (Rabbit Anti-Cow GFAP) bei 4°C Uber Nacht.

6. Abgief3en und zweimal 5 Minuten in TBS auf dem Schuttler spulen.

7. 10ul Anti-Kaninchen-IgG-Briickenantikdrper (Vectastain ABC-Kit blamiy 2ml TBS
verdinnen, auf die Praparate geben und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

8. AbgielRen und mit TBS zweimal 5 Minuten auf dem Schttler sptlen.

9. Inkubieren mit dem Avidin-Biotin-Komplex (5ml TBS mit pDAvidin und 5Qu
Biotin, mit Peroxidase gekoppelt) fir 45 Minuten bei Raumtemperatur.

10. Abgiel3en und zweimal 5 Minuten mit TBS auf dem Schuttler spulen.

11.Zur Entwicklung eine DAB-Tablette (3,3 Diamino-Benzidin-Tetrahytitorid)
auftauen, unter dem Abzug in 15ml 0,1 molarer Tris-HCL I6sen (lichtgéesy und
12ul Wasserstoffperoxid hinzufiigen. Die Flussigkeit mit einer 5pnit& durch einen
Mirkofilter auf die Praparate tropfen und 2 bis 3 Minuten inkubieren, dgs
erwinschte Braunfarbung erreicht ist.

12.Zuruckschitten des DABs in dasselbe Gefal und Neutralisation mit
Natriumhypochlorid.

13. Schnitte fur 15 Minuten in Aqua dest. (mehrmals wechseln) auf dem Schiittler spilen.

14.Gegenfarbung mit Hamatoxylin fir 1 Minute.

15.Blauen in Leitungswasser fur 10 Minuten.

16.Dehydrieren der Praparate in aufsteigender Alkoholreihe (70-80-96-100-100%).

17.2-mal fur je 5 Minuten in Xylol schwenken.

18.Eindecken.

2.1.4 Mikroglialektinhistochemie mit Tomato Lektin

Prinzip:

Lektine sind eine Gruppe von Proteinen und Glykoproteinen, die durch eine HotigtA4u
Zuckern oder Zuckersequenzen von bestimmten Glykoproteinen gekennzeictthethre
Aufgabe ist die Zellinteraktion und Zellerkennung durch die Verbindung von
membranstandigen Lektinen mit den korrespondierenden Glykoproteinen demzamglen
Zelle.
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Tomato Lektin wird aus der Tomatenpflarizgcopersicon esculentum gewonnen. Es bindet
spezifisch an Poly-N-acetyl Laktosamine im Zytoplasma und dasniRlmembran von
Mikrogliazellen. Dabei werden amoeboide Mikrogliazellen etwaisket angefarbt als
ramifizierte, was wahrscheinlich auf einem Nachlassen der pyiggden Aktivitat und

damit der Anzahl an zytoplasmatischen Granula und Lysosomen beruht.

Die Plasmamembran und das Zytoplasma von Endothelzellen und Epemeggen

ebenfalls von Tomato Lektin gefarbt, und auch granulare Strukturen topldagma von
Neuronen werden gelegentlich markiert (Acarin et al., 1994).

Auch bei dieser Farbung kann man den Avidin-Biotin-Komplex zur Sign&ivkung

verwenden. Bei der Lektinhistologie wird allerdings anstelle eiResér- und eines
Briickenantikdrpers ein biotinyliertes Lektin verwendet.

Vorgehen:
1. Entparaffinieren der Schnitte in Xylol fir zweimal 5 Minuten,cie3end in Alkohol

mit absteigender Konzentration (100-100-96-80-70%).
2. Spulen in TBS fur 10 Minuten auf dem Schuittler.
3. Trypsinierung (Img Trypsin / ml TBS) fur 10 Minuten in der Feuchtkambei 37°C,

um ein evtl. erfolgte Maskierung der Gewebsantigene durch Ubermalige

Aldehydvernetzung bei Uberfixation des Gewebes mit Formalin riaxgkgazu
machen.
Zweimaliges Spulen in TBS auf dem Schiittler (2x 5 Minuten).

ok

Wasserstoffperoxid fir 20 Minuten unter dem Abzug.
Zweimaliges Spulen in TBS auf dem Schuttler (2x 5 Minuten).
Das verdinnte Tomato Lektin (1:100 mit TBS undu5Triton X-100 [vermindert

No

Blockieren der endogenen Peroxidase durch Inkubation mit 200ml Methanol und 3ml

hydrophobe Interaktionen zwischen Lektin und Gewebe und unspezifische

Hintergrundreaktionen] gemischt) auf die Schnitte geben und fir 90 Mimnutder
Feuchtkammer bei 37°C inkubieren.

8. AbgielRen und zweimal 5 Minuten in TBS auf dem Schattler spilen.

9. Inkubieren mit Avidin-Biotin-Komplex (5ml TBS mit B Avidin und Sul Biotin) fur
45 Minuten in der Feuchtkammer bei Raumtemperatur.

10. Abgiel3en und zweimal 5 Minuten in TBS auf dem Schuttler spulen.

11.Zur Entwicklung eine DAB-Tablette (3,3 Diamino-Benzidin-Tetrahytitorid)
auftauen, unter dem Abzug in 15ml 0,1 molarer Tris-HCL I6sen (lichtgiéesy und
12ul Wasserstoffperoxid hinzufiigen. Die Flussigkeit mit einer 5pnit& durch einen
Mikrofilter auf die Praparate tropfen und 2 bis 3 Minuten inkubieren, dgs
erwinschte Braunfarbung erreicht ist.

12.Das verwendete DAB in dasselbe Gefal3 zurtckgiel3en und mit Nagpooitorid
neutralisieren.

13.Spilen der Schnitte fir 15 Minuten in Aqua dest. (Wasser mehrmals wechseln).

14.Gegenfarbung mit Hamatoxylin fur eine Minute.

15.Blauen in Leitungswasser fur 10 Minuten.

16.Dehydrieren der Praparate in aufsteigender Alkoholreihe (70-80-96-100-100%).

17.Zweimal funf Minuten in Xylol schwenken.

18.Eindecken.
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2.1.5 Das Bildauswertungssystem Quantimet 570 von Leica
Zur quantitativen Auswertung der GFAP- und Tomato Lektin-gefarbten tBehwirde das
Bildanalysesystem Quantimet 570 von der Firma Leica verwendet.

Das Analysesystem besteht aus folgenden Komponenten:

- ein Lichtmikroskop vom Typ Olympus BH2

- eine Farbvideokamera vom Typ JVC-KY-F-30

- einem zentralen Rechner mit dazugehdrigem Softwarepakata(lQuantimet), der das
analoge Kamerabild in ein Digitalbild umwandelt und analysiert

- ein parallel geschalteter zweiter Rechner mit Monder,die Ergebnisse anzeigt und uber
den der Zentralrechner gesteuert wird

- ein weiterer Monitor, welcher das gerade bearbeitete Kameraigid z

- ein Color-Video-Copy-Processor von Mitsubishi zum Ausdrucken der rmufg@enen
Kamerabilder

Das Messprinzip:

Ein von der Farbvideokamera aufgenommenes analoges Bild einesaRgyéard von dem
Quantimet in ein digitales Bild umgewandelt und gespeichert.aDszumessende Farbton
(Brauntdone des 3,3-Diamino-Benzidin-Tetrahydrochlorid) wird markienh dem Rechner
digitalisiert und anschlieRend vermessen. Die Eichung des Gerét®imer externen
Skalierung ermdéglicht die quantitative Messung der markierten Flagtm?2in

Bearbeitungsschritte durch das Quantimet:

Der vorher eingestellte Ausschnitt des Préaparats wird vorVidiokamera aufgenommen
und die Wellenlange und Intensitat des einfallenden Lichtes in anatarische Signale
umgewandelt. Dies geschieht, indem die Kamera das Bild in 625 ecdgrLinien einteilt
und beim Abtasten die Signale in elektrische Impulse transfdrrbier nach dem RGB (rot-
gelb-blau) Schema geordneten Signale werden vom zentralen Regtfittels einer
Kristalluhr in gleichlange Intervalle (,Pixels* = PictuEdements) unterteilt. Die waagrechte
Lange jedes Pixels entspricht dabei genau dem vertikalen Abstaadgitasteten Linien, so
dass das urspringliche Bild daraufhin in quadratische Pixelseihgg. Diese Pixel werden
anschlieBend von einem Analog-Digital-Wandler digitalisiert, wotes kontinuierliche
analoge Signal in 256 Abstufungen unterteilt wird. Der Compupeickert dabei das
Farbbild in den Grundfarben Rot, Gelb und Blau jeweils separat.

Nach der digitalen Speicherung wird das Bild in einen binaren Mochgewandelt, was die
morphometrische Auswertung ermdglicht. Fur die Auswertung wirdaenessende Farbton
(in diesem Fall die durch DAB entstandenen Braunttne) interaktikiife des Mauszeigers
auf dem Image Display angeklickt. Der Rechner speichert digaldigi Codes der
angeklickten Farbe und markiert alle entsprechenden Pixel mit Sigealfarbe. Das so
entstandene binare Bild (markierte Pixels gelten als positikt markierte als negativ) wird
gespeichert. Man kann insgesamt 3 verschiedene Stellen imr&répder 3mal dieselbe
Stelle) auf diese Weise markieren, dann werden die markiertd gespeicherten Flachen
vermessen. Es werden dabei verschiedene Ergebnisse errecheetjagotiir die statistische
Auswertung verwendete Ergebnis das Verhdltnis von markiertesPiu nicht markierten
Pixels angibt (Area fraction), also den Anteil der markierté&eche an der Gesamtflache des
gemessenen Praparatausschnitts.
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Abb.9 Darstellung eines Ausschnitts aus dem Hypothalamus eine®K@ns, das mit L-Name und
LU224 behandelt wurde bei einer Vergré3erung von 1:200. Das ersteeRjtiddas normale Ergebnis

der immunhistochemischen GFAP-Markierung, das zweite Bild »eigselben Ausschnitt nach der
binaren Markierung durch das Quantimet.
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Durchfihrung der Messungen:

Zunachst wurde die Beschriftung der Schnitte abgeklebt und die &epaufallig
durchnummeriert. Dies geschah um zu verhindern, dass bei der Auswahlrdarkierenden
Flache unbewusst eine Gruppe (z.B. die transgenen Tiere) mehr nnarkiee als die
anderen, entsprechend des zu erwartenden Ergebnisses.

In der Literatur wird der Hypothalamus als eines der Hirregebmit hoher Expression von
Endothelin beschreiben (Lee et al. 1990, Kurama et al. 1996). Deshalb, und eege
Vorhandenseins von LacZ positiven Neuronen in diesem Gebiet, wéhltendesmir
Hypothalamus fir die durchzufiihrenden Messungen als neuronenreichen Htmbare
zweite Messstelle wahlten wir das Striatum, da es auf dasten Praparaten angeschnitten
war und ein faserreiches Hirngebiet darstellt, in dem alienéine Expression von ET
nachgewiesen wurde (Lee et al. 1990, Giaid et al. 1991).

Die Messungen erfolgten bei einer VergréRerung von 1:200, wobei vor§pdmherung der
Bildeinstellung die Helligkeitseinstellung an der Kamera konémlwurde. Von jedem Tier
wurden zunachst die Schnitte mit Tomato-Lektin-Markierung vermggsendas Striatum,
dann der Hypothalamus), anschlie3end die mit GFAP-Markierung. Insg&aate also
jedes Tier 4mal ausgemessen. Es kam jedoch auch gelegentlidas®reinzelne Schnitte
wegen einer falschen Schnittebene nicht auszuwerten waren. Digskenwbei der
statistischen Auswertung nicht bertcksichtigt. Bei einigen Tigegmes auch Praparate, bei
denen das Striatum oder der Hypothalamus zweimal angeschnaten.vDiese Préparate
wurden beide vermessen und anschlieRend der Mittelwert aus beidenrgdesssen
berechnet und fir die Auswertung verwendet.

Bei den Messungen wurde der zu markierende Farbton fur jedes Biklngastellt, so dass
eine moglichst genaue Anpassung an die jeweilige Farbintenstifinsen konnte. So
konnte die Zahl der falsch positiv und falsch negativ markierten Stawktabglichst gering
gehalten werden.

Jede Messung erfolgte nach dem oben beschriebenen Prinzip.

2.1.6 Statistische Auswertung

Nach Abschluss der Messungen waren vier Datensatze mit Messwerten vorhanden:
1. Striatum mit GFAP-Farbung
2. Striatum mit Tomato Lektin-Farbung
3. Hypothalamus mit GFAP-Farbung
4. Hypothalamus mit Tomato Lektin-Farbung

In jedem Datensatz wurden die Messwerte anschliel3end in die 7 Gruppen eingeteilt
Gruppe 1: Messwerte der mit L-Name behandelten, transgenen Tiere

Gruppe 2: Messwerte der mit L-Name und LU224 behandelten, transgenen Tiere
Gruppe 3: Messwerte der unbehandelten, transgenen Tiere

Gruppe 4: Messwerte der mit L-Name behandelten Kontrolltiere

Gruppe 5: Messwerte der mit L-Name und LU224 behandelten Kontrolltiere

Gruppe 6: Messwerte der unbehandelten Kontrolltiere

Gruppe 7: Messwerte der LacZ-Tiere
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Aufgrund der geringen Fallzahl der einzelnen Gruppen entschieden wilam$J-Test nach

Mann-Whitney zu verwenden, der bei kleinen Gruppen im Vergleich zuestt-genauere

Ergebnisse erzielt.

Als 0-Hypothese wurde angenommen, dass kein Unterschied zwischeartsgehen Tieren

und den Kontrollen besteht. Die Gegenhypothese war dementsprechendnédikaster

Unterschied zwischen den Gruppen. Als weiteres Ziel wurde ddugSrder Behandlung mit

L-Name und L-Name + LU224 untersucht. Als 0-Hypothese wurde hierggnammen,

dass die Behandlung keine Auswirkungen hat.

Verglichen wurden dafir in den entsprechenden Schnittebenen (Stridizam

Hypothalamus) und bei der jeweiligen Farbung (entweder GFAP oder Tomaiio)1 ekt

- die transgenen, unbehandelten Tiere mit den unbehandelten Kontrolltieren

- die mit L-Name behandelten, transgenen Tiere im Vergleich zu demrieNehandelten
Kontrollen

- die mit L-Name und LU224 behandelten, transgenen Tiere im \engia den mit L-Name
und LU224 behandelten Kontrolltieren

- die unbehandelten, transgenen Tiere mit den L-Name behandelten, trandgesren T

- die L-Name behandelten, transgenen Tiere mit den L-Name und LUZ2@hdwmdten,
transgenen Tieren

- die unbehandelten Kontrolltiere mit den L-Name behandelten Kontrolltieren

- die L-Name behandelten Kontrolltiere mit den L-Name und LU224 rukdteen
Kontrolltieren

Die mit LacZ markierten Tiere wurden genetisch den unbehandelentrollen
gleichgestellt, weil bei diesen Tieren Endothelin-1 nicht zus&taxprimiert wurde, da das
vorgeschaltete LacZ-Gen eine Expression verhinderte (siehe HEnldgee zur LacZ-
Technik).

Diese Tiere wurden allerdings wahrend der Aufzucht etwas arulrandelt als die
Kontrolltiere, z.B. wurden nicht so oft Messungen an ihnen durchgeflildgssosie weniger
Stressfaktoren ausgesetzt waren. Aus diesem Grund wurdenisierbAuswertung der
Ergebnisse nicht mit den unbehandelten Kontrollen zusammen berechnet, salsdern
eigenstandige Gruppe behandelt. Sie wurden zunachst mit den unbehandeltentik@rtrol
verglichen, um die Auswirkungen der unterschiedlichen Aufzucht beurtetlekdanen,
anschlieBend fand der Vergleich mit den unbehandelten, transgenen Tieren statt.

Beim Vergleich der Korper- und Gehirngewichte wurden ebenfall®b@n beschriebenen
Gruppen verglichen. Ein Vergleich mit den LacZ-Tieren erfolgte dabei nicht.

Fur alle Messungen galt ein Signifikanzniveau von 5%, das heil3t abr ei
Irrtumswabhrscheinlichkeit von p<0,05 wurde die O-Hypothese verworfen. Dalean
Messdaten mehrere unterschiedliche Berechnungen stattfanden, ginedeBonferroni-
Korrektur durchgefiihrt. Vergleicht man bei einem Datensatz eneHdntergruppen, fuhrt
also mehrere Berechnungen durch, so steigt die Wahrscheinlichkeit signifikanten
Unterschied bei einem oder mehreren der Vergleiche zu finden mitAdeahl der
Berechnungen. Bei jeder einzelnen Berechnung ist die Wahrscheinlitinkeinen Fehler
1.0rdnung 5%. Bei mehreren Berechnungen steigt also die Wahrsdilagitlicbei
wenigstens einer Berechnung einen solchen Fehler gemacht n) aigbedie 0-Hypothese
verworfen zu haben, obwohl sie eigentlich zutrifft. Um diese Thaesau bericksichtigen,
wird bei der Bonferroni-Korrektur das Signifikanzniveau durch die Anzalelr
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durchgefuhrten Tests geteilt. In unserem Fall heil3t das, daswadurErgebnisse mit einer
Irrtumswabhrscheinlichkeit von p<0,05/7, also von p<0,007, als signifikant gewertet wurden.
Die Gruppe der LacZ-Tiere und der Vergleich mit den unbehandeltasgéaen Tieren und
den unbehandelten Kontrolltieren wurde nicht mit in dieses Korrekfahren einbezogen,
da diese Berechnungen zusatzlich erfolgten und nicht direkt Teil des Versuehs wa

Alle statistischen Auswertungen erfolgten mit Hilfe des Progranfd®&SS
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2.2 Ergebnisse

2.2.1 Kdérper- und Gehirngewichte

Das Korpergewicht der Versuchstiere wurde vor der AnasthesiéttedtmNach der
Dekapitation wurden die einzelnen Organe entnommen und gewogenchemgivurden die
bereits in dem Abschnitt "statistische Auswertung" beschrieb@neppen 3 und 6, 1 und 4,
2und 5,1 und 3,1 und 2, 4 und 6 sowie 4 und 5.

Im Vergleich der Kérpergewichte der einzelnen Gruppen mit tdamn-Whitney U-Test
zeigten sich ein signifikant hoheres Koérpergewicht der unbehandeti@sgénen Tiere im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren (p=0,029). Die unbehandeltesgenan
Tiere hatten ebenfalls ein signifikant hoheres Korpergewicht arglgich zu den L-Name
behandelten, transgenen Tiere (p=0,002). Die L-Name behandelten, tean3gere hatten
wiederum ein signifikant niedrigeres Kdrpergewicht im Vergleaahden transgenen Tieren,
die mit L-Name und LU224 behandelt wurden (p=0,004). Auch bei den Kontrailtreaieen
die L-Name behandelten Tiere signifikant leichter im Vecgleu den L-Name und LU224
behandelten Tieren (p=0,022). Bei den anderen Vergleichen zeaiptekein signifikanter
Unterschied. Fuhrt man eine Bonferroni-Korrektur durch, so verandett das
Signifikanzniveau auf p<0,007. Zwischen den transgenen Tieren und den Kien&o)lt
sowie zwischen den L-Name behandelten und L-Name mit LU224 behandeitenlltieren
besteht also kein signifikanter Unterschied, wahrend die unbehemdettnsgenen Tiere und
die L-Name mit LU224 behandelten, transgenen Tiere weiterhin &@nifschwerer sind als
die nur mit L-Name behandelten, transgenen Tiere.

Median Arithmetischer Standardabweichung
Mittelwert
Gruppe 1 35,6 36,4923 3,3869
Gruppe 2 43,9 42,2000 4,6941
Gruppe 3 41,4 41,7100 2,6388
Gruppe 4 38,9 38,2615 3,3001
Gruppe 5 41,1 40,7769 3,5433
Gruppe 6 38,9 37,7000 4,0775

Tab.1 Ergebnisse der statistischen Berechnung der Kérpergewichte
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Abb.10 Boxplots zur Darstellung der Verteilung des Kdrpergewichtgam@ der Gruppen 1 bis 6.

Gruppe

Die Markierungen zeigen Ausreif3er mit der entsprechenden Tiernummer.

Vergleicht man die Gruppen beziglich der absoluten Gehirngewickitgt, sich vor der
Bonferroni-Korrektur ein signifikanter Unterschied zwischen den unloshi@m, transgenen
Tieren und den unbehandelten Kontrolltieren (p=0,02). Die Gehirngewdeht&ransgenen
Tiere sind dabei geringer. Durch das verdnderte Signifikanzniveau nadBod&erroni-

Korrektur ist dieser Unterschied allerdings nicht mehr alsifsignt zu werten. Die

restlichen Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant.

Median Arithmetischer Standardabweichung
Mittelwert
Gruppe 1 0,44 0,4992 0,09853
Gruppe 2 0,48 0,4754 0,04648
Gruppe 3 0,445 0,4480 0,05493
Gruppe 4 0,5 0,4969 0,03924
Gruppe 5 0,53 0,4923 0,1126
Gruppe 6 0,51 0,5073 0,04735

Tab.2 Ergebnisse der statistischen Berechnung der absoluten Gehirngewicht
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Abb.11 Boxplots zur Darstellung der Verteilung des Gehirngewioh&amm der Gruppen 1 bis 6.
Die Markierungen zeigen AusreiR3er mit der entsprechenden Tiernummer.

Verwendet man zur Berechnung das auf das Korpergewicht bezajeinee Gehirngewicht,

SO zeigt sich im Mann-Whitney U-Test wieder ein signifikardeterschied zwischen den
unbehandelten, transgenen Tieren und den unbehandelten Kontrolltieren, webei di
transgenen Tiere die geringeren relativen Gehirngewichte zeige@,00#5. Dieser
Unterschied ist auch nach der Durchfihrung einer Bonferroni-Karedgnifikant. Beim
Vergleich der L-Name behandelten, transgenen Tiere mit den unbekandednsgenen
Tieren zeigt sich ein signifikant niedrigeres relatives Gekinight bei den unbehandelten
Tieren (p=0,02), was jedoch auch nur vor der Bonferroni-Korrektwsigisfikant zu werten

ist. Die anderen Gruppen unterschieden sich nicht signifikant.

Median Arithmetischer Standardabweichung
Mittelwert
Gruppe 1 1,24 1,3869 0,3375
Gruppe 2 1,12 1,1400 0,1695
Gruppe 3 1,08 1,0780 0,1458
Gruppe 4 1,26 1,3131 0,1988
Gruppe 5 1,31 1,2177 0,2863
Gruppe 6 1,35 1,3527 0,2078

Tab.3 Ergebnisse der statistischen Berechnung der relativen Geliaimige
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Abb.12 Boxplots zur Darstellung der Verteilung des relativen @Ggéwichts in Prozent des
Korpergewichts der Gruppen 1 bis 6. Die Markierungen zeigemefes mit der entsprechenden
Tiernummer.
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2.2.2_ Nachweis der Endothelinexpression mit LacZ

Die charakteristische Blaufarbung der Zellen die das LacZ-/Bellogen exprimieren,
konnte besonders haufig im Bereich des peripheren Hirnstamms, desnan Kortex und
der Kerngebiete des Hypothalamus nachgewiesen werden. Aber auch in dgebietem des
Cerebellums, im Thalamus und in Rindenschichten des frontalen Kortex eina
Blaufarbung zu finden. In seltenen Fallen waren auch der parik@tex, Teile der
Basalganglien, der Bereich der Commissura anterior und ein g&lget im
Hippocampusbereich, welches dem Corpus amygdaloideum entsprechen kdnnte, markiert.
Nicht alle Tiere zeigten eine gleichverteilte oder gleiohgepragte Markierung. Bei einigen
konnte fast keine Blaufarbung nachgewiesen werden. Auffalligdeass sich in weiter Innen
gelegenen Gehirnregionen, wie z.B. dem Striatum oder zentralena#imeereichen, keine
Markierung fand.
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Abb.13 Schematische Darstellung der Verteilung der LacZ-Mankie Zur besseren Anschauung
werden beide Hemispharen dargestellt, obwohl wir aufgrund eirieDtganentnahme erfolgten
Teilung entlang des Hemispharenspalts nur eine Hemisphére imlBobmitten untersucht haben und
von der anderen Halfte Sagittalschnitte untersucht wurden.
a) Die Schnittebene entspricht Figur 15 im stereotaktischis Ales Rattengehirns von Paxinos
et Watson (1986).
b) Die Schnittebene entspricht Figur 22 im stereotaktisch&s Ales Rattengehirns von Paxinos
et Watson (1986).

c) Die Schnittebene entspricht Figur 31 im stereotaktischéas Aes Rattengehirns von Paxinos
et Watson (1986).
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Abb.14 Bluo-Gal mit Kernechtrot

a) Markierung eines Kerngebiets
im Cerebellum

b) Markierung im Bereich des
frontalen Kortex

c) Markierung im Bereich des
piriformen Kortex

d) Markierung der Habenula
Kerne neben dem 3. Ventrikel
unterhalb des Hippocampus
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Etwa die Halfte der LacZ-Tiere (12/22) wurde mit Gber einatralen von 6 Wochen mit L-
Name behandelt. Es konnte allerdings kein Unterschied zwischeredandelten Tieren und
den Kontrollen bezuglich der markierten Regionen und der Auspragung dkreiag
festgestellt werden.

Bei Doppelfarbung mit GFAP oder Tomato Lektin fiel auf, dass &lisgdich neuronale
Zellen mit Bluo-Gal markiert wurden. Astrozyten oder Mikragkllen zeigten keine
Blaufarbung. Interessanterweise liel3 sich keine Markierung von Endotéelizststellen.

Abb.15 GFA-Immunistoceie derLacZTier mit ernechtrote@ﬁigbung. Das Bild zeigt
einen Ausschnitt aus dem Bereich der pontinen Nuclei bei einer VergroRemdgx10x1



\ - \ " _. ' -._1!_ S - c
Abb.16  GFAP-Immunhistochemie der LacZ-Tiere mit Kernechtrote®&gbung. Derselbe
Ausschnitt wie in Abb.15 bei einer VergrolRerung von 40x10x2. Es féllt dass die GFAP-

markierten Astrozyten, ebenso wie die angeschnittenen GeféBeidien Bildern keine Blaufarbung
zeigen.




Abb.17 Mikroglia-Lektinhistochemie
mit Hamatoxylin-Gegenfarbung. Die
Bilder zeigen einen Bereich des
piriformen Kortex im Sagittalschnitt.
a) VergroRerung 40x10x2
. b) VergrofRerung 20x10x1
& Auch hierbei sind die blau markierten
- Zellen nicht gleichzeitig braun
4 | markiert, also keine Mikroglia oder
4§ GefaRe.

2.2.3_ Auswertung der GFAP-Immunhistochemie mit dem Quantimet

Die GFAP-markierten Praparate wurden zur Auswertung mié ldiéss Quantimet vermessen.
Die gewonnenen Daten wurden dann bezuglich der Area fraction (dédmsiltvies der
markierten Pixel zur Gesamtzahl der Pixel des zum messeRd@paratausschnitts)
verglichen.

Im Gebiet des Hypothalamus zeigten sich beim U-Test nach Manim&yhbei keiner der
untersuchten Gruppen signifikante Unterschiede. Verglichen wurdeshewdie Gruppen 3
und 6, 1 und 4, 2 und 5, 1 und 3, 1 und 2, 4 und 6 sowie 4 und 5.

Vergleicht man jedoch die Gruppe 3 mit der Gruppe 7 (LacZ-Tserdjndet man im einen
signifikant-niedrigeren GFAP-Gehalt bei den LacZ-Tieren (p=0,0¥®ygleicht man die
Kontrolltiere (Gruppe 6) mit Gruppe 7, so lasst sich kein signifée@adinterschied ermitteln,
obwohl auch hier eine Tendenz zu einem niedrigerem GFAP-Gehaltrbéadg-Tieren zu
sehen ist (p=0,154). Eine Bonferroni-Korrektur wurde fur den VerglitiGruppe 7 nicht
durchgefuhrt, da die LacZ-Tiere wahrend der Aufzucht anders bdhanotden, ein anderes
Alter hatten und nicht direkt mit dem eigentlichen Versuch zusarhimgen. Der Vergleich
erfolgte nur zur Gewinnung zusatzlicher Informationen.




49

Median Arithmetischer Standardabweichung
Mittelwert
Gruppe 1 1,00E-03 1,46E-03 2,49E-04
Gruppe 2 2,00E-03 2,16E-03 5,03E-04
Gruppe 3 1,00E-03 1,72E-03 6,86E-04
Gruppe 4 9,61E-04 1,27E-03 1,93E-04
Gruppe 5 2,00E-03 2,20E-03 5,59E-04
Gruppe 6 1,00E-03 1,60E-03 5,33E-04
Gruppe 7 4,14E-04 6,02E-04 1,22E-04

Tab.4 Ergebnisse der statistischen Berechnung der AreaiffractiBereich des Hypothalamus bei

GFAP-Markierung
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Abb.18 Boxplots zur Darstellung der Verteilung der Area fractiomBereich des Hypothalamus der
Gruppen 1 bis 7 bei GFAP-Markierung. Die Area fraction gibt Aleteil positiv markierter Pixel an
der Gesamtzahl der Pixel des ausgemessenen PréparatatsssmmniDie Markierungen zeigen
Ausreil3er mit der entsprechenden Tiernummer.
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b)

Abb.19 Schematische Darstellung des ausgemessenen Bereichs im Hypathala
a) Die Schnittebene entspricht Figur 22 im stereotaktischis Ales Rattengehirns von Paxinos

et Watson (1986).
b) Die Schnittebene entspricht Figur 31 im stereotaktischis Ales Rattengehirns von Paxinos

et Watson (1986).
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R T g RIS Tl a7, Hypothalamus, GFAP
Abb.20 Die Bilder a) - h) zeigen Ausschnitte aus dem Hypathadader einzelnen Gruppen mit
GFAP-Markierung bei der im Quantimet vermessenen VergroRenmgQx10. Bei den LacZ-Tieren

(g+h) fallt die deutlich geringere Anzahl positiver Astroryien Vergleich zu allen anderen Gruppen
(a-f) auf.
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Bei der Auswertung der GFAP-Farbung im Bereich des Striatmnden ebenfalls die oben
beschriebenen Gruppen miteinander verglichen. Im Mann-Whitney tUZegge sich ein

signifikant geringerer GFAP-Gehalt bei Gruppe 3 im VergleichGruppe 1 (p=0,012).
Dieser Unterschied ist jedoch nur vor der Bonferroni-Korrektur signifikant.

Beim Vergleich der Gruppen 3 und 7 sowie 6 und 7 konnte im Mann-WhilrEgst ein
signifikant geringerer GFAP-Gehalt bei der LacZ-Gruppe {miteelt werden (3 und 7:
p=0,010; 6 und 7: p=0,009).

Median Arithmetischer Standardabweichung
Mittelwert
Gruppe 1 9,30E-04 1,01E-03 1,30E-04
Gruppe 2 1,00E-03 1,47E-03 4,35E-04
Gruppe 3 5,28E-04 6,61E-04 1,84E-04
Gruppe 4 8,12E-04 1,57E-03 5,22E-04
Gruppe 5 8,62E-04 1,03E-03 2,40E-04
Gruppe 6 6,35E-04 7,86E-04 2,02E-04
Gruppe 7 1,34E-04 4,94E-04 2,88E-04
Tab.5 Ergebnisse der statistischen Berechnung der Area frantBereich des Striatums bei GFAP-
Markierung
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Abb.21 Boxplots zur Darstellung der Verteilung der Area fractranBereich des Striatums der
Gruppen 1 bis 7 bei GFAP-Markierung. Die Area fraction gibt Aleteil positiv markierter Pixel an

der Gesamtzahl der Pixel des ausgemessenen PraparatatsssammniDie Markierungen zeigen
Ausreil3er mit der entsprechenden Tiernummer.
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Abb.22 Schematische Darstellung der ausgemessenen Areale im BeseBthatams.
a) Die Schnittebene entspricht Figur 15 im stereotaktischias Ales Rattengehirns von Paxinos
et Watson (1986).
b) Die Schnittebene entspricht Figur 22 im stereotaktisch&as Ales Rattengehirns von Paxinos
et Watson (1986).
c) Die Schnittebene entspricht Figur 31 im stereotaktischas Aes Rattengehirns von Paxinos
et Watson (1986).
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: S Ny AL e LacZ, Striatum, GFAP

Abb.23 Die Bilder a) - h) zeigen Ausschnitte aus dem Striatuneideelnen Gruppen mit GFAP-
Markierung bei der im Quantimet vermessenen VergroRerung von 20eil@el LacZ-Tieren (g+h)
fallt die deutlich geringere Anzahl positiver Astrozyten\targleich zu allen anderen Gruppen (a-f)
auf.
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2.2.4_ Auswertung der Mikroglialektinhistochemie mit dem Quantimet

Die erhobenen Messdaten wurden wieder beziglich der bereitdebehuswertung der
GFAP-Farbung erwahnten Gruppen verglichen.

Im Hypothalamus liel3 sich kein signifikanter Unterschied nachweisen.

Erst beim Vergleich der Gruppen 3 und 7 bzw. 6 und 7 zeigte sithainm-Whitney U-Test
eine signifikant niedrigere Tomato Lektin-Markierung der Gruppenp30,002) und 6
(p=0,012). Auch hier wurde beim Vergleich mit Gruppe 7 aus oben gendariieden keine

Bonferroni-Korrektur durchgefihrt.

Median Arithmetischer Standardabweichung
Mittelwert
Gruppe 1 4,25E-03 4,39E-03 4,75E-04
Gruppe 2 4,00E-03 3,88E-03 3,26E-04
Gruppe 3 3,50 E-03 3,83E-03 6,01E-04
Gruppe 4 5,00E-03 5,34E-03 8,13E-04
Gruppe 5 3,50E-03 4,13E-03 7,74E-04
Gruppe 6 4,50E-03 4,70E-03 7,61E-04
Gruppe 7 7,00E-03 1,25E-02 5,49E-03

Tab.6 Ergebnisse der statistischen Berechnung der Area fraatiBereich des Hypothalamus bei
Tomato Lektin-Markierung
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Abb.24 Boxplots zur Darstellung der Verteilung der Area fractiomBéreich des Hypothalamus der
Gruppen 1 bis 7 bei Tomato Lektin-Markierung. Die Area fractjirt den Anteil positiv markierter

Pixel an der Gesamtzahl der Pixel des ausgemessenen Rudgsohanitts an. Die Markierungen
zeigen Ausreiler mit der entsprechenden Tiernummer. Ein Aasreides LacZ-Tiers wurde

aufgrund des Extremwertes von 0,1 nicht dargestellt.
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Abb.25 Die Bilder a) - h) zeigen Ausschnitte aus dem Hypathaader einzelnen Gruppen mit
Tomato Lektin-Markierung bei der im Quantimet vermessenergi3erung von 20x10. Bei den

LacZ-Tieren (g+h) féallt die deutlich héhere Anzahl angeschnitt&@efélie im Vergleich zu allen
anderen Gruppen (a-f)auf.




Im Bereich des Striatums zeigte sich ebenfalls kein signifgtaUnterschied beim Mann-

Whitney U-Test.

Erst beim Vergleich der Gruppen 3 bzw. 6 mit der Gruppe 7 konntesiginiékant hhere
Tomato Lektin-Anfarbung der Gruppe 7 nachgewiesen werden (3 und 7: p=0,00a; B
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p=0,000).
Median Arithmetischer Standardabweichung
Mittelwert

Gruppe 1 7,00E-03 6,86E-03 4,30E-04
Gruppe 2 6,00E-03 5,96E-03 5,01E-04
Gruppe 3 5,00E-03 5,67E-03 9,13E-04
Gruppe 4 6,00E-03 6,53E-03 4,87E-04
Gruppe 5 7,00E-03 6,27E-03 7,02E-04
Gruppe 6 5,00E-03 5,55E-03 6,66E-04
Gruppe 7 1,10E-02 1,07E-02 9,29E-04

Tab.7 Ergebnisse der statistischen Berechnung der Areaoffraiati Bereich des Striatums bei
Tomato Lektin-Markierung
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Abb.26 Boxplots zur Darstellung der Verteilung der Area fractionBereich des Striatum der
Gruppen 1 bis 7 bei Tomato Lektin-Markierung. Die Area fractjiimt den Anteil positiv markierter
Pixel an der Gesamtzahl der Pixel des ausgemessenen Rudgsohanitts an. Die Markierungen
zeigen Ausreif3er mit der entsprechenden Tiernummer.
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R [t R 25 s N\ % Lacz Stiatum, Tomato Lektin
Abb.27 Die Bilder a) - h) zeigen Ausschnitte aus dem Striateimreinzelnen Gruppen mit Tomato
Lektin-Markierung bei der im Quantimet vermessenen Vergrol3erung von 20x10nBeadé Tieren
(g und h) fallt auch im Striatum die erhdhte Anzahl angeschnittener Gaié3e
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2.2.5 Beurteilung der Mikrogliamorphologie

Zur Beurteilung der Mirkogliamorphologie wurden die mit Tomato Lekgefarbten
Praparate der einzelnen Gruppen miteinander verglichen. Die Kaatelteigten in allen
Gehirnbereichen ramifizierte Mikrogliazellen mit fein-verzgien Fortsatzen in eher
geringer Anzahl. Die Behandlung mit L-Name flhrte bei einigen wanigeren zu einem
leichten Rickgang der Verzweigung im Bereich des Hirnstambes, auch hier nur bei
wenigen Zellen, so dass die Mehrzahl der Mikrogliazellen nicht aktiwaren. Bei der
kombinierten Behandlung mit L-Name und LU224 liel3en sich ausschlief3lioffizierte
Mikrogliazellen mit feinen, verzweigten Fortsdtzen nachweisene [Bnzahl der
Mikrogliazellen war in der Regel gering.

Bei den transgenen Mausen hatten die Mikrogliazellen einigee Tar fein-verzweigte
Fortsatze, andere Tiere zeigten vor allem im Hirnstamm unishtemarklager, vereinzelt
auch im Hypothalamus, Thalamus, Striatum und Kortex, Mikrogliazathnktrzeren,
verdickten Fortsatzen. Am deutlichsten war diese Reaktion bei déarle behandelten,
transgenen Tieren. Zwar waren auch hier in bestimmten Berevgieedem Hippocampus
hauptséchlich ramifizierte Mikrogliazellen vorhanden, aber insgesamtdie Anzahl der
Zellen mit kurzen, verdickten Fortsatzen groRer als bei den anderen Gruppen undrdag A
der Zellveranderungen deutlicher ausgepragt. Die Mikrogliazellennde L-Name und
LU224 behandelten, transgenen Tiere hatten wiederum feine, dinrle, vetaweigte
Fortsatze. Auch die Gesamtzahl der markierten Mikrogliazellen diesex War eher gering.
Bei den LacZ-Tieren liel3 sich aufgrund der starken Gefalimarkjieden hohen Anzahl von
GefalBanschnitten und der insgesamt ausgepragten  Hintergrundfarbung die
Mikrogliamorphologie nur schlecht beurteilen. Es waren nur sehrgeeaviikrogliazellen zu
identifizieren, sie hatten aber, soweit beurteilbar, feinweigte Fortsatze und waren nicht
aktiviert.

. nntrn:_ulre, Kleinhirnmarklage i
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Abb.28 Darstellung der Mikrbgliorphol
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” Vo nFnarklagerﬁ'

ogie mit Tomato Lektin-Marnkngy bei einer

VergroRerung von 40x10x2. Tomato Lektin markiert neben den Mikrofgazauch Gefalle
und gelegentlich granulare Strukturen im Zytoplasma von Neuronen.

a)

b)
c)

d)
e)

f)
9)
h)

i)

K)

1)

Markierte Mikrogliazellen im Kleinhirnmarklager eines Konltiiers. Neben Zellen mit feinen
Fortsatzen sieht man auch Fortsatze von Zellen, deren Nukleusimanderen Schnittebene
liegt.

Markierte Mikrogliazellen im Striatum eines Kontrolltiers. Dieisten Zellen haben auch hier
feine Fortséatze, vereinzelt kommen auch etwas plumpere Zellen vor.

Markierte, fein-verzweigte Mikrogliazellen in der Comsusa anterior des GroR3hirns eines
Kontrolltiers.

Aktivierte Mikrogliazellen im Hirnstamm eines transgenen J.ier

Markierte Mikrogliazellen im Kleinhirnmarklager einesansgenen Tiers mit kurzen,
verdickten Fortsatzen.

Aktivierte Mikrogliazellen im Striatum eines transgeneier3. Vereinzelt sind auch Zellen
mit etwas feineren Fortsatzen zu sehen.

Aktivierte Mikrogliazellen im GroRhirnmarklager einesrisgenen Tiers. Auch hier haben
einzelne Zellen noch feine Fortsatze.

Im Kleinhirnmarklager dieses mit L-Name behandelten, trarsyeTieres sind deutlich
plumpere Mikrogliazellen zu sehen. Die Fortsatze sind nur noch sehr kurz und dick.

Bei diesem mit L-Name behandelten, transgenen Tier sind im Striatum riebeinen relativ
verzweigten Mikrogliazellen vor allem eine Mikrogliazettdt deutlichen, dicken Fortsatzen
und ein Zellhaufen aus mehreren Mikrogliazellen (ein Zeichen der Aktivgg¢rauffallig.
Aktivierte Mikrogliazellen im Corpus callosum eines miName behandelten, transgenen
Tiers.

Markierung mehrerer Gefalle und einiger fein-verzweigter krddliazellen im
Kleinhirnmarklager eines LacZ-Tiers.

m) LacZ-Tier mit Mikrogliazellen mit fein-verzweigten Forts&tzen Grof3hirnmarklager.
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