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1. Einleitung

1.1 Blut-Hirn-Schranke
Wo immer das vaskulare GefalRsystem im Korper von Landwirbeltieren in

unmittelbarem Kontakt zu anderen Kompartimenten steht, definiert die Dichte
der Endothelzellen zueinander anatomische und physiologische Barrieren zu
diesen Raumen und Organen. Diese endothelialen Grenzen werden auch als
Schranken bezeichnet und finden sich so zum Beispiel in der Lunge (Blut-Luft-
Schranke), der Niere (Blut-Harn-Schranke) oder im Gehirn als Blut-Hirn-
Schranke (BHS). Letztere wurde1885 vom Chemiker Paul Ehrlich entdeckt. Die
Injektion wasserloslicher, saurer Vitalfarbstoffe in den Blutkreislauf von Ratten
farbte alle Organe mit Ausnahme des Gehirns und des Ruckenmarks (Ehrlich,
1885). Edwin Goldmann, ein Mitarbeiter Ehrlichs, injizierte 1913 den von Ehrlich
entwickelten Di-Azofarbstoff Trypanblau in den Zentralkanal des Ruckenmarks
von Hunden und Hasen und stellte hier eine Anfarbung des Gehirns und
Ruckenmarks fest, ohne Anfarbung der restlichen, mit dem Blutkreislauf in
Verbindung stehenden Organe (Goldmann, 1913). Das Konzept einer
biologischen Barriere zwischen Blutkreislauf und zentralem Nervensystem
entstand. Jedoch erst 54 Jahre spater gelang durch elektronenmikroskopische
Untersuchungen an Mausegehirnen die Darstellung dieser Barriere (Reese und
Karnovsky, 1967). Intravenos injizierte Meerrettichperoxidase liel3 sich hier
lediglich im Lumen von Hirnkapillaren, nicht jedoch im Gehirn detektieren. Als
ein morphologisches Korrelat der BHS wurden schliellich feste Zell-Zell-
Verbindungen der Endothelzellen (EC) untereinander, sogenannte Tight
Junctions (TJ) gefunden (Brightman und Reese, 1969). Viele Jahre spater, erst
1993 bzw. 1998, wurden Occludin und die Claudine als membranstandige
Proteine der TJs erkannt, nachdem in den 1980iger Jahren sogenannte
Adapterproteine, Mediatoren zwischen Membran und Zytoskelett, gefunden
worden waren, namlich die Zonula occludens-Proteine 1 (ZO-1) und 2 (ZO-2)
(Hawkins und Davis, 2005).

In der Gehirnentwicklung entstehen endotheliale TJs zum ersten Mal pranatal
am Tag E10 in der Maus und am Tag E11 in der Ratte zu einem Zeitpunkt, an



dem erstmals Blutgefalle in das Gehirn einsprossen (Saunders et al., 2000).
Nach heutigem Verstandnis wird die endotheliale Komponente der BHS ferner
durch ihre 40-50 nm dicke Basallamina sowie zwei weitere Zelltypen erganzt.
Zum einen sind dies die Perizyten, die in hoher Dichte vollstandig in die
perivaskulare Basallamina eingebettet sind und den Stoffwechsel der EC
beeinflussen (Dore Duffy, 2008). Sie haben kontraktile, d.h. den
GefalRdurchmesser regulierende Eigenschaften und tragen als perivaskulare
Makrophagen  immunmodulatorisch  durch  Antigen-Prasentation  und
Phagozytose zur Stabilisierung des Mikromilieus des ZNS bei (Rucker et al.,
2000). Zum anderen werden die EC zum neuralen Parenchym hin nahezu
vollstandig von astrozytaren Zellfortsatzen, den sogenannten Endfussen,
bedeckt. Da auf dieser Komponente der BHS das Hauptaugenmerk dieser
Arbeit liegt, wird sie im Kapitel 1.2 separat und ausfuhrlicher besprochen. Die
Einheit aus EC, Perizyten und Astrozyten wird auch als gliovaskularer Komplex
bezeichnet und stellt somit das anatomisch-morphologische Korrelat der BHS
dar. Zusatzlich soll an dieser Stelle ein Begriff eingeflhrt werden, der historisch
sehr alt ist, aber funktionell seine Bedeutung bis heute bewahrt hat und in
dieser Arbeit eine zentrale Rolle spielt: die Membrana gliae perivascularis. Er
besagt, dass es eine Grenzstruktur gibt, eben die perivaskulare Basallamina,
die das vaskulare Kompartiment (Mesoderm) vom neuralen Kompartiment
(Neuroektoderm) abtrennt. Analog gibt es eine Abgrenzung an der
Hirnoberflache zwischen neuralem Parenchym und dem Subarachnoidalraum,
die wie im Falle der Membrana gliae perivascularis ebenfalls von astroglialen
EndfiRen gebildet wird, hier aber Membrana gliae supetfficialis genannt wird.
Auch diese Struktur wird in dieser Arbeit eine bedeutsame Rolle spielen.

Die physiologische Barrierefunktion der BHS lasst sich am besten mit den
unterschiedlichen  Konzentrationen von Aminosauren, Proteinen und
Elektrolyten in Blutplasma und Liquor belegen. So betragt beispielsweise die
Kaliumkonzentration im Blutplasma von Saugern durchschnittlich 4,5 mmol/l
wahrend sie im Liquor streng zwischen 2,5-2,9 mmol/l gehalten wird (Bradbury
et al., 1963). Des weiteren begrenzt die BHS zum einen schadliche
Auswirkungen peripherer Makromolekile im Blut, wie z.B. Albumin und
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Prothrombin oder peripherer Neurotransmitter auf das ZNS und bedient zum
anderen Uber hochselektive Transportprozesse gleichzeitig den hohen
Nahrstoffbedarf und Stoffwechselumsatz von Gehirn und Rickenmark. Diese
als Homdostase bezeichnete  Stabilisierung und  Absicherung des
zentralnervosen Milieus durch die BHS gewahrleistet erst die Aufrechterhaltung

neuronaler Funktionen (Abbott et al., 2010).

1.2. Astrozyten

Der Pathologe Rudolf Virchow formulierte 1856 den Begriff der Neuroglia oder
Nervenkitt fur all jene Zellen, die den extrazellularen Raum um die Neurone
herum auffullen und wies ihnen somit lediglich eine reine Stutz- und
Haltefunktion zu (Virchow, 1856). Neben Oligodendrozyten und Mikroglia bilden
die Astrozyten die Mehrheit der Neurogliazellen im ZNS. Mangels des
Nachweises einer elektrischen Erregbarkeit hielt sich die Sichtweise der
Astrozyten als passive und lediglich ernahrende Zellen hartnackig bis in die
90iger Jahre des letzten Jahrhunderts (Steinhauser et al., 1992). Innerhalb der
letzten 25 Jahre wurde diese Ansicht einem grundlegenden Wandel
unterzogen. Das breite Spektrum astrozytarer Funktionen mit Aufrechterhaltung
der neuronalen Versorgung uber Aufnahme und Abgabe von Metaboliten, der
Kontrolle des Iokalen Blutflusses (Wang und Bordey, 2008) und der
Einflussnahme im Bereich von Synapsen auf die neuronale Reizleitung durch
wellenartige Anstiege zytosolischen Calciums und somit modulierender Wirkung
auf die Erregungsausbreitung (Parpura et al., 1994) trug zunehmend zur
Aufhebung der Ansicht bei, Astrozyten seien lediglich die ,Ammenzellen® der
Neurone. Eine der wichtigsten Erkenntnisse zur Rolle der Astrozyten ist ihre
Bedeutung fur die Neurogenese. Neuroepitheliale Zellen, die den astrozytaren
Marker GFAP (glial fibrillary acid protein) exprimierten und in neurogenen
Stammzellnischen lokalisiert waren, konnten nicht nur als astrozytare
Vorlauferzellen, sondern in ihrer Funktion auch als neuronale Stammzellen
identifiziert werden (Levison et al., 1993). Diese als Radialglia bezeichneten
Zellen haben ihren Ursprung in der ventrikularen (VZ) und subventrikularen
Zone (SVZ) des Gehirns und dienen mit ihren langen Fortsatzen jungen
Neuronen als radiare Leitstruktur bei ihrer Wanderung zur Cortex-Oberflache
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wahrend der Gehirnentwicklung. Zusatzlich weisen sie die Fahigkeit auf, durch
asymetrische mitotische Teilung neuronale Progenitorzellen zu generieren, die
sich spater in Neurone umwandeln (Noctor et al., 2001; Campbell und Gotz,
2002). Es konnte in der Folge sogar gezeigt werden, dass die meisten Neurone
im Gehirn direkt oder indirekt von der Radialglia abstammen (Anthony et al.,
2004; Malatesta et al., 2003). Die Expression astrozytenspezifischer Marker wie
des Glutamat-Transporters GLAST, von GFAP, S100, oder von Vimentin
beginnt embryonal in der VZ parallel zur Neurogenese (Kriegstein und Gotz,
2003; Gotz 2003). In Mausen beginnt diese Expression zwischen E10 und E12.
Zu diesem Zeitpunkt weisen die meisten Vorlauferzellen im ZNS oben genannte
astrozytenspezifische Merkmale auf (Hartfuss et al., 2001; Noctor et al., 2002).
Neben einem Maximum der neuronalen Entwicklung am Tag E14 erreicht die
Astrozytogenese ihren Hohepunkt erst nach der Geburt um P2 (Wang und
Bordey, 2008). Da die Radialglia in verschiedenen Vorlaufer-Zelllinien aus
unterschiedlichen zentralen Gehirnregionen entstammt wund in ihrer
Differenzierung zusatzlich zeitversetzte Entwicklungsmuster aufweist, liegt im
ZNS eine enorme Vielfalt an Astrozyten unterschiedlicher Herkunft vor (Liu und
Rao, 2004). Wahrend beispielsweise die protoplasmatischen Astrozyten der
grauen Substanz aus embryonaler Radialglia des VZ entstammen, entspringen
die fibrillaren Astrozyten der weillen Substanz dem neonatalen SVZ. Der im
Vergleich zur neuronalen Differenzierung spatere Zeitpunkt der astrozytaren
Entwicklung hangt auch damit zusammen, dass diese Entwicklung erst nach
Erreichen der Neurone in der kortikalen Ebene eintritt. Neben ihrer Verbindung
zu jungen Neuronen treten die astrozytaren EndfulRe zusatzlich in Kontakt zu
bereits eingewachsenen Gefalien, wo sie mafigeblich an der Induktion der BHS
beteiligt sind. Der flieRende Prozess der Reifung und Polarisierung der
Astrozyten zwischen Neuropil und GefalRsystem geht einher mit zunehmender
Dichtigkeit der BHS (Risau und Wolburg, 1990; Engelhardt, 2003).

1.3. Das Wasserkanalprotein Aquaporin 4

Der maximal genutzte Volumenbedarf des adulten Gehirns mit seiner
gleichzeitig rigiden knochernen Begrenzung durch den Schadel stellt besondere
Anforderungen an die Kontrolle und Balance des Wasserhaushaltes zwischen
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intrazellularen, interstitiellen, vaskularen und ventrikularen Kompartimenten des
ZNS und ist Uber osmotische und hydrostatische Druckgradienten streng
reguliert (Amiry-Moghaddam und Ottersen, 2003; Nicchia et al., 2004). Bis zur
Entdeckung des Wasserkanalproteins Aquaporin 1 durch die voneinander
unabhangigen Forschergruppen um Gheorge Benga. 1986 und Peter Agre,
1988 waren jedoch die genauen Mechanismen eines transmembrandsen
Wassertransportes Uber Zellwande hinweg oder zwischen unterschiedlichen
Kompartimenten weitgehend unbekannt (Benga et al., 1986; Denker et al.,
1988). Inzwischen sind bei Saugern 13 verschiedene Typen der spater als
Aquaporine benannten Transmembanproteine bekannt mit unterschiedlicher
Organverteilung und unterschiedlichen Permeabilitaten fur Wasser (Tabelle
1.1.). Ausnahmen bilden die Aquaglyceroproteine AQP3, AQP7 und AQP9, die
neben Wasser noch fur Harnstoff und Glycerol permeabel sind. Die im Gehirn
vorherrschende Variante ist das Aquaporin 4 (AQP4), das im Bereich der
astrozytaren Endfussmembran in hoher Dichte lokalisiert ist und hier die
funktionale = Komponente des gliovaskularen Komplexes bezuglich
Wassertransport zwischen neuroglialem und vaskularem Kompartiment darstellt
(Nielsen et al., 1997; Solenov et al.,2003). AQP4 kommt in Form von
Heterotetrameren in zwei Isoformen vor, der AQP4-M1-Isoform und der AQP4-
M23-Isoform. Im Vergleich weist die AQP4-M23-Isoform gegenuber der am N-
Terminus um 22 Aminosauren langeren AQP4-M1-Isoform die hohere
Wasserdurchlaufrate auf (Jung et al., 1994; Silberstein et al., 2004). Die
Bedeutung von AQP4 fur die Homodostase des zentralnervosen
Wasserhaushaltes konnte beispielhaft durch Studien an AQP4-Knockout-
Mausen belegt werden. Diese zeigten im Vergleich mit Wildtyp-Mausen nach
kunstlich  induzierten ischamischen Hirninfarkten oder beigebrachter
Wasserintoxikation in der Folge deutlich weniger Hirnddeme (Manley et al.,
2000). Untermauert werden konnte diese Beobachtung durch weitere Studien
an Knockout-Mausen, bei denen die Gene der Adapterproteine a-Syntrophin
und Dystrophin deaktiviert wurden. Beide Proteine sind Bestandteile eines
Gerustkomplexes, der das astrozytare Cytoskelett im Bereich der

Endfulfmembran mit der Extrazellularmatrix der Basallamina verbindet. Die
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Interaktion und Verankerung von AQP4 mit diesem Komplex funktioniert Uber
eine PDZ (PSD 99/DIg/Z0O-1)-Domane in Verbindung mit a-Syntrophin und
daruber indirekt mit Dystrophin (DP-71) und stellt somit eine der Grundlagen fur
das polarisierte Auftreten von AQP4 im Bereich der astrozytaren
Endfulmembran dar (Neely et al., 2001; Amiry-Moghaddam et al., 2003). Die a-
Syntrophin- und die Dystrophin-Knockout-Maus zeigen, wie die AQP4-
Knockout-Maus, ein verzogert eintretendes Hirnddem nach kunstlich
induziertem Hirnschaden im Vergleich zum jeweiligen Wildtyp, aber auch eine
ausgepragte Anderung der Verteilung von AQP4, welches nicht mehr nur an
der Endfulimembran, sondern auch an parenchymalen Membranen lokalisiert
ist (Vajda et al., 2002; Amiry-Moghaddam et al., 2003). Aus morphologischer
Sicht zeigten die Untersuchungen an AQP4- und Dystrophin-Knockout-Mausen
eine Formveranderung der astrozytaren Endfussmembranen mit deutlicher
Schwellung und intrazellularen Ablagerungen und in der Konsequenz somit
zusatzliche Funktionseinbullen bezuglich des Wassertransportes Uber die
Membran (Frigeri et al., 2001; Nico et al.,2003). Ein weiterer Erklarungsansatz
fur die normalerweise hohe Dichte von AQP4-Molekulen an der
Endfussmembran liefert der ebenfalls in diesem Bereich lokalisierte
transmembrandse Fluss von Kaliumionen, in den im besonderen Malie der
Kalium-Kanal Kir4.1 eingebunden ist (Takumi et al., 2001). Eine der wichtigsten
Funktionen der Astrozyten ist die raumliche Kaliumpufferung (,spatial buffering®)
des extrazelluaren Raumes und die damit verbundene Kaliumaufnahme in die
Gliazelle im Bereich hoher synaptischer Aktivitat. Diese Kaliumaufnahme ist mit
einer Depolarisierung der Gliazelle verbunden. Wieder abgegeben wird das
Kalium dort, wo die Gliazelle nicht depolarisiert wurde, d.h. am perivaskularen
oder superfiziellen Endful® (Horio, 2001). Da das Phanomen eines
gliavermittelten Kaliumabflusses zuerst an der Retina des Auges beschrieben
wurde, konnte auch an dem dort vorkommenden Haupttyp der Gliazellen, den
Muller-Zellen, die Korrelation zwischen einer Kir4.1 abhangigen K'-Clearance
und einem von AQP4 vermittelten Wassertransport hergestellt werden
(Nagelhus et al., 1999). Unterstutzt werden konnte diese Annahme durch
Untersuchungen mit AQP4-defizienten Mausen, bei denen sich als Folge des
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unzureichend drainierten Kaliums eine leichte Einschrankung der retinalen
Funktion bei fehlendem AQP4 in den Muller-Zellen zeigte (Li et al., 2002). Trotz
einer hohen Dichte an Kir4.1-Kanalen in Astrozyten Uberwiegt die Dichte des
AQP4 jedoch deutlich. Erklart werden kann dies mit der notwendigen
Aufrechterhaltung eines osmotischen Gradienten uber die astrozytare
Endfussmembran hinweg, fur den bei einem passiv transportiertem Kaliumion
im Gegenzug mindestens 350 Wassermolekule transportiert werden mussen
(Rash, 2010). Eine verminderte K*-Clearance der a-Syntrophin-Knockout-Maus
kann durch die Verbindung der a1-Syntrophin-Untereinheit des Syntrophins
nicht nur mit AQP4, sondern auch mit Kir4.1 erklart werden (Neely et al., 2001,
Connors et al., 2004). Als Bestandteile des Dystrophin-Dystroglycan-Komplexes
konnten die Expression sowohl von AQP4 als auch von Kir4.1 in kultivierten
Astrozyten durch Laminin induziert werden (Guadagno und Moukhles, 2004).
Jedoch zeigte sich in der AQP4-Knockout-Maus an Madaller-Zellen keine
Einschrankung der Expression und Funktion von Kir4.1, was zu erwarten
gewesen ware, wenn die Kolokalisation beider Molekule von funktioneller
Bedeutung gewesen ware. So wurde das Ergebnis als Zeichen funktionaler
Unabhangigkeit der beiden Kanale gewertet (Ruiz-Ederra et al., 2007). Da ein
Ausschalten von AQP4 durch siRNA jedoch auch eine Einschrankung der
Regulierung Volumen-kontrollierter Anionen-Kanale hervorruft (Benfenati et al.,
2007), belegt dies ebenfalls eindricklich die zentrale Bedeutung von AQP4 fur
einen effizienten Wassertransport zwischen den Kompartimenten und somit fur

die Aufrechterhaltung einer intakten Homostase im ZNS.

15



Aquaporin Permeabilitat Organverteilung Zellulare
Lokalisation
AQPO Wasser (niedrig) Linse des Auges Plasmamembran
AQP1 Wasser (hoch) Erythrozyten, Niere, | Plasmamembran
Lunge,
GefalRendothel,
Gehirn, Auge
AQP2 Wasser (hoch) Niere im Vas Apikale
deferens Plasmamembran,
intazellulare Vesikel
AQP3 Wasser (hoch), Niere, Haut, Lunge, | Basolaterale
Glycerol (hoch), Auge, Kolon Plasmamembran
Harnstoff (moderat)
AQP4 Wasser (hoch) Gehirn, Muskel, Basolaterale
Niere, Lunge, Plasmamembran
Magen, Dinndarm
AQP5 Wasser (hoch) Speicheldrisen, Apikale
Tréanendrise, Plasmamembran
Schweil’driisen,
Lunge, Hornhaut des
Auges
AQP6 Wasser (niedrig), Niere Intrazellulare
Anionen (NO® > CI Vesikel
)
AQP7 Wasser (hoch), Fettgewebe, Niere, Plasmamembran
Glycerol (hoch), Hoden
Harnstoff (hoch),
Arsenite
AQP8* Wasser (hoch) Hoden, Niere, Leber, | Intrazellulare
Bauchspeicheldrise, | Vesikel,
Duanndarm, Kolon Plasmamembran
AQP9 Wasser (niedrig), Leber, Leukozyten, Plasmembran
Glycerol (hoch), Gehirn, Hoden
Harnstoff (hoch),
Arsenite
AQP10 Wasser (niedrig), Danndarm Intrazellulare
Glycerol (hoch), Vesikel
Harnstoff (hoch)
AQP11 Wasser (unklar) Niere, Leber, Hoden, | Intrazellulare
Gehirn Vesikel,
Plasmamembran
AQP12 Substrat noch Azinuszellen der Intrazellulare
unklar Bauchspeicheldrise | Vesikel
Tabelle 1.1.: Formen von Aquaporinen bei Saugern, ihre charakteristische

Permeabilitat und Vorkommen in Organen und Zellen. * AQPS8 ist eventuell zusatzlich
fur Harnstoff permeabel. Modifiziert nach King und Agre, 2004; Ohta et al., 2009;
Takahashi et al., 2014
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1.4 Das Auftreten von AQP4 in Form Orthogonaler

Partikelkomplexe

Neben einer Darstellung mittels Immunfluoreszenz oder ultrastrukturell mittels
Goldmarkierung lassen sich AQPO und AQP4 als einzige der 13
Wasserkanalproteine noch in Form der sogenannten orthogonalen
Partikelkomplexe (OPKs) in der Gefrierbruchtechnik darstellen. Diese Technik
wurde in den Sechziger Jahren entwickelt und trug entscheidend zur
Etablierung und zur Akzeptanz des Flussig-Mosaik-Modells biologischer
Membranen bei. Durch schnelles Gefrieren organischen Gewebes und
Auseinanderbrechen wird die Lipiddoppelschicht in ihrer inneren Ebene
gespalten. Die daraufhin vorliegenden zwei Oberflachen reprasentieren somit
einerseits die der Zelle zugewandte protoplasmatische Seite (P-Face) und
andererseits eine dem Extrazelluldrraum zugewandte Seite (E-Face). Die
Struktur der OPKs ist in der P-Face lokalisiert und hinterlasst in der E-Face

Abdrtcke, die auch Pits genannt werden (siehe Abb. 1.1).

:*\ ’ : A :

{J

Ab.1 .1: Gefrierbruchreplikas: inks P-Face, Rechts -Face

OPKs wurden zuerst in der Leber beschrieben (Kreutziger, 1968), dann
irrtmlich als neue Art von Gap Junctions fehlinterpretiert (Staehelin, 1972) und
schlieBlich als eigenstandige Struktur charakterisiert (Rash et al., 1974). OPKs

konnten im Rahmen zahlreicher Studien in verschiedensten Geweben und
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Organen nachgewiesen werden, so beispielsweise im Muskel sowie den
Epithelzellen von Niere, Magen, Dunndarm, und vor allem im ZNS. Hier fanden
sie sich Uberwiegend an Gliazellen wie Astrozyten, Mullerzellen in der Retina,
Ependymzellen und Tanzyten. Erstbeschrieben wurden OPKs an Astrozyten
durch Dermietzel (1973, 1974) und Landis und Reese (1974) Der Beweis, dass
OPKs das morphologische Aquivalent des AQP4-Proteins darstellt, wurde
jedoch erst 24 Jahre spater durch Versuche an AQP4-Knockout-Mausen
erbracht. Diese wiesen an der Oberflache ihrer astrozytaren EndfuRmembranen
keine OPKs auf (Verbavatz et al., 1997). Diese Erkenntnis wurde durch weitere
Studien belegt. So traten OPKs auch nach Transfektion von AQP4 in
Ovarzellen (CHO) von Hamstern auf (Yang et al, 1996) und mittels
Immunogold-Markierungen konnte AQP4 schliel3lich eindeutig als Bestandteil
der Partikelkomplexe definiert werden (Rash et al., 1998). Die Beschrankung
der Komplexe auf gliale Membranen und die Korrelation der Verteilung der
AQP4-Expression mit der Verteilung der OPKs in Mullerzellen konnte ebenfalls
anhand Markierungen mit Immunogold gezeigt werden (Nielsen et al., 1997).
Ohne Einbeziehungen der Isoformen AQP4-M1 und AQP4-M23 erscheint
AQP4 auf molekularer Ebene in Form eines Tetramers. Jedes seiner vier
Monomere entspricht einem singularen Wasserkanal. Die kleinste Einheit eines
OPKs misst 7x7nm und entspricht einem  Tetramer. Durch
elektronenkristallografische Untersuchungen konnten die Isoformen und ihre
Auswirkungen auf die Permeabilitat des Proteins fur Wasser ermittelt werden
(Hiroaki et al., 2006; Tani et al., 2009). Denn neben ihren unterschiedlichen
Wassertransportkapazitaten zeigen die Isoformen AQP4-M1 und AQP-M23
auch verschiedene morphologische Erscheinungsformen als OPKs. CHO-K1-
Zellen, die mit AQP4-M1 transfiziert wurden, zeigten im Gefrierbruch keine oder
nur sehr kleine Partikelkomplexe, wohingegen eine Transfektion mit AQP4-M23
die Ausbildung grof¥flachiger OPKs zur Folge hatte. Wurden beide Isoformen
transfiziert, zeigten die OPKs eine Morphologie, wie sie auch an Astrozyten in
vivo beobachtet werden kann (Furman et al., 2003). Inwieweit die
unterschiedliche Lange der Aminosauren am N-Terminus beider Isoformen mit

den GrofRenunterschieden der OPKs korreliert, ist noch nicht hinreichend
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geklart. Da jedoch das Verhaltnis beider Varianten zueinander die Morphologie
und GrofRe der OPKs zu beeinflussen scheint wurde angenommen, dass auch
beide Formen in den Partikelkomplexen vorliegen mussen (Nicchia et al.,
2010). Ein weiterer interessanter Aspekt bezuglich der Form und des Auftretens
von OPKs wird durch die Kontaktaufnahme astrozytarer Endfuimembranen mit
der Basallamina bestimmt. Wo immer dieser Kontakt abbricht, kommt es zu
einem dramatischen Abfall der Partikeldichte auf Werte auf unter 20/um?
(Anders und Brightman, 1979; Gotow und Hashimoto, 1988; Rohlmann et al.,
1992). Untertitzt werden konnte diese Beobachtung durch die komplett
unterschiedliche Morphologie von Astrozyten in vivo und in vitro. Astrozyten in
Kultur zeigen eine komplette Aufhebung des polarisierten Auftretens der OPKs
an EndfuBmembranen mit diffuser Verteilung von Partikeln Uber die gesamte
astrozytare Zelloberflache (Landis und Weinstein, 1983). In weiteren Studien an
kultivierten Astrozyten konnte gezeigt werden, dass die hierbei fehlende
Basallamina eine zentrale Rolle fUr das polarisierte Auftreten von OPKs
darstellt. Die Extrallulare Matrix, in die die Basallamina eingebettet ist, besteht
aus zahlreichen Komponenten. Die Basallamina im speziellen besteht vor allem
aus Kollagen vom Typ [V, Laminin, Fibronectin und verschiedensten
Proteoglykanen (Del Zoppo et al, 2006). Eine Optimierung der
Kultivierungsbedingungen durch Ko-Kultivierung mit Bestandteilen der
Extrazellularen Matrix wie Fibroblasten-Wachstumsfaktor (Wolburg et al., 1986),
Laminin (Neuhaus, 1990) oder Agrin (Fallier-Becker et al.,2007; Noell et al.,
2007) hatte vor allem einen Einfluss auf die Dichte, nicht jedoch auf die
Polaritat der OPKs. Gerade dem Heparansulfat-Proteoglykan Agrin kommt
jedoch eine besondere Bedeutung in der Ausbildung der OPKs zu. Ursprunglich
als wesentlicher Bestandteil fur das Clustering von Acetylcholin-Rezeptoren im
Bereich der motorischen Endplatte entdeckt (Bezakova und Ruegg, 2003;
McMahan, 1990) konnte Agrin im ZNS mit der Aufrechterhaltung der BHS in
Verbindung gebracht werden (Barber und Lieth, 1997; Berzin et al., 2000; Smith
und Hilgenberg, 2002). Im Vergleich mit dem Wildtyp zeigten Agrin-Knockout-
Mause einen drastischen Verlust an OPKs, ohne dass sich dieser Verlust
jedoch in der Immunoreaktivitat fur AQP4 bemerkbar machte. Diese zeigte in
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beiden Fallen keine Unterschiede (Noell et al., 2009). Agrin kommt somit eine
wichtige Rolle fur die Ausbildung von OPKs zu, wahrend die blo3e Prasenz von
AQP4 wohl nicht ausreicht, ein Clustering des Proteins im Gefrierbruch
hervorzurufen. Paradoxerweise brachten aber gerade die Arbeiten von Furman
(2003) und Silberstein (2004) OPKs durch Transfektion von AQP4 hervor, ohne
Anwesenheit von Agrin. Agrin bindet aber auch an die a-Dystroglycan-
Untereinheit des Dystrohin/Dystroglykan-Komplexes der uber Syntrophin somit
auch mit AQP4 verbunden ist (Gee et al., 1994; Neely et al., 2001). Ein Verlust
der Polaritat von OPKs konnte ferner auch unter pathologischen Bedingungen
an reaktiven Astrozyten, in glialen Narben (Anders und Brightman, 1979), in
Glioblastomen (Hatton und Sang, 1990; Neuhaus et al., 1990) und im Rahmen
entzundlicher Prozesse beobachtet werden (Wolburg-Buchholz et al., 2009).
Eine Zusammenfassung der Daten uber OPKs bzw. AQP4 findet sich bei
Wolburg et al. (2011).

1.5 Fragestellung

Ein zentrales Thema der Arbeitsgruppe von Wolburg und Mitarbeitern stellt die
Erforschung der BHS und der sie beeinflussenden Komponenten dar. Vor allem
das Wasserkanalprotein AQP4 und seine Erscheinungsform als orthogonale
Partikelkomplexe in der Gefrierbruchtechnik pragten die Forschungsarbeiten
der Gruppe seit der Entdeckung, dass es sich bei AQP4 um das molekulare
Aquivalent der OPK-Struktur handelt. Da in Gefrierbriichen von Maus-
Astrozyten zu perinatalen und postnatalen Zeitpunkten immer wieder eine
beeindruckend hohe Dichte an OPKs beobachtet wurde, stellte sich
zunehmend die Frage nach dem genauen Startpunkt der Expression von AQP4
und eben auch des ersten Auftretens ihrere Erscheinungsform als OPKs. Diese
Fragestellung ergab sich vor allem unter dem Aspekt, der Beziehung zwischen
der Reifung der Endfuldstruktur und der Qualitat der BHS. Trotz unzahliger
Arbeiten zu AQP4 und den OPKs und ihrer Rolle und ihrem Verhalten unter in
vivo-, in vitro- und unter pathologischen Bedingungen, findet sich in der
Literatur bisher keine Arbeit, die sich mit der parallelen Entwicklung von Molekl
und Struktur im Rahmen der Gehirnentwicklung der Maus befasst hat.
Nachdem anti-AQP4 gefarbte Testschnitte von Hirngewebe aus
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unterschiedlichen  Cortex-Regionen unterschiedliche Intensitaten der
Anfarbbarkeit gezeigt hatten, entschieden wir uns, im Sinne einer besseren
Vergleichbarkeit durch eine coronare Schnittfihrung, moglichst das gesamte
Gehirn in der Frontalebene abzubilden. Bezlglich des Gefrierbruches stellte
sich die Problematik der geringen Wahrscheinlichkeit dar, in den Replikas
uberhaupt die tiefer gelegenen perivaskulare Endfusse antreffen zu konnen, da
diese im Verhaltnis zum umgebenden Neuropil in der
elektronenmikroskopischen Darstellung einen verschwindend geringen Anteil
ausmachen. Ferner hatte die beobachtete Menge angetroffener Membranen
und der darauf exprimierten OPKs fur einen quantitative Analyse wohl nicht
ausgereicht. Um trotzdem eine Beziehung zwischen Endful3struktur und
molekularer Ausstattung mit AQP4-Proteinen definieren zu kdnnen, wurde der
Unterschied zwischen perivaskularem und superfiziellem Endfuld hinsichtlich
ihrer physiologischen Funktion vernachlassigt und wurden ausschlielich
superfizielle Endfulstrukturen berucksichtigt. Durch die vergleichsweise
leichtere Praparation der an der Gehirnoberflache lokalisierten superfiziellen
EndfuBmembranen konnte so eine deutlich hdhere Zahl an Membranen und

OPKs beobachtet und ausgezahlt werden.

2. Material & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Material und Puffer fiir die Gefrierbruchexperimente

Ampuwa Fa. Fresenius, Bad Homburg v.d.H
1,2-Dichloathan Fa. Merck Darmstadt

Glutaraldehyd 2,5% Fa. Merck Darmstadt

Glycerol 30% Fa. Merck Darmstadt

HCL 0,1 N Fa. Merck Darmstadt

Kupfernetzchen Fa. Stork Veko, Eerbeck, Niederlande
Na-Cacodylat Fa. Merck Darmstadt
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Natriumhypochlorit 12%

Fa. Merck Darmstadt

2.1.2 Material und Puffer fur die Imnmunzytzochemie

Ampuwa

Fa.Fresenius, Bad Homburg v.d.H.

CaC|2

Fa. Merck Darmstadt

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Fa . Fluka Biochemika

D-Glucose Monohydrat

Fa. Fluka Biochemika

HCL 1N Fa. Merck, Darmstadt
Hepes Fa. Serva, Heidelberg
KCL Fa. Merck, Darmstadt
MgClzx6H20 Fa. Merck, Darmstadt
Mowiol Calbiochem, Fa. Merck, Darmstadt
NaOH 1N Fa. Merck, Darmstadt
NaCl Fa. Merck, Darmstadt

NSG (Normal Serum Goat)

Fa. Dako Hamburg

Paraformaldehyd (PFA)

Fa. Merck, Darmstadt

PBS™* Fa. Lonza, Verviers, Belgien
Phenolrot Fa. Merck, Darmstadt
Triton-X- 100 Fa. Serva, Heidelberg

Paraformaldehydfixierlsg. 4%, 500ml|

440ml Ampuwa
20g Paraformaldehyd

10 Tropfen 1N NaOH erhitzen und
uber Nacht auf 4°C abkuhlen lassen

50ml HMSS Puffer
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5ml 100 mM CaClz

5ml MgCl2z Stocklosung
10 Tropfen 1N HCL

Lagern bei 4°C

MgCl,-Stocklésung

2,03g 100mM MgClx6H,0
100ml Ampuwa

Lagern bei 4°C

HMSS-Puffer 100ml

(Hanks modified salt solution)

8g HCL

0,4g KCL

1g Glucose

0,016g Phenolrot

23,83g Hepes-Puffer Pulver

Lagern bei 4°C

Praparationspuffer, 500mi

500ml 0,9% sterile NaCl-Lsg.
1,19g Hepes-Puffer Pulver
1,12g Glucose

0,59 BSA

Lagern bei 4°C

Stammlosung fur Erst-und

Zweitantikorper

100pl DMSO
25ul Triton-X-100
8,75ml PBS™

Lagern bei 4°C




2.1.3 Antikorper fur die Inmunzytochemie

Erstantikorper: Anti-AQP4 (rabbit Santa Cruz Biotechnology, Inc.
polyklonal), 1:100

Erstantikorper: Anti-ZO 1 (mouse Fa. Zymed, Darmstadt
monoklonal)1:100

Erstantikorper: Anti-GFAP (rabbit, Fa. Dako, Hamburg
polyklonal) 1:500

Erstantikorper: Anti-GFAP in Fa. Millipore, Schwalbach

Kombination mit Anti-AQP4 (mouse,
monoklonal) 1:400

Erstantikorper: Anti-beta-Dystroglycan | Fa. Novocastra, Newcastle, England

(mouse monoklonal) 1:100

Zweitantikorper: Cy3 markierter Fa. Dianova, Hamburg
Antikorper (goat anti rabbit), 1:200
Zweitantikorper: Cy2 markierter Fa. Dianova, Hamburg

Antikorper (goat anti rabbit), 1:200

2.2. Methoden

2.2.1 Praparation und Gewinnung von Gehirngewebe

Fir diese Arbeit wurden Mause vom NMRI-Wildtyp (Herkunft: Organismische
Biologie, AG Entwicklungsbiologie, Universitat Salzburg, Prof. Dr. Hans
Christian Bauer) verwendet, da trachtige Weibchen dieses Mausstammes nach
erfolgreicher Befruchtung einen sogenannten Vaginal-Plug ausbilden, der
Doppelbefruchtungen verhindert und dessen Auftreten als Startpunkt der
Tragzeit angesehen wird. Die Tragzeit bei Mausen vom NMRI-Wildtyp betragt
18 Tage. Ferner wurden mit diesem Mausstamm bereits mehrere Studien zur
Entwicklung der Bluthirnschranke im durchgefuhrt (Bauer et. al., 1995). Im
Rahmen dieser Arbeit wurden pranatale Stadien (E) der Zeitpunkte E16, E17,
E18 und postnatale Stadien (P) der Tage P1, P2 und P3 verwendet. Pro

Stadium wurden mindestens sechs Mause bendtigt. Alle getroffenen
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MaRnahmen fanden in Ubereinstimmung mit den &sterreichischen Leitlinien fir
Tierhaltung statt, die entsprechend der Europaischen Tierschutzverordnung
ausgerichtet sind. Zur Praparation pranataler Mause wurde die Mutter gezielt
per Genickbruch getotet und die abdominelle Bauchwand mit einem medianen
bis zum Thorax reichenden Langsschnitt eroffnet. Der Uterus wurde
aufgesucht, kranial und kaudal abgesetzt, enthommen und in eine Schale mit
Praparationspuffer auf Eis gelagert. Die durch Hypothermie anasthesierten
Embryonen wurden aus ihrer jeweiligen Fruchtblase prapariert und durch
Dekapitation getotet. Postnatale Mause wurden ebenfalls durch Hypothermie
auf Eis anasthesiert und anschlie3end dekapitiert. Zur Entnahme des Gehirns
wurde allen Mausen erst die Kopfhaut entfernt und dann die Kalotte in sagittaler
Richtung eroffnet. Unter groRtmaoglicher Wahrung der meningealen Oberflache
wurden die basal liegenden Hirnnerven durchtrennt und das Gehirn Richtung
dorsal angehoben. Im Bereich des unteren Hirnstamms wurde das Gehirn vom

Rickenmark durchtrennt und entnommen.

2.2.2 Gefrierbruchexperimente

Die praparierten Gehirne (pro Stadium mindestens drei Gehirne) wurden zwei
Stunden bei Raumtemperatur in 2,5% Glutaraldehyd in Cacodylatpuffer fixiert
und anschlieBend in 0,1M Cacodylatpuffer bei 4°C gelagert. Die
morphologische Darstellung der dreidimensionalen Strukturen des AQP4-
Proteins in Form von OPKs, erfolgte im Rahmen dieser Arbeit an superfiziellen
Endfu3strukturen  von  Astrozyten der Gehirnoberflache. Um eine
Vergleichbarkeit der Morphologie verschiedener Entwicklungsstadien zu
gewahrleisten, wurde, um den Ort der Gewebeentnahme einheitlich zu
gestalten, der Plexus choroideus des dritten Ventrikels als Fixstruktur far alle
Gehirne gewanhlt. Auf Hohe der Commisura anterior wurden mittels in Vibration
versetzter Rasierklingen tangentiale Flachschnitte der ventralen, lateralen und
dorsalen Gehirnoberflache entnommen. Zum Gefrierschutz wurde das Gewebe
vor dem Brechen fur 30 Minuten in 30% Glycerol inkubiert. Zwischen zwei
Goldplattchen (Durchmesser 3mm) fixiert wurden die Schnitte im nachsten
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Arbeitsschritt in festem Stickstoff (-210°C) schockgefroren, um einen
schnellstmoglichen Warme-Kalte-Austausch zu gewahrleisten. Dann erfolgte
die Einschleusung in die Balzers Gefrierbruch Apparatur (BAF 400D; Balzers
Liechtenstein). Bei -150° und 5 x10° mbar erfolgte der Bruch durch
Auseinanderklappen der Goldplattchen. Das so auseinander gebrochene
Gewebe wurde aus einem Winkel von 45° zuerst mit Platin (2nm Schichtdicke)
und dann aus einem Winkel von 90° mit Kohle (20nm Schichtdicke) bedampft.
Die so entstandenen Replikas wurden anschlieBend mit 12%igem
Natriumhypochlorit von organischen Bestandteilen gereinigt und in
mehrmaligen Waschschritten in Aqua dest. gespult. Danach wurden die
Replikas auf Pioloform beschichtete Kupfernetzchen aufgezogen. Die
Auswertung erfolgte am Zeiss EM 10 Elektronenmikroskop (Carl Zeiss,
Oberkochen). Die Auszahlung und Bestimmung der Dichte an OPKs pro 100
um? erfolgte bei einer VergroRerung von 40 000:1. Fur die grafische Darstellung
dieser Ergebnisse mittels eines Streudiagramms wurde als Software GraphPad
Prism® verwendet. Um einen signifikanten Unterschied in der OPK-Dichte zu
den unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten und zwischen den drei
untersuchten Hirnarealen statistisch nachzuweisen, erfolgte abschlie3end ein
Mann-Whitney-Test.

2.2.3. Immunzytochemie

Die praparierten Gehirne (pro Stadium mindestens drei Gehirne) wurden in 4%
Paraformaldehyd fixiert und bei 4°C gelagert. Nach Paraffineinbettung der
Gehirne wurden in coronarer SchnittfUhrung auf Hohe des Plexus choroideus
des dritten Ventrikels Leerschnitte auf angefertigt. Zum Nachweis von AQP4
wurde ein polyklonaler Antikorper verwendet (rabbit, polyclonal 1:100). Fur den
alleinigen Nachweis von GFAP wurde ein polyklonaler Antikdrper benutzt
(rabbit, polyclonal 1:500). Fur GFAP in Kombination mit AQP4 kam ein
monoklonaler Antikorper zur Anwendung (mouse monoclonal 1:400). ZO-1
(mouse monoclonal 1:100) und beta-Dystroglycan (rabbit monoclonal 1:100)

wurden jeweils mit einem monoklonalen Antikorper nachgewiesen. Als
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Zweitantikorper zur Darstellung mittels Immunfluoreszenz dienten ein Cy 2 und
Cy3 markierter Antikorper (goat anti rabbit 1:200). Quellennachweis siehe
Tabelle 2.1.2. Zur Kontrolle zwecks unspezifischer Anfarbbarkeit wurde pro
Stadium ein Praparat nur mit dem Zweitantikdrper inkubiert. Unspezifische
Bindungen wurden mit 4%igem NSG und 1% BSA in PBS" (Stammldsung)
verdunnt. Nach Entparaffinieren der Leerschnitte wurden die Objekttrager fur
mindestens 24 Stunden mit der Erstantikorperlosung bei 4°C inkubiert. Im
Anschluss wurden die Praparate dreimal fir je 10 Min. mit PBS" gesplilt.
Danach erfolgte bei RT und unter Lichtabschluf3 fir 60 Min. die Inkubation mit
dem Zweitantikorper (1:200 verdunnt in Stammlosung). Nach drei weiteren
Waschschritten fur je 10 Min. mit PBS wurden die Objekttrager anschlieRend
mit Mowiol eingedeckt. Mit dem HeNE-Laser (Excitation bei 488, 543 und
633nm) wurde mit dem konfokalen Lasermikroskop (Zeiss LSM 510 META,

Oberkochen, Deutschland) die Fluoreszenz dargestellt.
3. Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden im August 2014 im International Journal of
Developing Neuroscience in Form eines Artikels unter folgendem Titel
veroffentlicht :

Onset of aquaporin-4 expression in the developing mouse brain.
Fallier-Becker P, Vollmer JP, Bauer HC, Noell S, Wolburg H, Mack AF
Int J Dev Neurosci. 36:81-89, 2014

Im Rahmen dieser Arbeit wurde an pra- und postnatalen Stadien der NMRI-
Wildtypmaus die Entwicklung der Blut-Hirn-Schranke untersucht. Schwerpunkt
der Untersuchung war das Wasserkanalprotein AQP4 und sein zeitliches und
quantitatives  Auftreten in  Form orthogonaler Partikelkomplexe im
Gefrierbruchexperiment und in  Form einer Fluoreszenz in der
Immunzytochemie. Caudal der Comissura anterior auf HOhe des dritten
Ventrikels wurden ventrale, laterale und dorsale Vorderhirnareale der Stadien
E16, E17, E18, P1, P2 und P3 mit beiden Methoden direkt miteinander
verglichen (siehe Abbildung 3.1)
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Abb. 3.1: Methylenblau gefarbte Ubersichts-Schnitte der Gehirne der NMRI-Maus am
Tag E16 (links) und P3 (rechts). Die Kastchen markieren angenahert die in dieser
Arbeit untersuchten Cortexregionen.

3.1. Gefrierbruchexperimente

3.1.1 E16

Die fir dieses Stadium untersuchten Gehirnregionen weisen nur im Bereich
ventral gelegener AstrozytenendfilRe sehr wenige einzeln stehende OPKs auf.
Auf 1 pm? finden sich durchschnittlich 2 P-Face-assoziierte Cluster. Laterale
und dorsale AstrozytenendfliRe zeigen in diesem Stadium keine OPKs. (siehe
Abb. 3.2-3.4)

3.1.2 E17

Auch in diesem Stadium finden sich lediglich in der ventralen Region wenige
einzelne, noch unférmige Cluster an Partikeln mit einer dem Stadium E16
vergleichbaren durchschnittlichen Dichte von 2/um?. Dorsale und ventrale
Membranen zeigten weiterhin keine OPKs.

(siehe Abb. 3.2-3.4)
3.1.3 E18

Im Vergleich zu E16 und E17 weisen ventrale AstrozytenendfiiRe im Stadium
E18 eine deutliche Zunahme der Dichte an OPKs mit durchschnittlich 8 E-Face-

assoziierten OPKs pro 1um? auf. Die Partikel liegen teilweise dicht beieinander,
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konfluieren jedoch nicht. In diesem Stadium treten auch zum ersten Mal im
Bereich lateraler Membranen einzeln stehende OPKs mit einer Dichte von 4
OPKs fiir E-Face- und 3 OPKs fiir P-Face-assoziierte Membranen pro 1um?
auf. Im Bereich dorsaler Membranen konnten weiterhin keine OPKs detektiert
werden (siehe Abb. 3.2-3.4).

3.1.4 P1

Ventral kommt es hier zur ersten Ausbildung von Verbanden an OPKs
sogenannten Lattices. Die ausgezahlten Partikel pro 1um? zeigen jedoch
gleichzeitig eine ausgepragte Streuung zwischen 1 - 66 OPKs pro 1pum?
(Durchschnittswert: 20 P-Face -assoziierte OPKs/pmz). Die OPK-Dichte im
Bereich lateraler Membranen ist hoher als im Bereich ventraler Membranen mit
einer durchschnittlichen Dichte von 46 OPKs pro 1um?. Hierbei ist zu beachten,
dass bei allen hergestellten Gefrierbrichen lateral insgesamt nur im Bereich
dreier Membranen OPKs detektiert werden konnten, wahrend im Bereich
ventraler Gefrierbruiche 25 Membranen gefunden und weit mehr OPKs
ausgezahlt wurden. Da die lateral gefundenen OPKs ebenfalls eine Tendenz
zur Ausbildung von Lattices zeigen, muss die Auszahlung in diesem Bereich
und zu diesem Zeitpunkt in Zweifel gezogen werden. Am ehesten konnte es
sich hierbei um einen Fehler in der Praparation gehandelt haben, bei dem die
tangentiale Schnittfuhrung zu weit ventral angesetzt wurde. Dorsale
AstrozytenendfuRe zeigen zum ersten Mal E-Face assoziierte OPK-pits mit
einer Dichte von 6/um? (siehe Abb. 3.2-3.4).

3.1.5P2

Auch zu diesem Zeitpunkt lieBen sich ventral insgesamt nur drei Membranen
mit OPKs auszahlen. Diese weisen mit 28 P- und E-Face-assoziierten
OPKs/um?im Vergleich zum Stadium P1 jedoch weiterhin eine Zunahme der
Partikeldichte der astrozytaren Oberflachen auf. Zu diesem Zeitpunkt weist die
ausgezahlte Verteilung, sowie die Morphologie der ventralen und lateralen
Membranen kaum Unterschiede auf. Neben einer geringfugigen Zunahme der
Dichte erscheinen die dorsalen OPKs insgesamt etwas grol3flachiger als in P1
(siehe Abb. 3.2-3.4).
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3.1.6. P3

Gegenuber P1 hat sich die Dichte an ventralen OPKs verdoppelt mit bis zu 42
OPKs/100 pm? .Laterale und dorsale Membranen zeigen in der Streubreite
einen Annaherung der Dichte an Partikeln vor allem im Bereich P-Face-
assoziierter Astrozytenendfluf3e. Auch im Bereich dorsaler Membranen kommt
es inzwischen zur Ausbildung kleinerer Lattices. Insgesamt muss festgehalten
werden dass sich die Morphologie der OPKs zwischen den Zeitpunkten P2 und
P3, vor allem an ventralen Membranen kaum noch unterscheidet. Einen
Unterschied zeigt sich lediglich in der Dichte an OPKs (siehe Abb. 3.2-3.4).

3.1.7. Statistische Auswertung der Gefrierbruchexperimente

Die Ergebnisse der im Gefrierbruch ausgezahlten OPKs und ihrer Dichte auf
1um? wurden zusdtzlich in einem Streudiagramm dargestellt. Unter
Zuhilfenahme eines Mann-Whitney-Tests wurden die Unterschiede in der OPK-
Dichte zu den unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten auf Signifikanz hin
untersucht. Fur die ventralen und dorsalen Hirnregionen konnte ein signifikanter
Unterschied in der OPK-Dichte gemessen werden (p = 0,0011) (siehe Abb.
3.5). Tabelle 1.2. zeigt neben den Durchschnittswerten der OPK-Dichte in
Zahlenform weiterhin das Verhaltnis des Auftretens der Partikelkomplexe im
Bereich der E-Face und der P-Face (siehe Tabelle 3.1).
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Ventral Lateral Dorsal
E16 2/P X X
E17 2/P X X
E18 8/E 3/P>E X
P1 20/P 46* | P 6/E
P2 28/P>E 29/E 8/E
P3 42 | E 21/P 12/P>E

Tabelle 3.1.: Durchschnittlich ausgezahlte OPKs pro 1um?. Die mit * markierte
Auszahlung P1 / Lateral weist eventuell einen Praparationsfehler auf. Weiterhin zeigt
die Ubersicht die ersten Zeitpunkte zu denen OPKs im Gefrierbruch detektiert werden
konnten (x = zu diesem Zeitpunkt konnten keine OPKs gefunden) und deren jeweiliges
Auftreten im Bereich E-Face- oder P-Face-assoziierter Membranen (P = P-Face, E= E-
Face). Im Verhaltnis wurden haufiger P-Face-gebundene OPKs gefunden.
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plika
Entwicklungszeitpunkte zeigen teils E-Face-, teils P-Face assoziierte OPKs (Kreise).
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e ——a : s : - BEOG 23
-Maus. Die
der Stadien E16 und E17 weisen keine OPKs auf. (Kreise = OPKs; Pfeile = Endfuimemban)
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Abb. 3.3: Gefrierbruch-eplika der doran, ubpialen Rgion der NMRI-Maus. Die
Membranen der Stadien E16 - E18 weisen in dieser Region keine OPKs auf. (Kreise = OPKs).

34



OPK Dichte

ventral

lateral

. L

L ’s%do

104

dorsal

aw-

304
20
104

Ll sydo

35



Abb. 3.5: Streudiagramm (Software: GraphPad Prism®) zur Bestimmung der OPK-
Dichte zu den sechs untersuchten Entwicklungszeitpunkten und in Bezug auf die
jeweilige Hirnregion. Der Medianwert ist als Balken aufgetragen. Mithilfe des Mann-—
Whitney U-Test konnte eine signifikante Differenz (*) zwischen ventraler und dorsaler
OPK-Dichte zum Zeitpunkt P3 gemessen werden (p=0.0011). Zwischen dorsal und
lateral sowie lateral und ventral zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

3.2. Immunzytochemie

3.2.1. E16

Nur im Bereich ventraler Areale zeigt sich subpial an wenigen Zellfortsatzen
lokalisiert eine dinne bandférmige und diskontinuierliche Anfarbbarkeit fur den
AQP4-Antikorper. Tiefergelegene kortikale Areale bleiben negativ. (siehe Abb.
3.8-3.10). Im Rahmen der Vorbereitung auf diese Arbeit wurden bereits an je
einem Tier der Stadien E14 und E15 versucht Nachweise einer
Immunfluoreszenz fur AQP4 zu erbringen, welche jedoch negativ ausfielen.
Interessanterweise  farbten sich  Teile der mit angeschnittenen
Nasenschleimhaut deutlich AQP4-positiv (siehe Abb.3.6).

3.2.2 E17

Die Fluoreszenz der subpialen, ventralen Region zeigt sich im Vergleich zu E16
deutlich kontinuierlicher angefarbt. In der Tiefe des Telencephalons kommen
erste, sparlich AQP4-positive Zellfortsatze und Zellkorper vor. Lateral zeigt sich
punktuell im Bereich subpialer Membranen ein erstes Auftreten von
Fluoreszenz. Dorsal zeigt sich keine Anfarbbarkeit. Auch hier konnte jedoch in
einem cortexfernen, zentral gelegenen Anteil des Hippocampus eine deutlich
ausgepragtere Positivitat fur AQP4 detektiert werden (siehe Abb. 3.7 und siehe
Abb. 3.8-3.10)

3.2.3. E18

Im Vergleich zu E16 und E17 zeigen die ventralen telencephalen Areale in
diesem Stadium eine ausgepragte diffuse und netzartige Verdichtung der
AQP4-positiven Areale von bis zu 100pm Dicke. Diese Dichte nimmt von der
Oberflache zur Tiefe hin ab. Im Bereich des lateralen Cortex ist die
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Anfarbbarkeit nun eher bandformig und diskontinuierlich nur auf einzelne
Zellfortsatze beschrankt wahrend dorsal eine Fluoreszenz weiterhin nicht
eindeutig detektiert werden kann (siehe Abb. 3.8-3.10).

3.24 P1

In tiefergelegenen Cortexarealen zeigt sich in diesem Stadium zum ersten Mal
eine deutliche Anfarbung um Gefal3strukturen. Weiterhin verdichten sich die
subpialen Areale in Bezug auf ihre Fluoreszenz. Fur laterale und dorsale tiefe
Anteile zeigt sich weiterhin ein ausgepragtes radiares Muster der angefarbten
Zellfortsatze. Dorsal zeigt die Oberflache auch zum ersten Mal eine
kontinuierliche bandformige Anfarbbarkeit (siehe Abb. 3.8-3.10).

3.2.5 P2

Zunehmend kommt es zu einer Beschrankung der Fluoreszenz auf
perivaskulare und subpiale Areale in der ventralen und lateralen Region. Die
dorsale Region =zeigt sich weiterhin diskontinuierlich bezuglich ihrer
Anfarbbarkeit (siehe Abb. 3.6-3.8).

3.2.6 P3

Das Muster der Anfarbbarkeit ahnelt stark dem von P1 mit prominenter
bandformiger und kontinuierlicher Anfarbbarkeit der Oberflache und weiter
radiar imponierenden angefarbten Strukturen in der Tiefe des Gewebes mit
morpholgisch eindeutig als Astrozyten zu vermutenden Zellkdrpern und ihren
sternformig auslaufenden Fortsatzen. Weiterhin zugenommen und verdichtet
zeigt sich die Fluoreszenz deutlich im Bereich von Gefallen (siehe Abb. 3.8-
3.10). Der Verlauf der AQP4-Expression im Zeitraum der untersuchten
Entwicklungszeitpunkte wurde abschlieliend zur Ubersichtlicheren Darstellung
in einer Tabelle zusammen gefasst (siehe Tabelle 3.2)
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Ventral Lateral Dorsal
E16 + - -
E17 + + -
E18 + + +
P1 + + +
P2 + + +
P3 + + +

Tabelle 3.2: Zeitpunkte der ersten darstellbaren AQP4-Expression in der
Immunfluoreszenz (+ = positive Fluoreszenz, - = negative Fluoreszenz)
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mit DIC Optik

TRy Y NFYR

Nasenschleimhaut

Abb.3.6: Doppelfarbung fiir AQP4 (rot) und ZO1 (griin) im Bereich des Cortex und der
Nasenschleimhaut zum Zeitpunkt E15. Die im Schnitt in der Frontalebene ebenfalls
angefarbte Schleimhaut weist eine dem AQP4-negativen Cortex gegenuber starke
Expression des Wasserkanals auf.
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Abb. 3.7: Farbung fir AQP4 zum Zeitpunkt E17 im Bereich des Hippocampus. Bei nur
schwacher Anffarbbarkeit des ventralen und des lateralen Cortex zeigt sich die
Hippocampusregion mit einer kraftigen Expression von AQP4.

zu Abb. 3.8: Zum Zeitpunkt E16 (a) sind nur wenige Fortsatze in subpialer Lokalisation
AQP4-positiv. Ab E17 (b) zeigt sich eine deutliche Zunahme der Expression. Ab P1(c)
und P3(e) konzentriert sich die Anfarbbarkeit zunehmend subpial, sowie im Bereich
perivaskuldrer Endfisse (Pfeile). Anmerkung: Erythrozyten erscheinen durch eine
unspezifische Autofluoreszenz gelblich.

zu Abb.3.9: Die Anfarbbarkeit fir AQP4 beginnt hier erst zwischen E17(b) und E18(c).
Bei noch schwacher perivaskularer Positivitat (Pfeile, lang) des Antikdrpers zeigt sich
in P1(d) und P2(e) vor allem eine fur Radialglia typische Morphologie (Dreiecke).
Ferner zeigt sich in P3(f) erstmals in dieser Region die typische astrozytare
Morphologie von Sternzellen (Pfeile, kurz).

zu Abb. 3.10: Eine Fluoreszenz fir AQP4 tritt hier erstmals am Tag E18(c) und
konzentriert sich ab P1(d) an radiaren Fortsatzen (Dreiecke) mit Zunahme in P2(e) und
P3(f). In P3(f) zeigen sich wie in der lateralen Region (Abb.3.9) wieder sternartig
verzweigte Zellen (Pfeile, kurz).
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Abb. 3.8: Immunfluoreszenz fiir den AQP4-Antikérper in der ventralen subpialen Region der
NMRI-Maus in coronarer Schnittfiihrung. Erklarungen siehe S.41; Mal3stab: 20pm




Abb. 3.9: Immunfluoreszenz fir den AQP4-Antikérper in der lateralen supbialen Region der
NMRI-Maus in coronarer Schnittfiihrung, Erklarungen siehe S.41; Mal3stab: 20pm




€ &
Abb. 3.10: Immunfluoreszenz fir den AQP4-Antikérper in der dorsalen supbialen Region der
NMRI-Maus in coronarer Schnittfiihrung. Erklarungen siehe S.41; Mal3stab: 20pm




3.2.7 GFAP/AQP4-Doppelfarbung

Um sicher zu stellen, dass die AQP4-positiven Zellkorper und Zellfortsatze auch
wirklich astrozytaren Ursprungs sind, wurden zusatzlich Doppelfarbungen mit
dem Astrozyten-Marker GFAP zur Kontrolle angefertigt. Interessanterweise
zeigte sich die Fluoreszenz fur GFAP erst postnatal zum Tag P1 positiv. Hier
und deutlicher in P3 korrelierten die angefarbten radiaren Fasern und die
dazugehodrigen Zellkorper deutlich mit der AQP4-Farbung, was diese Zellen

somit als Astrozyten charakterisiert (siehe Abb. 3.9).

E18 GFAP merge

Abb. 3.10: Doppelfarbung fir GFAP (grin) und APQ4 (rot) des lateralen Cortex zu den
Entwicklungszeitpunkten E18 (a), P1 (b) und P3 (c). Die Doppelfarbung bestatigt dass
AQP4 exprimierende radiare Zellfortsatze und Zellkérper (Pfeile) auch positiv fur den
astrozytaren Marker GFAP sind, es sich bei den angefarbten Zellen somit eindeutig um
Astrozyten handelt. Bei Positivitat fur AQP4 zeigt sich eine gemeinsame Anfarbbarkeit
mit GFAP erst ab P1. Malistab: 20um
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3.2.8 Z01/beta-Dystroglycan-Doppelfarbung

Als ECM-Protein ubernimmt beta-Dystroglycan eine zentrale Rolle in der
Verankerung von AQP4 und der Ausbildung von OPKs uber der astrozytaren
EndfuBmembran. Somit beeinflusst es maligeblich die Polarisierung von
Molekul und Struktur in diesem Bereich. Daher wurden erganzend zu den
AQP4-Farbungen Doppelfarbungen von beta-Dystroglycan und dem Tight
Junction-Protein ZO1 durchgefuhrt. Diese konnte zu pranatalen Zeitpunkten
zeigen, dass beta-Dystroglycan noch vor einer AQP4-Expression bereits
perivaskular exprimiert wird und somit die Grundlage einer wasservermittelten
Homostase via AQP4 maldgeblich mit beeinflusst (siehe Abb. 3.10)

E 16-ventral

Abb. 3.11: Doppelfarbung fir ZO-1 (grin) und beta-Dystroglykan (rot) zu den
Entwicklungszeitpunkten E16 (a) und E18 (b) der lateralen Cortexregion. In diesem
Areal zeigt sich noch vor Auftreten einer signifikanten Positivitat fir AQP4 um Gefale
herum bereits eine Expression der ZO1-positiven Tight Junctions von EC, die parallel
auch von beta-Dystroglykan als ECM-Protein umschlossen werden. MaRstab = 20um
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4. Diskussion

An den untersuchten pra- und postnatalen Gehirnen der NMRI-Maus lief3 sich
in der Immunozytochemie wie auch im Gefrierbruchexperiment ein erstmaliges
Auftreten von AQP4 / OPKs fur den pranatalen Tag E16 datieren. Aul3erdem
konnte gezeigt werden, dass in beiden Methoden ein erstmaliges Auftreten im
Bereich der ventralen / praoptischen Hirnoberflache stattfand und sich diese
Expression von hier aus im weiteren Verlauf der Hirnentwicklung in ventro-
dorsaler Richtung graduell ausbreitete und zunehmend differenzierte. Die
gefundene Fluoreszenz fur AQP4, wie auch die detektierten OPKs zum Tag
E16 zeigten zu diesem Zeitpunkt natdrlich keine dem adulten Zustand
vergleichbare Morphologie. Diese fand sich in beiden Methoden erst postnatal
ab dem Tag P1. Die zarte Anfarbbarkeit in tiefer gelegenen Hirnarealen ab E18
sowie der fehlende Kontakt AQP4-positiver Zellfortsatze mit BlutgefalRen kann
einerseits als Merkmal einer sich entwickelnden Bluthirnschranke interpretiert
werden. Andererseits scheint diese frUhe, morphologisch unpolare Form einer
AQP4-Expression auch unabhangig von der Gefaldentwicklung abzulaufen, was
die voneinander getrennte Anfarbbarkeit fur AQP4 und das Tight-Junction-
Protein ZO-1 zeigt. Dies bestatigt die Annahme eines schrittweise verlaufenden
Entwicklungsprozesses der Blut-Hirn-Schranke (Engelhardt, 2003, Siegenthaler
et al., 2013) ausgehend von initial losen und undichten Tight Junctions
zwischen Endothelzellen (Obermaier et al., 2013) mit benachbarten radiaren
oder astrozytaren Zellfortsatzen. Aufgrund der radiaren Ausrichtung der
angefarbten Zellfortsatze gerade im Stadium E18 und P1 muf} auch davon
ausgegangen werden, dass es sich hierbei eher um Radialglia als um schon
vollstandig ausgereifte Astrozyten handelt. In Gehirnen von Knochenfischen
Uberwiegt jedoch genau dieses (gliale Verteilungsmuster mit radiar
ausgezogenen Gliafortsatzen (Kalman, 1998) und einer ebenfalls unpolaren
AQP4-Expression in der Immunfluoreszenz (Grupp et al., 2010; Mack und
Wolburg, 2012). Aufgrund der systematischen Stellung dieser Spezies in der
Evolution wird angenommen, dass es sich hierbei um das phylogenetisch
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ursprungliche und altere Verteilungsmuster handelt (Bundgaard und Abbott,
2008).

Bezlglich des zeitlichen Auftretens von AQP4 beziehungsweise OPKs in der
Entwicklung im Saugergehirn finden sich in der Literatur insgesamt nur wenige
Arbeiten. Nichtsdestotrotz war die Datierung des Auftretens sowie die
Beobachtung im zeitlichen Kontext haufig Thema durchgefuhrter Studien. Ohne
das Wissen um die Korrelation zwischen OPKs und AQP4, ja um die Existenz
von AQP4, beschrieben und quantifizierten schon Anders und Brightman 1979
das pra- und postnatale Auftreten von OPKs am sich entwickelnden Gehirn von
Ratten. Das erste Auftreten von OPKs wurde in dieser Arbeit zwischen dem
pranatalen Tag E19 und E20 datiert. Die gemessene Partikel-Dichte am Tag
E20 betrug 9/um?. Innerhalb der ersten zwei Lebenswochen verzehnfachte sich
dieser Wert auf 150-200/um? und betrug in der sechsten Lebenswoche 85% der
Partikeldichte adulter Gehirne (Anders und Brightman, 1979).

Die untersuchten Hirnareale in dieser Arbeit waren der basale und dorsale
Cortex sowie die Medulla. Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen zeigte der
Vergleich der perinatalen mit adulten Stadien sowie das Verteilungsmuster der
OPKs in beiden Arealen jedoch keinen signifikanten Unterschied. Ein
ventrodorsaler Gradient wurde ferner nicht beschrieben. Landis und Reese
konnten 1981 an postnatalen Mausen eine Zunahme der OPK-Dichte mit
Erreichen adulter Werte bis zum Tag P14 nachweisen. An Gliazellen der
Netzhaut, den Mullerzellen, konnte im Rahmen einer anderen Studie (Bolz und
Wolburg, 1992) ein interessanter Zusammenhang zwischen Auftreten von
OPKs und der funktionellen Ausreifung der Netzhaut aufgezeigt werden. Hier
wurden Nesthocker (Taube) und Nestflichter (Huhn) miteinander verglichen.
Bei Huhnern lieRen sich OPKs bereits vor dem Schlupf am Tag E18
nachweisen, einem Zeitpunkt, zu dem die Netzhaut histologisch bereits
vollstandig ausgereift ist und sich mittels Elektroretinogramm bereits elektrische
Potentiale ableiten lassen. Bei jungen Tauben zeigten sich OPKs erst deutlich
verzogert am funften Tag nach dem Schlupf und am Tage des erstmaligen

Offnens der Augen. Dieses Phanomen konnte ferner am Beispiel von
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Kaninchen (Nesthocker) bestatigt werden (Richter et al., 1990). Hier stieg die

Partikeldichte erst deutlich nach Offnen der Augen an.

Eine sehr ausfuhrliche Arbeit auf diesem Gebiet stammt von Nico et al. (2001).
In der pra- und perinatalen Entwicklung des optischen Tectums des
Telencephalons und des Cerebellums am Huhn wurde hier die Expression von
AQP4 der Ausbildung von OPKs im zeitlichen Verlauf gegenuber gestellt.
Untersucht wurden die Vorschlupf-Stadien E3, E9, E14 und E20, sowie das
Nachschlupf-Stadium P2. Der Western Blot zeigte das erste Auftreten von
AQP4 zum Tag E9 und in den Folgetagen einen signifikanten Anstieg und mit
Erreichen eines Maximums der Expression am Tag E20. Die Spezifitat der
Ergebnisse wurde durch den Einsatz immundepletierter AntikOrper verifiziert
und ergab 7% der adulten AQP4-Expression fur E9 mit Erreichen eines dem
adulten Stadium vergleichbaren Level zum Tag E20. In der RT-PCR konnte
jedoch fur E9 bereits ein mRNA-Gehalt von 75% der adulten Werte fur AQP4
gemessen werden. Morphologisch gelang ein Nachweis erst zum Tag E14. In
allen drei untersuchten Hirnregionen zeigte sich eine zarte und Uberwiegend
diskontinuierliche Positivitat fur AQP4 in der Immmunzytochemie der
oberflachlich gelegenen Glia limitans sowie tiefer gelegenen Schichten, in etwa
vergleichbar mit unseren Ergebnissen zum Tag E18. In den
Gefrierbruchuntersuchungen von Nico et al.,, 2001 zeigten sich nur wenige,
kleine und unregelmaflig geformte OPKs unterschiedlicher Grolke. Auf
Ultradlnnschnitten zeigten sich teils einzeln, teils in Clustern vorliegende
Goldpartikel an Plasmamembranen von astrozytaren Zellkdrpern und ihren
Fortsatzen. Zum Tag E 20 zeigten sich Tectum, Telencephalon und Cerebellum
wie auch das Gefaldsystem in einer dem adulten Zustand vergleichbaren
Ausreifung. Neben grolieren OPKs im Gefrierbruch fanden sich die Goldpartikel
zu diesem Zeitpunkt im Bereich der den Gefallen zugewandten astrozytaren
Plasmamembran. Zu P2 hin gab es schlieRlich keine signifikanten Unterschiede
in der weiteren Differenzierung und Reifung der drei Areale. Somit bestatigte
diese Arbeit von Nico et al. (2001) am Beispiel der AQP4-Expression die
notwendige Fruhreife der Nestfluchter. Neben der gezeigten parallelen
Ausbildung von OPKs und der Expression von AQP4 interpretierten die Autoren
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die frihe Aktivierung des AQP4-Gens bei noch fehlendem morpholgischen
Nachweis ferner als eine Ausrichtung des Protein-Expressionsmusters an der
glialen Reifung. Der Zeitpunkt E20 mit der starksten Fluoreszenz fur AQP4
reprasentierte die abgeschlossene gliale Kontaktaufnahme mit GefalRen und
deren Umschliel3en durch astrozytare Endfusse und somit einer dichten und

ausgereiften BHS.

Die Arbeiten und Erkenntnisse von Wolburg und Mitarbeitern konnten an
Mausen des Stammes BALB/c bereits ein Auftreten von OPKs um den
Zeitpunkt der Geburt und eine Zunahme der Dichte postnatal konstatieren und
stellten somit die Grundlage fur diese Arbeit dar, OPKs in pranatalen Stadien zu
suchen. Im Vergleich zur vorhandenen Literatur zum erstmaligen Auftreten von
OPKs stellt das Auftreten am Tag E16 somit eine Erstbeschreibung bei Mausen
vor. Es muss aber auch davon ausgegangen werden, dass eventuell
vorhandene OPKs im Rahmen fruherer Gefrierbruch-Studien zu diesem
Zeitpunkt aufgrund ihres sparlichen Verteilungsmusters schlichtweg Ubersehen

wurden.

Nicht unerwahnt sollten daher zwei ,unubersehbarere” Nebenbefunde dieser
Arbeit bezuglich der Immunfluoreszenz bleiben. Verglichen mit einem AQP4-
negativen bis schwach angefarbtem Cortex, zeigte die Nasenschleimhaut zum
Zeitpunkt E15 und der Hippocampus an E17 im Gegensatz eine sehr kraftige
Fluoreszenz (siehe Abb 3.6 und 3.7). Zur Hippocampusregion finden sich zum
Vergleich in der Literatur lediglich zwei Arbeiten an postnatalen Stadien von
Ratten (Kim et al., 2009) sowie an Mausen des Stammes CD1 (Hsu et al.,
2011). In letzterer Arbeit wurde als frUhester Zeitpunkt der Tag P9 untersucht
und eine Fluoreszenz fur AQP4 im Bereich des Stratum lacunosum moleculare

sowie an Blutgefallen festgestellt.

Eine weitere wichtige Arbeit zur Entwicklung von Nagern stammt von Wen und
Mitarbeitern (1999). Kleinhirne von pra- und postnatalen Ratten wurden mit
verschiedenen Methoden im Verlauf der Entwicklung untersucht. Obwohl der
Fokus auf der Kleinhirn-Entwicklung lag, wurde, wohl aus methodischen

Grunden, das gesamte Gehirn in die Untersuchungen einbezogen. Der
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deutlichste Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen dieser Arbeit wie auch
zur Arbeit von Nico (2001) war bei Wen et al. (1999), dass sich selbst mit der
sehr sensitiven Methode des Immunoblottings an pranatalen Stadien (hier E14-
21) weder im Kleinhirn noch im dbrigen Gehirn ein signifikanter Nachweis fur
AQP4 darstellen liel3. Erst ab P1 liel3 sich das Molekul in Form einer schwachen
Bande darstellen, und eine signifikante Zunahme der AQP4-Expression konnte
erst ab der zweiten Woche (hier P7) festgestellt werden. Da die zur
Immunfluoreszenz benutzen Schnitte das gesamte Gehirn abbildeten, konnte
im Kleinhirn ein gegenuber dem Hirnstamm und dem Vorderhirn verzogertes
zeitliches Auftreten der AQP4-Expression beobachtet werden. Auch hier wurde
der Startpunkt einer signifikanten Anti-AQP4-Fluoreszenz jedoch erst fur den
Tag P7 bestimmt. In dieser Arbeit von Wen et al. (1999) wurden auch
elektronenmikroskopische ~ Aufnahmen mit Immunogold-Markierungen
angefertigt. Subpial und perivaskular zeigten sich auch die Goldpartikel
erstmals ab P7 im Bereich astrozytarer EndfuBmembranen. Ubereinstimmend
mit den Ergebnissen unserer Arbeit war allerdings, dass die
elektronenmikroskopischen Beobachtungen gegenuber den Fluoreszenz-
Beobachtungen zeitlich leicht verzogert waren. Weiterhin vergleichbar zeigte
sich das Verteilungsmuster der Fluroeszenz fur AQP4 erst an tiefer gelegenen
radiaren Zellfortsatzen (hier entsprechend der weillen Substanz und der
Purkinje-Zellschicht) und erst im spateren Verlauf zunehmend auf den Bereich
subpialer und perivaskularer Kleinhirnareale ausgedehnt. Ebenfalls wurde ein
ventro-dorsaler Gradient der Anfarbbarkeit beschrieben. Dieser wurde jedoch in
der Arbeit von Wen et al. (1999) nur fur das Kleinhirn erwahnt. Der erst
postnatale Nachweis einer Fluoreszenz fur GFAP ab P1, sowie die erst am Tag
P3 eindeutig astrozytare Morphologie der AQP4-Expression von Zellen mit
sternformig ausgezogenen Fortsatzen (siehe Abb. 3.7-3.9) und der im Vergleich
zum adulten Zustand nur moderate Anteil an grof¥flachigen Lattices (P3) in
unserer Arbeit bestatigen die allgemeine Annahme einer erst postnatalen
ausgereiften Astrozytogenese (Nico et.al., 1994; Wang und Bordey, 2008) und
somit auch indirekt die Arbeit von Wen et al. (1999).
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Im Gegensatz hierzu steht jedoch der von uns beobachtete embryonale Beginn
eines Auftretens von OPKs und der AQP4-Expression am Tag E16. Unterstutzt
wird diese embryonale Datierung in der Literatur lediglich durch eine Arbeit von
Huang et al. (2002). Diese Autoren detektierten die erste AQP4-Expression im
Innenohr der Maus zum Zeitpunkt E14 (2002). Zwar beschreibt Saunders
(2000) ebenfalls zu einem sehr frihen embryonalen Zeitpunkt (E10) einen
Vorsprung in der TJ-Entwicklung der Maus gegenuber der Ratte. Die zeitliche
Differenz betragt hier jedoch nur einen Tag. Unsere Ergebnisse stehen
eindeutig in Einklang mit der Hypothese einer verzogerten Entwicklung der
Nesthocker gegenuber den Nestflichter (Nico et al., 2001). Es muss jedoch
angenommen werden, dass in dem sehr dynamischen Prozess der perinatalen
Entwicklung erhebliche Unterschiede innerhalb der Familie der Nager vorliegen.
Die zum Start-Zeitpunkt E16 vorliegenden Ergebnisse mit durchschnittlich zwei
OPK-Clustern pro pm? und einer zwar diffusen und nur auf wenige subpial
gelegene Zellfortsatze beschrankten Anfarbbarkeit fur AQP4 lassen jedoch die
Schlussfolgerung zu, dass sich das Wasserkanalprotein noch vor Auftreten als
OPK bereits in einer sich organisierenden Vorlauferform in der Zellmembran
befinden muss. Das im Gegensatz zu einer sparlichen membranosen
Morphologie innerhalb der Zelle ein ganzlich entgegengesetztes Bild mit einer
stark hochregulierten Genexpression fur AQP4 vorherrschen kann, konnte
durch die Arbeit von Nico et al. (2001) am Huhn bereits eindrucklich belegt

werden.

Untermauert werden kann diese Annahme ferner durch die Bedeutung der
extrazellularen Matrix auf die Ausbildung der OPK-Struktur und das polarisierte
Auftreten von AQP4. Ein wichtiger Bestandteil dieser Matrix ist der sogenannte
Dystrophin-Dystroglycan-Komplex.  Dieser ist in  der astrozytaren
EndfuBmembran im Bereich der Basallamina verankert. Ein Verlust oder Defekt
seiner Untereinheiten fuhrt zur Aufhebung der Polaritat der astrozytaren
Oberflache und letztlich zu Funktionseinbulen der Permeabilitat und Dichtigkeit
der Bluthirnschranke (Nico et al., 2004; Wolburg-Buchholz et al., 2009). So
stellte sich die Frage, wie sich dieser Komplex bzw. seine Untereinheiten in der
Entwicklung verhalten wurden. Daher wurden von E16/ventral und E18/lateral
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Farbungen fur eine Untereinheit des Dystrophin-Dystroglykan-Komplexes, das
beta-Dystroglycan angefertigt (siehe Abb. 3.10). Zu beiden Zeitpunkten zeigte
sich ein im Vergleich zur noch fehlenden oder sparlichen Fluoreszenz fur AQP4
eine deutlich ausgepragte perivaskulare Expression von beta-Dystroglycan. Bei
gleichzeitig fehlenden OPKs im Gefrierbruch zu beiden Regionen und
Zeitpunkten bestatigen die Farbungen fur beta-Dystroglycan eindrucklich das
Bild einer noch sich gerade differenzierenden Astroglia. Nur mit Vorsicht lasst
sich dieses Bild auf die Entwicklung der Blut-Hirnschranke ubertragen, da ja
wegen der Schwierigkeit, perivaskulare Endfulstrukturen zu finden,
superfizielle Endfullstrukturen an Stelle der perivaskularen ausgewertet
wurden. Zum einen bedarf es zur Aufrechterhaltung einer intakten Homoostase
einer hohen Dichte an polarisiert ausgerichteten Wasserkanalen im Bereich von
Gefalden einhergehend mit einer ahnlich hohen Dichte an ebenfalls polarisiert
lokalisierten Kaliumkanalen entlang von Neuronen und Synapsen (Rash, 2010;
Nagelhus et al., 2004). Korrelierend mit der synaptischen Aktivitat kommt es
zum Anstieg der extrazellularen Kalium-Konzentration. Die Folge hiervon ist ein
erhohter Wassertransport Uber Wasserkanadle. Am schnellsten und
effizientesten geschieht dies im Bereich astrozytarer EndfuRmembranen
aufgrund des hier stark polarisierten Vorkommens von AQP4 (Wolburg, 1995,
Noell et al., 2007). Zum anderen verandert sich die Homoostase im Laufe der
Gehirnentwicklung. Wahrend der extrazellulare Raum in der fruhen Entwicklung
einen Grolteil des =zur Verfugung stehenden Raumes einnimmt und
einhergehend damit eine noch freie Diffusion von Wasser und Kalium erlaubt,
nimmt dieser dann reziprok zur neuronalen Proliferation von Zellen im Laufe der
weiteren Entwicklung ab (Lehmenkuhler et al., 1993). Wen et al. (1999) leiteten
in Bezug auf ihre Ergebnisse am Kleinhirn von Ratten hieraus die Vermutung
ab, die Grollenabnahme des extrazellularen Raumes und die Expression von
AQP4 seien voneinander abhangig. Da eine polarisierte AQP4-Expression den
Wassertransport entlang von Gefallen bedingt (lliff et al., 2012) und damit
einhergehend erst der Abtransport neuronaler Abbauprodukte moglich wird
(Nedergaard, 2013), kann somit der Nachweis der AQP4-Expression zu einem

definierten Zeitpunkt auch als zeitlicher Ubergang einer bis dato passiven und
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diffusionsabhangigen hin zu einer aktiven und kanalvermittelten Homdostase
interpretiert werden. Neben der Expression in Form einer Fluoreszenz fur AQP4
und des Auftreten von OPKs im Gefrierbruch lasst sich diese funktionelle
Ausreifung der Astrozyten im pra-und postnatalen Beobachtungszeitraum so
auch am Ubergang von einer radidren hin zu einer reifen astrozytaren

Morphologie deuten wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte.

5. Zusammenfassung

Die Blut-Hirn-Schranke des Saugergehirns ist durch einen hochspezialisierten
glio-vaskularen Komples charakterisiert, der aus Tight Junction verbundenen
Endothelzellen, einer subendothelialen Basallamina, Perizyten und Astrozyten
besteht. Gerade auf die Astrozyten konzentriert sich seit Jahren das Interesse
der Blut-Hirn-Schranken-Forschung. Deren wichtigste Kontaktstelle mit den
zerebralen Kapillaren stellt der sogenannte Endfuld dar, dessen Oberflache mit
einer Vielzahl von Transportern und lonenkanalen Uuberzogen ist. Von
besonderem Interesse fur diese Arbeit war das Aquaporin-4, da es das einzige
Wasserkanalprotein ist, dessen morphologische Struktur sich auch in der
Gefrierbruchtechnik nachweisen lasst. Da es zwischen der Reifung der
Endful3struktur und der Qualitat der Blut-Hirn-Schranke eine Beziehung gibt,
war es das Ziel dieser Arbeit, den Beginn der AQP4-Expression am sich
entwickelnden Gehirn der NMRI-Maus mit zwei unterschiedlichen
morphologischen Methoden zur Darstellung zu bringen, zu vergleichen und
somit fur diesen Mausstamm zu definieren. Dies wurde zum einen mittels
Immunfluoreszenz mit AntikGrpern gegen AQP4 bestimmt. Zum anderen wurde
dessen elektronenmikroskopisches Korrelat in der Gefrierbruchtechnik in Form
sogenannter orthogonaler Partikelkomplexe — kurz OPKs, dargestellt. Um eine
gute Vergleichbarkeit beider Methoden zu gewahrleisten, wurden aquivalente
Hirnareale der ventralen, lateralen und dorsalen Cortex-Oberflache prapariert
beziehungsweise dargestellt. Untersucht wurden jeweils zwei pranatale (E16
und E18) und zwei postnatale (P1 und P3) Zeitpunkte. Mit beiden Methoden
konnte gezeigt werden, dass ein erstes Auftreten fur AQP4 und OPKs flur den
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Tag E16 festgelegt werden kann, wobei die Partikelkomplexe im Gefrierbruch
gegenuber der Fluoreszenz mit leichter zeitlicher Verzogerung in Erscheinung
treten. Bezuglich der Lokalisation konnte der Beginn des Auftretens zuerst an
den ventralen Oberflachen mit einem Fortschreiten Richtung dorsal in beiden
Methoden gezeigt werden. Bei anfanglich zarter Anfarbbarkeit der noch radiar
imponierenden Zellfortsatze zeigte sich im Laufe der weiteren Entwicklung eine
zunehmende Konzentration der Fluoreszenz an subpial gelegenen
Zellfortsatzen und im Bereich von Gefallen. Parallel hierzu zeigten die OPKs im
Gefrierbruch eine Zunahme der Dichte und GroRe mit Ausbildung sogenannter
Cluster. Dieses als Polarisierung bezeichnete morphologische Ausreifen der
Astrozyten kann mit einer zunehmenden Funktionalisierung der Blut-Hirn-
Schranke in Verbindung gebracht werden. Auch wenn sich eine funktionale
Aussage durch den bloRen Vergleich zweier rein morphologischer Marker ohne
Zuhilfenahme weiterer physiologischer Messmethoden nur unzureichend
getroffen werden kann, muss als weiteres wichtiges Ergebnis dieser Arbeit
festgehalten werden, dass sich die Reifung graduell von ventral nach dorsal
ausgebreitet hat. Somit sollten bei Gewebeentnahmen gerade am sich
entwickelnden Gehirn immer lokale Unterschiede bedacht und im zeitlichen
Verlauf berucksichtigt werden. Ferner sollten zukunftige Arbeiten zu diesem
Thema zusatzlich weiterfuhrende molekularbiologische Methoden
miteinbeziehen, um der Komplexitat der sich entwickelnden Blut-Hirn-Schranke
gerecht zu werden. Denn gerade die Beobachtung des sich entwickelnde
Gehirns zeigt fur das Verstandnis vieler Erkrankungen des zentralen
Nervensystems Modellcharakter. Von daher wird die Arbeit am komplexen
Netzwerk der Astrozyten mit ihren gliovaskularen Beziehungen weiterhin von

groRem Interesse fur die Blut-Hirn-Schranken-Forschung bleiben.
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