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Abkurzungsverzeichnis

Sofern es keine deutsche Entsprechung gab, wurde auf die in der Literatur gelaufige lateinische

und angelsadchsische Version zurickgegriffen. In Klammern befindet sich die deutsche

Ubersetzung.

Abb. = Abbildung

AChE = Acetycholinesterase

BG = Black Gold

bp = Basenpaare

CA = Cornu ammonis

C/A = kommissurale/ assoziative Fasern
cDNA = komplementare DNA

CSPG = chondroitin sulfate proteoglycan

dal = days after lesion (Tage nach Lasion)
DG = dentate gyrus (Gyrus dentatus)
DNA = desoxyribonucleic acid (Desoxyribonucleinsaure)
dps = day(s) post seizure [Tag(e) nach Anfall]
E = embryonal

EC = entorhinaler Cortex

ECL = entorhinale Cortex Lasion

FJ = Fluoro- Jade

gcl = granule cell layer (Kérnerzellschicht)
hi = Hilus

iml = innere Molekularschicht

ISH = in situ Hybridisierung

KO = knockout

Lsg. = Lésung
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MAG = Myelin assoziertes Glycoprotein

MBP = Myelin Basic Protein

mi = Molekularschicht

mRNA = messenger ribonucleic acid (Boten- Ribonucleinsaure)
oml = aulere Molekularschicht

P = postnatal

PFA = Paraformaldehyd

PB = phosphate buffer (Phosphat Puffer)

pcl = pyramidal cell layer (Pyramidenzellschicht)
PNS = Peripheres Nervensystem

PP = perforant pathway (Tractus perforans)
RNA = ribonucleic acid (Ribonucleinsaure)

slm = Stratum lacunosum moleculare

SO = Stratum oriens

sr = Stratum radiatum

wm = white matter (weille Substanz)

ZNS = Zentrales Nervensystem
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1 Zusammenfassung

Im Gegensatz zum peripheren Nervensystem (PNS) ist die Regenerationsfahigkeit im adulten
zentralen Nervensystem (ZNS) von Vertebraten sehr eingeschrankt. Diese eingeschrangte
Regenerationsfahigkeit wird im Wesentlichen durch das Vorhandensein von Myelin im adulten ZNS
determiniert. Einerseits ist dieses Lipid fir die Stabilisierung und Ernahrung von Axonen sowie fiir
die schnelle Reizweiterleitung unbedingt notwendig, andererseits stellt es den grofiten Inhibitor
axonaler Regeneration dar. Myelin ist aulierdem Zielstruktur diverser ZNS Pathologien, wie z.B.

der Multiplen Sklerose.

Fir das Verstandnis dieser Pathologien sowie der auswachsinhibitorischen Wirkung von Myelin
wurde der Hippocampus als eine der plastischten ZNS Regionen gewahlt. Dazu waren genaue
Kenntnisse der Myeloarchitektur dieses Gebietes notwendig. Nach Etablierung einer zuverlassigen
Detektierung fur Myelin konnten in der vorliegenden Arbeit detailliert Myelinisierungsvorgdnge im
sich entwickelnden, im adulten und im deafferenzierten Hippocampus der Ratte analysiert werden.
Wahrend der Entwicklung erreichen die ersten entorhinale Axone den Hippocampus bereits am
embryonal Tag 17 (E17); Myelin kann jedoch erst am postnatal Tag 17 (P17) lichtmikrokopisch
nachgewiesen werden. Die Anzahl myelinisierter Fasern erreicht um den P25 ein
Verteilungsmuster, welches dem von adulten Tieren gleicht. Nach Entorhinaler Cortex Lasion
(ECL), bei der die Durchtrennung des Tractus perforans (PP) eine Denervation des Hippocampus
bewirkt, kommt es zu einem langanhaltenden Verlust von Myelin. Zehn Tage nach Lasion (10 dal),
also zum Zeitpunkt maximaler Aussprossung (Sprouting), kommt es zu einem Wiederkehren

myelinisierter Fasern.

Mehrere myelin-assoziierte Proteine, mit wachstumshemmenden Eigenschaften sind bekannt, wie
z.B. die Familie der Nogo Gene (Nogo; englisch, kein Durchkommen). Diese werden ganz
entschieden fur den Verlust der Regenerationsfahigkeit des adulten ZNS verantwortlich gemacht.
In der vorliegenden Arbeit wird die Expression der drei Nogo Gene (Nogo-A, -B, -C) und deren
Rezeptor (Ng66R) wahrend der postnatalen Entwicklung, im adulten ZNS sowie nach La&sion
beschrieben. Ein erster Uberraschender Befund war die neuronale Expression der Nogos, die
bisher nur in Oligodendrocyten nachgewiesen worden war. Zu einem Zeitpunkt, an dem
entorhinale Fasern bereits in den Hippocampus eingewachsen, aber noch nicht myelinisiert sind
(P0), wird Nogo-A, -B und Ng66R mRNA mit Ausnahme der Kdrnerzellschicht des Gyrus dentatus
in allen Zellschichten des sich entwickelnden Hippocampus detektiert. Nogo-C und myelin basic
protein (MBP) mRNA, werden erst am P15 expremiert, zu einem Zeitpunkt also, an dem
myelinisierte Fasern erstmalig im Hippocampus auftreten. MBP wird ausschlief3lich in glialen,

Nogo-C hingegen hauptséachlich in neuronalen Zellen exprimiert.
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Nach Deafferenzierung zeigt sich eine dynamische und Isoform- spezifische Regulation aller Nogo
Transkripte. So zeigen die als erste von der Deafferenzierung betroffenen Kornerzellen zu Beginn
der Waller'schen Degeneration sowie der neuronalen und glialen Antwort, eine starke Erhéhung
aller Nogo Transkripte. Zum Zeitpunkt der maximalen Aussprossung kam es zu einem signifikanten
Abfall der Nogo-C und Ng66R mRNA Expression, wahrendessen Nogo-A und Nogo-B bereits
wieder das Kontrollniveau erreicht hatten. Vor allem im contralateralen Hippocampus, dem
Hauptquellgebiet sproutender Fasern, imponierte die Runterregulation von Ng66R mRNA und
zeigte erst nach Abschlull von axonalen Sproutingprozessen und der Synapsenformation wieder
vergleichbare Werte mit den Kontrolltieren. Diese Korrelation der erniedrigten Ng66R Expression
im contralateralen Hippocampus und dem axonalen Einwachsen in den deafferenzierten
Hippocampus, lalt eine reduzierte axonale Ansprechbarkeit auf den Neuriten-Auswachshemmer
Nogo-A vermuten, da bekannt ist, dass Axone, die kein Ng66R exprimieren, nicht durch die Nogo

Gene im Wachstum gehemmt werden.

Zusammenfassend kommt es wahrend der Entwicklung und in der Reorganisationsphase zu einer
spezifischen und geordneten Myelinisierung im Hippocampus. Die neuronale Expression von
Nogo- A, -B und -C in einer so plastischen ZNS- Region unterstiitzt die Hypothese, dass den
Nogo- Genen neben der reinen Hemmung von axonalen Auswachsen weitere Funktionen
zuzuordnen sind. So scheinen sie vor allem wahrend der Entwicklung und wahrend der
Stabilisierungsphase der hippocampalen Reorganisation eine wichtige Rolle einzunehmen. Die hier
dargestellten Daten zeigen auf, dass vor einem therapeutischen Einsatz von Nogo- Antagonisten
nach Schadigung deren Vertraglichkeit bzw. unerwiinschte Nebeneffekte ausgeschlossen werden

mussen.
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2 Einleitung

21 Die hippocampale Formation der Ratte

Der phylogenetisch dem Archipallium abstammende Hippocampus ist die zentrale Struktur und
Schaltzentrale des limbischen Systems. Im Gegensatz zum Neocortex ist die Organisation von
Neuronen und Fasern im Hippocampus relativ einfach. Nicht nur wegen dieser einfachen
trilaminaren Organisation und der schichtenspezifischen Innervation, sondern vor allem durch die
enorme klinische Relevanz, hat sich die hippocampale Formation als Modellsystem zur
Untersuchung fiir postlasionale Degenerationen und Reorganisationen im Zentralen Nervensystem
(ZNS) etabliert (Cabalka et al., 1992; Cotman et al., 1990; Frotscher et al., 1997; Grady et al.,
1989). So fuhrt bei der Alzheimer'schen Erkrankung der Untergang entorhinaler
Projektionsneurone zu einer Diskonnektion des Hippocampus und damit zu schweren
Gedachnisstérungen (Hyman et al., 1984). Auch die Temporallappenepilepsie sei in diesem
Zusammenhang genannt. Mit der stereotaktische Lasion des entorhinalen Cortex (ECL) kann dabei
diese Situation experimentell nachgeahmt werden (Lynch et al., 1976, Parnavelas et al., 1974 ).
Die Veranderungen nach der ECL sind intensiv untersucht worden (Kelley & Steward), so dass
dieses Modell auch fiir die Fragestellung der vorliegenden Arbeit verwendet werden soll. Die
Durchfiihrung der ECL sowie die postlasionsbedingten physiologischen und morphologischen
Veranderungen werden ausfuhrlich im Abschnitt 2.1.2 beschrieben. Da bekannt ist, dass einige
Molekule, die wahrend der Entwicklung stark exprimiert werden, in der Adoleszens aber nur noch
ein basale Expression zeigen, nach einer Schadigung reexprimiert werden kénnen, ist die Kenntnis
der ento-hippocampalen Entwicklung fiur das Verstdndnis axonaler Regenerationsprozesse von

Bedeutung (Bovolenta et al., 1997).

Die Anatomie der hippocampalen Formation sowie das Modell der entohinalen Cortex Lasion ist

deswegen in den folgenden Kapiteln kurz zusammengefasst.
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2.1.1 Die Anatomie der hippocampalen Formation

Die hippocampale Formation beinhaltet sechs cytoarchitektonische Regionen: den Gyrus dentatus,
das Subiculum, das Prasubiculum, das Parasubiculum, den entorhinalen Cortex sowie den
eigentlichen Hippocampus, der sich nochmals in die Cornu ammonis Regionen eins bis drei (CA1-
CA3) unterteilt (Abb.1).

A

control

Abbildung 1:

Die hippocampale Formation: (A) zeigt ein Schema der schichtenspezifischen Verschaltungen im

entorhino- hippocampalen System der Ratte. Die Neurone der Schicht Il des entorhinalen Cortex
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(EC) projizieren via Subiculum in die dul3ere Molekularschicht (oml) des Gyrus dentatus (DG), wo
sie terminieren. Fasern aus der Schicht Il terminieren in den Strata lacunosa-moleculare (slm) des
Cornu ammonis (CA1 bis CA3). Kommissurale, assoziative (C/A) und septale Afferenzen
projizieren in den Hippocampus via Fimbria/Fornix und terminieren dort schichtenspezifisch. (B)
zeigt den mit dem Neurodegenerations-spezifischen Fluoreszenzfarbstoff Fluoro- Jade angefarbten
DG eines adulten Kontrolltieres. Nach Durchtrennung des Tractus perforans (pp) (C) kommt es zu
einer schichtenspezifischen anterograden Degeneration in der oml (Pfeile). iml: innere
Molekularschicht, gcl: Kérnerzellschicht; hi: Hilus; sr: Stratum radiatum; pcl: Pyramidenzellschicht;
so: Stratum oriens; wm: weille Substanz. Malistab: 80 pm. (B) und (C) sind bisher unpublizierte

Daten; mit freundlicher Genehmigung von Dr. Eyupoglu.

Folgende Faserverlaufe sind von Bedeutung (Abb.1): Der entorhinale Cortex projiziert Gber den
Tractus perforans in den Gyrus dentatus, die Cornu ammonis Region und das Subiculum. Neurone
der Schicht Il des entorhinalen Cortex (EC) entsenden ihre Axone in die Molekularschicht des
Gyrus dentatus. Dabei projizieren Axone des medialen EC in die mittlere Molekularschicht, Axone
des lateralen EC hingegen in aullere Molekularschicht. Axone, die von Neuronen der Schicht IlI
des entorhinalen Cortex ausgehen, projizieren in die Strata lacunosa-moleculare (slm) der CA1 bis
CA3 Regionen des Hippocampus'. Dabei ziehen die medialen entorhinalen Fasern in den
proximalen Teil der CA1 Region, wahrend die lateralen entorhinalen Fasern weiter distal an der
Grenze zum Subiculum terminieren (Steward & Scoville, 1976; Amaral & Witter, 1989). In der
inneren Molekularschicht des Gyrus dentatus terminieren zusatzlich kommissurale und assoziative
Fasern, die direkt an den Dendriten der Kornerzellen enden (Super & Soriano, 1994). Die Axone
der Kdrnerzellen verlaufen als Moosfasertrakt zu den Pyramidenzellen der CA3 Region. Von
diesen wiederum entspringen die Schaffer- Kollateralen, die zu den Pyramidenzellen der CA1
Regionen ziehen. Der Alveus, der aus afferenten und vor allem aus efferenten Fasern besteht,

verbindet beide Hippocampi Uber das Fimbria/ Fornix Band (Abb.1).

Zu Erwédhnen ist, dass die einzelnen Fasersysteme schon sehr frih in der Entwicklung
schichtenspezifisch angelegt werden. Untersuchungen zu der embryonalen Entwicklung im
Hippocampus mittels Tracern ergaben, dass die ersten entorhinalen Fasern den Gyrus dentatus
bereits am 19. embryonalen Tag (E19) erreichen (Bayer & Altman, 1987; Snyder et al., 1991;
Super & Soriano, 1994, Linke et al., 1995;). Die Entwicklung des Tractus perforans ist am flinften
postnatalen Tag (P5) abgeschlossen. Die Myelinisierung im Hippocampus hingegen setzt erst
spater ein. So beginnt die Expression der beiden Myelinproteine Myelin- Associated Glycoprotein
(MAG) und Myelin Basic Protein (MBP) im Hippocampus erst um den 10. postnatalen Tag (P10).
Abgeschlossen ist die Myelinisierung am P60 (Savaskan et al., 1999). Genauere Daten der

Myelinisierung sind bis dato allerdings nicht bekannt.
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Der Gyrus dentatus besteht aus der Molekularschicht, der Kdérnerzellschicht und dem Hilus
(Abb.1). Die an der hippocampalen Fissur anliegende Molekularschicht (Stratum moleculare)
unterteilt sich in eine dulere, mittlere und innere Schicht. Sie ist relativ zellarm und besteht zum
gréten Teil aus den Dendriten der Kérner- und Korbzellen sowie den axonalen Terminierungen,
die oben naher beschrieben wurden. Die Kdrnerzellschicht (Stratum granulosum) ist hauptsachlich
aus den Somata der namesgebenen Kdrnerzellen aufgebaut. Im Hilus befinden sich, neben einer
Vielzahl von unterschiedlichen Zelltypen, auch kommissurale/ assoziative Fasern, extrinsische

Afferenzen aus dem medialen Septum sowie der Moosfasertrakt (Burwell et al., 1995) (Abb.1).

Das Cornu ammonis (Ammonshorn; CA1- CA-3) ist laminar organisiert (Abb.1). Die am weitesten
oberflachlich gelegene Region wird von den Strata lacunosa-moleculare gebildet, in welchen auch
die Fasern des Tractus perforans aus der Schicht Il des entorhinalen Cortex terminieren. Es folgt
das Stratum radiatum, welchem sich das Stratum lucidum anschliet. In dieser zellfreien Schicht
oberhalb der Pyramidenzellschicht von CA3 verlaufen die Moosfasern. Die Zellschicht ist
hauptsachlich aus den Somata der Pyramidenzellen aufgebaut (Stratum pyramidale).
Pyramidenzellen der CA3 bilden Kollaterale, die sowohl ipsi- als auch contralateral in die Cornu
ammonis Regionen projizieren. Die ipsilateralen Projektionen von CA3 nach CA3 und CA2 bilden
die assoziativen Fasern. Die contralateral nach CA1 bis CA3 und den Gyrus dentatus ziehenden
Fasern werden als kommissurale Projektionen bezeichnet. Sie terminieren hauptsachlich auf den
Fortsatzen der Pyramidenzellen und auf den Dendriten der Interneurone. Die ipsilateralen
Projektionen von CA3 nach CA1 werden als Schaffer- Kollateralen bezeichnet. Der
Pyramidenzellschicht schliet sich das Stratum oriens an, welches vom Alveus begrenzt wird. In

diesem verlaufen myelinisierte afferente und efferente Fasern (Amaral & Witter, 1989) (Abb.1).

Der entorhinale Cortex ist wie die Ubrigen Cortexbereiche in sechs Schichten unterteilt (Abb.1).
Nur auf die Schichten Il und 11l soll hier kurz eingegangen werden, da diese fur die Projektionen in
den Hippocampus wesentlich sind. In der Schicht Il des entorhinalen Cortex befinden sich
Sternzellen, Pyramidenzellen, multipolare und horizontale Zellen. Axone der Stern- und
Pyramidenzellen bilden den Teil des Tractus perforans, der in den aufieren zwei Dritteln der
Molekularschicht des Gyrus dentatus terminiert. Aus der Schicht Il entstammen die Fasern des
Tractus perforans, die in die Strata lacunosa-moleculare projizieren. Aber auch multipolare,
fusiforme, horizontale und bipolare Zellen formen mit ihren Axonen den Tractus perforans. (Amaral
& Witter, 1989) (Abb.1).
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2.1.2 Die Entorhinale Cortex Lasion (ECL)

In der Literatur sind drei Techniken zur Eliminierung des entorhinalen Inputs zum Hippocampus

beschrieben worden (Kelley & Steward; 1997):

1. die elektrolytische Lasion des entorhinalen Cortex
2. die Aspiration des entorhinalen Cortex

3. die mechanische Durchtrennung des Tractus perforans

In dieser Arbeit wurde das Modell der mechanischen Durchtrennung des Tractus perforans
verwendet. Diese Lasion des ipsilateralen entorhinalen Cortex (EC) fuhrt zu einer partiellen
Deafferenzierung der Dendriten in der aufteren Molekularschicht des Gyrus dentatus. Dabei
reduziert sich die Synapsendichte im deafferenzierten Gebiet innerhalb der ersten zwei Tage um
ca. 90% (Matthews et al., 1976 IlI). Nach weiteren 8 Tagen kommt es zu einem
schichtenspezifischen Einwachsen neu aussprossender Fasern in die geschadigte Region. Dies
wird als reaktives axonales Ausprossen (engl., Sprouting) bezeichnet (Raisman, 1969). Im Verlauf
der folgenden Wochen kommt es zu einer Neubildung synaptischer Kontakte (Synaptogenese), so
dass die Synapsendichte schlieflich wieder ca. 80% des Ausgangswertes erreicht (Matthews et
al., 1976 |; Steward et al., 1988).

Die physiologischen und morphologischen Verédnderungen im Hippocampus nach der ECL sind

intensiv untersucht und von Kelly & Steward 1997 in sechs Phasen unterteilt worden:

1. die sofortige Reaktion, die mit der Deafferenzierung beginnt und bis zu 12 Stunden
anhalt. (Dasheiff & McNamara; 1982; Nitsch & Frotscher, 1992; Phillips & Belardo,
1994).

2. die postoperative Phase, die die ersten 48 Stunden umfasst. Es kommt zur Waller'schen
Degeneration und initialer glialer Reaktion (Kelley & Steward, 1996; Savaskan et al.,
2000; Steward et al., 1993).

3. 2 bis 8 Tage nach der Lasion erreichen die degenerativen Prozesse und die gliale
Phagozytose ihr Maximum (Bechmann & Nitsch, 1997; Gall et al., 1979; Jensen et al.,
1994).

4. 6 bis 12 Tage nach der Lasion beginnt das axonale Sprouting und die
Synapsenformation und sie erreichen ihr Maximum (Scheff & Cotman, 1977; Matthews
etal., 1976 II)

5. 12 bis 30 Tage nach der Lasion ist das axonale Auswachsen und die Synaptogenese
groRtenteils beendet (Lee et al., 1977; Mattews et al., 1976 a; Steward & Loesche, 1977)
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6. im Langzeitstadium (> 30 Tage) kehrt die gliale Aktivitat auf das Normalniveau zurick;
die dendritischen Veranderungen hingegen dauern weiter an (Steward, 1995; Steward et
al., 1993)

Der Prozel® axonaler Reorganisation nach der ECL ist bisher nur mittels indirekter Methoden
nachgewiesen worden (Matthew et al., 1976 I/ II; Steward 1989). So wurde der Tracer Phaseolus
vulgaris Leucoagglutinin verwendet, um einzelne Fasern und deren ultrastrukturelle Kontakte zu
detektieren. Es konnte gezeigt werden, dass die axonale Reorganisation schichtenspezifisch
verlauft (Frotscher et al., 1997; Deller et al., 1995). So kommt es nur zum spezifischen Sprouting
solcher kommissuraler Fasern, die ohnehin bereits in der Terminationszone des Tractus perforans
liegen, nicht jedoch zum Einwachsen anderer Afferenzen. Es wird angenommen, dass
schichtenspezifisch exprimierte Faktoren im Bereich der &ufleren Molekularschicht des Gyrus
dentatus fur dieses Phanomen verantwortlich sind. Die genauen molekularen Mechanismen des
reaktiven Sproutings und der Synaptogenese sind noch weitgehend unverstanden (Kelley &
Steward, 1997). Durch die Erlangung weiterer Erkenntnisse auf diesem Gebiet ist die Hoffnung
neuer Therapieansatze in der Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen, der
epilepsiebedingten Schadigung und der durch Traumata entstandenen L&sionen im ZNS,

verknupft.

2.2 Myelin im ZNS

Neurone des adulten ZNS' besitzen die Fahigkeit des axonalen Auswachsens, sofern die dazu
notwendige Umgebung vorliegt (Richardson et al., 1980). Im Gegensatz zum PNS ist eine
posttraumatische Genesung im ZNS aber kaum mdglich (David & Aguayo, 1981). Wahrend die
Schwann’schen Zellen entscheidend zum Wachstum ladierter Axone des PNS® beitragen, sind die
myelinformenden Oligodendrozyten fiur die fehlende Reorganisationsfahigkeit des ZNS’
verantwortlich (Savio & Schwab, 1990; Schnell & Schwab, 1990; Kopthammer et al., 1992). Es sind
dabei mehrere myelin-assozierte Proteine bekannt, die wesentlich zu der auswachshemmenden

Umgebung des ZNS'® beitragen. Zu nennen sind dabei vor allem folgende Proteine:

e Myelin-Associated Glycoprotein (MAG); (McKerracher et al., 1994);
e Chondroitin Sulfate Proteoglycan (CSPG); (Dou & Levine, 1994; Niederost et al., 1999)

e und die neu identifizierte Familie der Nogo Gene ; (Chen et al., 2000; GrandPre et al., 2000;
Prinjha et al., 2000)

Nicht unerwahnt sollten dabei aber die physiologischen Aufgaben des Myelins bleiben. So umhiillt
ein Oligodendrozyt im Durchschnitt 15 Axone mit einer jeweiligen Markscheide und dient somit als
Isolator der Nervenfortsatze. Der Energieverbrauch des Axons wird dadurch stark verringert.

Ebenso erhéhen die Markscheiden betrachtlich die Weiterleitungsgeschwindigkeit des
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Aktionspotentials (Henderson et al., 2001; Coetzee et al.,, 1996). Die Myelinscheide ist in
konzentrischen Lagen angeordnet und besteht aus sich wiederholenden bimolekularen
Lipidschichten, die jeweils zwischen Proteinschichten eingelagert sind. Diese ist, dhnlich wie eine
Plasmamembran aufgebaut und besteht zu etwa 70% aus Lipiden und ca. 30% aus Myelin-
spezifischen Proteinen mit einem hohen Anteil an Cholesterinen und Phospholipiden. Zu nennen
ist dabei die Gruppe der sogenannten basischen Myelinproteine (myelin basic proteins, MBP),
welche hauptsachlich im kompaktem Myelin anzutreffen sind und das Myelin-Assozierte
Glykoprotein (myelin-associated glycoprotein, MAG), welches, wie Nogo-A, vor allem in der an das
Axon angrenzenden Membran der voll entwickelten Myelinscheide lokalisiert ist (O'Connor et al.,
2000). MAG wird eine entscheidene Rolle bei der Zellerkennung zugesprochen (de Vries et al.,
1997). Die friilhe Expression, die Lokalisation in der Zelle und die strukturelle Ahnlichkeit mit
anderen Zelloberflachenerkennungsmolekilen lassen vermuten, dass MAG ein fur die Einleitung
des Myelinisierungsvorganges wichtiges Adhasionsmolekile ist. Die heftige Immunantwort auf
MBP ist seit langerem bekannt. Injiziert man MBP Peptid i.v. mit Freund'chen Adjuvant in Mausen
kommt es zu der sogenannten experimentell allergischen Enzephalomyelitis (EAE). Sie ist durch
lokale Entziindungen und durch Zerstérung der Myelinscheiden im ZNS gekennzeichnet. Die EAE
wird daher als Modell der Multiplen Sklerose (Encephalomyelitis disseminata) verwendet. An dieser
Stelle sollen daher einige demyelinisierende Erkrankungen kurz zusammengefasst werden. Dabei

werden die verheerenden Auswirkungen durch den Zerfall von Myelinscheiden deutlich.
e Multiples Sklerose (MS, Encephalomyelitis disseminata)

Bei dieser schubweise oder chronisch progredient verlaufenden Erkrankung unklarer Genese
kommt es zu zentralen spastischen Paresen, Sensibilitdtsstorungen und teilweise schweren
psychischen Veranderungen. Morphologisch imponieren dabei v.a. periventrikular gelegene

sklerotische Entmarkungsherde sowie lymphoplasmazellulare Infiltrate.

e Funikuldre Myelose (funikulére Spinalerkrankung)
Die durch Vitamin B4,— Mangel hervorgerufende Entmarkung der Hinterstrange und
Pyramidenbahnen fiihrt u.a. zu Hinterstrangataxie, spastischen Lahmungen und psychischen

Storungen.

e Zentrale pontine Myelose
Diese Funktionsstérung der Basis pontis tritt gehauft nach langjahrigem Alkohol- und
Heroinabusus, aber auch in Folge einer zu schnellen Korrektur der Hyponatriamie auf. Durch
die Demyelinisierung kommt es sowohl zu Schluck-, Sprech- und BewuRtseinsstorungen, als

auch zu Tetraparesen.

e Tabes dorsalis (Rickenmarksschwindsucht)
Diese fakultativ 10 bis 20 Jahre nach einer Infektion mit Treponema pallidum auftretene Form
der Neurolues fihrt zu massiven Entmarkungen des Hinterstranges und der Hinterwurzeln.
Klinisch stehen dabei lanzinierende Schmerzen der Gliedmaflen und eine sensible Gangataxie

im Vordergrund.
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¢ Progressive multifokale Leukenzephalopathie (PML)
Bei dieser wahrscheinlich durch Papova-Viren ausgelésten Demyelinisierung leiden die
Patienten unter starken Wesensveranderungen, motorischen Stérungen, Ataxie und bulbaren
Symptomen. Morphologisch stehen multiple, konfluierende demyelinisierende Plaques sowie

abnorme Oligodendrogliazellen mit intranukledren EinschluRkdérperchen im Vordergrund.

o Metachromatische Leukodystrophie (Zerebrosid- Sulfatidose)
Als Folge eines Defektes der Arylsulfatase A kommt es zu einer diffusen Demyelinisierung aller
Nervenzellen. Dies aufRert sich klinisch u.a. durch Ataxie, Lahmungen, Epilepsien und

Demenz.

e Phenylketonurie
Durch den Mangel an Phenylalaninhydroxylase kommt es zu einem Aufstau von Phenylalanin
im Gehirn. Die Folgen sind Defekte der Myelinisierung und dadurch schwere geistige

Retardierung.

2.3 Die Nogo Gene und deren Rezeptor

Caroni und Schwab zeigten bereits 1988, dass Myelin durch den monoklonalen Antikérper IN-1 an
seiner auswachshemmenden Wirkung auf Axonen verliert. So kam es nach Injektion des IN-1
Antikdrpers in querschnittsgelahmte Ratten, zu einem Wiederwachsen der corticospinalen Axone,
sowie zu einer erstaunlichen Verbesserung in lokomotorischen Verhaltenstests (BBB, Catwalktest,
Schwimmtest). Das myelin- assozierte Antigen von IN-1, das 250 kDa grof3e Protein NI-250, wurde
erst 2000 gereinigt, kloniert und in Nogo-A umbenannt (Chen et al., 2000). IN-1 erkennt au3erdem
das kleinere, ebenfalls inhibitorisch wirkende Protein NI-35, welches spater als Nogo-B identifiziert
wurde. Bisher sind drei Isoformen der Nogo Familie bekannt, Nogo-A, Nogo-B und Nogo-C, die
aus alternativem Promotorgebrauch und/ oder alternativem Splicen derselben DNA- Matritze
entstehen (Chen et al., 2000; GrandPre et al., 2000, Prinjha et al., 2000). Ein Rezeptor (Ng66R)
mit hoher Affinitdt zu einer 66 Aminosauren grof3en Region, die in allen drei Isoformen gefunden
wird, ist wenig spater entdeckt worden (Fournier et al., 2001). Die physiologische Rolle der Nogo
Gene ist immer noch weitgehend unbekannt. Eine maogliche Funktion kénnte die Blockierung
UbermaRiger neuronaler Plastizitat im adulten ZNS darstellen (Buffo et al., 2000; Zagrebelsky et
al., 1998). In der vorliegenden Arbeit wurde das Expressionsmuster der drei Nogo Gene und deren
Rezeptor wahrend der hippocampalen Entwicklung und in der posttraumatischen

Reorganisationsphase untersucht.
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3 Aufgabenstellung und Versuchsanordung

3.1 Fragestellung der Arbeit

Die inhibitorische Wirkung von Myelin auf das Wachstum von Neuronen ist seit langerem bekannt.
Obwohl sich viele Studien mit der axonalen Wegfindung und dem Sprouting im Hippocampus
beschaftigt haben, sind nur wenige Daten Uber Myelinisierungvorgange im sich entwickelnden
Hippocampus bekannt. Auch (iber Anderungen der Myelinverteilung nach Lasion liegen keine
ausreichenden Daten vor. Ein Grund daflr war die schwierige Detektionsmdglichkeit von Myelin.
Vor allem diinn myelinisierte Fasern lielken sich kaum darstellen. Fur das Verstandnis von myelin-
assozierten Wachstumshemmern und deren Verteilung in einer so plastischen Gehirnregion wie
dem Hippocampus ist die Kenntnis des regionalen Verteilungsmusters myelinisierter Axone von
grolRer Wichtigkeit. In der vorliegenden Arbeit soll flir die Region des Hippocampus folgendes

untersucht werden:

1. Etablierung einer geeigneten Myelinfarbemethode fir licht- und bestenfalls auch fur

elektronen mikroskopische Analysen.

2. Wie sieht das Verteilungsmuster von Myelin
e im sich entwickelnden,
e im adulten und

e im deafferenzierten Hippocampus aus?

Die neu identifizierte Genfamilie der Nogos gehdrt zu den membran-assozierten Proteinen, die
sowohl in vitro, aber auch in vivo auswachshemmende Eigenschaften auf Axone zeigen. Es kamen

folgende Fragen auf, die in dieser Arbeit geklart werden sollen:

1. Expremieren neben Oligodendrozyten noch andere Zellen des ZNS’° die Nogo

Transkripte?
2. Wie sieht das Verteilungsmuster der Nogo Transkripte
e im sich entwickelnden,
e im adulten und
e im deafferenzierten Hippocampus aus?

3. Gibt es Unterschiede im Expressionsmuster der einzelnen Isoformen und dem

Rezeptor?

4. Koénnen dariber eventuell Rickschlisse auf deren mégliche Funktionen bei De- und

Reorganisationsvorgéngen geschlossen werden?
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3.2 experimentelle Versuchsanordnung

Sowohl bei der Myelinfarbung als auch bei den Nogo- Expressionsanalysen weichen die
untersuchten Uberlebensstadien nach ECL (1 dal, 2 dal, 3 dal, 5 dal, 10 dal, 15 dal, 21 dal, 28 dal,
60 dal) von den 1997 von Kelly und Steward eingeteilten Stadien ab. So wurde die Phase 1 und 2
nach Kelly und Steward zu einer zusammengefasst (1 dal). Phase 3 wurde nochmals auf Grund
der grof3en Relevanz unterteilt (3 dal, 5 dal, bei der Myelinfarbung zusatzlich 2 dal). Phase 4 wurde
in 15 dal, 21 dal und 28 dal unterteilt. Fir die Phase 5 wurde bei der Myelinfarbung 60 dal gewahlt.
Bei der Nogo- Expressionsanalyse wurde auf das Langzeitstadium (> 30 Tage) verzichtet, da bei
allen Isoformen bereits am Ende der 5. Phase (28 dal) in allen untersuchten Regionen die

Ausgangswerte wieder erreicht waren.

3.2.1 Myelinfarbung

Fir die Farbung der myelinisierten Fasern musste eine geeignete Farbetechnik gefunden werden,
die folgenden Anspriichen Rechnung tragen konnte:

e Sensibilitét; v.a. sehr dinn myelinisierte Fasern (z.B. die der Molekularschicht des Gyrus

dentatus) missen detektiert werden kénnen
e Erkennung von pathologischem Myelin
o Maoglichkeit zur quantitativen Auswertung

e einfache Handhabung (z.B. lichtmikroskopisch auswertbar, Stabilitdt der Farbung, gute
Reproduzierbarkeit, Moglichkeit zu Gegenfarbungen, idealerweise auch fir ultrastrukturelle
Analysen kompatibel))

Die bereits etablierten Farbemdglichkeiten erwiesen sich fir die oben erwahnten
Forschungsvorhaben als wenig brauchbar. So ist die Detektierbarkeit von dinn myelinisierten
Fasern mit dem histologischen Farbstoff Luxol Fast Blue fast ausgeschlossen. Die
Immunhistochemie mit dem kosten- intensiven Myelin Basic Protein Antikorper ist aufgrund der
groBen Variabilitdit und der schwierigen Reproduzierbarkeit ebenfalls nicht die geeigneteste
Methode. Der zu seiner Zeit neu von unseren Kollaborationsparntern entwickelte Farbstoff Black
Gold sollte in Pilotstudien einige der erforderlichen Anspriiche erfiillen (Schmued & Slikker, 1999).
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3.2.2 Expressionsanalysen der Nogo Familie

Die in situ Hybridisierung erwies sich flir die oben genannte Fragestellung als eine geeignete
Methode. Mit Hilfe der in situ Hybridisierung ist man in der Lage, die rdumliche Verteilung von
mRNA lichtmikroskopisch sichtbar zu machen. Dabei hybridisiert das markierte komplementare
Oligonukleotid (cDNA) mit seinem Gegenstiick (antisense) auf dem fixiertem Gewebestlick. Bei
einer radioaktiven Markierung erscheint die so detektierte mRNA als schwarzer Fleck auf dem
exponierten Rontgenfilm (Autoradiographie). Bei der nicht- radioaktiven ISH wird der Ort Gber eine
Farbstoffreaktion kenntlich gemacht. Mit der nicht-radioaktiven ISH kann die zellulare Verteilung

der mRNA detaillierter beurteilt werden, als mit der radioaktiven.
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4 Material und Methoden

4.1 Tiere und stereotaktische Operation

Alle Tiere und die an ihnen durchgefiihrten Experimente wurden in Ubereinstimmung des
europaischen und deutschen Gesetzes zum Gebrauch von Labortieren durchgefuhrt (Protokoll- Nr.
des Tierversuchantrages GO 347/ 98). Die Anzahl wurde auf ein Minimum beschrankt und alle
chirurgischen Eingriffe wurden in tiefer Anasthesie durchgefiihrt, um unnétiges Leiden der Tiere zu
vermeiden. Insgesamt wurden 187 Tieren verwendet, 20 wurden nicht mit in die Auswertung
einbezogen, da sie entweder vorzeitig verstorben sind, die ECL nicht vollstandig war oder sie bei
der Kainatstudie nicht die Stadien 4 und 5 eingeteilt wurden. Abgesehen der Tiere, deren Gewebe
fur die Black Gold Farbung dienen sollte, wurden die Tiere nicht ausschlieflich fur diese
Dissertationschrift getétet. Andere Organe und Anteile des Gehirnes wurden auch von Mitarbeitern
der Arbeitsgruppe verwendet, so dass die Gesamtzahl der Tiere innerhalb der Gruppe minimiert

werden konnte.

Fir die stereotaktischen Operationen wurden 200 — 300 g schwere mannliche Wister Ratten mit
einer in 0,9%iger NaCl- Lsg. geléster Mischung aus 25 mg/ml Ketamine (CuraMed, Pharma GmbH,
Karlsruhe, Deutschland), 1,2 mg/ml Xylazine (Bayer, Leverkusen, Deutschland) und 0,35 mg/ml
Acepromazine (Sanofi GmbH, Disseldorf, Deutschland) anasthesiert. Die Tiere wurden in einem
stereotaktischen Kopfhalter (Stoelting, USA) eingespannt, das Schadeldach erdffnet und ein
Standard-Elektrokoagulator (mit vier einzelnen Pulsen a 2,5 pA fir je 3 sec) wurde in Form eines
Messers fur die Lasion verwendet. Die Lasion erfolgte jeweils nur in der linken Hemisphéare. Dabei
wurden in Anlehnung an Paximos et al., (1985) folgende Koordinaten ausgehend von lambda
verwendet: frontale Inzision: AP +1,2; L +3,1 zu 6,1; V bis auf die Tiefe des Craniums; sagittale
Inzision: AP +1,2 zu + 4,2; L +6,1; V bis auf die Tiefe des Craniums. Die Offnung des
Schadeldaches wurde mit einem Gelaspon Schwamm gefiillt und die Wunde vernaht. Die
Uberlebenszeiten der Tiere nach der Operation betrugen 1, 3, 5, 10, 15, 21, 28 und 60 Tage (+ 0,5
Tage, je 6 Tiere pro Lasionsstadium). 4 adulte, unladierte Tiere mit identischem Gewicht dienten
als Kontrolle.

Tiere, deren Gehirne fir die in situ Hybridisierung (ISH) oder die Luxol Fast Blue (LFB) -, Fluoro
Jade (FJ) - oder Acetycholinesterase (AChE) - Farbung dienen sollten, wurden mit einer Uberdosis
des oben genannten Anasthetika betaubt und dekaptiert. Nach Entfernung der Kutis vom
Schadeldach wurde die Ossa parietalis vom Foramen magnum aus mit einer Luer- Zange entfernt
und das Gehirn enthommen. Dieses wurde in 0,1 M Phosphatpuffer (PB) gewaschen und tber
flissigen Stickstoff eingefroren. Die postnatalen Ratten wurden am Tag der Geburt (P0O) bzw. 5
(P5), 15 (P15) und 30 (30) Tage nach der Geburt dekaptiert (n= je 6). Das Gehirn wurde, wie oben

beschrieben, entnommen und eingefroren.
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Tiere, deren Gewebe fir die Black Gold Farbung dienen sollte, wurden in tiefer Anasthesie
transcardial mit 200 ml steriler 0,9%iger NaCl- Lsg. und anschlie®end mit 250 ml 0,1 M PB,
welches 4% Paraformaldehyd (PFA) und 2% Glutaraldehyd enthielt, perfundiert. Das Gehirn wurde
wie oben beschrieben entnommen und in 30% Sucrose, gelést in 4% PFA, fir zwei Tage
nachfixiert und anschlielend Uber flissigen Stickstoff eingefroren. Bei den Kontrolltieren wurde je
eine Niere als Negativkontrolle entnommen. Die postnatalen Ratten wurden 5 (P5), 12 (P12), 17
(P17) und 25 (P25) Tage nach Geburt, wie oben beschrieben, perfundiert, das Gehirn entnommen

und eingefroren (n= je 6). Das Gewebe wurden bei — 80°C gelagert.

Zur Uberprifung der Vollstandigkeit der entorhinalen Cortex Lasion diente fir die frilhen
Uberlebensstadien (1- 10 dal) der Farbstoff Fluoro- Jade (FJ) und fir die spaten
Uberlebensstadien (10- 60 dal) Acetylcholinesterase (AChE). Es wurden zwei verschiedene
Farbstoffe fiir die Uberpriifung verwendet, da der Fluoreszensfarbstofff FJ selektiv degenerierte
Neurone sowie deren Fortsatze farbt und damit als friiher Degenerationsmarker sehr geeignet ist
(Schmued et al., 1997; Savaskan et al., 2000). Fir spatere Uberlebensphasen ist AChE besser
geeignet, da es sich dabei um einen Marker fur reaktives Auswachsen (Sprouting) handelt. Er ist
daher in den friihen Uberlebensstadien weniger sensitiv (Deller und Frotscher, 1997; Deller et al.,
1996).

4.2 Kainat Behandlung

Je Uberlebensstadium (1dps und 5 dps) wurden fiinf adulte Wistar Ratten (Charles River, Sulzfeld,
Deutschland) der Stadien 4 und 5 mit einem Gewicht von 200 - 300 g verwendet. Diese Tiere
erhielten eine intraperitoneale Injektion der frisch angesetzten Kainatsaure (10 mg/kg
Korpergewicht; Ocean Products, Kanada). Die Kontrolltiere (n = 5) erhielten eine intraperitoneale
Injektion rein isotoner Kochsalzlsg. gleichen Volumens. Das Verhalten der Tiere wurde
anschlieBend 12 Stunden per Video beobachtet. Die Schwere der Anfalle wurden wie folgt
eingeteilt: 1: Frésteln, starrer Blick, Mund-, Gesichtszuckungen; 2: Schitteln des gesamten
Korpers; 3: Vorderpfotenklonus und Kopfnicken; 4: Zurlickwerfen; 5: Zurtiickwerfen und Fallen; 6:
wildes Rennen, sich im Kreis drehen, Hupfen. Nur Tiere des Stadium 4 und 5 wurden fir weitere
Untersuchungen verwendet. Tiere des Stadiums 6 wurden mit einer intraperitonealen Diazepam-
Injektion (10mg/kg Korpergewicht; Ratiopharm, Deutschland) getttet. Tiere fir die in situ

Hybidisierung wurden ein bzw. finf Tage nach Kainat- Injektion wie oben beschrieben dekaptiert.

4.3 Fluoro-Jade (FJ) Farbung und Achetylcholinesterase (AChE)- Histochemie

Fir die Fluoro-Jade Farbung wurden die 20pm dicken Schnitte rehydriert, fir 15 min in frisch
angesetzter 0,06%iger Kaliumpermangranatlsg. inkubiert und 1 min in destilliertem Wasser

gewaschen. Gefarbt wurden sie dann fur 30 min in 0,001%iger Fluoro- Jade- Lsg. (Histo-Chem.,
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Jefferson, AR, USA), die in 0,1%iger Essigsaure gel6st wurde. Die Schnitte wurden anschlie3end
in destilliertem Wasser gewaschen, luftgetrocknet und mit Entellan (Merck, Deutschland)

eingedeckelt.

Fir den Nachweis von AChE wurde ein modifiziertes Karnovsky-Roots Protokoll angewandt
(Mesulam et al., 1987). Die aufgezogenen und luftgetrockneten Schnitte wurden fir 2x 4 min in 0,1
M Maleatpuffer (pH 8,0) inkubiert und anschlieRend fir 2 Stunden in folgender Arbeitslsg.
entwickelt: 0,1 M Maleatpuffer mit 0,47 mM Kupfersulfat, 0,05 mM Kaliumhexazyanoferrat, 0,5 mM
Natriumcitrat und 0,17 mM Acetylthiocholine- Jodid. Anschliefend wurden die Schnitte 2x 4 min in
einem 0,1 M Tris- Puffer gespllt und fir 10 min in 0,5%igen Kobalt- Chlorid/ Tris- Puffer inkubiert.
Die Schnitte wurden 4x 4 min in Tris- Puffer gewaschen und dann fiir 3 min in einer 0,7%igen DAB-
Lsg. unter visueller Kontrolle entwickelt. Nach weiteren 3x 3 min Waschen in Tris- Puffer wurden

die Schnitte stufenweise dehydriert und mit Entellan eingedeckelt.

4.4 Luxol Fast Blue (LFB)- Farbung und Lipidextraktion

Das frisch eingefrorene Gewebe wurde 2 min mit —20°C kaltem Methanol und 5 min in einer
Ethanol/ Essigsaure Mischung (96/ 4%) nachfixiert. Die 20 pm dicken Kryostatschnitte wurden bei
60°C fir 3 Stunden in LFB- Lsg. [0,1% Luxol Fast Blue gelést in einer Ethanol/ Essigsaure
Mischung (96/ 4%] inkubiert und danach in 96%igen Ethanol gewaschen. AnschlieRend wurden sie
mit 0,05% LisCO; flr 1min nachfixiert und fir wenige Sekunden mit 70%igen Ethanol gewaschen.
Die Schnitte wurden mit Harris Haematoxylin fir 1- 2 min gegengefarbt und wie oben beschrieben

dehydriert und eingedeckelt.

4.5 Black Gold (BG)- Farbung

Zu 10 ml 0,9%iger NaCl Lsg. wurden 20 mg des Black Gold (BG) Granulates (Histo- Chem.,
Jefferson; USA; Schmued et al., 1999) gegeben und in einer Mikrowelle kurz aufgekocht, um
anschlieBend in einem 60°C warmen Ofen vollstandig in Lésung zu gehen. Horizontale
Kryostatschnitte von ca. 20 ym Dicke (Figocut 2800, Reichert Jung) wurden in einer 24er Well
Platte gesammelt oder auf SuperFrostPlus Objekttragern (Menzel-Glaeser, Berlin, Deutschland)
aufgezogen, mit 0,1 M Phosphat Puffer (PB) gewaschen und anschlieend bei 60°C flir 15 bis 60
min mit der BG- Lsg. gefarbt. Die Farbedauer ist dabei stark abhangig von der Dicke der Schnitte,
der Farbetemperatur und dem Alter der BG- Lsg.. Es sollte daher eine regelmafige Kontrolle der
Farbung stattfinden. Die dinnen Fasern der Molekularschicht des Cortex eignen sich dazu
besonders. Zur Intensivierung der Farbung wurden die Schnitte fir 10 min bei 60°C in 0,2%iger
Kaliumtetrachloroaureatlsg. (Sigma-Aldrich, Deutschland) inkubiert. Die Schnitte wurden
anschlieBend mit 2%iger Natriumthiosulfatlsg. (Merck, Darmstadt, Deutschland) fur 3 min fixiert.

Zwischen jeden Schritt wurden die Schnitte 3x 5 min mit 0,1 M PB gewaschen. Einige Schnitte
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wurden fur 1,5 min in 0,4%iger Malachitgrinlsg. (Sigma-Aldrich, Chemie, Deutschland)
gegengefarbt. Die Schnitte wurden anschlieBend durch destilliertes Wasser und 70%igen Ethanol
gezogen, um die Hintergrundfarbung zu minimieren. Die freischwimmenden Schnitte wurden nun
aufgezogen, luftgetrocknet, lUber eine aufsteigende Ethanolreihe dehydriert, mit Xylol gereinigt und

mit Entellan eingedeckelt (beides Merck, Deutschland).

Auf dem flr die ISH, LFB-, AChE oder FJ- Farbung aufgearbeiteten Gewebe liee sich ebenfalls
eine Back Gold- Farbung durchfihren. Die Farbezeit muld dabei stark verlangert werden. Sehr fein
myeliniesierte Fasern wie die der Molekularschicht, kbnnen dabei nur schwer detektiert werden
(Meier et al., bisher unpublizierte Daten). Um diese sichtbar zu machen, wurde daher die von
Schmued & Slikker (1999) entwickelte Methode optimiert und angewendet. Auf so aufgearbeiteten

Gewebe zeigt eine LFB- Farbung keine Farbung (Meier et al., bisher unpublizierte Daten).

4.6 Protein Verdau

Die 20 um dicken Schnitte wurden bei 37°C fir 40 min entweder mit 50 yg/ml Proteinase K
(Boehringer, Deutschland; gelést in 0,01 M Tris, pH 8,0 und 0,1% SDS) oder mit 0,25% Trypsin
(gelést in 0,04% KCI, 0,22% NaHCO3;, 0,68% NaCl, 0,1% Glucose) verdaut. AnschlieRend wurden

die Schnitte wie oben beschrieben mit Black Gold oder Luxol Fast Blue gefarbt.

4.7 Quantifizierungen der myelinisierten Fasern

Pro Lasionsstadium wurden je sechs unterschiedliche Tiere analysiert; vier unladierte Tiere dienten
als Kontrolle. Es wurden sowohl fiir die LFB-, als auch fiir die BG- Farbung je zwei unterschiedliche
Farbeansatze in die Auswertung miteinbezogen. Zur Bestimmung der Pixel Intensitat der
abfotografierten Schnitte (Olympus BX-50, Japan) wurde das Computerprogramm Metamorph
(Universal Imaging, Downingtown, PA, USA) verwendet. Um den ungelabelten Hintergrund
abzuziehen, wurde ein visuell bestimmter Threshold gesetzt. Ein Standardviereck (4,0 mm2) wurde
definiert und Uber die gesamte Molekularschicht des Gyrus dentatus gesetzt. Ein kleineres
definiertes Viereck (2,0 mm?) wurde zur Messung der Pixelintensitat der duferen Molekularschicht
verwendet. Der Prozentsatz der Faserintensitat der du3eren ML zur gesamten ML wurde ermittelt
(Ward & Haag, 1999). Anschlielsend wurde der jeweilige Mittelwert der einzelnen Messungen ins
Verhaltnis zur unbehandelten Kontrolle (100%) gesetzt. Die Spezifitat wurde Uber den Mann-
Whitney U- Test (StatViewll, Abacus, USA) bestimmt (Signifikanzen: P* < 0,05; P** < 0,01; P*** <
0,001).
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4.8 Elektronenmikroskopie

Fir die ultrastrukturellen Untersuchungen wurden die frisch BG gefarbten Schnitte osmiert (1%
0s0, in 6,84% Sucrose fur 5 min), in aufsteigender Ethanolreihe dehydriert und in Epon zwischen
silikonbeschichteten Objektragern flacheingebettet. Die an einem Reichert Ultratom angefertigten
Schnitte von 70 nm Dicke wurden mit Formvar Film aufgezogen und mit Zitronen- und Harnsaure
gefarbt. Fiur die Untersuchungen diente ein Zeiss EM 900 Elektronenmikrosop. Die Aufnahmen

wurden mit Hilfe der Zeiss Axioplan Kamera (Zeiss, Deutschland) angefertigt.

Je funf Fotos der 7000x, 12 000x, 20 000x und 30 000x VergréRerung wurden von je drei
geblindeten Untersuchern ausgewertet. Dabei wurden die Kérner in einem Viereck von 5,25pm2
ausgezahlt. Black Gold gefarbtes Nierengewebe der Ratte diente als Negativkontrolle. Die
Spezifitdit wurde Uber den Mann- Whitney U- Test (StatViewll, Abacus, USA) bestimmt
(Signifikanzen: P* <0,05; P** < 0,01; P*** <0,001).

4.9 radioaktive in situ Hybridisierung

Es wurden folgende antisense- Oligonukleotide verwendet, die alle von Carl Roth (Karlruhe,
Deutschland) synthetisiert wurden und deren Spezifitdt durch BLAST GenBank (www.nicmb.gov)

bestétigt wurde (siehe auch Abbildung 2):

Nogo-A [(GenBank: AJ242961): 5°- TTC CAC ATT AGC TCT AGC AGC CAG CAC ATC CCT ACT
TC - 3, komplementar zu den Basen 1402- 1440

Nogo-A ll(GenBank: AJ242961): 5'- GCT CTG GAG CTG TCC TTC ACA GGT TCT GGG GTA
CTG GGG AAA GAA GC - 37, komplementar zu den Basen 1521-1568; (Josephson et al., 2001)

Nogo-B (GenBank: AJ242962): 5°- TCT CTC CAG TAG AGG AGG TCA ACA ACC ACT GAG
CCG GAG CCC CTG CGC TT -3, komplementar zu den Basen 680- 730

Nogo-C (GenBank: AJ242963): 5°- ACT GCA AAATTC TCC CTG AGA CAT GAA ACA CCC GCT
TCC C- 3’; komplementar zu den Basen 13- 53

Nogo-A/B (GenBank: AJ242961): 5'- TCC AGT TCC TCT AGG TCC TCG TCG TCC TCC TCC T —

3’, komplementar zu den Basen 382- 416

Nogo-pan (GenBank: AJ242961): 5 - GGG GAA GAC AAG TGT GAC TAC AAT GAG ATC CAT
ACA CAG CAG C - 37, komplementar zu den Basen 3922- 3965

Ng66R (GenBank: AY028438): 5- TTG TTG GCA AAC AGG TAG AGG GTC ATG AGT - 3

komplementar zu den Basen 680- 710

MBP (GenBank: NM017026): 5- ACT ACT GGG TTT TCA TCT TGG GTC CTC TGC GAC TTC T



Nogo Transkripte und Myelinisierung

25

-3"; komplementar zu den Basen 257- 294

Nogo A/B | 1] pan
v I - Nogo-A
1 172 975 1063

B Nogo-B

1 172 260
B Nogo-C
111 199

Abbildung 2:

Schema der drei Nogo Transkripte und die Position der verwendeten Sonden: Die drei
unterschiedlichen Isoforme, das 4,6 kb lange Nogo-A, das 2,6 kb lange Nogo-B und das 1,7 kb
lange Nogo-C Transkript, entstehen durch alternativen Promotor Gebrauch und /oder alternatives
Splicen eines einzelnen Genes. Das Oligonukleotid Nogo-A/B ist spezifisch fur die beiden
Splicevarianten Nogo-A und Nogo-B (rote Region), wahrenddessen das Oligonukleotid Nogo-pan
aufgrund des gemeinsamen 188 Aminosaure langen C-Terminus alle drei Nogo Gene (blaue
Region) detektiert. Die Oligonukleotide Nogo-A |, Nogo-A I, Nogo-A/B und Nogo-A pan ergaben
das gleiche Expressionsmuster wie das Nogo-A spezifische Oligonukleotid allein. Die
Oligonukleotide Nogo-A I, Nogo-A Il, Nogo-B und Nogo-C sind spezifisch fiir das jeweilige Gen.
Die rote Region markiert die Nogo-A und Nogo-B spezifische Sequenz, die griine Region zeigt die
allein fur Nogo-A spezifische Region und die gelbe Region spiegelt die spezifischen 150 bp der
Nogo-C mRNA wieder.

Die Nogo-A I, Nogo-A Il, Nogo-A/B, Nogo-pan Oligonukleotide zeigten bei der Auswertung ein
nahezu identisches Expressionsmuster. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird daher auf eine
genauere Beschreibung der Ergebnisse der ISH der Oligonukleotide Nogo-A 1, Nogo-A/B, Nogo-
pan verzichtet. Horizontale Kryostatschnitte von ca. 20um Dicke (Figocut 2800, Reichert Jung)
wurden auf SuperFrostPlus Objekttragern (Menzel-Glaeser, Berlin, Deutschland) aufgezogen und
in 4% PFA fur 10 min fixiert, mit 0,1 M PB (pH 7,4) fir 5 min gewaschen, dehydriert und in
unvergallten Reinstalkohol bei 4°C gelagert. Die Oligonukleotide (0,3 pmol) wurden gemaf
Herstellerangaben unter Verwendung von terminaler Transferase (Boehringer, Mannheim,
Deutschland) mit [a-358]dATP (DuPont NEN, Boston, USA) radioaktiv endmarkiert. Die radioaktiven
Proben wurden anschlieRend Uber BioSpin6 Chromatography Saulen gereinigt (BioRad). Fur die

Hybridisierung wurden die markierten Sonden mit dem Hybridisierungsmix gemischt [50%
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Formamid, 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM PB (pH 7,0), 2x SSC, 5 mM EDTA (pH 8,0), 10%
Dextransulfat, 10 mM DTT, 10 mM - Merkaptoethanol und 200 ng/ul tRNA]. Die Hybridisierung
erfolgte Uber 16 Stunden bei 42°C in einer feuchten Kammer. Die Schnitte wurden gewaschen (1x
60 min in 0,1x SSC bei 56°C, 1x 5min in 0,05x SSC bei Raumtemperatur) und in einer
aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert. Fur die Autoradiographie wurden die Schnitte 5 bis 21 Tage

einem Kodak X-OMAT AR Rontgenfilm ausgesetzt. Als Negativkontrolle wurde die in situ
Hybridisierung unter Zugabe von einem 100- fachen Uberschuf an unmarkierten Oligonukleotiden
zur radioaktiv markierten Probe durchgefiihrt und anschlielfend gleich weiterbehandelt. Die
Schnitte wurden anschlieBend Nissl gegengefarbt. Die in situ Schnitte wurden dazu in
absteigender Ethanolreihe rehydriert, in PBS gewaschen, mit Nissl (Kresylviolettacetat, Sigma,

Deutschland) gefarbt, anschlieRend dehydriert und mit Hypermount eingedeckelt.

410 Quantifizierung der Autoradiographie

Fir jedes der sieben Lasionsstadien sowie fir die beiden Kainatstadien wurden je sechs
unterschiedliche Tiere analysiert, vier unladierte Tiere dienten als Kontrolle. Fir jedes Transkript
und jedes Tier wurden mindestens zwei in situ Hybridisierungs- Ansatze in die Auswertung
miteinbezogen. Zur Bestimmung der Pixel Intensitat der eingescannten (Micotek Scan Maker 636)
Autoradiographien wurde das Computerprogramm Metamorph (Universal Imaging, Downingtown,
PA, USA) verwendet. Um den ungelabelten Hintergrund abzuziehen, wurde ein visuell bestimmter
Threshold gesetzt. Ein Standardviereck (1,5 mm2) wurde definiert und in je 15 verschiedenen
Positionen der Pyramidenzellschicht der CA1-, der CA2/CA3- Region, der Kérnerzellschicht des
Gyrus dentatus, dem Hilus und dem Cortex gesetzt. Der jeweilige Mittelwert der einzelnen
MeRwerte jeder untersuchten Region wurde fiir jedes Uberlebensstadiums ermittelt. Die
Mittelwerte der unbehandelten Kontrolle wurden fir jede Region auf 100% normiert. Die Mittelwerte
der Uberlebenstadien wurden dann fiir jede Region ins Verhéltnis zur Kontrolle gesetzt und zeigen
somit die prozentuale Konzentrationsdnderung der mRNA im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle. Die Spezifitat wurde Uber den Mann- Whitney U- Test (StatViewll, Abacus, USA)
bestimmt (Signifikanzen: P* < 0,05; P** < 0,01; P*** < 0,001).

4.11 Nicht-radioaktive in situ Hybridisierung

Horizontale, 20 um dicke Kryostatschnitte wurden fir 10 min in 65°C warmem 1x PBS fixiert,
anschlieBend fir je 15 min 2x in aktiven 0,1% DEPC und in 5x SSC gewaschen. Die Schnitte
wurden 2 Stunden bei 25°C mit je 200 pl Hybridisierungspuffer [25% Formamid, 4x SSC, 5x
Denhardts, 50 mM NaH,PO,/ Na,HPO, (pH 7,0), 0,1 mM EDTA, 1mg/ml Heringssperma und
1mg/ml Hefe t-RNA] prahybridisiert und anschlieBend 2x 10 min mit 2x SSC gewaschen. Die
Hybridisierung erfolgte flr 16 Stunden bei 25°C in 200 pl Hybridisierungspuffer (siehe oben) mit 1
ug des komplementaren (antisense) Dig- gelabelten Oligonukleotids (5" Dig- ACA TTA GCT CTA
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GCA GCC AGC ACA TCC CTA-3"), welches komplementar zu den Basen 1406- 1436 der Nogo-A
Ratten cDNA ist. Das Oligonukleotid wurde von Tip Molbiol (Minchen, Deutschland) hergestellt;

dessen Spezifitat wurde in der BLAST Genbank [www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST] bestatigt. Das nicht
komplementéare (sense) Oligonukleotid diente als Kontrolle. Die Schnitte wurden nach der
Hybridisierung 2x 15 min in 2x SSC; 2x 20 min in 1x SSC und 3x 30 min in 0,25x SSC gewaschen.
Die Schnitte wurden 2x 5 min in Dig1-Lsg. (100 mM Tris und 150 mM NaCl, pH 7,5) gehalten und
anschlieBend fir 30 min mit Dig2-Lsg. [1% Blocking-Lsg. (Roche 1093657) in Dig1 gel6st]
geblockt. Fur zwei Stunden wurde der Alkaliphosphatase-gekoppelte Anti-Digoxigenin Antikorper
(IgG, 1: 1000 geldst in Dig1) bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden die Schnitte 3x
15 min in Dig1 und 1x 15 min in Dig3 (100 mM Tris-HCI, pH 9,5; 100 mM NaCl, 50 mM MgCL;)
gewaschen. Die Farbung wurde bei 25°C Uber Nacht in NBT/ BCIP Stocklsg. (DIG Nucleic Acid
Detection Kit, Roche; 1 175 041) und 1mM Levamisol entwickelt. Die Reaktion wurde mit Dig4 (10
mM Tris- HCI und 10 mM EDTA, pH 7,5) fir 1 min abgestoppt und 30 Sekunden in destillierten
Wasser und 30 min in Leitungswasser gewaschen. Die Schnitte wurden mit flourenszierendem
Nissl-Farbstoff (Moleculare Probe, Niederlande) fir 5 min gegengefarbt, in PBS gewaschen und
anschliefend mit dem Kernfarbstoff HOECHST 33528 (1: 12 000) fir 2 min gefarbt. Die Schnitte
wurden feucht mit HydroMount eingedeckelt (National Diagnostics, USA).

412 Proteinextraktion und Immunoblotting

Gesamtprotein Extrakte wurden auf ein SDS- Polyacrylamid Elekrophoresegel aufgetragen (20ug/
Spur). Nach der Proteintrennung wurden sie auf die Hybond ECL Nitrozellulose Membran
(Amersham Pharmacia Biotech, Deutschland) aufgetragen. Es wurde der monoklonale Maus anti-
Nogo-A a-Ratll-C7 Antikdrper (Prof. Martin Schwab, Zirich, Schweiz) verwendet; der monoklonale
B-Actin Maus Antikérper (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland) diente als Kontrolle. Der
Immunoblot und das Ponceau-gefarbte Gel wurde wie oben beschrieben unter Verwendung von

MetaMorph densiometrisch ausgewertet.

413 Mikroskopische Datenerfassung und Bildgebungsverfahren

Die Dokumentation der in situ Hybridisierungsschnitte erfolgte mittels der Zeiss Axioplan Kamera
(Deutschland) fur die Cortex- Messung und mittels der Olympus BX-50 (Japan) fir die
Hippocampusmessungen, wahrend fir die Farbaufnahmen der BG Farbung die Olympus IX-70
Kamera (Japan) verwendet wurde. Digitale Bilder oder eingescannte Fotoabziige wurden in
CoreIDRAW zusammengefasst und beschriftet. Eine digitale Bildbearbeitung im Sinne von

Verstarkung von Kontrast und/oder Intensitat fand nicht statt.
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5 Resultate

5.1 Myelinisierung im Hippocampus

5.1.1 Black Gold (BG) ist ein geeigneter Farbstoff zur Darstellung von normalem und

pathologischem Myelin

Mittels eines einfachen Farbeprotokolls konnte Myelin spezifisch mit Black Gold (BG) innerhalb von
drei Stunden angefarbt werden (Abb. 3 - 7). Die Farbung lasst sich sehr gut reproduzieren, sie ist
stabil, und Gegenfarbungen sind problemlos mdglich und kombinierbar. Sie kann
lichtmikroskopisch ausgewertet werden und bietet durch die rotbraune Farbung des Myelins viele
Moglichkeiten zur quantitativen Auswertung (Abb. 6). Die hohe Sensivitat lieR sich schon
lichtmikroskopisch an der Farbung dinn myelinisierter Fasern erkennen, wie z.B. die der
Molekularschicht des Gyrus dentatus (Abb. 4, 6). Um die Frage beantworten zu kdnnen, welche
Komponenten des Myelins Black Gold genau farbt, wurden Schnitte gefarbt, deren Proteingehalt
durch Inkubation von Proteinase K und Trypsin stark verringert wurde. Wahrend die Luxol Fast
Blue Farbung keinen Unterschied zu den unbehandelten Schnitten zeigte, konnte durch Black Gold
kein Myelin mehr detektiert werden. Die Farbung reduzierte sich auf die Hintergrundfarbung (Daten
nicht gezeigt). Ultrastrukturellen Analysen zeigten, dass Nuclei und endoplasmatisches Retikulum
frei von BG- Partikeln waren (Abb. 3). Die Mehrheit der Partikel befand sich im kompaktem Myelin,
aber auch in der dufleren und inneren Schleife der die adulten Axone umgebenen Myelinscheiden.
Das Zytoplasma der Axone und die dendritischen Fortsatze zeigten keinen signifikanten Anteil an
BG Partikeln (Abb. 3 B, C, D ). Eine Farbung der Niere und der Leber, die nach dem heutigen
Wissensstand keine Myelinproteine expremieren, zeigten keine BG- Farbung (Daten nicht gezeigt).
Bei der genauen Untersuchung von axotomierten Gewebe konnte pathologisches Myelin eindeutig
von physiologischem unterschieden werden, welches in Absatz 5.1.5 genauer beschrieben wird

(Abb.7). Mit keinem anderen getesteten Myelin-spezifischen Farbstoff war dies mdglich.
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Abbildung 3:

Ultrastrukturelle Lokalisation von Black Gold (BG) im Hippocampus. In (A) ist eine
Ubersichtsaufnahme aus der Hilus Region dargestellt. Zellkérper (nucleus, nc) weisen kaum BG
Partikel (A, D) auf. (B) zeigt eine héhere VergréRerung aus der Hilus Region; (C) aus dem Stratum
lacunosum-moleculare der CA1 Region. BG Partikel sind in allen Schichten der die Axone (ax)
umgebenden Myelinscheiden anzutreffen (A - D). Die Pfeile zeigen auf die dulRere Schleife (outer
loop) der Myelinscheiden; die Pfeilspitzen auf die innere Schleife und die Axonmembran. (D) zeigt
die Quantifizierung der BG Partikel in unterschiedlichen Kompartimenten [Nucleus, outer loop
(innere Schleife), compact myelin (kompaktes Myelin), inner loop (innere Schleife) und Axon].
Statistische Differenzen sind mit Sternen markiert ( £ S.D. P* < 0,05; P** < 0,01; P** < 0,001,
gemessen mit dem Mann- Whitney U-test). Mastab in A: 20 pm; in C: 5 ym.
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5.1.2 Das Verteilungsmuster von myelinisierten Fasern wahrend der Entwicklung des

Hippocampus

Abbildung 4:

Myelinisierte Axone in der hippocampalen Formation wahrend der postnatalen Entwicklung.
Hippocampale Schnitte verschiedener postnataler Entwicklungsstadien [ P5 (A), P12 (B), P17 (C)
und P25 (D) ] wurden mit Black Gold (BG) gefarbt. Die Ubersichtsaufnahmen sind in der ersten
Reihe dargestellt (A1, By, C4, D1). P5 (A) und P12 (B) zeigen eine diffuse rote Farbung im
Hippocampus. Erste BG-positive Fasern sind am P17 (C) in den CA Regionen und im temporalen
Cortex sichtbar (C;-Cs). Keine myelinisierten Fasern werden in der Molekularschicht des Gyrus
dentatus gefunden (C,). Zu beachten ist allerdings, dass entorhinale Fasern zu diesem Zeitpunkt
bereits im Gyrus dentatus terminieren. Am P25 (D) sind alle afferenten sowie die intrinsischen
Projektionen des Hippocampus deutlich Black Gold positiv. CA: Cornu ammonis; gcl:
Koérnerzellschicht; ml: Molekularschicht; slm: Stratum lacunosum-moleculare; hi: Hilus; EC:
Entorhinaler Cortex, sr: Stratum radiatum; pcl: Pyramidenzellschicht. Mafistab in D, fur alle

Ubersichtsaufnahmen: 800 um; MaRstab in Ds fiir alle VergroRerungen: 30 um.
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In Abbildung 4 ist das Auftreten myelinisierter Fasern im sich entwickelnden Hippocampus mittels
des Farbstoffes Black Gold dargestellt. Am postnatalen Tag 5 (P5) konnte man eine diffuse
Farbung in der hippocampalen Formation, vor allem in der weil3en Substanz, wie dem Alveus und
dem Stratum radiatum, erkennen (Abb. 4 A,, A,). Der temporale Cortex hingegen zeigte im selben
Entwicklungsstadium keine Farbung (Abb. 4 As). Auch 12 Tage post partum (P12) waren im
Hippocampus und im temporalen Cortex noch keine BG-positive Fasern zu finden (Abb. 4 B, bis
Bs). Das Corpus callosum hingegen imponierte durch seine bereits stark myelinisierten Fasern
(Daten nicht gezeigt). Die ersten myelinisierten Axone im Hippocampus konnten am postnatalen
Tag 17 (P17) dargestellt werden (Abb. 4 C). Diese waren vornehmlich in den Strata oriens und
radiata der CA Regionen und im Temporallappen zu finden (Abb. 4 C;, Cz;- Cs). Die
Molekularschicht des Gyrus dentatus hingegen weiste noch keine myelinisierten Fasern auf (Abb.
4 C,). Die Anzahl BG-positiver Axone stieg im Laufe der Entwicklung weiter und am P25 waren

keine Unterschiede zum adulten Hippocampus mehr erkennbar (Abb. 4 D, bis D5 ; Abb. 5).
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5.1.3 Das Verteilungsmuster von myelinisierten Fasern im adulten Hippocampus

Abbildung 5:

Myelinisierte Fasern im adulten Hippocampus dargestellt mittels der Black Gold (BG)
Farbung: BG-positive Fasern imponieren durch eine braun-rote Farbe. Nervenzellkdrper sind BG-
negativ und wurden mit Malachitgrin gegengefarbt und erscheinen daher in griin. Zu beachten ist
die prominente entorhinale Projektion, die im Stratum lacunosum-moleculare des Hippocampus
verlauft (A, D). Viele Fasern iberkreuzen die hippocampale Fissur, um in der Molekularschicht des
Gyrus dentatus zu terminieren (A, D, E). Im Stratum radiatum ist auf die Schaffer- Kollateralen und
den Moosfasertrakt mit seinem Urprung in der Kornerzellschicht zu achten, die ebenfalls eine
intensive BG- Farbung aufweisen (A-E). Auch die kommissuralen Fasern in der inneren
Molekularschicht sind BG-positiv (E). (B) und (C) sind hohere Vergrofierungen der CA1 bzw. CA3
Region aus der Ubersichtsaufnahme (A). (E) ist ein Beispiel der Molekularschicht des Gyrus
dentatus. CA: cornu ammonis; hf: hippocampale Fissur; hi: Hilus; gcl: Kdrnerzellschicht; ml:
Molekularschicht; iml: innere ml; oml: auRere ml; pcl: Pyramidenzellschicht. Mafistab in A: 900 pym,
B: 60 ym, C: 60 pm, D: 520 pm, E: 35 ym.

Die Verteilung myelinisierter Fasern in der adulten hippocampalen Formation ist in Abbildung 5
dargestellt. Der myelinisierte Tractus perforans ist klar zu erkennen. Er nimmt seinen Ursprung in
den Schichten Il und 1l des entorhinalen Cortex (EC). Der Hauptteil terminiert im Stratum
lacunosum-moleculare (Abb. 5 A, B, D). Ein weiterer Teil fihrt vorbei an den Pyramidenzellen des
Subiculums, Uberquert die hippocampale Fissur und endet in der duBeren Molekularschicht des
Gyrus dentatus (Abb. 5 A, D, E). Eine weiterer Faserverlauf mit Ursprung im Hilus ist in (C) deutlich
dargestellt. Er verlauft im Stratum radiatum der CA3 Region, um an der Grenze von CA2 zu CA3

zu terminieren (Abb. 5 A, C). Dieser Verlauf entpricht exakt der Moosfaserprojektion.
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5.1.4 Das Verteilungsmuster von Myelin nach axonaler Schadigung
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Abbildung 6:

Black Gold (BG)- positive Fasern in der Molekularschicht des Gyrus dentatus nach

entorhinaler Cortex Léasion: In den Kontrolltieren sind myelinisierte Fasern in der gesamten
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Molekularschicht anzutreffen (A). Zwei Tage nach Durchtrennung des Tractus perforans hat sich
die Anzahl BG-positiver Axone extrem verringert, wobei vor allem die normalerweise horizontal
verlaufenden Fasern der duf3eren Molekularschicht (OML) verschwunden sind (B, G). 5 dal scheint
die OML frei von myelinisierten Axonen zu sein (C, G). Zehn Tage nach Lasion (10 dal) kommt es
zu einem Wiederkehren BG-positiver Fasern in der Molekularschicht (D, G). Deren Anzahl steigt in
den weiteren Uberlebenszeiten und erreicht den Kontrollwert 60 Tage nach Lasion (60 dal) (A, E, F
G). In (G) ist die Quantifizierung der De- und Reorganisationsvorgange im Hippocampus nach
Lasion mittels Luxol Fast Blue (LFB), Achetylcholinesterase (AChE) und Black Gold (BG)
dargestellt. Dabei wird der prozentuale Anteil der Signaldichte der OML zur gesamten ML
angezeigt. Die Signifikanzen sind mit Sternen markiert (+ S.D. P* < 0,05; P** < 0,01; P*** < 0,001,
gemessen mit dem Mann- Whitney U-test). Mittels LFB Farbung kann nach Lésion keine Anderung
der Signaldichte detektiert werden. AChE- positive Fasern verringern sich in den frihen
Uberlebenszeiten, steigen aber ab 10 dal signifikant an und bleiben auch 60 dal erhoht. gcl:
Kornerzellschicht; IML: innere Molekularschicht; OML: auRere Molekularschicht. Mastab in F: 10

pm.

Mit dem spezifischen Myelinfarbstoff Black Gold war es mdglich, die feinen myelinisierten Fasern
der Molekularschicht des Gyrus dentatus zu detektieren (Abb. 6). Zwei Tage nach entorhinaler
Cortex Lasion (2 dal) war ein Grofteil der vornehmlich horizontal verlaufenden Fasern der dufieren
Molekularschicht (OML) verschwunden (Abb. 6 A, B, G). Erste wiederkehrende Fasern waren zehn
Tage nach Deafferenzierung (10 dal) in der OML zu beobachten (Abb. 6 D, G). In den spateren
Lasionsstadien stieg der Anteil myelinisierter Fasern, so dass 60 dal kein quantitativer Unterschied
mehr zu den Kontrolltieren bestand (Abb. 6 E- G). Die Dichte des Sproutingmarkers AChE in der
OML nahm in den friilhen Uberlebenszeiten ab, erreichte 5 dal den Kontrollwert und stieg 10 dal
signifikant an (Abb. 6 G). Die Intensitat von Acetylcholinesterase (AChE)- positiven Fasern war
auch 60 dal noch erhéht. Im Gegensatz dazu konnte mit dem Myelinfarbstoff Luxol Fast Blue (LFB)

keine Intensitatsveranderungen festgestellt werden (Abb. 6 G).
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5.1.5 Pathologisches Myelin nach Schadigung

Abbildung 7:

Pathologisches Myelin nach Schadigung. (A) zeigt eine hohe Vergroferung eines Ausschnittes
aus dem entorhinalen Cortex eines Kontrolltieres. Die Pfeile weisen auf die von scharf begrenztem
Myelin umgebenen Axone. (B) zeigt die von der Lasion affektierte Zone zehn Tage nach Lasion.
(C) zeigt eine hohere Vergrollung aus (B). Sternchen markieren die Stelle der Durchtrennung des
Tractus perforans. Die Pfeilspitzen deuten auf die eingewanderten Blutzellen hin. Das Myelin wirkt
geschwollen, teilweise umgibt es das verbliebene Axon perlschnurartig (B,C). MaRstab in A: 10
pm; in B: 21 ym; in C: 7 um.

Myelinisierte Fasern verschwanden zwar aus der dufleren Molekularschicht des Gyrus dentatus
(Abb. 6); in unmittelbarer Nahe der axotomierten Neurone fanden sich aber eindeutig
pathologische Myelinstrukturen (Abb. 7 B, C). Am distalen Ende der axotomierten Fasern befanden
sich grolle, BG-positive Schwellungen. Die anterograd degenerierten Fasern zeigten eine
verschwommene Skizzierung mit einer perlschnurartigen Aufreihungen von Blasen entlang ihrer
distalen Segmente (Abb. 7 B, C). Diese Veranderungen wurden in keinem der Kontrolltiere
gefunden (Abb. 5, 7 A).
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5.2 Isoform-spezifische Expression der Nogo Gene im Hippocampus

5.2.1 Nogo-A, -B, -C, -66R und MBP mRNA Expression wahrend der hippocampalen
Entwicklung

MBP

Nogo-A

Nogo-B

Nogo-C

Ng66R

Abbildung 8
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Expression der Nogo Gene und von MBP im sich entwickelnden Hippocampus. Dargestellt ist
die in situ Hybridisierung von horizontalen Schnitten in verschiedenen postnatalen
Entwicklungsstadien. Nogo-A, -B und -66R mRNA wird bereits am postnatalen Tag 0 (P0) von den
hippocampalen Neuronen exprimiert. Nogo-C mRNA ist erst am P15 signifikant nachweisbar. Am
P30 sind alle Nogo Transkripte sowie deren Rezeptor in den neuronalen Zellschichten des
Hippocampus nachweisbar, wobei Nogo-A mit dem starksten Signal imponiert. Im Gegensatz dazu
ist die MBP mRNA erstmals am P15 im Neuropil nachweisbar; kein Hybridisierungssignal hingegen
zeigt sich in den Neuronen. Am P30 ist MBP in den Strata lacunosa- moleculare, Strata oriens und

vor allem in der Fimbria und der vorderen Kommissur nachweisbar. Maf3stab: 900 um.

Nogo-A, -B und -66R mRNA wurde im sich entwickelnden Hippocampus erstmalig am postnatal
Tag 0 (PO) detektiert, dem ersten untersuchten Zeitstadium (Abb. 8). Ein deutliches
Hybridisierungssignal zeigte sich in den Pyramidenzellen der CA1 bis CA3 Regionen und ein
schwécheres im Prasubiculum. In der Kérnerzellschicht des Gyrus dentatus konnte nur eine leichte
mRNA Expression entdeckt werden. Kein Hybridisierungssignal fand sich in der Molekularschicht,
den Strata lucidum, radiatum, lacunosum- moleculare und oriens. Die mRNA Expression von
Nogo-A und Nogo- 66R verblieb von P15 bis zur Adoleszens unverandert, nur in der Hilus Region
verringerte sich die Ng-66R mRNA Konzentration. Nogo-B Transkript wurde bis zur Adoleszens in
allen hippocampalen Neuronen gefunden, seine Konzentration verringerte sich aber vor allem im
Cortex und im Subiculum. Eine deutliche Nogo-C mRNA Expression konnte erstmals in den
neuronalen Zellschichten des Gyrus dentatus und der CA1 bis CA3 Region am P15 nachgewiesen
werden. In der Hilus Region und im Entorhinalen Cortex zeigte sich nur ein sehr schwaches Signal.

Dieses Expressionsmuster blieb bis zur Adoleszens unverandert.

Im Gegensatz zu der neuronalen Expression der Nogo Gene wurde MBP mRNA in keiner
Zellschicht des Hippocampus gefunden. Das erste Signal konnte am P15 im hippocampalen
Neuropil detektiert werden. Am starksten imponierte es in den Strata oriens und radiata der CA
Regionen (Abb. 8).
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5.2.2 Nogo-A mRNA Expression in den Neuronen der hippocampalen Formation

Abbildung 9:

Zelluldres Verteilungsmuster von Nogo-A mRNA im adulten Hippocampus. (A) zeigt in der
Ubersichtsaufnahme das nicht radioaktive Hybridisierungsmuster von Nogo-A mRNA in der
hippocampalen Formation. Nogo-A expremierende Neurone befinden sich in den Schichten Il und

I, nicht aber in der Schicht | des Entorhinalen Cortex (B, C). (C) ist eine héhere VergréRerung aus
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(B). Pfeile verweisen auf die stark gefarbten Neurone der Schicht Il und Ill. Nogo-A mRNA positive
Neurone finden sich auch in der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus, wahrend die
Molekularschicht ausgespart bleibt (D). (E) ist eine Vergrélterung der Fimbria fornix aus (A). In der
weiflen Schicht kann dort Nogo-A mRNA in Oligodendrozyten gefunden werden (Pfeile). (F) zeigt
die sense Probe, auf der kein Hybridisierungssignal gefunden werden kann. Der Pfeil in (G) zeigt
eine Nogo-A expremierende Zelle im Gyrus dentatus, (H) die korrespondierende Nissl Farbung und
(I) die Kernfarbung. ec: Entorhinaler Cortex; gcl: Kérnerzellschicht; ml: Molekularschicht; hi: Hilus;
CA: Cornu ammonis; ff: fimbria fornix. Mafistab in A: 200 um; in B: 40 um; in F (fir C, D, E, F): 35
pam;in | (far G, H, 1): 20 ym.

Mit der radioaktiven in situ Hybridisierung konnte gezeigt werden, dass die Nogo Gene und deren
Rezeptor in den neuronalen Zellbanden des Hippocampus exprimiert werden. Da mittels der nicht-
radioaktiven in situ Hybridisierung die zellulare Verteilung detaillierter untersucht werden kann und
zusatzlich die Mdoglichkeit einer Co-Lokalisation besteht, wurde sie anschlieBend fur Nogo-A
durchgefiihrt (Abb. 9). Nogo-A Transkript wurde in den Pyramiden- und Kornerzellen des
Hippocampus, in den entorhinalen Neuronen der Schichten I1l- IV, aber auch in den
Oligodendrozyten der weiflen Substanz gefunden (Abb. 9 A, E). Die Nissl- positiven Kérnerzellen
des Gyrus dentatus gaben ein starkes Hybridisierungssignal, wahrenddessen im hippocampalen

Neuropil nur wenige Nogo-A positive Zellen gefunden wurden (Abb. 9 D).
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5.2.3 Nogo-A, -B, -C und Ng-66R mRNA Expression nach Entorhinaler Cortex Lasion
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Abbildung 10:

Expressionsmuster und quantitative Auswertung von Nogo-A mRNA im Rattengehirn nach
Lasion. (A) zeigt die Expression von Nogo-A Transkripten auf horizontalen Gehirnschnitten einer
unladierten Kontrolle, 1 Tag nach Entorhinaler Cortex Lasion (1 dal), 5 dal, 10 dal und 28 dal, die
mit der radioaktiven in situ Hybridisierung mit dem Nogo-A | Oligonukleotid detektiert wurde. Pfleile
markieren die Expressionsanderungen im ipsilateralen Cortex. Eine starke Hochregulierung in der
CA Region, dem DG und Hilus ist bereits 1 dal zu sehen. 10 dal hat die mRNA Konzentration in
den CA Regionen bereits die Kontrollwerte erreicht, in den Hilusregionen aber zeigt sich eine
signifikante Runterregulation. 28 dal sind in allen Regionen keine Konzentrationsunterschiede zu
den Kontrollwerten mehr zu verzeichnen. Die sense Probe wurde mit einen Uberschull an
unmarkiertem Oligonukleotid durchgefiihrt. Die Sterne markieren die Stelle der Lasion. Malstab:
3,75 mm.

(B) zeigt die quantitative Auswertung der Nogo-A mRNA Expression im ipsi- und contralateralen
Cortex und im Hippocampus. Die zeitliche Anderung der mRNA Expression nach ECL wurde
mittels in situ Hybridisierung und einer anschlieRenden densiometrischen Messung flir folgende
Regionen ausgewertet: Cortex, Kérnerzellschicht (gcl); Pyramidenzellschicht der CA1 und CA3
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Region und Hilus. In jeder Gruppe wurden 6 unterschiedliche Tiere (n= 12) gemessen. Der
Mittelwert von 15 Messungen wurde ermittelt und dieser zusammen mit der jeweiligen
Standartabweichung als Prozentangabe zu der auf 100% normierten Kontrollgruppe dargestellt.
Statistische Signifikanzen sind mit Sternen markiert (P* < 0,05; P** < 0,01; P*** < 0,001; Mann-
Whitney U- Test). Diese zeigen die Signifikanz einer Konzentrationsdnderung des jeweiligen

Wertes gegeniber der mRNA Konzentration der Kontrollwerte.

In den adulten Kontrolltieren wurde Nogo-A mRNA vornehmlich in den Pyramidenzellen der CA1
bis CA3 Regionen und zu einem geringeren Anteil auch im Gyrus dentatus exprimiert (Abb. 10).
Bereits 1 Tag nach Entorhinaler Lasion (1 dal) wurde eine massive Hochregulation der mRNA
deutlich. Eine mehr als 20fache Steigerung konnte im ipsi- aber auch im contralateralen Cortex zu
diesem Zeitpunkt gemessen werden. Das Maximum wurde auf der contralateralen Seite 3 dal
erreicht und auf der ipsilateralen Seite 5 dal, wo die Nogo-A mMRNA Konzentration um das 34fache
erhéht war (Fig. 10 A, B). 28 dal erreichte die mRNA Konzentration im ipsi- und contralateralen
Cortex die Kontrollwerte. Die ipsilaterale Kérnerzellschicht zeigte ebenfalls 1 dal eine signifikante
Hochregulierung der Nogo-A mRNA, die bis 10 dal bestehen blieb und bereits 15 dal die
Ausgangswerte wieder erreichte. Die Kornerzellen der contralateralen Seite zeigten keine
Veranderungen der Nogo-A mRNA Konzentration. Wahrend es in den Pyramidenzellen der CA1
Region auf keiner Seite der Lasion zu einer Konzentrationsanderung kam, zeigten die
Pyramidenzellen der CA3 Region schon 1 dal eine signifikante Hochregulation, die auf der
ipsilateralen Seite bis 10 dal und auf der contralateralen Seite sogar bis 21 dal anhielt. Die Hilus
Region beider Seiten zeigte bereits 1 dal eine 30fache Erhéhung der Nogo-A mRNA
Konzentration, anschlieRend kam es aber 15 dal und 21 dal zu einer massiven Runterregulation,
so dass die Konzentration unter die Kontrollwerte fiel. Diese wurden erst 28 dal erreicht (Abb. 10 A,
B).
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Abbildung 11:

Expressionsmuster und quantitative Auswertung von Nogo-B mRNA im Rattengehirn nach
Lasion. (A) zeigt die Expression von Nogo-B Transkripten auf horizontalen Gehirnschnitten einer
unladierten Kontrolle, 1 Tag nach Entorhinaler Cortex Lasion (1 dal), 3 dal, 5 dal und 28 dal, die mit
der radioaktiven in situ Hybridisierung mit dem Nogo-B Oligonukleotid detektiert wurde. Die sense
Probe zeigt einen adulten Gehirnschnitt, der mit einem 100fachen Uberschul an unmarkierten
Oligonucleotid durchgefihrt wurde. Die Sterne markieren die Stelle der Lasion. Pfleile weisen auf
die starke Hochregulation im ipsilateralen Cortex hin. 1 dal kommt es in allen Zellschichten des
Hippocampus zu einer signifikanten Erhéhung der Nogo-B mRNA Konzentration, die sich in
spateren Uberlebensstadien wieder reduziert. Auf eine Abbildung von 10 dal wurde zu Gunsten der

friiheren Uberlebensstadien verzichtet. MaRstab: 3,75 mm.

(B) zeigt die quantitative Auswertung der Nogo-B mRNA Expression im ipsi- und contralateralen
Cortex und im Hippocampus. Die zeitliche Anderung der mRNA Expression nach ECL wurde
mittels in situ Hybridisierung und einer anschlieRenden densiometrischen Messung flir folgende
Regionen ausgewertet: Cortex, Kérnerzellschicht (gcl); Pyramidenzellschicht der CA1 und CA3
Region und Hilus. In jeder Gruppe wurden 6 unterschiedliche Tiere (n= 12) gemessen. Der
Mittelwert von 15 Messungen wurde ermittelt und dieser zusammen mit der jeweiligen

Standartabweichung als Prozentangabe zu der auf 100% normierten Kontrollgruppe dargestellt.
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Statistische Signifikanzen sind mit Sternen markiert (P* < 0,05; P** < 0,01; P*** < 0,001; Mann-
Whitney U- Test). Diese zeigen die Signifikanz einer Konzentrationsdnderung des jeweiligen

Wertes gegeniber der mRNA Konzentration der Kontrollwerte.

Das Hybridisierungssignal von Nogo-B war im Vergleich zu Nogo-A weniger prominent (Abb. 10,
11). Die héchste mRNA Konzentration im adulten Kontrolltier konnte in den Pyramidenzellen der
CA Regionen detektiert werden. Bereits 1 Tag nach entorhinaler Cortex Lasion (1 dal) kam es im
ipsilateralen Cortex zu einer starken Hochregulierung, die ihr Maximum 3 dal mit einer 20fachen
Erhéhung gegenlber den Kontrollwerten erreichte. 10 dal waren die Ausgangswerte wieder
erreicht. Der contralaterale Cortex zeigte nur eine dezente, aber signifikante Hochregulierung in
den frilhen Uberlebensstadien (Abb. 11 A, B). Eine signifikante Hochregulierung wurde in allen
hippocampalen Zellschichten in den friihen Uberlebensstadien beobachtet, sie erreichten die
Kontrollwerte in der Zeit, in der axonales Auswachsen (Sprouting) sein Maximum erreicht. Die
ipsilaterale Kérnerzellschicht und die Hilusgegend zeigten 1 dal ihr héchstes Hybridisierungssignal,
welches sich 15 dal wieder auf die Ausgangswerte reduziert hatte. Die Pyramidenzellen der CA
Regionen derselben Seite zeigten ebenfalls 1 dal ein Maximum an Nogo-B mRNA. Wahrend die
mRNA Konzentration der CA1 Region bereits 5 dal die Kontrollwerte erreicht hatte, blieben sie in
der CA3 Region bis 21 dal signifikant erhoht. Auf der contralateralen Seite zeigten die Koérner- und
die Pyramidenzellen der CA3 Region eine signifikante Erhéhung des Nogo-B Transkriptes

zwischen 1 und 10 dal. Die anderen untersuchten Regionen blieben unverandert (Abb. 11).
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Expressionsmuster und quantitative Auswertung von Nogo-C mRNA im Hippocampus nach

Lasion. (A) zeigt die Expression von Nogo-C Transkript horizontal angeschnittener Hippocampi

einer unladierten Kontrolle, 3 Tag nach Entorhinaler Cortex Lasion (3 dal), 10 dal, 21 dal und 28
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dal, die mit der radioaktiven in situ Hybridisierung mit dem Nogo-C Oligonukleotid detektiert wurde.
Die sense Probe wurde mit einen Uberschufl an unmarkiertem Oligonukleotid durchgefiihrt. Die
korrespondierende Nissl- Farbung ist ebenfalls dargestellt. Eine starke Erhéhung des
Hybridisierungssignals ist in allen Zellregionen des ipsilateralen Hippocampus 3 dal zu sehen. Eine
signifikante Runterregulation wird 10 dal deutlich. Die Ausgangswerte werden 21 dal erreicht. Hi:

Hilus; gcl: Kérnerzellschicht; CA: Cornu ammonis. MafRstab: 400um.

(B) zeigt die quantitative Auswertung der Nogo-C mRNA Expression im ipsi- und contralateralen
Hippocampus. Die zeitliche Anderung der mRNA Expression nach ECL wurde mittels in situ
Hybridisierung und einer anschlieBenden densiometrischen Messung fiir folgende Regionen
ausgewertet: Kornerzellschicht (gcl); Pyramidenzellschicht der CA1 und CA3 Region und Hilus. In
jeder Gruppe wurden 6 unterschiedliche Tiere (n= 12) gemessen. Der Mittelwert von 15
Messungen wurde ermittelt und dieser zusammen mit der jeweiligen Standartabweichung als
Prozentangabe zu der auf 100% normierten Kontrollgruppe dargestellt. Statistische Signifikanzen
sind mit Sternen markiert (P* < 0,05; P** < 0,01; P*** < 0,001; Mann- Whitney U- Test). Diese
zeigen die Signifikanz einer Konzentrationsdnderung des jeweiligen Wertes gegeniber der mRNA

Konzentration der Kontrollwerte.

Nogo-C mRNA wurde zu keinem Zeitpunkt nach ECL im Cortex der ipsi- oder contralateralen Seite
reguliert (Daten nicht gezeigt). Die Nogo-C mRNA Konzentration der ipsilateralen hippocampalen
Zellregionen begann wahrend der friihen Uberlebensstadien zu steigen und erreichte ihr Maximum
3 dal (Abb. 12 A, B). Mit Ausnahme der Hilus Region sank die Konzentration von Nogo-C
Transkript 10 und 15 dal unter die der Kontrollwerte, um diese 28 dal wieder zu erreichen (Abb. 12
A, B).
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Abbildung 13:

Expressionsmuster und quantitative Auswertung von Ng-66R mRNA im Rattengehirn nach
Lasion. (A) zeigt die Expression von Ng-66R Transkripten auf horizontalen Gehirnschnitten einer
unladierten Kontrolle, 1 Tag nach Entorhinaler Cortex Lasion (1 dal), 5 dal, 10 dal und 28 dal, die
mit der radioaktiven in situ Hybridisierung mit dem Ng-66R Oligonukleotid detektiert wurde. Pfleile
markieren die Expressionsanderungen im contralateralen Cortex. Die Sterne markieren die Stelle
der Lasion. Die sense Probe wurde mit einen UberschuR an unmarkiertem Oligonukleotid
durchgefiihrt. Malstab: 3,75 mm.

(B) zeigt die quantitative Auswertung der Ng-66R mRNA Expression im ipsi- und contralateralen
Cortex und im Hippocampus. Die zeitliche Anderung der mRNA Expression nach ECL wurde
mittels in situ Hybridisierung und einer anschlieRenden densiometrischen Messung fir folgende
Regionen ausgewertet: Cortex, Kornerzellschicht (gcl); Pyramidenzellschicht der CA1 und CA3
Region und Hilus. In jeder Gruppe wurden 6 unterschiedliche Tiere (n= 12) gemessen. Der
Mittelwert von 15 Messungen wurde ermittelt und dieser zusammen mit der jeweiligen
Standartabweichung als Prozentangabe zu der auf 100% normierten Kontrollgruppe dargestellt.
Statistische Signifikanzen sind mit Sternen markiert (P* < 0,05; P** < 0,01; P*** < 0,001; Mann-
Whitney U- Test). Diese zeigen die Signifikanz einer Konzentrationsdnderung des jeweiligen
Wertes gegenuber der mRNA Konzentration der Kontrollwerte.
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Die Ng-66R mRNA wurde nach Lasion im Cortex signifikant hochreguliert (Abb. 13 A, B). Obwohl
auf beiden Seiten 1 dal das jeweilige Konzentrationsmaximum erreicht wurde, sank die
Konzentration auf der ipsilateralen Seite bereits 3 dal auf Kontrollniveau, wahrend die Werte auf
der contralateralen Lasionsseite bis einschlief3lich 21 dal signifikant erhéht blieben. Die ipsilaterale
Kornerzellschicht und alle contralateralen Zellschichten zeigten einen biphasischen
Konzentrationsverlauf mit einer maximalen Erhéhung 3 dal und einer maximalen Erniedrigung 15
dal. 28 dal wurden die Ausgangswerte wieder erreicht. Die ipsilaterale Hilusregion zeigte zu
keinem Zeitpunkt eine Anderung im Gehalt des Ng-66R Transkriptes. Die Pyramidenzellen der
ipsilateralen CA1 und CA3 Region zeigten eine dezente Hochregulation 1 dal (Abb. 13 A, B).
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5.2.4 Nogo-A mRNA Expression nach Kainat-induziertem Anfall
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Abbildung 14:

Nogo-A mRNA Expression nach Kainat-induziertem Anfall: (A) zeigt die Nogo-A Expression
auf horizontalen Gehirnschnitten der Kontrolltiere (intraperitoneale NaCl- Injektion); (B) ein Tag
nach Anfall (1dps), (C) fiinf Tage nach Anfall (5dps) und (D) zeigt die quantitative Auswertung der
Nogo-A mRNA Expression in den hippocampalen Zellschichten. Eine starke Hochregulation kann
in der CA1, CA2 und im DG 5dps beobachtet werden. In jeder Gruppe wurden 5 unterschiedliche
Tiere (n= 10) gemessen und als Prozentangabe zu der auf 100% normierten Kontrollgruppe
dargestellt. Statistische Signifikanzen sind mit Sternen markiert (P* < 0,05; P** < 0,01; P*** <
0,001, Mann- Whitney U- Test). Mastab: 400 um.

Die Nogo-A mRNA Expression wurde in einem weiteren Modell der synaptischen Plastizitat
getestet. Wahrend des ersten Tages nach dem Kainat-induzierten Anfall, in dem neuronale
Apoptose und axonale Degeneration dominieren, konnte keine Regulationdnderung gefunden
werden (Abb. 14). Aber funf Tage nach dem Anfall (5dps), also der Zeit, in der es zu einer
Reexpression von GAP-43, als Marker fiir axonales Aussprossen, kommt, wird eine signifikante

Hochregulation der Nogo-A mRNA in allen Zellschichten des Hippocampus sichtbar (Abb. 14).
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5.2.5 Nogo-A Protein Expression wahrend der Entwicklung und nach Lasion.
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Abbildung 15:

Nogo-A Expression und quantitative Auswertung wahrend der Entwicklung und nach
Lasion. Gezeigt wird die Nogo-A Protein Expression und Quantifizierung von
Gesamtproteinextrakten aus postnatalem Hippocampus (1), adultem Hippocampus (2) und einem
deafferenzierten Hippocampus 5 dal (3). Statistische Signifikanzen sind mit Sternen markiert (P* <
0,05; P** < 0,01; P** < 0,001; Mann- Whitney U- Test). Als Kontrolle im gleichen Versuchsansatz
diente B- Actin (Meier et al., 2003, Fig. 14).

Die starke Hochregulation der Nogo-A mRNA Expression nach ZNS Schéadigung fuhrte zu einer
signifikanten Erhéhung der Nogo-A Translation im Hippocampus (Abb. 15). Es konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass wahrend der Entwicklung eine gegenlber der Adoleszens erhéhte Nogo-A
Protein Konzentration vorliegt (Abb.15). Der Vergleich der Nogo-A Proteinmenge im sich
entwickelnden Hippocampus (PO vs. A) korreliert gut mit der in der in situ Hybridisierung
gefundenen Transkription. Die hier gefundenen Befunde deuten also darauf hin, dass eine

veranderte Nogo Transkription eine gleichseitig veranderte Nogo Translation nach sich zieht.
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6 Diskussion

6.1 Myelinisierung im Hippocampus

Unter der Verwendung mehrer Myelinmarker wurde das Auftreten myelinisierter Fasern im
Hippocampus wahrend der Entwicklung und nach Entorhinaler Cortex Lasion (ECL) untersucht.
Wahrend der Entwicklung erreichen die entorhinalen Axone den Hippocampus bereits in der
spaten embryonalen Phase (Skutella et al., 1999; Stein et al., 1999; Steup et al., 1999); die
Myelinisierung hingegen beginnt erst am P5 und ist am P60 abgeschlossen (Savaskan et al.,
1999). Nach Axotomie kommt es zu einer spezifischen anterograden Degeneration im
Hippocampus, die mit einem Verlust an myelinisierten Fasern und dem Auftreten von
pathologischem Myelin einhergeht. Zeitanalysen zeigten, dass die axonale Aussprossantwort nach
der ECL mit dem Wiederkehren von myelinisierten Fasern korreliert (Busciglio et al., 1987;
Ramirez, 2001; Savaskan & Nitsch, 2001).

6.1.1 Methodische Uberlegungen

Myelinstudien, die auf histologischen Techniken basieren, sollten immer mit Vorsicht interpretiert
werden, da einzelne Farbungen oft varieren, haufig ein unbekanntes molekulares Substrat gefarbt
wird oder komplexe Protokolle mit entsprechend vielen Fehlermdglichkeiten verwendet werden. In
dieser Arbeit wurde mit dem modifizierten Gold- Chlorid Farbstoff Black Gold, von Schmued &
Slikker 1999 entwickelt, gearbeitet und mit anderen etablierten Techniken verglichen. Mit Hilfe des
Proteinase K Verdaus konnte gezeigt werden, dass Black Gold (BG) an Proteinase K- sensitive
Myelinkomponenten bindet. Luxol Fast Blue hingegen zeigt eine hohe Affinitat zu nicht 16slichen
Phospholipiden (Kluver & Barrera; 1957). Die Elektronenmikroskopie zeigte, dass BG- positive
Myelinproteine in allen Kompartimenten des Myelins anzutreffen sind. Dies ist von Bedeutung, da
Myelinproteine unterschiedliche Verteilungen zeigen. So konzentrieren sich MAG und Nogo-A vor
allem in der inneren Schleife, MBP im kompakten Myelin und MOG in der duBeren Schleife. Diese
Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass Black Gold- positive Fasern den gréfiten Teil der
myelinisierten Fasern reprasentieren. Black Gold stellt daher einen geeigneten Farbstoff zur

Detektierung von myelinisierten Fasern im ZNS dar.
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6.1.2 Die Myelinisierung im Hippocampus lauft zeitlich geordnet ab

Wahrend der Entwicklung wachsen Axone in den Hippocampus ein und bilden spezifische und
schichtengetrennte Verbindungen (Bayer & Altman, 1990). Diese hippocampale Innervation lauft
stark geordnet ab und wird vor allem durch zeitlich spezifisch exprimierte Molekiile reguliert
(Frotscher & Heimrich, 1993; Stein et al., 1999; Skutella & Nitsch, 2001). Die starkste afferente
Verbindung des Hippocampus nimmt in den Schichten Il und lll des entorhinalen Cortex (EC)
seinen Ursprung und erreicht schon wahrend der spaten embryonalen Entwicklung die auliere
Molekularschicht des Gyrus dentatus®™ sowie die CA Regionen (Super & Soriano, 1994; Skutella et
al., 1999; Skutella & Nitsch, 2001). Die kommissuralen und septalen Fasern erreichen die
hippocampale Formation perinatal; die assoziativen Fasern hingegen werden erst nach der Geburt
gebildet (Super & Soriano, 1994; Fricke & Cowan, 1977; Ribak et al., 1985; Frotscher, 1991).
Oligodendrozyten-spezifische Gene, wie Myelin Basic Protein (MBP), Myelin- Associated
Glycoprotein (MAG) und Nogo-A mit seinen Isoformen werden im Hippocampus bereits in den
frihen postnatalen Tagen exprimiert (Suzuki & Raisman, 1994; Savaskan et al., 1999; Meier et al.,
2002). Black Gold- positive Fasern hingegen konnten erstmalig am P17 im Hippocampus detektiert
werden. Die Tatsache, dass in anderen Regionen der weilden Substanz bereits zu einem friiheren
Zeitpunkt (P5) BG- positive Fasern gefunden wurden, zeigt, dass keine fehlerhafte Detektion
vorliegt (Abb. 4). Eine mogliche Erklarung kdnnte sein, dass neuronale Aktivitat die Myelinisierung
beeinfluBt und es daher zu einer zeitlichen Verzégerung zwischen Expression von myelin-
spezifischen Proteinen und dem Auftreten von reifen Myelinstrukturen kommt. Diese Theorie wird
durch die Tatsache, dass die Myelinogenese durch neuronales Aktionspotential induziert wird,
bestatigt (Demerens et al., 1996). Im adulten Tier kénnen die in der duReren Molekularschicht
terminierenden entorhinalen Axone, welche myelinisiert sind (Nafstad, 1967), klar durch Black Gold

angefarbt werden.

Uberrachenderweise zeigte nicht nur das Stratum radiatum, in dem myelinisierte kommissurale
Fasern verlaufen, sondern auch das Stratum lucidum eine starke Black Gold Farbung. Diese direkt
Uber den Pyramidenzellen der CA3 Region verlaufende Schicht wird vom Moosfasertrakt
durchquert. Dieser Moosfasertrakt wurde bisher als nicht-myelinisiert betrachtert (Frotscher et al.,
1991, Berger & Frotscher, 1994; Frotscher & Leranth, 1985). Anzunehmen ist daher nun, dass das
Stratum lucidum von einer Anzahl myelinisierter Fasern unterschiedlichstem Ursprungs durchquert
wird. Ferner konnten im Hilus mehrere myelinisierte Axone gefunden werden. Zu diesem Zeitpunkt
kann noch keine Aussage Uber die Herkunft dieser myelinisierten Fasern getroffen werden.
Weitere Studien, die selektives axonales Tracen mit ultrastrukturellen Analysen kombiniert, sollten

fur die Klarung dieser neuen Erkenntnisse erfolgen.
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6.1.3 Die Myelinisierung im Hippocampus nach Lasion

Der Zeitverlauf myelinisierter Fasern nach Deafferenzierung war zunachst Uberraschend. Das
Verschwinden myelinisierter Fasern korrelierte gut mit der anterograden Degenerationsphase nach
Lasion (Savaskan et al., 2000). Die erste Phase ist durch die Waller'sche Degeneration
entorhinaler Axone und die spezifische Migration und Aktivitdt von mikro- und astroglialen Zellen
charakterisiert (Savaskan et al., 2000; Kawaja & Gage, 1991; Bechmann & Nitsch, 1997; Eyipoglu
et al., 2003). Die Reduktion Black Gold- positiver Axone im Gyrus dentatus passt zeitlich zu der
Herabsetzung des synaptischen Inputes nach Lasion (Brauer et al., 2001). Die Zahl myelinisierter
Fasern erreicht dabei 5 dal ihr Minimum, also genau in der Zeit, wo degenerative Prozesse und die
gliale Phagozytoseaktivitat ihr Maximum erreicht haben (Gall et al., 1979; Bechmann & Nitsch,
1997; Jensen et al., 1997). In diesem Zusammenhang soll nicht unerwahnt bleiben, dass die MBP
Expression sich invers zu der mikroglialen Aktivitat nach ECL (Jensen et al., 2000; Meier et al.,
2002) und der Cuprizone-induzierten Demyelinisierung (Morell et al., 1998) verhalt. In der Phase,
in der axonales Sprouting beginnt, wurde in der auf3eren Molekularschicht wieder eine erhdhte
Anzahl Black Gold- positiver Fasern gefunden (Matthews et al., 1976 a, b; Cotman et al., 1977).
Langere Uberlebensstadien zeigten im Vergleich zu den Kontrolltieren keinen Unterschied in der
BG-positiven Faserdichte. Im Gegensatz zu der Detektierung von Subpopulation auswachsender
Fasern, wie z.B. AChE- positive Fasern, die sich fir die Demonstration Iasions-induziertem
Sproutings etabliert hat (Mesulam et al., 1987; Kugler et al., 1993), farbt Black Gold reife,
myelinisierte Fasern unabhangig von der Transmitteraustattung. Die quantitative Analyse
myelinisierter Fasern in langeren Uberlebensstadien spiegelt die axonale Dichte und die
elektrophysiologische Balance nach Lasion noch einmal wirkungsvoll wieder (Clusmann et al.,
1994; Brauer et al., 2001).

Unter Verwendung des etablierten Myelinfarbstoffes Luxol Fast Blue (LFB) konnten keine
l&sionsbedingten Veranderungen detektiert werden. Eine mdgliche Ursache dafur ist, dass dunne,
einzeln myelinisierte Fasern, wie die in der Molekularschicht des Gyrus dentatus, von LFB nicht
angefarbt werden, da sie unter der Nachweisgrenze liegen. Dies mag ein Grund sein, warum

quantitative Anderungen des Myelingehaltes von LFB in dieser Hirnregion unerkannt bleiben.

Diese Daten zeigen, dass in einer plastischen Gehirnregion wie dem Hippocampus, die
Myelinisierung wahrend der Entwicklung zeitlich geordnet ablauft. Dabei erscheinen multilamillare,
reife Myelinstrukturen erst nach der Expression von myelin-spezifischen Proteinen. Nach Lasion
korreliert das Verschwinden und die Wiederkehr myelinisierter Fasern eng mit der Degenerations-

und Reorganisationsphase der betroffenen Region.
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6.2 Expression der Nogo Gene im Hippocampus

Die mRNA Expression aller drei Nogo Isoformen und deren Rezeptor wurde mittels der in situ
Hybridisierung im sich entwickelnden, im adulten und im deafferenzierten Hippocampus
untersucht. Das starkste Expressionssignal zeigten dabei Uberraschenderweise die neuronalen
Zellen des Hippocampus. Mit Ausnahme von Nogo-C waren alle Nogo Gene bereits seit dem Tag
der Geburt (P0) im Hippocampus prasent. Nach ZNS Schadigung sind alle Isoformen und auch
deren Rezeptor unterschiedlich reguliert. Diese Daten verdeutlichen die wichtige neuronale
Funktion der Nogo Gene wahrend der Entwicklung, der Adoleszens und nach Lasion, jenseits ihrer

myelin-assozierten Hemmung des axonalen Auswachsens.

6.2.1 Die Nogo Gene wahrend der Entwicklung

Wahrend der ZNS Entwicklung formen die Axone der Nervenzellen ein kompliziertes und
spezifisches Netz von Verbindungen (Tessier- Lavigne et al., 1996). Die Myelinisierung der
entorhinalen Afferenzen beginnt im Hippocampus in der zweiten postnatalen Woche (P17) und ist
am Ende des zweiten Monats abgeschlossen (P60) (Suzuki & Raisman; 1994; Savaskan et al.,
1999). Die Expression von Nogo-A, -B und Ng66R hingegen trat schon sehr viel friiher auf. So
konnte das Hybridierungssignal von Nogo-A, -B und Ng66R bereits am Tag der Geburt (PO)
gefunden werden; dem ersten untersuchten Zeitstadium. Nogo-C und MBP wurden erst am P15
signifikant exprimiert, zu dem Zeitpunkt, an dem myelinisierte Fasern erstmalig auftreten. Aber im
Gegensatz zu MBP, welches ausschlieBlich in der weilen Substanz exprimiert wird, befindet sich
die Nogo-C mRNA hauptsachlich in den Zellschichten des Hippocampus und nur zu einem
geringen Anteil im Neuropil. Eine mogliche Erklarung hierfur ware die geringe metabolische
Aktivitdt der Oligodendozyten im Gegensatz zu Neuronen (Rust et al., 1991). Interessant ist
ebenso, dass das Nogo-C Transkript im Gyrus dentatus erst zu einem Zeitpunkt auftritt, an dem die
Kornerzellen bereits vollstandig gereift waren (Blackstad, 1956). Diese maturationsabhangige
Expression in Verbindung mit dem Fehlen der axonalen Auswachshemmung von Nogo-C und
seiner vermutlich intrazellularen Lokalisation, deutet auf eine Funktion jenseits der
Zelloberflachenerkennung hin (Oertel et al., 2000).

Wie mittels nicht- radioaktiver in situ Hybridisierung gezeigt wurde, befindet sich Nogo-A mRNA in
allen neuronalen Zellschichten der hippocampalen Formation. Diese Beobachtung wurde
anschlielend durch eine Doppel- Immunofarbung fir Nogo-A, Calbindin und Parvalbumin, welche
Nogo-A expremierende Zellen im Gyrus dentatus sowie Interneurone im Hilus zeigten, bestétigt
(Huber et al., 2002). Interessanterweise wird auch der Ng66 Rezeptor ab dem Tag der Geburt (PO)
bis hin zur Adoleszens im Entorhinalen Cortex und im Subiculum exprimiert. Zum selben Zeitpunkt
wachsen die entorhinalen Axone in den Hippocamus ein, um unter anderem in der aufleren

Molekularschicht des Gyrus dentatus zu terminieren (Super & Soriano, 1994). Diese Korrelation



Nogo Transkripte und Myelinisierung

kénnte durch ein neues Rezeptor- Liganden System, welches die schichtenspezifische Termination
der hippocampalen Afferenzen kontrolliert, begriindet sein. In diesem Zusammenhang ist es
denkbar, dass Nogo-A sowohl ein repulsives, als auch ein attraktives Zelloberflachensignal auf
Neurone, deren Fortsatze und auch auf nicht-neuronale Zellen enthédlt. Es kann aber auch
angenommen werden, dass Nogo-A parallel dazu selbst als Rezeptor wirkt. Dies ist bereits von
anderen Auswachsmolekilen bekannt, so z.B. die Ephrine und Eph Rezeptoren, die wesentlich zur
entorhinalen Wegfindung und der Schichtenspezifitat beitragen (Holder & Klein, 1999; Stein et al.,
1999; Gao et al., 1999).

6.2.2 Die Nogo Gene nach Entorhinaler Cortex Lasion

Das adulte ZNS stellt im Gegensatz zum PNS fir auswachsende Axone eine undurchlassige
Umgebung dar (David & Aguayo, 1981; Witter et al., 1989). Die Axone des Entorhinalen Cortex’
bilden den gréRten corticalen Fasertrakt zum Hippocampus (Bayer & Altman; 1987). Die frihe
Degeneration dieses Fasertraktes bei der Alzheimer'schen Erkrankung fihrt zu einer
schichtenspezifischen Denervation des Hippocampus. Dies hat die fir diese Erkrankung typischen,
schweren Gedachnisstérungen zur Folge (Hyman et al., 1984). Die ipsilaterale Transektion des
Tractus perforans flhrt zu einer anterograden Degeneration der entorhinalen Axone und Synapsen
in der auRBeren Molekularschicht des Gyrus dentatus und in den Strata lacunosa-moleculare der
CA1 bis CA3 Region. Anschliefend kommt es zu einer schnellen Aktivierung von mikro- und
astroglialen Zellen (Matthews et al., 1976 |, Il), gefolgt von reaktivem Sprouting der verbliebenen
Axone, was zu einem Wiederkehren intakter Synapsen flihrt (Matthews et al., 1976 |l; Forster et
al.,, 2001). Die molekularen Mechanismen des schichtenspezifischen axonalen Wachstums sind
nur frakmentarisch bekannt. Man weil aber bereits, dass einige Molekile, die an der Wegfindung
wahrend der Entwicklung beteiligt sind, nach ZNS Lasion eine signifikante Hochregulation zeigen
(Bovolenta et al., 1997; Deller et al., 1997; Haas et al., 1999; Thon et al., 2000; Kovacs et al.,
2001).

Nach einer Schadigung des EC kam es zu einer dynamischen Regulierung aller Nogo Gene.
Nogo-A, -B und Ng66R zeigten eine Hochregulierung im ipsilateralen Cortex; der Region, in der
I&sionsinduzierter Zelltod und transneuronale Veranderungen auftreten (Kovac et al., 2004;
Steward et al., 1993). Vor allem Ng66R zeigte zusatzlich eine starke Hochregulation im

contralateralen Cortex.

Auch im Hippocampus kam es nach ECL zu einer massiven Regulierung der Nogo Gene. Dabei
zeigten die Koérnerzellen, die als erste von der Deafferenzierung betroffen sind, zu Beginn der
Waller’schen Degeneration und der neuronalen sowie glialen Antwort (Cotman et al., 1985), eine
starke Erhéhung aller Nogo Transkripte. Zum Zeitpunkt des maximalen Degenerationsprozesses
und der glialen Phagozytoseaktivitat (2-8 dal), hatte Nogo-B mRNA in den Kdrnerzellen bereits die

Kontrollwerte wieder erreicht, wahrenddessen Nogo-A weiter hochreguliert blieb. In der Zeit
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maximaler Sproutingreaktion (6-12 dal; Deller et al., 1995) kam es zur signifikanten
Runterregulation der Nogo-C und Ng66R mRNA. Interessanterweise hatten Nogo-A und -B zu
diesem Zeitpunkt bereits Kontrollniveau erreicht. Im Gegensatz dazu blieb die Nogo-C und Ng66R
mRNA weiter runterreguliert und zeigte erst nach dem Abschluf? des axonalen Sproutingprozesses
und der Synapsenformation keinen Konzentrationsunterschied mehr zu den Kontrolltieren. Im
contralateralen Hippocampus, dem Hauptursprung aussprossender Fasern (Cadelli et al., 1992;
Forster et al., 2001), kam es wahrend der Phase des axonalen Auswachsens zu einer signifikanten
Runterregulation von Ng66R mRNA. Diese erniedrigte Ng66R Expression korreliert gut mit der Zeit
des axonalen Einwachsens in den deafferenzierten Hippocampus, so dass sich eine reduzierte
axonale Ansprechbarkeit auf den Neuriten- Auswachshemmer Nogo-A vermuten laRt. Diese
Regulation ist spezifisch, da Nogo-A und Nogo-C mRNA keine Konzentrationsanderungen in
diesem Zeitabschnitt zeigen. Wang et al zeigten 2002, dass Ng66R auch den Rezeptor fur das
Oligodendrocyte-Myelin Glycoprotein (OMgp) darstellt und so groflen Einfluss auf dessen
auswachsinhibitorische Funktion besitzt. Die Runterregulation von Ng66R ist auszureichend, um
die Nogo-vermittelte Auswachsinhibition aufzuheben, da Axone, die kein Ng66R expremieren,
unempfanglich fir die Nogo-vermittelte Hemmung des Neuritenwachstums sind (Fournier et al.,
2001, Li et al., 2005). Die Aktivitats-induzierte Runterregulation von Ng66R konnte erst kirzlich
bestatigt werden (Josephson et al., 2003). Dass den Nogo Genen bei der strukturellen Plastizitat
des ZNS eine entscheidene Rolle zukommen zu scheint, zeigt die signifikante Hochregulation im
Kainat-induzierten Epilepsiemodell. In diesem Modell erhéhter synaptischer Aktivitdt konnte eine
hochregulierte Nogo-A mRNA Expression in dem Zeitraum axonaler Sproutingreaktion und der

GAP-43 Expression im Hippocampus detektiert werden (Bendotti et al., 1997).

6.2.3 Funktionelle Konsequenzen der Nogo Expression nach ECL

Unter Verwendung des monoklonalen Antikdrpers IN-1, der die Myelinkomponenten 250 kDa und
35 kDa erkennt, kommt es auf ZNS Myelin oder Oligodendrozytensubstrat zum Auswachsen von
Neuriten und zum Einwachsen derer in Nervus opticus Explantate (Caroni & Schwab, 1988). In
vivo Applikationen in Gehirn oder Rickenmark resultieren in einer Regeneration der ZNS Axone
sowie deren Auswachsen Uber langere Strecken (Schnell & Schwab, 1990; Schnell et al., 1994;
Weibel et al., 1994; Van de Velde et al., 1994). Tiere mit einer Rickenmarkslasion zeigten danach
signifikante Verbesserungen in spezifischen lokomotorischen und Reflextests (Bregman et al.,
1995).

Die Nogo Gene wurden als neue Mitglieder der Reticulon Familie (Rtn) identifiziert und tragen
daher synonym den Namen Reticulon 4 (Chen et al., 2000; GrandPre et al., 2000). Das 188
Aminosauren grof3e C- Ende der Nogos ist zu ca. 70% mit der Reticulon Familie identisch. Wie
auch die anderen Reticulons, ist Nogo-A mit dem Endoplasmatischen Reticulon assoziiert
(GrandPre et al., 2000; Van de Velde et al., 1994; Huber AB, van der Haar ME & Schwab ME;

unpublizierte Daten). Wahrend Reticulon 1 und 3 gar nicht von Oligodendrocyten exprimiert wird,
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wird Nogo-A von den meisten, aber nicht von allen Oligodendrocyten exprimiert (GrandPre et al.,
2000). Die hydrophoben Segmente, also die 66- Aminosaure lange extrazellulare Domaine des C-
Terminus und eine Region im N-Terminus von Nogo-A, enthalten die funktionell wichtigen
Regionen. Im Gegensatz dazu, bewirkt die 66- Aminosdure lange Region von Reticulon 1, 2 und 3

keine Hemmung der axonalen Regeneration.

Die physiologische Rolle des Nogo Systems ist zum heutigen Zeitpunkt noch nicht vollstandig
bekannt. Ein Zelloberflachensignal mit attraktiven und repulsiven Funktionen auf andere Neurone,
aber auch auf Neuriten und nicht- neuronale Zellen wird angenommen. Weiterhin wird, ahnlich wie
bei Netrin-1 und Slit, eine Beteiligung an der Migration der Kérnerzellen des Kleinhirns vermutet
(Huber et al., 2002; Alcantara et al., 2000; Wu et al., 1999). Eine neue Rolle fir Nogo-B konnte in
Endothelzellen sowie in glatten Muskelzellen von Gefalien gezeigt werden (Acevedo et al., 2004).
Dabei scheint Nogo eine bisher unbekannte regulatorische Funktion bei der Intimaproliferation und
der vaskularen Neumodellierung nach Schadigung zu haben. Aber auch eine intrazellulare
Funktion von Nogo-A, -B und —C in Neuronen, ahnlich der von Reticulon 1, ist denkbar. So kénnten
sie am Transport von Proteinen sowie an der Regulierung des intrazelluldren Calciumspiegels
beteiligt sein (Baka et al., 1996; Hens et al., 1998). Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass die
vermutlich extrazellular gelegene Domaine des gemeinsamen C-Terminus aller Nogos mit dem
neuen Mitochondrialen Preprotein (NIMP) und mit dem Ubiquinolcytochrom C Reduktase
Kernprotein 1 und 2 interagiert (Hu et al., 2002). All diese Daten unterstiitzen die Theorie, dass
Nogo, zumindest unter pathologischen Bedingungen, am Proteintransport beteiligt ist. Ob dies fr
alle Isoformen zutrifft, mufld noch gezeigt werden. Auch das Myelin- Assozierte Glycoprotein (MAG)
und das Oligodendrocyte-Myelin Glycoprotein (OMgp) stellen funktionelle Liganden des Ng66-
Rezeptors dar (Liu et al., 2002; Wang et al., 2002). Desweiteren interagiert der Neurotrophin
Rezeptor p75 als Co- Rezeptor fir Nogo, MAG und OMgp mit Ng66R, was vermuten 1a0t, dass
p75 der ausfiihrende Transduktor der Ng66R vermittelten Aktivitat im Zellinneren ist (Wang et al.,
2002).

Weitere Erkenntnisse Uber die Funktion der Nogos konnte durch die Knockout (KO) Mause
gewonnen werden (Simonen et al., 2003; Kim et al., 2003; Zheng et al., 2003). Die Nogo-A KO
Maus zeigte sich dabei lebensfahig, fruchtbar und wies keine auffalligen Entwicklungsriickstande
oder neuronale Schadigungen auf. Der inhibitorische Effekt auf auswachsene Neuriten aber war
deutlich herabgesetzt. Nach Rickenmarkschadigung konnten dabei signifikant mehr Fasern
gefunden werden als in den Wildtypen nach gleicher Lasion. Diese entstanden einerseits durch
Regeneration verletzter Fasern oder waren einsprossende Fasern (Simonen et al.,, 2003). Die
Nogo-A/B KO Maus ist ebenfalls lebensfahig und zeigte keine erkennbaren Unterschiede im
unverletzten Tractus corticospinales gegentber dem Wildtyp (Kim et al., 2003, Zheng et al., 2003).
Bei der KO Maus der Strittmatter-Arbeitsgruppe kam es nach Rickenmarklasion rostral der
Schadigung zu einer erheblichen Sproutingreaktion und distal der Lasion zu einer intensiven

Regeneration. Auch klinisch zeigte sich eine intensive Verbesserung der Bewegungsfunktionen.
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Bei der Nogo A/B KO Maus der Arbeitsgruppe von M. Tessier-Lavigne zeigten sich keine so
intensiven Veranderungen. Auch bei der Nogo- A/B/C KO Maus derselben Arbeitsgruppe waren
keine signifikanten Unterschiede in der Regenerations- und Sproutingreaktion, verglichen mit den
Wildtypen, erkennbar. Diese Diskrepanz der Daten von drei unabhangigen Arbeitsgruppen konnte
bisher nicht gentugend experimentell erklart werden. Zur Erklarung dieser Unterschiede kdnnen

folgende Diskussionspunkte beitragen:

1) unterschiedliche genetische Hintergriinde der verwendeten embryonalen Stammzellen,

die zur Generierung der KO Mause verwendet wurden.

2) unterschiedliche transgene Strategien (Random insertion/ homologe Rekombination/
konventtionelles Gentargeting).

3) Da die Nogo-A/B/C Mutante letal ist, aber die von der Tessier- Lavigne Gruppe

verwendete Mauslinie aus einem Escaper generiert wurde, kdnnte es sich hierbei um

eine komplexeres Genrearrangement als allein im Nogolokus handeln.

4) Kompensatorische translatorische Regulation anderer Myelin-assozierter

Neuriteninhibitoren.

5) Chromosomale Rearrangements regulatorischer Einheiten, die sich im getargeten

Introndomain des Nogo Gens befinden.
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Abbildung 16:

Zusammenfassung der Nogo Expressionsdaten im Hippocampus unter
Kontrollbedingungen (A) und nach Lasion (B): Es wird angenommen, dass die Kdrnerzellen
(GC) des Gyrus dentus die Nogo Gene expremieren. Ng66R expremierende entorhinale Fasern
sind auf die dulere Molekularschicht (OML) beschrangt und nicht in der Nogo-reichen inneren
Molekularschicht (IML) zu finden. Nach Lasion kénnen wiedereinwachsende Axone, die den Ng66

Rezeptor nicht tragen, in die Nogo-reiche Zone einwachsen und dadurch die degenerierten
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entorhinalen Axone der aufReren Molekularschicht ersetzen. Die erniedrigte Ng66R Expression
korreliert gut mit dem Zeitpunkt des Einwachsens der Axone in den deafferenzierten Hippocampus,
was eine zeitweise herabgesetzte axonale Ansprechbarkeit auf Nogo-A vermuten [aRt. Gestitzt
wird diese Interpretation durch die Daten der Strittmatter Arbeitsgruppe, die zeigten, dass Axone,
die kein Ng66R expremieren, fur die Nogo-A induzierte Auswachshemmung unempfanglich sind.

Trotzalledem bleibt die physiologische Funktion der neuronalen Nogo Expression weiterhin unklar.

Die frihe mRNA Expression aller Nogo Transkripte wahrend der Entwicklung weist auf ihre
wichtige physiologische Rolle hin (Tessier-Lavigne & Goodman, 2000; Brittis & Flanagan; 2001).
Interessanterweise wurden alle Nogos sowie deren Rezeptor seit der frilhen postnatalen
Entwicklung vor allem in den hippocampalen Neuronen gefunden. Es kann angenommen werden,
dass sie auf Grund der komplementaren Expression der Nogo Liganden und dem Ng66 Rezeptor
wahrend der Entwicklung, ein neues Rezeptor- Liganden System bilden, welches wesentlich zu der
axonalen Wedfindung und der schichtenspezifischen Terminierung beitragt (Abb. 16). Dies ist
bereits von anderen Faktoren bekannt, so z.B. Sema3A oder Ephrin3A (Stein et al., 1999; Steup et
al., 1999; Steup et al., 2000). Weiterhin ist bekannt, dass Nogo-A und Ng66R an der Axon-Myelin
Grenze sowie an synaptischen Kontakten lokalisiert sind (Wang et al., 2002). Diese Daten und
unsere Entdeckung der aktivitatsabhangigen Regulierung der Nogo Gene deutet auf eine

entscheidene Beteiligung des Nogo Systems in der strukturellen neuronalen Plastizitat hin.

Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass eine Inhibition des Ng66 Rezeptors signifikantes
axonales Auswachsen sowie eine verbesserte funktionelle Wiederherstellung nach
Rickmarkslasion zur Folge hat (GrandPre et al., 2002). Neutralisation der Nogo Aktivitat fuhrt aber
auch zu einer geringeren Plastizitdt und einem exzessiven Sprouting nicht geschadigter Fasern
(Buffo et al., 2000; Zagrebelsky et al., 1998, Z'Graggen et al., 1998, Simonen et al., 2003; Kim et
al.,, 2003; Zheng et al., 2003). Dies und die in dieser Arbeit gezeigte neuronale Expression der
Nogo Liganden und deren Rezeptor unter physiologischen Bedingungen, sollten bei der
Uberlegung Nogo- neutralisierende Antikdrper oder Nogo-Rezeptor- Inhibitoren therapeutisch

einzusetzten, von allergréter Bedeutung sein.
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