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Abkurzungsverzeichnis

CD - Cluster of Differentiation

CIL — Ganglion ciliare

PPG — Ganglion pterygopalatinum
SCG — Ganglion cervicale superius
TRI — Ganglion trigeminale

N. — Nervus

M. — Musculus

NEW — Nucleus Edinger Westphal
CGRP - calcitonin gene-related peptide
SP — Substance P

IL — Interleukin

NYP — Neuropeptid Y

DBH - Dopamin-beta-hydroxylase

TH - Tyrosin-Hydroxylase

VIP - Vasoactive intestinal polypeptid
TBS - Tris buffered saline (Tris gepufferte Kochsalzlésung)
DAPI - 4'.6-Diamidin-2-phenylindol

L1CAM - neural cell adhesion molecule L1



1. Zusammenfassung

Die Funktion vor allem der autonomen humanen Kopf- und Halsganglien hat sich im Lauf der
letzten Jahre von reinen Umschaltstation dahingehend weiterentwickelt, dass Ganglien
vielmehr als Integrationszentren fir neuronale Reize aus verschiedenen Komponenten des
Nervensystems angesehen werden. Die genaue Funktionsweise welche solch komplexe
Vorgange ermdglicht bleibt allerdings bis heute weitgehend unverstanden.

Neben den gangigen funktionellen Untersuchungen von Neuronen, wie zum Beispiel von
Neurotransmitterexpressionsmuster, liegt auch in der Untersuchung von
membrangebundenen Proteinen ein Zugang zum weiteren Verstdndnis der Funktion
verschiedener Neurone. Zu diesen membrangebundenen Antigenen zéhlen auch CD-Marker
Fir humane Kopf- und Halsganglien ist aktuell eine Analyse der CD - Oberflachenmarker nicht
vorhanden. Daher ist es Ziel dieser Arbeit ein immunhistochemische Analyse der CD — Marker
Expression eben dieser Ganglien durchzufiihren.

Fir diesen Zweck wurden in dieser Arbeit vier unterschiedliche Ganglien (die autonomen
Ganglion ciliare, Ganglion pterygopalatinum, Ganglion cervicale superius, sowie das Ganglion
trigeminale) auf das Vorkommen von zehn CD — Markern (CD24, CD29, CD56, CD59, CD81,
CD90, CD147, CD147, CD171, CD271) in drei unterschiedlichen neuronalen Strukturen
(Neurone, Mantelzellen, Nervenfasern) untersucht. Hierfur wurde jeweils ein Praparat aller vier
Ganglien einer Farbung fir einen CD — Marker und einer Kernfarbung unterzogen. Diese
Praparate wurden anschliel3end fluoreszenzmikroskopisch untersucht und dokumentiert.

Es konnte fur alle vier Ganglien ermittelt werden, welche Struktur welchen CD — Marker
exprimiert. Zudem konnten fur jedes Ganglion dezidierte CD — Marker etabliert werden, welche
sich besonders gut eignen um eine der drei untersuchten Strukturen darzustellen.

Als Konklusion dieser Arbeit lasst sich festhalten, dass mit der hier verwendeten Methodik CD
- Marker auf Neuronen der untersuchten Ganglien nachgewiesen werden konnten und dies im
Sinne eines proof of principle geeignet war, dezidierte neuronale Strukturen in Ganglien auf

ihre immunologischen Expressionsmuster zu untersuchen.



2. Einleitung

Ganglien als Uberbegriff beschreiben Anhaufungen von Nervenzelkérpern (Neuronen) im
Verlauf bestimmter Nerven, die dadurch in einer Verdickung des Nervenstranges resultieren.
Ganglien lassen sich sowohl im peripheren, als auch zentralen Nervensystem finden, wobei
im zentralen Nervensystem eher der Begriff Nuclei gebrauchlich ist. Eine gangige Unterteilung
von Ganglien erfolgt in zwei Gruppen, die Spinalganglien, sowie die autonomen Ganglien.
Spinalganglien befinden sich jeweils als deutliche Auftreibung aus Nervenzellkérpern,
beidseits, an jeder dorsalen Wurzel (Radix posterior) eines jeden Spinalnerven in den
jeweiligen Foramina intervertebralia zwischen zwei Ubereinanderliegenden Wirbelkorper.
Gebildet werden sie aus den somatischen Nervenfasern des peripheren Nervensystems und
leiten somit afferent sensible Reize aus der Peripherie ans Rickenmark tUber. Autonome
Ganglien hingegen bilden sich aus Nervenzellkérpern des autonomen Nervensystems und
werden wiederum einerseits in sympathische und parasympathische Ganglien unterteilt.
Fasern, welche zum autonomen Ganglion hinfilhren bezeichnet man allgemein als
praganglionare Fasern, Fasern welche aus dem autonomen Ganglion zur Effektorstruktur
ziehen werden Ublicherweise als postgangliondre Fasern bezeichnet. Fir diese Arbeit sind
insbesondere die autonomen Ganglien der Kopf- und Halsregion von Bedeutung (Ganglion
ciliare, Ganglion pterygopalatinum, Ganglion cervicale superius). Eine Ausnahme bildet dabei
das untersuchte Ganglion trigeminale, welches die sensiblen (primar afferenten) Anteile des
Nervus trigeminus (Hirnnerv V) leitet. Die fur diese Untersuchung ausgewahlten Ganglien
zeigen des Weiteren einen direkten Bezug zur Regulation und Steuerung des Schadels und
damit verbunden auch des okularen Systems. Innerhalb dieses Systems fallen Funktionen wie
zum Beispiel die Steuerung des Ciliarmuskels durch postganglionare Fasern aus dem
Ganglion ciliare zur Akkommodation, die Innervation des Trabekelwerks des okularen
Ausflusstrakts zur Kontrolle des Augeninnendrucks Uber das selbe Ganglion oder die
vasodilatatorische Beeinflussung der Uvea durch Nervenfasern aus dem Ganglion
pterygopalatinum '. Die Wichtigkeit dieser gangliondren Systeme lasst sich insbesondere
durch den Ausfall eines oder mehrerer eben jener verstehen. So kann eine Schadigung zum
Beispiel des Ganglion ciliare einen einseitigen vollstandigen Verlust des Lidschlussreflexes
bedingen, oder durch den Ausfall des M. ciliaris eine Akkomodationsschwache hervorrufen.
Eine Lasion des Ganglion trigeminale kann mit Sensibilitdtsverlusten im Gesichtsbereich
einhergehen. Bei Schaden im Bereich des Ganglion cervicale superius hingegen treten
Ausfallserscheinungen wie das Horner Syndrom mit einer Trias aus Miosis, Ptosis und
Enophthalmus auf. Detailierte AuffiUhrungen zu den Funktionen der einzelnen Ganglien

koénnen sie im folgenden Text dieser Arbeit entnehmen.



2.1. Ganglion ciliare
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der anatomischen Lage des CIL.

Quelle: Schiinke, Schulte, Schumacher. Prometheus Kopf, Hals und Neuroanatomie. lllustrationen: Voll, Wesker.
Thieme, 2018. Zugriff Uber: https://viamedici.thieme.de/ (Zuletzt abgerufen am 19.06.2025)

Das Ganglion ciliare (CIL) befindet sich beim Menschen und anderen Wirbeltieren topografisch
innerhalb der Orbita, hinter dem Bulbus oculi, zwischen Musculus rectus lateralis und Nervus
opticus. Auch bei Spezies welche kein CIL vergleichbar zum humanen Pendant besitzen (z.B.
Cyclostomi) lassen sich einzelne Neurone verteilt Gber den Verlauf des N. oculomotorius
nachweisen, welche das entsprechende Gegenstiick zum humanen CIL bilden '. Im Ganglion
selbst werden parasympathische Fasern verschalten, wahrend sensible und sympathische
Fasern das Ganglion lediglich passieren (Bhardwaj, 2025). Die in das Ganglion
hineinziehenden (praganglionaren) parasympathischen Fasern haben ihren Ursprung im und
um den Nucleus Edinger Westphal (NEW). Allerdings bestehen Hinweise darauf, dass das CIL
weitere neuronale Inputs zur Modulation dieser Signale bekommt. Hier wird vor allem der
Einfluss von trigeminalen Fasern auf die Signalmodulation diskutiert 23
Elektronenmikroskopische Untersuchungen am Makaken zeigten sowohl Heterogenitat in Zell-
und Synapsenstruktur, als auch im Inhalt postsynaptischer Vesikel 2. Fir humanes Gewebe
beispielhaft aufgefihrt werden koénnen hier postganglionare Neurone, welche Input von
calcitonin gene-related peptide (CGRP) und Substance P (SP) positiven, trigeminalen

Nervenfasern erhalten 4. In Zusammenschau bisheriger Forschungsarbeiten Iasst sich hieraus
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schlielRen, dass das CIL weniger eine reine Umschaltstation fir Nervenfasern des NEW ist
(pra- auf postganglionar), als vielmehr eine komplexe Struktur zur Integration und Modulation
verschiedener neuronaler Signale °. Funktionell werden aus postganglionaren Fasern des CIL
beim Menschen allen voran der M. sphincter pupillae, der M. ciliaris und der M. dilatator
pupillae innerviert. Beim Vogel kommt zusatzlich noch die Innervation von choroidale

BlutgefaRe durch postganglionare Fasern des CIL hinzu 67.

2.2. Ganglion pterygopalatinum
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der anatomischen Lage des PPG.

Quelle: Schiinke M, Schulte E, Schumacher U, Voll M, Wesker K. 4.15 Nervus trigeminus (V): Verlauf der drei
Hauptaste. In: Schiinke M, Schulte E, Schumacher U, Voll M, Wesker K, Hrsg. Prometheus LernAtlas - Kopf, Hals
und Neuroanatomie. 4. Auflage. Stuttgart: Thieme; 2015. doi:10.1055/b-004-129728. Zugriff Uber:
https://viamedici.thieme.de/ (Zuletzt abgerufen am 19.06.2025)

Das Ganglion pterygopalatinum (PPG) bildet beim Menschen in 2/3 der Falle ein singulares
Ganglion in der sogenannten Fossa pterygopalatina, einer Grube zwischen dem Processus
palatinus als Fortsatz der Maxilla und dem Processus pterygoideus, einem Fortsatz des Os
sphenoidale. In 1/3 der Falle kann das PPG als zweigeteiltes Ganglion auftreten 8. Ebenso wie
im CIL durchlaufen sensible, sympathische und parasympathische Nervenfasern das PPG,
wobei nur letztere dort verschalten werden. Die praganglionaren parasympathischen

Nervenfasern haben ihren Ursprung im Nucleus salivatorius superior, welcher als
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viszeromotorischer Hirnnervenkern im Tegmentum pontis im hinteren Teil des Pons liegt.
Innerhalb der letzten Jahre zeigten Forschungsarbeiten zum PPG an Ratten, dass dieses
Ganglion neuronale Cluster bildet, deren Nervenzellkérper IL-6 positiv sind °. AulRerdem
konnten Subpopulationen von Neuronen im PPG identifiziert werden, welche entweder das
Neuropeptid Y (NYP) exprimieren und immunoreaktiv flr die Acetylcholesterinase sind oder
Immunreaktivitat fir Tyrosinhydroxylase & Katecholamine zeigen °. Diese Subpopulations-
und Clusterbildung in den Neuronen des PPG unterstreicht die Rolle als komplexes
Integrationszentrum fir die Vermittlung verschiedener neuronaler Effekte, da einerseits
verschiedene Integrationsbereiche bestehen (i.e. IL-6 positive Bereiche), andererseits
Neurone mit unterschiedlicher Ausstattung von Neurotransmittern (i.e. NYP) im gleichen
Ganglion existieren. Die Komplexitat dieses Ganglions lasst sich auch anhand seiner
Innervationsbereich erahnen. Einerseits ziehen postganglionare Fasern vom PPG zu okularen
Strukturen wie dem ciliaren Epithelium und Trabekelwerk, andererseits werden zerebrale

Blutgefal’e oder allen voran Tranendrisen und Driisen des Gaumens und der Nase innerviert.

2.3 Ganglion cervicale superius
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Effektorregionen des SCG mit deren korrelierenden
parasymapthischen Innervationen.

Quelle: Schinke, Schulte, Schumacher. Prometheus Innere Organe. lllustrationen: Voll, Wesker. Thieme. Zugriff
Uber: https://viamedici.thieme.de/ (Zuletzt abgerufen am 19.06.2025)

Das Ganglion cervicale superius (SCG) bildet das grofite Halsganglion und liegt auf Héhe des
zweiten bis dritten Halswirbels zwischen Arteria carotis interna und Musculus longus capitis .

Das SCG zahlt zu den sympathischen Ganglien und bildet als Schnittstelle zwischen pra- und
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postgangliondren Axonen bzw. Neuronen nikotinische, cholinerge Synapsen aus 5. Eine
Untersuchung der postganglionaren Neurone des SCG ergab vor einigen Jahren, dass sich
diese Neurone in ihrer Expression von Dopamin-beta-hydroxylase (DBH), Tyrosin-
Hydroxylase (TH), Neuropeptid Y (NPY) und Vasoactive intestinal polypeptid (VIP)
unterscheiden 23, In der Studie von Taijti et al. wurde zudem die Expression des VPAC1
Rezeptors in Neuronen des SCG gezeigt. Hieraus kann sich eine Interaktion des SCG mit
entweder parasympathischen Nerven oder dem zerebralen Endteil des sympathischen Traktes
hergeleitet werden. Welche genauen funktionellen Unterschiede diese Merkmale haben
konnten bleibt aktuell weitestgehend ungeklart . Es bestehen allerdings Indizien welche
funktionellen Unterschiede hinter den unterschiedlichen Expressionen von Neurotransmittern
stehen kdnnten. So stellten Stibinger et al. im Jahr 2010 die Hypothese auf, dass zwar TH
positive Neurone des SCG in die Choroidea projezieren, allerdings jene Neurone die sowohl
TH als auch Galanin exprimierten eben nicht choroidale Strukturen innervieren '*. Hieran zeigt
sich auch beim SCG wieder, dass die Definition als reine Umschaltstation von pra- zu

postganglionaren Fasern zu kurz gegriffen ist.

2.4. Ganglion trigeminale
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der anatomischen Lage des TRI und seiner postgangliondren Fortséatze.

Quelle: Schiinke, Schulte, Schumacher. Prometheus Kopf, Hals und Neuroanatomie. lllustrationen: Voll, Wesker.
Thieme, 2018. Zugriff Uber: https://viamedici.thieme.de/ (Zuletzt abgerufen am 19.06.2025)
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Das Ganglion trigeminale (TRI) (auch Ganglion Gasseri oder Ganglion semilunare genannt)
liegt topografisch innerhalb der mittleren Schadelgrube, genauer in der Cavitas trigeminalis,
welche sich vor der Pars petrosa des Os temporale befindet . Mit einer durchschnittlichen
GroRe von 2 cm bildet es beim Menschen das groRte Ganglion. Aus histologischer Sicht
besteht das TRI aus primar afferenten, pseudounipolaren Neuronen, welche peripher die 3
Hauptaste des TRI bilden (N. ophtalmicus, maxillaris, mandibularis) '®. Pseudounipolar
bedeutet hier, dass keine eigentliche Verschaltung von Signalen im klassischen Sinne
stattfindet, da Aktionspotentiale vom peripheren Anteil des peusodunipolaren Neurons direkt
auf den zentralen Anteil laufen. Das eigentliche Perikaryion des Neurons wird lediglich mit
erregt. Eine Besonderheit bilden einerseits die sensiblen Fasern des Nucleus
mesencephalicus n. trigemini, welche das TRI lediglich unverschalten durchlaufen,
andererseits die motorischen Fasern des Nucleus motorius n. trigemini, welche die
motorischen Anteile des N. mandibularis zur Innervation der Kaumuskulatur bilden. Die
Neurone des TRI produzieren eine groBe Anzahl verschiedener Neuropeptide "7, welche
ebenfalls als Neurotransmitter fungieren konnen . Anhand der Expression sich
unterscheidender ~ Neurotransmitter ~ kdnnen auch im TRI unterschiedliche
Neuronenpopulationen beschrieben werden (siehe fir eine detaillierte Aufstellung Abbildung
5). Betrachtet man zusatzlich die Kollateralen des TRI zum CIL und PPG ' Iasst sich das TR
als lokales Effektorsystem interpretieren °. Diese Rolle als lokales Effektorsystem wird deutlich,
wenn man die im klassischen Sinne bekannte Funktion der Afferenzen des TRI (sensible
Innervation des Gesichts und Rachenbereiches) mit rezenten immunhistochemischen Studien
und Untersuchungen der Neurotransmitterexpression des TRI vergleicht. So kénnen Axone
des TRI zum Beispiel Uber den N. ophthalmicus, neben ihrer sensorischen Komponente,
ebenfalls Einfluss auf glatte Muskelzellen aller okuldren Schichten (exklusive der Retina)

ausuben.
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2.5. Bedeutung von CD - Markern

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Expression von CD - Oberflachenproteinen auf
neuronalen Strukturen verschiedener Ganglien. Bisher werden Neurone vor allem anhand
ihrer Neurotransmitter und —peptidexpression, ihrer Morphologie, ihrem
elektrophysiologischen Verhalten oder ihres spezifischen Rezeptorbesatzes klassifiziert. Eine
Klassifizierung anhand der sogenannten Cluster of Differentiation ist insbesondere fir humane
Ganglien neu. Bei diesen CD handelt es sich Uberwiegend um membrangebundene
Glykoproteine, welche zellspezifisch oder ubiquitar auf verschiedenen Zellen exprimiert
werden. Hierbei werden von den CD verschiedenste Funktionen Ubernommen, wie zum
Beispiel Rezeptor- oder Signalfunktionen, enzymatische Aktivitdten oder auch interzellulare
Kommunikation. CD - Marker sind am genauesten in humanen hamatologischen und
immunologischen Zellen beschrieben. Vorkurzem konnte gezeigt werden dass diese aber
auch eine bedeutende Rolle in neuronalen Zellen '*2° spielen. Im Rahmen der genannten
Bedeutung von CD - Markern fur neuronale Strukturen wurde kirzlich ein umfassender
Katalog von CD - Markern an neuronalen Zelllinie erstellt 2. Dieser Katalog erlaubt es nun,
neuronale Strukturen anhand ihres individuellen Expressionsmusters von CD - Markern
spezifischen Subgruppen zuzuordnen. Diese so erhaltenen Untergruppen kdnnen einerseits
Neurone verschiedener Funktion darstellen, was im Ruckschluss tiefere Einblicke in das
Zusammenspiel neuronaler Netzwerke ermoglicht, andererseits bietet die Expression
unterschiedlicher Oberflachenmarker aber auch Angriffspunkte fir speziell gegen diese

Marker gerichtete Therapien.
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2.6. Forschungsfrage

Fir alle vier der soeben beschriebenen Ganglien stehen aktuell nur in einem Fall suffiziente
Daten Uber das Expressionsmuster eines CD — Antigens in den zum Ganglion gehérenden
Strukturen beim Menschen zur Verfugung: Am humanen TRI wurde CD146 untersucht, wobei
sich unter anderem neuronale Zellmembranen und CD146 positive Stamm- & Progenitorzellen
an den Nervenfasern nachwiesen lieBen 2. Da diese Antigene aber, ahnlich wie zum Beispiel
Informationen Uber die Neurotransmitterexpression, wichtige Hinweis zu Funktionen und
Zusammenspiel innerhalb der Ganglien liefern kdnnen, untersucht diese Arbeit die Expression
von neun verschiedenen CD - Markern (CD24, CD29, CD56, CD59, CD81, CD90, CD146,
CD147, CD171, CD271) in Neuronen, Mantelzellen und Nervenfasern von vier verschiedenen
humanen Kopf- und Halsganglien (CIL, PPG, SCG, TRI). Hierbei wurde
fluoreszenzmikroskopisch untersucht, ob die oben genannten Strukturen immunreaktiv flr den
jeweiligen CD - Marker waren. Darlberhinaus wurde in einem semiquantitativen Ansatz
verfolgt welche CD — Marker sich auf den jeweiligen Strukturen in ihrem Expressionsmuster

darstellen.

Hieraus lassen sich die folgende Forschungsfragen ableiten:

1. Exprimieren die genannten Strukturen (Neurone, Mantelzellen, Nervenfasern) im jeweiligen

Ganglion einen oder mehrere CD - Marker?

2. Welcher CD — Marker stellt sich auf welcher Struktur im jeweiligen Ganglion als besonders
deutlich dar und eignet sich damit im Vergleich besser als die anderen CD — Marker zur

Darstellung dieser Struktur?
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3. Material und Methoden

3.1. Humanspender

Ganglien wurden von sechs verschiedenen humanen Korperspender entnommen. Die
Korperspender entstammten dem Korperspendeprogramm des Universitatszentrums flr
Anatomie und Zellbiologie der Paracelsus Medizinischen Universitat Salzburg, Osterreich. Die
gesamte Gewebeentnahme erfolgte unter Einhaltung der Deklaration von Helsinki. Die
Erlaubnis des Ethikrates des Landes Salzburg, Osterreich liegt vor (EK1012/2019). Die
genauen Details zu den jeweiligen Spendern (Geschlecht, Alter, post-mortem Zeit) sind der
Tabelle 1 zu entnehmen. Die Spenderherkunft war bei allen Spendern kaukasisch. Die
entnommenen Ganglien wurden jeweils in Tris gepufferter Kochsalzlésung (TBS) mit 4%
Paraformaldehyd fir eine Stunde fixiert, folgend mit TBS gewaschen und in TBS mit 15%
Saccharose Uber Nacht bei 4 Grad Celsius gelagert. Die Gewebeproben wurden abschlielRend
mit durch Flissigstickstoff gekiihltem Isopentan (Sigma-Aldrich, Wien Osterreich) auf -60 bis

-70 Grad Celsius gefroren und bei -20 Grad Celsius bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Tabelle 1: Detailinformationen zu den verwendeten Spendern. P.m. = Post mortem; h = Stunden

Spender Ganglion Geschlecht Alter P.m. Zeit (h)
1 TRI M 80 10
2 SCG M 80 10
3 PPG M 79 8
4 PPG M 75 22
5 CIL M 65 24
6 CIL M 65 24

18



3.2. Immunhistochemie

Die gefrorenen Spenderganglien wurden in Tris-gepufferter Kochsalzlésung (TRIS-buffered
saline, TBS; Sigma-Aldrich) aufgetaut, und nachfolgend auf einen Schneideblock mit Kryo-
Einbettungsmedium (Tissue-Tek; Fisher-Scientific, Wien, Osterreich) (bertragen. Die
Praparate wurden auf diesem gefroren (Superfreeze Funktion des verwendeten Kryotoms)
und 14 um dicke Flachschnitte der jeweiligen Ganglien erstellt (HM 550, Microm, Walldorf,
Deutschland). Erhaltene Schnitte wurden auf Objekttrager platziert (Superfrost Plus; Thermo
Scientific, Wien, Osterreich) und eine Stunde bei Raumtemperatur getrocknet. Fiir jeden
Spender erfolgte die Farbung eines Kontrollschnittes. Die Gewebeschnitte wurden auf dem
Objekttrager mit einem PAP-Stift (Sigma-Aldrich) umkreist und drei Mal fur jeweils 5 Minuten
in TBS gewaschen (3-Schritt Waschen). Danach erfolgte die Blockierung / Permeabilisierung
der Schnitte mithilfe einer TBS Lésung mit 5% Esel-Normalserum, 1% bovinem Serumalbumin
und 0,5% Triton X-100 (alle Thermo Scientific). Es wurde ein weiteres 3-Schritt Waschen
vorgenommen und die Schnitte mit dem jeweiligen primaren Antikorper (verdinnt in TBS, 1%
bovinem Serumalbumin und 0,5% Triton X-100) gegen die Epitope von Interesse iber Nacht
bei 4 Grad Celsius inkubiert. Die benutzten anti CD Antikérper waren primar fur die
Durchflusszytometrie hergestellt, weshalb sie schon mit Fluoreszenzfarbstoff vorkonjugiert
waren. Diese Konjugate wiesen allerdings eine zu kurze Fotostabilitdt auf, um eine langere
fluoreszenzmikroskopische Untersuchung zu erlauben. Deshalb wurde in dieser Arbeit
zusatzlich ein sekundarer Antikdrper mit konjugiertem Fluoreszenzfarbstoff mit langerer
Fotostabilitat auf die Gewebeschnitte aufgebracht. Hierflr erfolgte ein weiteres 3-Schritt
Waschen aller Schnitte und das Inkubieren mit dem sekundaren Antikérper flr einen Zeitraum
von einer Stunde bei 4 Grad Celsius. Benutzt wurden anti-Mouse, Alexa Fluor™ 555 Antiseren.
Die Verdunnung erfolgte auf 150 yL in TBS, allerdings mit Zusatz von 1% bovinem
Serumalbumin und 0,5% Triton X-100. Nach Abschluss dieser beiden Farbevorgange erhielt
jeder Schnitt noch eine Kernfarbung mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI; 1:4000;
Konzentration 1 mg/ml; Sigma-Aldrich). Die Inkubation mit DAPI erfolgte fir 20 Minuten bei
Raumtemperatur. Abschliefend wurden alle Schnitte mit Zusatz von TBS-Glycerol (1:1 bei pH
8,6) eingedeckelt. Die Erstellung der Negativ-Kontrollen erfolgte nach den exakt gleichen
Schritten, allerdings unter Weglassung des primaren Antikorpers. Eine detaillierte

Beschreibung aller verwendeter Farbestoffe findet sich in Tabelle 2.

19



Tabelle 2: Detailinformationen zu den verwendeten Farbestoffen

Wien, Osterreich

Nomenklatur Clone Konju
Antikorper Ziel t gat Hersteller Host Verdiinnung
(uniprot) Nr. lon
Signal SN3 A5- eBioscience
Primar CD24 Transducer 2H10 PE Frankfurt a. M., Maus 1:20
CD24 Deutschland
eBioscience
Primar CD29 Integrin beta-1 TS2/16 PE Frankfurt a. M., Maus 1:500
Deutschland
Neural cell eBioscience
Primar CD56 adhesion CMSSB PE Frankfurt a. M., Maus 1:50
molecule 1 Deutschland
CD59 eBioscience
Primar CD59 . OV9A2 PE Frankfurt a. M., Maus 1:50
Glykoprotein
Deutschland
eBioscience
Primar CD81 CD81 Antigen 1D6 APC Frankfurt a. M., Maus 1:50
Deutschland
Thy-1 eBioscience
Primar CD90 membrane 5E10 APC Frankfurt a. M., Maus 1:50
glycoprotein Deutschland
Cell surface eBioscience
Primar CD146 glycoprotein P1H12 PE Frankfurt a. M., Maus 1:50
MUC18 Deutschland
eBioscience
Primar CD147 Basigin 8D12 PE Frankfurt a. M., Maus 1:50
Deutschland
Neural cell eBioscience
Primar CD171 adhesion 5G3 PE Frankfurt a. M., Maus 1:50
molecule L1 Deutschland
Tumor necrosis L
factor receptor Alexa eBioscience
Primar CD271 ) C401457 Frankfurt a. M., Maus 1:50
superfamily 647
Deutschland
member 16
Donkey anti-
Mouse IgG
. (H+L) Highly
Sekundar Anti- Cross-Adsorbed | A31570 Alexa | Molecular Probes Esel 1:500
mouse 555 Eugene, USA
Secondary
Antibody, Alex
Flour 555
DAPI | Zellkemn - ; - VWR - 1:4000
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3.3. Dokumentation

Alle Gewebeschnitte, inklusive der Kontrollen, wurden fluoreszenzmikroskopisch untersucht
(Axio Imager M2, ausgestattet mit einer AxioCam HRc und ApoTome 2 Unit; Zeiss, Gottingen,

Deutschland). Hierflir wurden drei verschiedene Filtereinstellungen angewandt:

Kanal 1: 568 nm Anregungswellenlange fir Alexa555 in Rot (entspricht CD - Marker)
Kanal 2: 488 nm Anregungswellenlange Hintergrundfluoreszenz in Grin

Kanal 3: 345 nm Anregungswellenlange fir DAPI in Blau (entspricht Zellkernen)

Zuerst wurde das Praparat im Kanal 1 gescannt um CD-markierte neuronale Strukturen
ausfindig zu machen. Bei Auffinden einer solchen Struktur wurden Bilder in allen drei Kanélen
einzeln und eine Aufnahme mit allen Kandalen gleichzeitig angefertigt (Computerapplikation
Zen 2 blue edition, Zeiss). Dies erfolgte unter 20-facher Vergréferung. Es wurde bei jedem
Schnitt als Positivkontrolle mindestens eine Aufnahme von jeder Zielstruktur von Interesse
gemacht (Neuron, Nervenfaser, Satellitenzelle). Als Vergleich zur Bewertung von
Signalpositivitat beziehungsweise Negativitdt wurden von allen Ganglien Negativkontrollen
angefertigt und unter denselben Mikroskopeinstellungen wie bei den Positivkontrollen

durchgefuhrt. Diese kdnnen bildexemplarisch unter ,7.4 Kontrollbilder eingesehen werden.

Die Auspragung des Fluoreszenzsignals wurde mittels eines semiquantitativen Zugangs in
drei Kategorien klassifiziert: - (negativ), + (positiv), ++ (stark positiv). Die Einteilung erfolgte im
Vier-Augen Prinzip unabhangig durch zwei Beobachter. Bei zunachst unklaren Ergebnissen
wurde ein dritter Beobachter hinzugezogen. Einen Sonderfall in der Graduierung bildeten CD-
Marker welche auf derselben Struktur im gleichen Ganglion sowohl negative als auch positive
Signale lieferten. In diesem Fall wurde die Graduierung +/- (sowohl positive als auch negative

Strukturen) getroffen und durch drei Beobachter validiert
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4. Ergebnisse

Die Auswahl der hier untersuchten CD — Marker richtete sich nach dem in 1.5 erwahnten
CD — Marker Katalog ?'. Hierbei wurden eben jene CD — Marker fiir diese Arbeit ausgewahlt,
welche sich bei Menon et al. als positiv flr neuronale Strukturen darstellten. Im Folgenden
werden nur CD — Marker beschrieben, welche sich in einer oder mehr Strukturen als positiv
darstellten. Ein vorab technisch wichtiger Punkt zur Interpretation der im Folgenden gezeigten
immunhistochemischen Bilder ist das Vorhandensein von sogenannten Lipofuszin-Granula
innerhalb neuronalen Zellkérper. Hierbei handelt es sich um Akkumulationen von
Abbauprodukten in alternden Neuronen 2. Diese Granula imponieren unter Standard-
Fluoreszenzmikroskopischen Techniken als autofluoreszente Ablagerungen im neuronalen
Soma, welche bei Uberlagerung von Kanal 1 und 2 als hell leuchtende Kérnung im Soma
sichtbar werden. Um das Fluoreszenzsignal des CD-Markers eindeutig vom Signal der
Lipofuszingranula unterscheiden zu kénnen, wurden daher Negativkontrollen durchgefiihrt
und die Autofluoreszenz der Lipofuszingranula mit dem entsprechenden Markersignal
verglichen. Das Auftreten solcher Ablagerungen in der Fluoreszenzmikroskopie wurde zum

Beispiel schon von Wolfmeier et. al. 2* fur intrinsische choroidale Neurone beschrieben.

4.1. Ganglion ciliare (CIL)

Es konnte gezeigt werden, dass Neurone im CIL immunoreaktiv flr die CD — Marker CD29,
CD56, CD81, CD146, CD147, CD171, CD271 waren. Im Gegensatz dazu war flir CD24, CD59
und CD90 keine Immunoreaktivitdt nachweisbar. Mantelzellen im CIL zeigten die gleichen
Immunoreaktivitdtsmuster wie die Neurone. Nervenfasern des CIL exprimierten hingegen
CD29, CD81, CD90, CD146, CD147, CD171, CD271. Diese Ergebnisse wurden in Tabelle 3
als Uberblick dargestellt. Figur 1 zeigt die fluoreszenmikroskopische Darstellungen aller
untersuchten Strukturen und deren CD — Marker Immunoreaktivitat. Beim Vergleich der
Signalintensitdt des Somas fand sich fir CD56 eine dezentere Immunreaktivitdt der
neuronalen Membran. CD271 imponiert hier im Vergleich zu den anderen, streng
membranstandigen CD — Markern mit einer weiter zum Zellzentrum reichenden
Immunreaktion, und war dabei ebenfalls deutlich intensiver. Die CD147 Immunreaktivitat
erscheint bei den Mantelzellen im CIL exzeptionell intensiv, das gleiche gilt fir Nervenfasern
des CIL bei der CD146 Immunreaktion.
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Tabelle 3: Positivitdtsbewertung aller untersuchten CD — Marker im CIL fiir Neurone, Mantelzellen und
Nervenfasern (++ entspricht stark positiv, + entspricht positiv, - entspricht negativ)

CIL
Neurone Mantelzellen Nervenfasern
CD24 - - -
CD29 + - +
CD56 + + -
CD59 - - -
CD81 + + +
CD90 - - +
CD146 + + ++
CD147 + ++ +
CD171 + + +
CD271 ++ ++ +
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Figur 1: Ganglion ciliare (CIL), Immunhistochemie aller CD — Marker.

Alle Abbildungen sind dargestellt als elektronische Kombination der drei in ,3.3 Dokumentation® erwadhnten Kanale
(rot = CD — Marker; griin = Hintergrundfluoreszenz (= Background, Back); blau = Zellkernmarker DAPI). Zur
exemplarischen Hervorhebung der jeweiligen CD — Marker positiven Strukturen werden dabei die folgenden
Markierungen verwendet: Pfeil = Neuron; Pfeilkopf = Mantelzelle; offener Pfeilkopf = Nervenfaser. Malstabsbalken
entspricht jeweils 50 um.

A: negative Immunreaktivitdt fir den verwendeten Antikérper gegen CD24 (gelbes Signal entspricht

Autofluoreszenz von Lipofuszingranula.
B: CD29 positive Nervenfasern (offener Pfeilkopf) in direkter Nahe zu positiven Neuronen (Pfeilkopf).

C: Neurone, deren Membran immunpositiv fir CD56 ist (Pfeil), gleiches gilt fir die begleitenden Mantelzellen
(weiler Pfeilkopf).
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D: negative Immunreaktivitdt fur den verwendeten Antikérper gegen CD59. (gelbes Signal entspricht

Autofluoreszenz von Lipofuszingranula).

E: Benachbarte Neurone, welche positiv fur CD81 sind (Pfeil). Die Mantelzellen (Pfeilkopf) und umgebenden

Nervenfasern (offener Pfeilkopf) zeigen die selbe Immunreaktivitat.

F: Neurone (Pfeil) als auch Mantelzellen (Pfeilkopf) welche immunnegativ flir den verwendeten Antikdrper gegen

CD90 sind, die Nervenfasern (offener Pfeilkopf) der direkten Umgebung zeigen sich allerdings CD90-positiv.

G: Fur CD146 zeigten sowohl Neurone (Pfeil) als auch Mantelzellen (Pfeilkopf) und besonders Nervenfasern

(offener Pfeilkopf) positive Immunreaktivitat.

H: Einerseits ein CD147 positives Neuron (Pfeil) und deutlich positive Mantelzellen (Pfeilkopf), andererseits ein
Bindel vorbeiziehender Nervenfasern welche ebenfalls eine schwache Positivitat fur CD147 aufweisen (offener
Pfeilkopf).

I: Finf CD171-positive Neurone (weie Pfeile). Die entsprechenden Mantelzellen sind ebenfalls positiv (weiler

Pfeilkopf). Die umgebenden Nervenfasern waren ebenfalls schwach positiv (offener Pfeilkopf).

J: Fir CD271 waren sowohl Neurone (weiler Pfeil) als auch Mantelzellen (Pfeilkopf) stark immunpositiv. Der

angrenzende Strang aus Nervenfasern hingegen war schwach immunpositiv fir CD271 (weil3es offenes Dreieck).
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4.2. Ganglion pterygopalatinum (PPG)

Neurone des PPG stellten sich positiv fur folgende CD — Marker dar: CD56, CD81, CD147,
CD271. Dieselben CD — Marker erwiesen sich auch positiv in den Mantelzellen des PPG.
Hierbei stellt sich CD271 in Bezug auf das Immunreaktivitatssignal von Neuronen sowie
Mantelzellen wesentlich markanter dar, als die restlichen positiven CD — Marker. Dasselbe gilt
fur CD90 sowie CD146 in Bezug auf die immunhistochemische Darstellung von Nervenfasern.
Die Nervenfasern des PPG exprimierten die CD — Marker CD56, CD81, CD90, CD146, CD147,
CD171, wobei CD171 allerdings eine nur geringe Immunreaktivitdt zeigte (eine
Zusammenfassung der Ergebnisse aller verwendeter CD-Marker findet sich in Tabelle 5).
Einen Uberblick tber die immunhistochemischen Ergebnisse findet sich in Figure 2 welche

wiederum exemplarisch alle untersuchten Strukturen und CD — Marker dokumentiert.

Tabelle 4: Positivitatsbewertung aller untersuchten CD — Marker im PPG fur Neurone, Mantelzellen und
Nervenfasern (++ entspricht stark positiv, + entspricht positiv, - entspricht negativ)

PPG
Neurone Mantelzellen Nervenfasern

CD24 - - -
CD29 - - -
CD56 + + ++
CD59 - - -
CD81 + + +
CD90 - - —+
CD146 - - +
CD147 + + +
CD171 - - +
CD271 + o+ ;
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Figur 2: Ganglion pterygopalatinum (PPG), Immunhistochemie aller CD — Marker.

Alle Abbildungen sind dargestellt als elektronische Kombination der drei in ,3.3 Dokumentation® erwahnten Kanale
(rot = CD — Marker; griin = Hintergrundfluoreszenz (= Background, Back); blau = Zellkernmarker DAPI). Zur
exemplarischen Hervorhebung der jeweiligen CD — Marker positiven Strukturen werden dabei die folgenden
Markierungen verwendet: Pfeil = Neuron; Pfeilkopf = Mantelzelle; offener Pfeilkopf = Nervenfaser. Malstabsbalken

entspricht jeweils 50 pm.

A: Negative Immunreaktivitdt fur den verwendeten Antikérper gegen CD24 (gelbes Signal entspricht

Autofluoreszenz von Lipofuszingranula.

B: Negative Immunreaktivitat fir den verwendeten Antikérper gegen CD29 (gelbes Signal entspricht

Autofluoreszenz von Lipofuszingranula.

C: Neurone (Pfeil) und Mantelzellen (Pfeilkopf) zeigten schwache Immunreaktivitdat fir CD56, starkere

Immunreaktivitat fand sich an Nervenfasern (offener Pfeilkopf), hier im Langs- als auch Querschnitt.
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D: Negative Immunreaktivitat fir den verwendeten Antikérper gegen CD59; gelblich-weies Signal entspricht

Autofluoreszenz von Lipofuszingranula.

E, F: CD81 positive Neurone (Pfeil) und Mantelzellen (Pfeilkopf); CD81-positive Nervenfasern waren ebenfalls

auffindbar (Pfeilkopf).

G, H: Fir CD90 war in Nervenzellen und Mantelzellen keine Immunreaktivitdt zu beobachten (G), Nervenfasern

hingegen waren immunpositiv fiir CD90 (Pfeilkopf in H)

I: Fir CD146 war in Nervenzellen (Pfeil) und Mantelzellen (Pfeilkopf) keine Immunreaktivitdt zu beobachten,

Nervenfasern hingegen waren immunpositiv fir CD146 (offener Pfeilkopf)

J: Fur CD147 zeigte sich Immunraktivitat in Neuronen (Pfeil) und Mantelzellen (Pfeilkopf) ebenso auch in

Nervenfasern (offener Pfeilkopf).

K: CD171-negative Nervenzellen (Pfeil) und Mantelzellen (Pfeilkopf) stehen den schwach positiven Nervenfasern

gegeniiber (offener Pfeilkopf).

L: Schwach CD271 positive Neurone (Pfeil) und Mantelzellen (Pfeilkopf); Nervenfasern hingegen waren

immunnegativ fiir CD271

4.3. Ganglion cervicale superius (SCG)

Im SCG waren CD — Marker positive Neurone und Mantelzellen jeweils nur in geringerer
Vielfalt als in den vorausgehenden zu finden: Immunreaktivitadt konnte hierbei nur fir CD —
Marker CD56, CD81, CD90 und CD271 gefunden werden. Die Immunreaktivitat fir
Nervenfasern des SCG war dabei vielfaltiger und zeigte sich positiv fir die CD — Marker CD29,
CD81, CD90, CD146, CD147, CD171, CD271. Besonders deutlich lieken sich Neurone im
SCG mit den CD — Markern CD81, CD90 sowie CD271 darstellen. Im Gegensatz dazu waren
Nervenfasern im SCG besonders deutlich mit der Immunreaktivitat des CD81 zu erkennen.
Mantelzellen stellten sich zwar im Vergleich zu Immunreaktivitat in den anderen Ganglien bei
allen positiven CD — Markern des SCG fur Mantelzellen als generell schwacher positiv dar, am
eindeutigsten konnten diese Zellen im SCG aber ebenfalls mit CD81 dargestellt werden. Ins
Auge fallt bei Bild D in Figur 8 zu CD59 das Auftreten von kleinen granularen positiven
Signalen Uber das gesamte Ganglion verteilt. Dies ist nicht als wirklich positives Signal zu
interpretieren, sondern eine zufallige Akkumulation des Antikérperserums an diesen Stellen.
Zu dieser Interpretation fihrt, dass keinerlei Zusammenhang zu dargestellten Strukturen
besteht, die Granulierungen Uber das gesamte Bild verteilt waren und diese Konformation

ohne jegliches erkennbares morphologisches Korrelat war. Tabelle 6 fasst oben genannte
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Ergebnisse zusammen. In Grafik 8 werden wiederum beispielhafte Bilder fiir alle untersuchten

Strukturen und CD — Marker prasentiert.

Tabelle 5: Positivitatsbewertung aller untersuchten CD — Marker im PPG fiir Neurone, Mantelzellen und

Nervenfasern (++ entspricht stark positiv, + entspricht positiv, - entspricht negativ)

SCG

Neurone

Mantelzellen

Nervenfasern

CD24

CD29

CD56

+

+

CD59

CD81

++

++

++

CD90

++

++

++

CD146

CD147

CD171

CD271
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Figur 3: Ganglion cervicale superius (SCG), Immunhistochemie aller CD — Marker.

Alle Abbildungen sind dargestellt als elektronische Kombination der drei in ,3.3 Dokumentation“ erwahnten Kanale
(rot = CD — Marker; grin = Hintergrundfluoreszenz (= Background, Back); blau = Zellkernmarker DAPI). Zur
exemplarischen Hervorhebung der jeweiligen CD — Marker positiven Strukturen werden dabei die folgenden
Markierungen verwendet: Pfeil = Neuron; Pfeilkopf = Mantelzelle; offener Pfeilkopf = Nervenfaser. Mafistabsbalken

entspricht jeweils 50 ym und 100 um in D)

A: Negative Immunreaktivitdt fir den verwendeten Antikorper gegen CD24 (gelbes Signal entspricht

Autofluoreszenz von Lipofuszingranula).

B: Verwendung von CD29 ergab positive Immunreaktivitat in Nervenfasern (hier im Querschnitt, offener Pfeilkopf)

aber keine Immunreaktivitat in Neuronen und Mantelzellen.

C: CD56 positive Neurone (Pfeil) und Mantelzellen (Pfeilkopf) jedoch waren Nervenfasern nicht immunreaktiv fur
CD56.
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D: Fir den hier verwendeten Antikorper gegen CD59 lieR sich keine Immunreaktivitdt in den untersuchten

Strukturen nachweisen

E: Nervenfasern mit ausgiebig positiver Immunreaktivitat lieRen sich fir CD81 auffinden (offener Pfeilkopf) neben

ahnlich stark positiven Neuronen und Nervenfasern (weiller Pfeil, Pfeilkopf).

F: Nervenfasern (offener Pfeilkopf) mit ausgiebig positiver Immunreaktivitat lieRen sich fir CD90 auffinden neben

ahnlich stark positiven Neuronen (Pfeil) und Mantelzellen (Pfeilkopf).

G: Fir CD146 fand sich ein negatives Immunsignal in Neuronen und Mantelzellen, hingegen waren CD146 positive

Nervenfasern auffindbar (offener Pfeilkopf).

H: CD147-Immunreaktivitar war detektierbar in Nervenfasern (offener Pfeilkopf), hingegen nicht in Neuronen (Pfeil)

und Mantelzellen (Pfeilkopf)

I: CD171 positive Nervenfasern (offener Pfeilkopf) waren detektierbar, Neuronen (Pfeil) inklusive Mantelzellen

(Pfeilkopf) zeigten keine Immunreaktivitat fir CD171

J: Fir CD271 zeigte sich ein positives Signal in Neuronen (weiRer Pfeil). Ahnliche Positivitat weisen hier

Mantelzellen (Pfeilkopf) und Nervenfasern (offener Pfeilkopf) auf.

4.4. Ganglion trigeminale (TRI)

Neurone im TRI stellten sich eindeutig positiv fur die CD — Marker CD56 und CD271 dar, als
auch weiterhin fur den Marker CD81. Allerdings konnten genauso Neurone gezeigt werden,
welche nicht immunoreaktiv fur letzteren CD — Marker waren. Mantelzellen im TRI waren
ebenfalls CD56 und CD271 positiv. Fur CD81 wurde das gleiche Phdnomen von sowohl CD -
Marker positiven als auch negativen Mantelzellen wie bei den Neuronen beobachtet. Die
untersuchten Nervenfasern des TRI exprimierten CD29, CD56, CD59, CD81, CD90, CD146
und CD171. Fur CD147 wurden wiederum sowohl CD — Marker positive als auch negative
Nervenfasern gefunden. Im Gegensatz zu den Reaktivitaten in den Gbrigen Ganglien, welche
Uberwiegend eher schwache Auspragungen bei der immunhistochemischen Darstellung von
Mantelzellen und Neuronen aufwiesen, konnten im TRI mit den CD — Markern CD56 und
CD271 aulerordentlich deutliche Signale bei Mantelzellen gezeigt werden. Auch die
Darstellung von Nervenfasern gelang mit dem CD - Markern CD56 und CD90 besonders gut.
In Figur 10 werden exemplarische Bilder fir alle untersuchten Strukturen und CD — Marker

prasentiert.
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Tabelle 6: Positivitatsbewertung aller untersuchten CD — Marker im PPG fur Neurone, Mantelzellen und
Nervenfasern (++ entspricht stark positiv, + entspricht positiv, - entspricht negativ, +/- entspricht sowohl positiven
als auch negativen gefundenen Strukturen)

TRI
Neurone Mantelzellen Nervenfasern
CD24 - - -
CD29 - - +
CD56 ++ ++ ++
CD59 - - +
CD81 +- +/- +
CD90 - - ++
CD146 - - +
CD147 - - +/-
CD171 - - +
CD271 ++ ++ -
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Figur 4: Ganglion trigeminale (TRI), Immunhistochemie aller CD — Marker.

Alle Abbildungen sind dargestellt als elektronische Kombination der drei in ,3.3 Dokumentation“ erwahnten Kanale
(rot = CD — Marker; griin = Hintergrundfluoreszenz (= Background, Back); blau = Zellkernmarker DAPI). Zur
exemplarischen Hervorhebung der jeweiligen CD — Marker positiven Strukturen werden dabei die folgenden
Markierungen verwendet: Pfeil = Neuron; Pfeilkopf = Mantelzelle; offener Pfeilkopf = Nervenfaser. Maf3stabsbalken

entspricht jeweils 50 um, und 100 ym in D.
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A, B: CD24-Immunreaktivitat lie3 sich nicht in Neuronen (Pfeile) und Mantelzellen (Pfeilképfe) nachweisen (A),

und ebensowenig in und Nervenfasern (B, offene Pfeilkopfe).

C: CD29-Negativitat ergab sich fir Neurone und Mantelzellen, jedoch wurden CD29 positive begleitende

Nervenfasern detektiert (offener Pfeilkopf).

D: Immunpositivitat fir CD59 war nur in Nervenfasern detektierbar (offener Pfeilkopf), nicht in Neuronen und

Mantelzellen.

E: Starke Immunpositivitat zeigte sich in Neuronen (Pfeil), Mantelzellen (Pfeilkopf) und Nervenfasern (offener
Pfeilkopf) flir CD56.

F und G missen in Zusammenschau gesehen werden. Es fanden sich sowohl CD81 positiven Neuronen und
Mantelzellen (Pfeil undPfeilkopf in F) als auch CD81 negative Neurone und Mantelzellen (Pfeil und Pfeilkopf in

G). Die Nervenfasern waren in beiden Befunden jedoch positiv fiir CD81 (offener Pfeilkopfin F und G).

H: Immunpositivitat flir CD90 zeigte sich ausgepragt in Nervenfasern (hier im Querschnitt, offener Pfeilkopf), nicht

jedoch in Neuronen und Mantelzellen.

I, J: Negative Immunreaktivitat fir den verwendeten Antikérper gegen CD146 zeigte sich in Neuronen und

Mantelzellen (1), Nervenfasern waren jedoch immunopositiv fir CD146 (offener Pfeilkopf in J).

K, L: CD147 negative Neurone, Mantelzellen und Nervenfasern (K) zeigen sich neben CD147-positiven

Nervenfasern (offener Pfeilkopf in L)

M: CD171 ergab Immunpositivitat in Nervenfasern (offener Pfeilkopf)konnte aber nicht in Neuronen/ Mantelzellen

angetroffen werden

N: Neurone und Mantelzellen waren deutlich immunpositiv fur CD271 (Pfeil, Pfeilkopf), das begleitende

Nervenfaserbiindel (offener Pfeilkopf) hingegen zeigte keine Positivitat fir CD271.

34



5. Diskussion

Die hier prasentierte Arbeit hat zum Ziel, ganglionare neuronale Strukturen anhand ihres CD
— Marker Profils erstmalig zu klassifizieren. Unter dieser Pramisse kann die vorliegende Arbeit
im Sinne eines proof of principle zeigen, dass sich die hier verwendete Methodik eignet um
neuronale Strukturen in Ganglien auf die Expression von verschiedenen CD — Markern zu

untersuchen.

In dieser Untersuchung konnten in allen vier untersuchten Ganglien keine CD24 positiven
Strukturen gefunden werden. CD24 spielt, neben vielen anderen Prozessen, eine Rolle beim
axonalen Wachstum 2% und wird unter anderem von Neuronen im Entwicklungsstadium
exprimiert 2. Da es sich bei den hier untersuchten Neuronen allerdings um fertig entwickelte
und ortsstadndige Neurone handelt und das axonale Wachstum im fertig entwickelten und
gesunden Ganglion ebenfalls abgeschlossen ist, verwundert es nicht, dass die hier

untersuchten Strukturen kein CD24 exprimierten.

CD29 konnte in drei Ganglien (CIL, SCG, TRI) in Nervenfasern nachgewiesen werden, im
Gegensatz dazu waren Nervenfasern im PPG negativ flir CD29. Neurone und Mantelzellen
waren, mit einer Ausnahme bei den Neuronen des CIL, in allen vier untersuchten Ganglien
negativ fur CD29. CD29 stellt ein Integrin der beta Subklasse dar. Hierbei bildet CD29
heterodimere Strukturen mit 11 verschiedenen Integrin alpha Proteinen aus. Diese
Heterodimere fungieren dann als Rezeptoren flir Kollagen, Laminin, Fibronectin oder
Fibrinogen. Die Rolle dieser Rezeptoren wird vor allem in der Zell — Extrazellularmatrix
Interaktion gesehen 262, In Anbetracht der hier beschriebenen basalen Rolle von CD29 und
dem Auftreten von CD29 in den Nervenfasern von drei von vier Ganglien stellt sich das PPG
hier aktuell als explizite Ausnahme von der hier postulierten Norm dar, wobei die Ursache
dieser Absenz gegenwartig ungeklart ist. Die positiven Neurone des CIL fur CD29 bieten hier
eine besondere Gelegenheit in weiteren Untersuchungen, da sich die Mdglichkeit ergibt
mithilfe des CD29 einen Unterscheidungsmarker von CIL Neuronen im Vergleich zu anderen

Strukturen anderer Ganglien zu verwenden.

Sowohl CD56 als auch CD171 reprasentierten in dieser Untersuchung zwei etablierte
neuronale Marker. Die Positivitdt von allen vier Ganglien fir CD56 in Neuronen und
Mantelzellen erscheint dahingehend logisch, dass CD56 nicht nur einen weit verbreiteten
Marker in verschiedenen Immunzellen darstellt 3°, sondern ebenfalls eine grundlegende Rolle
in neuronalen Zellen spielt, wie zum Beispiel bei der Regulation der Neurogenese oder dem
Axonwachstum 3'%2 Betrachtet man hingegen die Nervenfasern der vier untersuchten

Ganglien in Bezug auf die Expression von CD56, fand sich, dass ausschlieBlich die
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Nervenfasern des TRI sowie PPG positiv fur CD56 waren. In Anbetracht der eben
beschriebenen Rolle von CD56 in neuronalen Strukturen stellt sich die Frage, wieso CD56 in
Neuronen und Mantelzellen aller untersuchten Ganglien exprimiert wird, aber nur in zwei von
vier Ganglien in Nervenfasern erscheint. Zur Beantwortung dieser Fragen ware eine dezidierte
Untersuchung dieses Markers in anderen ganglionaren Strukturen hilfreich. CD171 stellt in
diesem Kontext ebenfalls einen weiterhin zu untersuchenden Marker dar, da in dieser
Untersuchung im TRI, SCG und PPG nur Nervenfasern positiv fir CD171 waren, wohingegen
im CIL alle drei untersuchten Strukturen CD171 exprimierten. Da CD171, auch neural cell
adhesion molecule L1 (L1CAM) genannt, eigentlich einen gangigen neuronalen Marker
darstellt, welcher unter anderem eine Rolle in der neuronalen Entwicklung im Rahmen der
neuralen Migration, des Axonwachstums und der Synaptogenese spielt, sowie als Generator
von transmembrandsen Signalen am Tyrosinkinaserezeptor fungiert *', wirft die vorliegende
Untersuchung die Frage auf, wieso CD171 in den vier untersuchten Ganglien fast
ausschlief3lich auf Nervenfasern vorkommt. Ein Erklarungsansatz ware hier, dass die CD171
positiven Nervenfasern aus praganglionaren Bereichen stammen und die intrinsisch aus den

Ganglien entstammenden Strukturen CD171 negativ sind.

CD59 stellt ein globulares, Glycophosphatidyl inositol verankerts Glykoprotein dar. Vor allem
bekannt ist dieses Protein fiir seine Rolle als regulatorisches Protein im Komplementsystem.
Hier ist CD59 an der Inhibierung des Membrane Attack Complex beteiligt 3. CD59 findet sich
im peripheren Nervensystem unter anderem auf Schwann Zellen und Neuronen exprimiert. Im
zentralen Nervensystem zeigt sich CD59 vor allem auf Endothelzellen, aber ebenso auch auf
Microglia, Oligodendrozyten, Astrozyten und Neurone 34. In Bezug auf Neurone des zentralen
Nervensystems herrscht in der Studienlage allerding Uneinigkeit. So zeigte Meri et al. in einer
Studie vor Vedeler et al. keine Positivitat fir CD59 in Neuronen des zentralen Nervensystems
3% In Betracht gezogen werden muss hier, dass die Expression CD59 im zentralen
Nervensystem in der Myelinisierungsphase hochreguliert, danach aber stark heruntereguliert
wird. Zudem zeigen Patienten mit Erkrankungen des zentralen Nervensystems (Alzheimer,
Multiple Sklerose) eine noch ausgepragtere Herunteregulation von CD59 im zentralen
Nervensystem 3%%. In unseren Proben wurde CD59 lediglich im TRI auf Nervenfasern
entdeckt. In unserem Spenderkollektiv konnten Erkrankungen des zentralen Nervensystems
der Spender im Sinne einer CD59 herunterregulierenden Erkrankung nicht ausgeschlossen
werden, da im erhaltenen Spenderprotokoll lediglich die Todesursache des Spenders, nicht
aber Begleiterkankungen oder ahnliches mitgeteilt werden. Bei einem doch deutlich alteren
Patientenkollektiv kann hier die Ursache fir unsere negativen Ergebnisse bezlglich CD59
vermutet werden, andererseits sind auch nicht-dokumentierte unbekannte Erkrankungen auf
der Spenderseite in Erwagung zu ziehen. Die Positivitat der TRI Nervenfasern fir CD59 steht
in Einklang mit Voruntersuchungen tber das generelle Vorkommen von CD59 auf Strukturen
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im zentralen Nervensystem (Mikroglia, Oligodendrozyten, Astrozyten, Neuronen) ** und kann

somit hier bestatigt werden.

CD81 stellt ein transmembrandses Protein der Tetraspaninfamilie dar und wurde in der
bekannten Literatur sowohl als Regulator der neuronal induzierten, astrozytaren
Differenzierung beschrieben %, darliber hinaus ist es aber ebenfalls an der Axonausbildung
beteiligt %. Vor diesem Hintergrund ist es daher nicht Uberraschend, dass in dieser
Untersuchung in allen vier Ganglien alle untersuchten Strukturen positiv fir CD81 waren.
Allerdings lieken sich im TRI sowohl CD81 positive als auch negative Neurone und
Mantelzellen nachweisen, was auf das Vorliegen von zellularen Subgruppen in diesen

Strukturen schlielRen lasst.

CD90 stellt ein Glycosylphosphatidylinositol verankertes, membrangebundenes Protein der
Immunglobulin Superfamilie dar, welches einerseits unter anderem auf humanen Neuronen
exprimiert wird 3, andererseits aber, neben mehreren anderen Funktionen, auch eine wichtige
Rolle in inflammatorischen Prozessen spielt “°. In einer Studie von Wolfmeier et. al. (2023)
konnten unter anderem gezeigt werden, dass sowohl humane Neurone, als auch ihnen
zugeordnete neuronale Fortsatze CD90 exprimieren. Im Gegensatz hierzu waren in der
vorliegenden Untersuchung Neurone und Mantelzellen im TRI, PPG und CIL negativ fiur CD90
und nur im SCG waren die beiden vorgenannten Strukturen eindeutig positiv fir CD90.
Nervenfasern wurden hingegen in allen vier Ganglien als CD90 positiv klassifiziert. Hieraus
ergibt sich die Frage, worin sich der Unterschied in der Positivitat fr CD90 in der uns
vorliegenden Ganglienpopulation und einer Vergleichspopulation wie bei Wolfmeier et. al.
begriindet. Eine mdégliche Erklarung daflirware, dass Wolfmeier et. al. deutlich peripherer
gelegene Neurone aulderhalb einer ganglionaren Einbindung untersucht haben Und diese

periphere Lokalisation die vorliegende Absenz begriindet.

CD146 reprasentiert ein Zelladhasionsmolekul, welches in einer Vielzahl physiologischer
Prozesse involviert ist. Hierzu zahlen unter anderem Zell — Zell und Zell - Matrix Interaktionen,
Zell Migration, sowie Morphogenese in sich entwickelnden Zellen und regenerativen
Prozessen #'. Am Hiihnermodell konnte die Rolle von CD146 im Nervensystem vor allem bei
verschiedenen neuronalen Entwicklungsschritten dargestellt werden. Beispiele hierfir sind
das Axonwachstum und —migration in embryonalen Neuronen, sowie eine Beteiligung an der
Entwicklung des Zerebellums und des peripheren Nervensystems 4. Dezidierte
Untersuchungen zur Expression von CD146 im zentralen Nervensystem zeigten allerdings,
dass hier CD146 vor allem auf Gefalden exprimiert wird und Neurone sowie deren Gliazellen
weitgehend negativ fir CD146 sind “?. Im Kontrast hierzu imponieren in der unter ,2.
Forschungsfrage® zitierten Studie von Rusu et al. sowohl die Zellmembran der Neurone als

auch Teile der Nervenfasern des TRI mit CD146 positive Signale. In der hier vorliegenden
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Untersuchung stellten sich die Nervenfasern aller Ganglien als CD146 positiv dar. Einzig im
CIL waren sowohl Neurone als auch Mantelzellen positiv fur den genannten CD - Marker.
Fraglich bleibt hier, wieso sich im CIL Neurone und Mantelzellen gegensatzlich zum Rest der
Ganglien darstellen. Des Weiteren fallt der Unterschied zwischen Rusu et al. und den hier
prasentierten Ergebnissen beziiglich der CD146 Positivitat von Neuronen des TRI ins Auge %.
Eine mogliche Erklarung fur diesen Unterschied besteht in der unterschiedlichen Methodik der
Arbeiten. So flhrten Rusu et al. ein Epitope Retrival vor der eigentlichen CD-Markerfarbung
durch welche von uns nicht durchgefiihrt wurde. Allerdings war ja auch ohne diese Methode
eine Immunreaktivitat in unserer vorliegenden Studie nachweisbar (in Nervenfasern) so dass
diese Diskrepanz in zukunftigen Studien (eventuell mit molekularbiologischen Methoden)

untersucht und bestatigt werden muss.

CD147, ein Protein dessen Rolle im neuronalen Kontext vor allem bei der Entwicklung und
Lernprozessen gesehen wird *3, war in unserer vorliegenden Untersuchung im TRI auf
Neuronen und Mantelzellen nicht nachweisbar. Allerdings zeigten die untersuchten
Nervenfasern sowohl Immunopositivitdt fur CD147 als auch Immunonegativitdt. Das
gleichzeitige Vorhandensein von Immunopositivitdt und Immunonegativitdt in identischen
Strukturen lasst sich am ehesten wiederum mit dem Vorhandensein von Subpopulationen
dieser untersuchten Strukturen erklaren. Vor diesem Hintergrund sind weitere
Untersuchungen anzustreben welche funktionellen oder morphologischen Unterschiede
mogliche Subpopulationen zeigen um diese besser zu klassifizieren. Da im PPG und CIL auf
allen drei untersuchten Strukturen CD147 nachgewiesen werden konnte, im SCG hingegen
nur in Nervenfasern von uns gefunden wurde stellt sich weiterhin die Frage nach diesem
Unterschied. Eine naheliegende Erklarung fir diesen Unterschied ware, dass das SCG das
einzige sympathische Ganglion in unserer Untersuchung darstellt und daher einer méglichen

sympathischen Kodierung zuzurechnen ist.

CD271 stellt ein Protein dar, welches in neuronalen Geweben eine Rolle in der Differenzierung,
allen voran aber in der Vermittlung von Signalen zum Zelltod / -liberleben spielt 4446, Aufgrund
dieser grundlegenden Rolle von CD271 in Neuronen erscheint es wenig Uberraschend, dass
in allen vier Ganglien sowohl Neurone als auch Mantelzellen positiv fur CD271 waren.
Nichtdestotrotz konnte hier ein Unterschied bei den Nervenfasern dargestellt werden: TRI und
PPG stellten sich auf den Nervenfasern negativ fir CD271 dar, wohingegen SCG und CIL
CD271 positive Nervenfasern besalen. Hier ware eine Vergleichsuntersuchung, dezidiert auf

die Nervenfasern bezogen, als weitere Forschung hilfreich.

Als Limitationen dieser Arbeit muss hier das kleine Spenderkollektiv von lediglich sechs
Spender angefiihrt werden. Dies begriindet sich in der schweren Zuganglichkeit zu humanen

Korperspender, da die Anzahl derjenigen Personen, welche ihren Kérper nach dem Ableben
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zu Forschungszwecken bereitstellen gering ausfallt. Die hierdurch entstehenden langen
Sammelzeiten fiur passende Praparate darf ebenfalls nicht auer Acht gelassen werden, da
gerade die exorbitanten Zeiten fur die Sammlung einer héheren Anzahl von Praparaten in der
Realitat oft aus Praktikabilitdtsgrinden schwer umzusetzen ist. In der Natur der Kérperspende
liegt ebenfalls, dass das hier vorliegende Spenderkollektiv allesamt Personen im héheren
Lebensalter umfasst. Mit beachtet werden muss zudem, dass im Kérperspendewesen lediglich
Informationen Uber die Todesursache des Spendenden geteilt werden, allerdings keine
ausfuhrlichen Krankengeschichten oder Vorerkrankungen. Um diesem Umstand
entgegenzuwirken, wurde unsererseits bei jedem Korperspender eine grindliche
Untersuchung der Regionen von Interesse durchgefiihrt, um grobe pathologische
Veranderungen ausschlieffen zu kénnen. Seitens der Methodik muss hier erwahnt werden,
dass im Bereich immunhistologischer Untersuchungen oft auf ein Antigen Retrival
zurtickgegriffen wird. Dies bezeichnet einen Zwischenschritt im Vorbereitungsprozess zum
eigentlichen Farbevorgang der Praparate, um Bindungsstellen flir die primaren Antikdrper
besser freizulegen. Auch im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Antigen Retrival versucht,

scheiterte allerdings, da das ganglionare Gewebe dieser Aufarbeitung nicht standhielt.

5.1. Konklusion

In der Zusammenschau der hier prasentierten Ergebnisse lasst sich festhalten, dass die
beschriebene Methode der immunhistochemischen Aufarbeitung und
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung von Ganglien geeignet ist, um Untersuchungen
von Proteinexpressionsmustern in Ganglienstrukturen (Neuron, Mantelzelle, Nervenfaser)
anzustellen. Welche CD — Marker in welcher Struktur und welchem Ganglion positiv bzw.
negativ waren lasst sich aus den Tabellen 3, 4, 5 und 6 ablesen. Tabelle 7 fasst zusammen,
welche CD — Marker sich anhand der Ergebnisse dieser Arbeit besonders gut zur Darstellung
welcher bestimmten Struktur in jedem der untersuchten Ganglien eignen. Hierflr wurden
jeweils bei jedem Ganglion die CD — Marker ausgewahlt, welche sich im Vergleich zu den
restlichen Markern als besonders deutlich in ihrer Immunreaktivitat darstellten. Eine
Besonderheit bleibt bezliglich CD59 zu erwahnen. Dieser CD-Marker kam in unserer
Untersuchung ausschlieB3lich in Nervenfasern des TRI vor. Hiermit bietet sich anhand des
CD59 eine Moglichkeit Nervenfasern des TRI eindeutig von denen der anderen Ganglien zu
unterscheiden. Diese Moglichkeit erscheint besonders attraktiv, wenn man an die Suche von

eventuellen Kollateralen des TRI zu einem der anderen untersuchten Ganglien denkt.
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Tabelle 7: Zusammenfassung der jeweils besonders gut geeigneten CD — Marker zur Darstellung der einzelnen
Strukturen in jedem der untersuchten Ganglien

Neuron Mantelzelle Nervenfaser
CIL CD271 CD147, CD271 CD146
PPG CD271 CD271 CD90, CD56
SCG CD81, CD90 CD81, CD90 CD81, CD90
TRI CD56, CD271 CD56, CD271 CD56, CD90
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7.4. Kontrollbilder

Kontrolle Kontrolle Kontrolle

CIL PPG PPG

Kontrolle Kontrolle
SCG ' TRI

Figur 5: Negativ Kontrollen aller untersuchten Ganglien. Alle Aufnahmen als Uberlagerung
aller 3 in ,3.3 Dokumentation* erwahnten Kanale (rot = CD — Marker; blau = DAPI Zellkern;
grin = Hintergrund). Malstabbalken entspricht jeweils 50 um. Es zeigen sich samtliche

Strukturen bis auf das gangige Hintergrundsignal sowie Lipofuscin Granula als negativ.
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