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1. EINLEXITUNG

1.1. Der ontogenetische neuronale Zelltod

Ontogenetischer neuronaler Zelltod ist ein weitverbreitetes
Phinomen in der neuronalen Entwicklung (HAMBURGER 1875, HAMBURGER
und OPPENHEIM 1882, OPPENHEIM 1981, 1985).

Der Zelltod findet meist nach Proliferation, Migration und
Differenzierung statt (ROHRER und THOENEN 1987) und steht in engem
zeitlichem Zusammenhang mit dem Erreichen des Zielgewebes durch
die Axonterminalen und der Bildung von Synapsen (LANDMESSER und
PILAR 1974, CUNNINGHAM i982),

In den meisten neurcnelen Gewsben betriigt der Verlust 25-75% der
zuvor im Uberschuf angelegten Neurone. Das AusmaB dieses
physioclogischen Neurontodes variiert zwischen den Spezies und

zwischen den verschiedenen Regionen des Nervensystems.

1.2. Neurotrophe Wachstumsfaktoren

Bei der Regulation des neuronalen Zelltodes hat das Zielorgan
maBgeblichen Einfluf. Die Neurone befinden sich im Wettbewerb um
neurotrophe Wechstumsfaktoren (NTFs). NTFs sind definiert als
Proteine, die von den Zielorganen in begrenzter Menge
synthetisiert und sezerniert werden, Sie werden Uber spezifische
Rezeptoren von den Neuronen aufgenommen und retrograd axonal zu
den Perikaryen transportiert. Dort iiben sie dann ihre {iberlebens-
und wachstumsférdernde Wirkungen aus.

Gegen neurotrophe Faktoren gerichtete Antikérper vermSgen hingegen
das AusmaB des neuronalen Zolltodes noch zu steigern (CUNNINGHAM

1982, CLARKE 1985, BARDE 1989, WALICKE‘1989, OPPENHEIM 1889),

1.3.. Nervenwachstumsfaktor NGF

Der am besten erforachte Wachstumsfaktor ist der
Nervenwachatumsfaktor (NGF), dessen Wirkung von LEVI-MONTALCINI
und HAMBURGER (1851) erstmals beschrieben wurde. Anhand der
Merkmale des NGF wurden die obigen Eigenschaften eines NTFs
formuliert. NGF fordert das Uberleben peripherer sensorischer und
gympathischer Ganglienzellen sowie das Auswachsen von Neuriten
dieser Neurone (LEVI-MONTALCINI und HAMBURGER 1951,
LEVI-MONTALCINI 1966, HAMBURGER et al. 1981).

Im zentralen Nervensystem wirkt NGF auf magnozellulﬁrg cholinerge
Neurcne ilberlebensfdrdernd (THOENEN et al. 1987). Antikérper gegen
NGF und Unterbrechung des retrograden Transports steigern das
Ausmaf des neuronalen Zelltodes (BARDE 1989).

Da NGF nur auf bestimmte Nervenzellpopulationen wirkt, kann man
postulieren, daf der neuronale Zelltod anderer Neuronpopulationen

von weiteren NTFs reguliert wird.

1.4, Weitere migliche neurotrophe Faktoren
MBgliche Kandidaten als NTFs sind der brain derived neurotrophic

factor (BDNF) und der ciliary neurotrophic factor (CNTF).

1.4.1. Brain derived neurotrophic factor (BDNF)
BDNF férdert das Uberleben peripherer sensorischer Ganglienzellen.
Dazu gehbren auch solche Zellpopulationen, die nicht von NGF

beeinfluBt werden, wie zum Beispiel Nervenzellen des Ganglion

" nodosum und propriozeptive Neurone des Spinalganglions (HOFER und

BARDE 1988, BARDE 1988)., Daneben {ibt BDNF Uberlebensférdernde
Wirkung auf retinale Ganglienzellen in.vitro aus, Dabei beschriénkt

gich diese Fihigkeit nicht auf embryonale retinale Ganglienzellen,




auch retinaie Ganglienzellen adulter Ratten dberleben in Kultur
lénger und zeigen verstirktes axonales Wachstum unter dem Einfluf
von BDNF (BARDE i988),

BDNF erfiillt aufgrund dieser neurotrophen Eigenschaften und des
limitierten Vorkommens einige NTF-Anforderungen, Noch nicht
nachgewiesen sind hingegen retrograder axonaler Transport und die
Beeinflussung der Wirkung durch gegen BDNF gerichtete Antikbrper,
Uber das Vorkommen im zentralen Nervensystem ist bisher wenig
bekannt. Der Nachweis der fiir dieses Protein codierenden mRNA
durch in situ Hybridisierung spricht fur ein Vorkommen in Neurconen
des Hippocampus, des Claustrums und des Cortex (WETMORE et al.

19907,

1.4.2, Ciliary newurotrophic factor (CNTF)

CNTF zeigt neurctrophe Wirkung auf Neurone des Ganglion ciliare in
vitro (BARBIN et al. 1984), LEHWALDER et al., (1989) fanden eine
Uberlebensférdernde Wirkung von CNTF auf kultivierte retinale
Ganglienzellen. Des weiteren beeinflupt CNTF das Uberleben
spinaler Motoneurone, So wiesen ARAKAWA et al. (1980) einen
iiberlebenaférdernden Effekt auf spinale Motoneurone in vitro nach,
WEWETZER et al. (1890) fanden neurotrophe Wirkung in vivo.

Auch in LH#sionsmodellen konnte eine iiberlebensférdernde Wirkung

von CNTF nachgewiesen werden:

SOIVerhindert CNTF die Degeneration von Motoneuronen nach Axotomis
des N.facialis der Ratte (SENDTNER et al. 1890). BLOTTNER et al.
(1989) wiesen eine Uberlebensaférdernde Wirkung auf Neurone der
iﬁtermediolatgralen Sdule des Riickenmarks nach selektiver
Zerstérung des dazugehbrigen Zielorgans, dem Nebennierenmark,
naoh. Diese Beispiéle weisen auf sine m8gliche Rolle von CNTF als
NTF hin, jedoch sind auch hier die Wirkung von Antikérpern gegen
CNTF und die Frage des retrograden axonalen Transports noch

ungeklirt,

1.5. Der basische Fibroblastenwachstumsfaktor (bFGF).

Ein weiteres Protein mit NTF-Eigenschaften ist der basische
Fibroblastenwachstumsfaktor (bFGF, basio fibroblast growth
factor). Es handelt sich um ein Polypeptid aus 148 Aminosiuren mit
einem Molekulargewicht von 15,8 kD und einem iscelektrischen Punkt
von pl = 9,6 (BAIRD et al. 1986). Basischer FGF wird in einer
Vielzahl von Geweben gefunden, so z.B. im Gehirn, in der
Hypophyse, in Nebennieren, Corpus luteum und Retina sowie im
Muskel (KARDAMI et al. 1885, BAIRD et al. 1988, GOSPODAROWICZ et
al. 1986, LOBB 1988, VACA et al. 1889), Im Nervensystem ist bFGF
in Neuronen nachweisbar (PETTMANN et al. 1986, PETTMANN et al.
1987). Ober das Vorkommen von bFGF in Gliazellen herrscht keine
eilnheitliche Meinung. Einige Autor@g‘fanden eine Expression von
bFGE. durch Astrozyten (FERRARA et al 1988). Pettmann et al. (1988)
und Janet et al. (i987) andererseits wiesen bFGF immunhistoclogisch
ausgchliefflich in Neuronen nach. Basischer FGF ist als Mitogen fiir
Fibroblasten, Myoblasten und Endothelzellen bekannt. Basischer FGF
fordert Angiogenese und Wundheilung (THOMAS und GIMENEZ-GALLEGO

1986, FERRARA et al. 1988).




Zahlreiche Untersuchungen weisen auf eine Rolle von bFGF als NTF

hin: basischer FGF vermag in vitro das Uberleben und

Neuritenwachstum verschiedener Neurone zu f8rdern, so zum Beispielg

Neurone des Striatums (WALLICKE et al. 1988), des Septums (GROTHE
et al. 1989), Rilckenmarksneurone und Ziliarganglienneurone
(UNSICKER et al. 1987),

Unterbricht man in Liisionsmodellen die Verbindung vom Zielorgan
zum Nervenzellkérper, kommt es als Folge eines Mangels an

trophischer Wirkung des Zijielorgans auf die innervierende Zelle zu

betréchtlichem Neuronuntergang. Exogen applizierter bIFGE reduziert :

diesen Zelltod:

So rihrt die Durchtrennung des N, ischiadicus zum Verlust
sensorischer Neurone in Spinaiganglien, was durch bFGF verhindert
wird (OTTO et al. 1987). Das Absterben retinaler Ganglienzellen
nach Durchtrennung des Nervus opticus wird sbenfalls durch bFGF
reduziert (SIEVERS et al. 1987).

Ebenso wird der Zelltod medialer Septumneurone nach Unterbrechung
der Fimbria-Fornix-Verbindung zum Hippocampus durch bFGF ver-
mindert (ANDERSON et al. 1988, OTTO et al. 19889). AuBerdem wird
der nach Entfernung des Nebennierenmarks einsetzende Zelllod in
der intermediclateralen Siule des Rlckenmarks durch bFGFE
vollsténdig verhindert (BLOTTNER et al. 1889),

Des weiteren mildert bFGF den neurotexischen Effekt van MPTP auf
das nigro-striatale System im MPTP-Parkinsonmodell def Maus

(OTTO und UNSICKER 1980).

Ein weiterer Aspekt,_der Beachtung verdient, ist die Rolle, die
bFGF im Transmitterstoffwechsel apielt. Unter dem Einfluf von LFGF
wird die Cholinacetyltransferase (ChAT)~ Aktivitdt im Rickenmark
in vitro und in vivo (GROTHE et a). 1981) sowie in kultivierten
Ziltiarganglienneuronen (UNSICKER el al. 1987) gesteigert,
Zusiitzlich wirkt bFGF additiv hinsichtlich der Steigerung der
Chat-Aktivitdt durch den Chat Development Factors (CDF) an

kultivierten embryonalen Motoneuronen (McMANAMAN et al, 1989).

1.8. Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle vun bFGF wﬁhr;nd des
ontogenetischen Neurontodes im Ziliarganglion in viva untersucht.
Im Ziliarganglion (CG) des Hilhnchens findet der Zelltod von
Embryonaltag 8 (EB) bis EI3 statt. Die Proliferation der
neuronalen Prikursoren ist schon an E4,5 abgeschlossen

(ROHRER und THOENEN 19873,

Zielorgan des parasympathischen Ganglions sind der Musculus

_sphincter pupillae und der Ziliarmuskel des Auges. Das Absterben

von CG8-Neuronen des Hiihnchens konnte in vitro durch die Zugabe
von bFGF weitgehend aufgehalten werden (UNSICKER et al. 1987). Da
IUr das Ziliarganglion noch kein in vivo wirksamer neurotropher
Faktor bekannt war, wurde die Wirkung von bFGF auf CG-Neurone des
Hiuhnchens in vive untersucht,

Weilerhin stellte sich die Frage, PE‘DFGF direkt oder indirekti,
d.h. durch Beeinflussung der umgebéﬁden Glia oder des Zielorgans,

den neuronalen Zelltod beeinfluft. Dazu wurde die Morphologie des

Zielorgans, in diesem Fall des Ziliarkﬁrpers im Auge des

Hihnerembryos, mittels verschiedener Techniken untersuchi.
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Ferner wurde der Einbau von *H-markiertem Thymidin an Schnilten
des Ziliarganglions und des Ziliarmuskels mit Hilfe der
Autoradiographie untersucht, um proliferative Effekte von bFGF aufl
Glia und Zielorgan zu ermitteln. SchlieBlich wurde versucht,
Gliazellen mil gogen CL/04, GFAP und Vimentin gerichteten
Antikdérpern zu markieren, um eine mé&gliche Verﬁehrung der
Gliazellen und damit proliferative Effekte von bFGF auf Gliazellen

sichtbar zu machen,

11

Z, MATERIAL UND METHODEN

" 2.1, Versuchstierse

Alle Experimente wurden mit weiBen Leghorn Hithnerembryonen
durchgefilhrt. Als Embryonaltag Null (E0) wurde der Tag bezeichnet,
én dem die Eier in den Inkubator eingelegt wurden. Dort wurden sie
bei 37'C und 75%.Feuchtigkeit bebritet und dabei in regelmiRigen
Abstéinden gewendet,

Bei der Prédparation wurde das Jjeweilige Entwicklungsstadium der
Huhnerembryonen nach dem Verfahren von HAMBURGER und HAMILTON

(1851) ermittelt.

2.2, Faktorapplikation

'rDie Hihnerembryonen wurden an den Tagen E8, EQ, Ell und E13 mit

bFGF oder der Kontroll$sung behandelt.

Bagischer FGF (Progen, Heidelberg) wurde in Phosphalt-gepufferter
Kochsalzlésung (PBS, phospate-buffered saline, Bichrom AG) mit
Cytochrom € (img/ml; Sigma, Miinchen) in einer Konzentration von
3Hg/50R1]1 gelist. Die Kontrolltiers erhielten nur Cytochrom C in
PBS. Basischer FGF derselben Charge war zuvor auf seine
Uherlebensfirdernde Wirkung an kultivierten Ziliarganglienneurconen
von E8 Uberprlft worden. Halbmaximale Effekte wurden mit 300-

B00pg/ml bFGF erzielt (UNSICKER et al. 1987).

PRrL
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Mit einer sterilen Eppendorff-Pipette wurden jeweils 50p) L&sung

(siche oben) auf die Chorionallantoismembran gegeben.

i

AnschlieBend wurde das Loch mit einem Klebestreifen verschlossen,

Die so behandelten Eier wurden weiter bebrlitet, allerdings konntenz

H
!

sie nicht mehr gewendet werden.
An El4 wurden dann die Hihnerembryonen getdtet und die beiden
Ziliarganglien sowie die Augen entnommen, Parallel dazu wurden

unbehandelte Tiere an E8 und E14 prépariert,

2.3. Pridpariertechnik

Am Tag E14 wurden die HUhnerembryonen aus dem LEi genommen und
unter dem Operationsmikroskop pripariert.

Dazu wurden der retroorbitale Fettkdrper entfernt, die #uBeren E
Augenmuakelﬁ durchtrennt und der Nervus opticus aufgesucht. Nach i
Durchtrennung afferenter und efferenter Nerven wurde das
Ziliarganglion entfernt und sofort fixiert (siehe unten).
Anschliefend wurde aus den Augen die Iris mit einem schmalen Saum
der Bulbuswand zirkuldr ausgeschnitten. Diese Scheibe wurde

geachtelt und fixiert,

2.4. Fixierung und Einbettung der Organe in Paraffin

Nach mehrstiindiger Fixierung in 3,7%iger Formaidehydl8sung wurden
die Organe in steigenden Konzentrationen Athylalkohol enlwissert
und in Paraffin eingebettet.

Mit dem Mikrotom wurden 10um dicke Schnitte hergestellt.
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2.5. Fizxierung und Einbettung der Organe in Araldit
:Naoh hehrstﬁndiger Fixierung in Glutaraldehyd (3,5% in SORENSEN-
.~ Puffer, pH 7,8, Zusammensetzung sishe Anhang} wurden die Organe
_mghrfach in SURENSEN-Puffer gewaschen. Die Nachfixierung erfolgte

“in 4%iger Osmiumtetroxiditisung (0s04) flUr 30 Minuten.

AnschlieBend wurden die Organe in ateigenden Konzentrationen

Athylalkohol entwhassert und Uber Propylendioxid in Araldil

eingebettet,
Von diesen Priparaten wurden mit Glasmessern Semidilnnschnitte fiir
die Lichtmikroskopie (Schnittdicke imm) und Ultradiinnschnitte fijr

die Eiektronenmikroskopie (Schnittdicke ca. 0, lum} angefertigt.

2.6. Férbungen

a) in Paraffin eingebettete Priparate:

Die Paraffinschnitte der Ziliarganglien wurden in 1Xiger
Kresyiviolettlﬁsung bei pH 3,5 gefdrbt, in 4%igem Eisessig
differenziert und in Corbitbalsam eingedeckelt. Die
Augenabschnitte wurden mit Hidmatoxylin~Eosin (HE, je 0,1%)

gefirbt.

b) in Araldit eingebettete Prdparate:
Die semidiinnen Aralditprédparate wurden mit Aﬁur-II?Methylenblau

nach RICHARDSON et al. (1960, Zusammensetzung siehe Anhang)

< ow

gefarbt..
Die ultradinnen Aralditpriparate wurden auf unbefilmte Kupfernetze
gegeben und 30 Minuten in geshttigter Uranylacetatldsung nach-

kontrastiert,
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2.7. Immunhistochemie
Die Immunhistochemie wurde an Paraffin- und Gefrierschnitten sowig
an kultivierten Zellen und unfixierten Geweben mit der PeroxidaseJ
anti-peroxidase (PAP}-Methode und der indirekten Immunrluorekzean
methode durohgefﬁhrt (PICKEL 1981, BOURNE, DAHL und BIGNAMI 1985) .
Folgende Antikdrper wurden eingesetzt: '
-anti-8100-Antikd#rper, Marker fir Gliazellen (DAKO),
-anti-01/04-Antikérper, Oberflichenmarker flir Schwannzellen

und Qligodendrozyten (ROHRER und SOMMER 1983)

(freundliche Gabe von Frau Prof.M.Schachner, Heidelberg),
-anti-Vimentin, Marker filr nichtneuronale Zellen

(Boehringer Mannheim).
Dabei wurden verschiedene Zﬁeitantikﬂrper verwendet und
verachiedene Inkubationsbedingungen getestet, Als Puffer wurden
verwendet: Tris water, Tris saline und Phosphat-gepufferte
Kochsalzldsung (PBS).
Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen wurde mit Ziegenserum

(NGS, normal goat serum) und Rinderserum-Albumin (BSA, bovine

serum albumine) vorinkubiert.

2.8, Autoradiographie

Nach dem oben beachriebenen Schema wurden die Embryonen an den
Tagen E8, E8, Eit und E13 jeweils morgens entweder mit bFGF oder .
der Kontrolltsung behandelt. ZusHitzlich erhielten die Tiere an Eli
und E13 abends jeweils 50r] einer wissrigen Lésung mit Methy1—3H-3
Thymidin der Aktivitdt 50uCi (Amarsham int.plé, UK. ). So :
entfielen auf jedes Tier insgesamt 100pCi (HAHN 1983, SEMBA und ;

FIBIGER 1988, CLARKE und HORNUNG 1989).
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“An El14 wurden die Ziliarganglien und Augen pripariert und nach

oben beschriebenem Verfahren in Paraffin eingebettet und LOam
dicke Schnitte hergeastellt. Vom Auge wurden zusétzlich Araldit-
Semidiinnschnitte angefertigt. Die Schnitte wurden auf Chromalaun-
Gelatine-beschichtete ObjekLtriger gegeben (Zusammensetzung siehe
Anhang). v

Durch Xylol und Athylalkohol in absteigenden Konzentrationen
wurden die Schnitte entparaffiniert und gewlizsert. Im Dunklen
wurden nun die Objekttrédger mit NTB~2-Emulsion (Kodak) befilmt. An
die Trocknung im Exsikkator schlof aioch eine Expositionsgoit von 6
Wochen im Dunklen bei 4°C an.

Die Entwicklung erfolgte im Entwickler Kodak D19, danach wurden

die Objekte fixiert, durch die aufsteigende Alkoholreihe

‘entwissert und getrooknet.

2.8, Zdhlung der Neurone

. Die kresylviolett geflrbten Ziliarganglien wurden im Licht-

mikroskop betrachtet; bei 400facher Vergrdperung wurden die
Neurone gezdhlt.

Als Kriterien fir vitale Neurone gelten: GroBer Kern mit
ﬁindestens einem gut abgrenzbaren Nukleus sowie Nachweis von
Nissl-Substanz im Cytoplesma. Gezdhlt wurde jeder flinfte Schnitt,
und das Ergebnis wurde mit 5 multipliziert.

Alle Angaben erfolgen jeweils als.Mittelwert :SEM

(SEM=Standardabweichung des Mittelwsrtes, SEM = s//n).
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2.10 Auswertung der Autoradiogrammo

Yon den 3H-Thymidin-markierten Schnitten des Ziliarganglions
wurden. wurden pro Ganglion zehn Schnitte bei 400facher
Vergriferung ausgezBhlt. Die s0 erzielten Zahlen wurden auf die
Fliche des Z#hlgitters (0,0625 mm2) bezogen. Auf diese Weisé wurde.
nicht die absolute Zahl der Markierungen pro Ganglion, sondern c:lieii
Dichte der Markierungen pro mm2 ermittelt, ‘
Von den 3H-Thymidin-markierten Pareffinschnitten des Auges wurden ;
pro Auge 3 Sohnitte ausgewertet, Dazu wurden die Markierungen im
Bereich des Ziliarmuskels (siehe Abbildung) gezdhlt und auf die

Fliche bezogen.

2.11, Statistik ;
Zur Berechnung -der Signifikanz der Ergebnisse wurde der
Student-t-Test (HARMS 1982) singesetzt., Um ein Ergebnias als

signifikant zu betrachten, wurde p ¢ 0,05 gefordert.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Makroskopische Aspekte
Bei der Prﬁparation‘der Hilhnerembryonen am Tag El4 sind
makroskopisch und bei binokularer Betrachtung keine Unterschiede

gichtbar zwischen unbehandelten, Cytochrom C-behandelten und bFGF-

- behandelten Tieren: Gleichaltrige Tiere entsprechen auch demselben

" Stadium nach HWAMBURGER und HAMILTON (1951) und sind der Brutdauer

entsprechend entwickelt. Auch die Vaskularisation der
Chorionallantois und der Tiere selbst zeigt keine sichtbaren

Unterachiede.

: 3,2 Zahl der Neurone

Die Zihlung der Neurone des Ziliarganglions am Tag EB8 ergibt
fdlgénde Werte (siehe Abb. 1): Es wurden 11 Ganglien gez#éhlt, der
Mittelwert betridgt 5970 * 349 Neurone pro Ganglion.

Am Tag Ei4 wurden bei den unbehandelten KontrollbLieren

(9 Ganglien) 3360 * 188 Neurone pro Ganglion, bei den Cytoch;om C~-

behandelten Kontrolltieren (12 Ganglien) 3368 t 1681 Neurone pro

" Ganglion gezihlt, Die bFGF-behandelten Tiere (2 Ganglien)

enthalten 4787 * 292 Neurone pro Ganglion.

Zihlungen durch weitere, unabhingige Personen ergaben

vergleichbare Werte,

" .Setzt man die Zahl der Neurone an E&“als 100%¥ an, so betrigt die

Zahl Uberlebender Neurone an El4 von unbehandelten und Cytochrom

- C-behandelten Tieren jo 5B%, die der bFGF-behandelten Tiere jedoch

 85%. Dies bedeutet, daP der physiclogische Zelltod durch bFGF

gignifikant reduziert wird,




3.3 Morphologie des Ziliarganglions i
"Obwohl die Ziliarganglien gleich grof sind, zeigl des
mikroskopische Bild in der Kresylviolettfirbung deutliche
Unterschiedes: : ;
In den Ziliarganglien der Kontrolltiere liegen die

Neurone weit verstreut, dazwiachen befindet sich reichlich
Bindegewsbe. Die Ziliarganglien bFGF-behandelter Tiere weisen einei

grifere Neuronendichte, jedoch keine erkennbare Zunahme von Glia-

und anderen nicht-neuronalen Zellen auf (Ahb.2).

3.4 Morphologie des Auges

Der Ziliarmuskel des Auges von bFGF-behandelten Hilhnerembryonen
unterscheidet aioh weder licht- noch elektronenmikroskopisch von
dem der Kontrolltiere. Sowohl die HE-gefirbten Paraffinschnitte
als auch die Methylenblau-gefirbten Semidinnachnitte zeigen den
Ziliarmuskel in seinen drei Anteilen mit unterschiedlicher
Verlaufsrichtung der Muskelblindel (Abb.3), Dichite und Durchmesser

der Muskelfasern der verschieden behandelten Tiere unterscheiden

sich nicht (Abb.4 und 5).
Auch ultramorphologisch zeigen sich =wiochen bFGF-behandelten undé
'&en Kontrolltieren keine Unterschiede: Bei 7000-12000facher :
VergréBerung sind Aktin-und Myosinfilaments in den Myocyten

nachweisbar. Dazwischen finden sich vereinzelt Mitochondrien sowi{
reichlich endoplasmatisches Retikulum. Unterschiede in Anordnung
und Dichte sind nicht nachweisbar. Im Bereioch der Sklera findet »
sich bei allen betrachteten Schnitten erwartungsgemif ein diohtes%
Netz kollagener Fasern,

Somit gibt auch das elektronencoptische Bild keinen Hinweis auf

einen Einfluff von bFGF auf das Zielorgan. i

18 P
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3.5 Autoradiographie des Ziliarganglions
Die redioaktiven Markierungen in den Ziliarganglien 3H-Thymidin-
behandelter Tiere liegen deutlich im Bereich der Glia, Neurone

gsind ausgespart (Abb.8). Die Zdhlung der Markierungen ergab

‘folgende Werte:

Die Ziiiarganglien bFGF-behandelter Tiere enthielten

2446 ¥ 133 Markierungen pro mm2. Fir die Ziliarganglien der

Kontrolltiere wurden 2122 £ 129 Markierungen pro wm? ermittelt.
Die Unterschiede zwischen den mit bFGF behandelten und den

Kontrolltieren sind somit nicht signifikant,

3.8 Autoradiographie des Auges

Dip quantitative Auswertung der radicaktiven Markierﬁngen im
Bereich des Ziliarmuskels ergibt fiir bFGF-behandelte Tiere

2125 ¥ 157 Markierungen pro mm? und fiir die Kontrolltiere

1825 £ 158 Markierungen pro mm2. Dieser Unterschied ist nicht
gignifikant. Damit ist autoradiographisch keine Steigerung der
Mitoserate unter dem Einfluf von bFGF im Ziliarmuskel nachweisbar

(Abb, 7).

PRrSS
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3.7 Immunhistochemie : . . i 4. DISKUSSION

Die Auswertung der Immunhistochemie am Ziliarganglion von El4 des

Hihnerembryos erbrachte keine reproduzierbaren Ergebnissc. In.der vorliegenden Arbeit wurde die in vivo Wirkung von bFGF auf

. L ] : iologischen Zelltod ili i
Eine spezifische Markierung konnte mit keinem der verwendeten den physiolog " von Ziliarganglienneuronen

- . . t. Der physi i 1 -
Antikérper erzielt werden. Oft zeigten sich sowohl auf Antikérper- untersuch b ysmloglsone-ze 1ted der CG-Neurone des

1 : i rembryos findet im Zeitraum von E8 bi . Bish
J? behandelten wie auf Kontrollschnitten unapezifische Markierungen, ° Hhne v " bis E13 statt Sher war

, i her’ i i
auch bei mehrfacher Wiederholung der Experimente unter kein neurotropher Faktor bekannt, der in vivo den ontogenetischen

. . . i ieaer Neuron ulation ] .
unycrschledllchen Inkubaticonsbedingungen. Andererseits Zeigte sich Zellted d pop tlon verhindert

. . ) i d beit i i
oft auch keinerlei Markierung. Flr die jeweils verwendeten Dg in vorhergehenden Arbeiten eine lberlebensflirdernde Wirkung von

- . . ; ivi - i ’ :
AntikSrper war nioht gesichert, ob sie mit Hilhnorgowebe i bFGF auf kultivierte CG-Neurone gezeigt wurde (UNSICKER ?t al

kreuzreagieren. oo 1987), ersocheint es denkbar, daf bFGF auch in vivo eine

neurotrophe Wirkung auf diese Neuronpopulation ausiibt.

4,1. Einflup von bFGF auf den ontogenetischen Neurontod

Die Zihlung der CG-Neurone zeigt, daf nech AbschluB der Phase des
physiologischen Neurontodes die Ziliarganglien bFGF-behandelter

Tiere signifikant mehr Neurone enthalten als_die Ziliarganglien

der Kontrolltiere. Die Gabe von bFGF erhsht die Anzahl Uber-

lebender Neurcne von 56% auf 85%. Dies ist der erste Nachweis

einer Beeinflussung des nauronaleanalltodes in einem
N o parasympathischen cholinergen Ganglion durch bFGF in vivo. : .

I
| . i
:L\ i Diese lberlebenssteigernde Wirkung k8nnte theoretisch auf eine

H‘ ; geateigerte Proliferation oder aber einen verminderten neuronalen
Zelltod zurilickzufilhren sein. Ab dem Embryonaltag E6 sind jedoch
(13

keine Vorldufer-Zellen im Ziliarganglion mehr vorhanden, und die

Proliferation ist vor Beginn der Differenzierung und des

neurcnalen Zelltodes abgeschlossen (ROHRER und THOENEN 1987). Eine

mitogene Wirkung von bFGF auf neuronale Prikursorzellen ist somit

zu diesem Zeitpunkt ausgeschlossen.

e e e e s
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Bestdtigt wird dies durch die Auswertung der Autoradiogramme:
Ziliarganglien bFGF-behandelter Tiere und der Kontrolltiere weisen
keine Markierunéen der Neurone mit 3H-Thymidin als Zeichen
ablaufender Mitose auf.

Somit ist die hShere Neuronzahl am Embryonaltag El4 auf eine
Reduktion des ontogenetischen neuronalen Zelltodes durch bFGF
zurilickzufiihren.

Auch an MHuseembryonen wird der neuronale Zelltod im
Ziliarganglion durch bFGF-Applikation in vivo signifikant
reduziert (HENDRY et al. 1880). Im Widerspruch dazu stehen die
Ergebnisse von OFPENHEIM et al. (1990, 1982}, die keinen
Uiberlebensférdernden Effekt von bFGF auf CG-Neurone des
Huhnerembryos fanden., Diesss widerapriichliche Ergebnis 18pt sich
nicht durch Unterschiede in der Dosierung erkldren: OPPENHEIM et
al. (i990, 1992) testeten verschiedene Dosierungen von bFGF in
vivo.

Bei der Planung der vorliegenden Experimentse am Ziliarganglion =~
wurde eine Dosierung von bFGF gewdhlt, die an Experimente von
HAMBURGER et al. (1981) mit NGF am Spinalganglion angelehnt war
und zu einer deutlichen Verringerung des neuronalen Zelltodes
gefUhrt hatte. Auch HOFER und BARDE (1988) hatten bei ihren
Experimenten mit BDNF am Ganglion nodesum mit vergleichbaren
Mengen eine signifikanten Reduktion des neuronalen Zelltodes
erzielt.

Unterachiedliche Fixierungemethoden kommen ebenfalls als

Begriindung dieser abweichenden Ergebnisse nicht in Frage.
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Da sich Unterschiede bzw. Mingel in der Fixierung sowohl auf bFGF-
.‘behandelte als auch auf Kontrolltiere auswirken mifiten, ist es
zwar denkbar, daB die absolut gezidhlten Zahlen differieren; die
Relation der gezihlten Neurone in den Ziliarganglien hehandelter
und unbehandelter Tiere zueinander bliebe Jedoch gleich.

Hinzu kommt, daB die an EB bzw. Eld4 ermittelten Neuronenzahlen

der unbehandelten Tiere den in der Literatur iiber den
ontogenetischen Zelltod angegebeneﬁ Zahlen entsprechen (LANDMESSER
und PILAR 1974, HAMBURGER und OPFPENHEIM 1982, OPPENHEIM 1085).
Zéhlfehler sind unwahrscheinlich, da die vorgelegten Zahien durch
‘eine zweite Person kontrolliert wurden, die ebenfallg blind, d.h.
ohne Kenntnis der jeweiligen Behandlung, die Ziliarganglien

auszidhlte.

4.2. Direkte oder indirekte Wirkung von bFGF

Nebsn einer direkten Wirkung vdn bFGF auf die Neurone ist ein
indirekter Wirkmechanismus durch Beeinflussung des Zielorgans
Ziliarmuskel oder der Glia im Ziliarganglion mglich.

Basischer FGF ist in weiten Bereichen des zentralen und peripheren
Nervensystems (JANET et al. 1987, PETTMANN et al, 19868, WESTERMANN
et al. 1880) und auch in den Zielorganen, wie zum Beispiel der
quergestreiften Muskulatur, nachweisbar {LOBB 1988). Das Protein
besitzt ein vielfdltiges Wirkungsspektrum, wie zum Beispiel
mitogene und angiogentische Aktiviti#t (THOMAS und GIMENEZ-GALLEGO
1986). Deshalb sind verschiedene indirekte Wirkmechanismen

denkbar:
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So kénnte bFGF die Menge anderer endogener Lrophiascher Faktoren 4.2.2. Beinflussung der Gliazellen durch bFGR

erh8hen, die von der Glia oder vom Zielorgan produziert werden. Die morphologische Untersuchung der Glia im Ziliarganglion

igt keine Unter i isc o
Des weiteren ksinnte bFGF aufgrund seiner mitogenen Wirkung tber zelg erschiede zwischen bFGF-behandelten und

die Vergroferung des Zielorgans oder Vermehrung der Glia einen ; Kontrolltieren., Bei der lichtmikroskepischen Betrachtung der

Einflup auf den neuronaien Zelltod ausiiben. B Ziliarganglien ist zwar eine deutlich erhdhte Neuronendichte,

Jedoch keine Zunahme von Gliazellen. nachweisbar., Die

« 4.2.1. Beeinflussung des Zielorgans durch bFGF g_ _Autoradiographie des Ziliarganglions weist keine vermehrte

Markierung im Bereich der Glia und somit ebenfalls keine vermehrte

i Bei der morphologischen Untersuchung des Zielorgans, also des

i
1
i
;
i

Ziliarmuskels im Auge, finden sich keine Unterschiede hinsichtlich Gliaproliferation auf.

J der GriBe und des Gefliges der Muskulatur zwischen bFGF-behandelten | S0 goben auch diese Ergebnisse keinen Hinweis auf einen
i f
I

1 und den Kontrolltieren. Auch ist in den histologischen Auto- Indirekten Wirkungsmechanismus, sie aprechen vielmehr fiir eine

radiogrammen kein vermehrter *H-Thymidin-Einbau als Zeichen direkte Wirkung von bFGF auf CG-Neurone.

vermehrtor DNA-Synthese bzw. verstirkter Mitosetitigkeit im ; Untersuchungen zum Vorkemmen von bFGF in Gliazelleﬁ erbrachten
Ziliarmuskel erkennbar. é . bisher widerapriichliche Ergebnisse: Einige Autoren weisen bFGF
DaB anhand der oben genannten Versuche keine sichtbaren ? "~ -allein in Neuronen, nicht aber in Glia nach (PETTMANN et al. 1886,
Verinderungen des Ziliarmuskels vorhanden sind, macht einen . JANET et al. 1987). Andere zeiéen durchaus bFGF-Expression in
indirekten Mechanismus iiber Verdnderungen am Zielorgan bei der Gliazellen (FERRARA et al. 1988).

Uberlebensfdrdernden Wirkung von bFGF auf Ziliarganglienneurone _ So sind zwei Mechanismen hinsichtlich der Wirkung von bFGF auf
unwahrscheinlich, schlieBt thn jedoch nicht mit Sicherheit aus. Glia und Nourone denkbar: .

Zwar kdnnen keine Zeichen goesteigerter Proteinsynthese im Muskel, . 2) Basischer FGF kommt in Gliazellen vor und beeinfiuft die

wie zB. die Zunahme von Ribosomen im elekironenmikroskopischen : Wechsolbeziehungen zwischen Gliazellen und Neuronen, .
Bild, gefunden werden, biochemische Verdnderungen in den ' b) Basischer FGF kommt zwar nicht in Gliazellen vor, Ubt aber
Wechselbeziehungen zwischen Zielorgan und neuronaler Struktur i verschiedene Effekte auf diese aus, so dap z.B. die Gliazellen

werden allerdings mit den vorliegenden Versuchen nicht erfapt. ihrerseits Faktoren produzieren und, sezernieren, die als
rhysiologiasche NTFs wirken oder die bFGF-Wirkung auf Neurone
modifizieren bzw. verstirken.

In vitro wurden zahlreiche Belege flir bFGF-Effekte an Gliezellen

erbracht, die vorwiegend Proliferation und Differenzierung

betreffen (WESTERMANN et al. 1990).




26

So fand YACA (1989) eine gesteigerte Proliferation von Schwann-
Zellen in bFGF-behandelten Kulturen dissoziierter Ziliarganglien,
OPPENHEIM et al. (1890, 1992) berichteten von gesteigerter Mitose
nichtneuronaler Zellen des Ziliarganglions in vivo nach bFGF-
Applikation.

Diese Untersuchungen lassen jedoch nicht den Schiuf zu, daf die
Gliaproliferation filr die tiberlebensfirdernde Wirkung von bFGF aufl
CG-Neurone zwingend verantwortlich ist. Zum einen finden OPPENHEIM
et al. (1890, 1892) trotz gesteigerter Proliferation
nichtneuronater Zellen unter dem Einfluf von bFGF keine
gesteigerte Uberlebensrate von Neuronen,

UNSICKER et al. (1987) konnten hingegen die Uberlebensfidrdernde
Wirkung von bFGF in vitro an praktisch gliafreien Kulturen
beobachten. Zu vergleichbaren Resultaten kommt WALICKE tlQBB). die
an Kulturen verachiedener ZNS-Neurcne trophische Wirkungen von
bFGF beobachtete, wobei die Kontamination der Kulturen durch
Astrozyten weniger als 2% betrug.

Sie fand eine von Gliazellen unabhdngide Wirkung von BFGF auf
kultivierte Neurone des Hippocampus (WALICKE und BAIRD 1987).
4.2.3. FGF-Rezeptoren

Flir FGF sind friher zwei.Rezeptoren mit unterschiedlicher
Affinitdt zu bFGF beschrieben worden (GOSPODAROWICZ et al. 1986).
Der Nachweis dieser Rezeptoren bzw. der fiir ihre Synthese
erforderlichen Rezeptor-mRNA an Neuronen sprdche fiir einen eher
direkten Wirkungsmgchanismug von bFGF,

Durch in situ Hybridisierung wurde in der Tat ein weit
verbreitetes Vorkommen der Rezeptor-mENA innerhalb des ZNS

nachgewiesen. Dabei acheint das Vorkommen der Rezeptor-mRNA in der

e T

Neurone (LANDMESSER und PILAR 1874),

" durch bFGF gerettet werden.
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erwachsenen Ratte vorwiegend auf neuronale Zellen beachrinkt zu

sein (WANAKA et al. 1980).

-Im Z2iliarganglion der embryonalen Ratte fanden WANAKA et al,

(1991) allerdings keine Hinweise auf ein Vorkommen von Rezeptor-

MANA. In dieser Arbeit wurde hinsichtlich des Ziliarganglions

leider nur der Embryonaltag L7 berticksichtigt. Die Frage des
Vorkommens von Reieptor-mRNA im embryonalen Hihnchens und

insbesondere zum Zeitpunkt des ontogenetischen Neurontodes muf

"hingegen noch geklirt werden.

4.3. AusmaP der Reduktion des ontogenetischen Neurontodes
Es stellt sich die Frage, warum der physiologische Zeiltod nicht

vllig aufgehalten werden kann. So ist es denkbar, daf die beiden

- Subpopulationen der CG-Neurone, die ziliaren und die choroidalen

in unterschiedlichem AusmaB
Unterschiede in Rezaptorausstattung
und Metabolismus kénnten hierbei eine Rolle spielen.

Eine Immunisierung der HUhnerembryonén gegen den verwendeten
rekombinenten bFGF kann nicht véllig ausgeachlossen werden. Der
hohe Anteil geretteter Neurcne macht dies Jjedoch unwahrscheinlich
und epielt bei anderen Experimenten mit neurétrophen Faktoren
bisher keine Rolle (HOFER und BARDE 1088).

Eine Dosissteigerung hiitte evtl. zn einer noch hsheren Zahl

.Uberlebender Neurone gefilhrt,

J4.4. EinfluB von bFGF auf die Transmittersynthese

" Neben der uberlabens- und wachstumstordernden Wirkung von bFGF

verdient noch ein Welterer Aspakt Beachtung: basischer FGF vermag

dle ChAT-Aktivitst mehrerer cholinerger Populationen zu steigern.
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So fanden'McMANAMAN et al, (1989) eine Steigerung der ChAT-
Aktivitdt an kultivierten Rlckenmarksneuronen, was durch GROTHE et
al. (1982) in vivo bestdtigt werden konnte. Schon 1987 konnten
UNSICKER et al. eine Steigerung der ChAT-Aktivitidt an kultivierten:
CG-Neuronen beobachten. Der Aspekt der Transmittersynthese-
beeinflussung ist in der bisherigen NTF-Definition nicht explizit
enthalten. Auch fiir andere NTFs bzw. fir Proteine, die als NTF in
Frade kommen, konnten Effekte am Transmittermetabolismus
festgestellt werden (THOENEN und BARDE 18980, HAYASHI et al. 1985,
McMANAMAN et al. 1988 und 1990).

4.5, Die Rolle von bFGF als NTF

Dor Nachweis, daB bFGF neben der in .vitro-Wirksamkeit auch in vivo
den ontogenetischen neuronalen Zelltod signifikant verhindert, ist
ein wichtiger Schritt zur Etablierung von bFGF als NTF.

Basischer FGF kommt in Neuronen des ZNS, und zwar sowohl in den
Perikaryen als auch in den Zellfortsidtzen (PETTMANN ot al, 1988,
JANET et al. 1987) vor., Zusammen mit dem Naohweis von bFGEF in
quergestreifter Muskﬁlatur.(SILVERSTEIN et al. 1988), aus der auch
der Ziliarmuskel besteht, entspricht dies den Modellvorstellungen
liber die Produktion neurotropher Faktcron im Zielorgan mit
Transport zum innervierenden Neuron,

Ein weiterer wichtiger Punkt flr die Etablierung von bFGF als NTF
besteht im Nachweis des retrogrﬁden axonalen Transportas. So
konnten GROTHE und UNSICKER (1992) radioaktiv markierten bFGF im
Kerngebiet des N.hypoglossqs nach Applikation des Faktors in die
Zunge lokalisieren. Auch im zentralen Nervensystem konnten

FERGUSON et al. (1990) retrograden axonalen Transport von bFGY

Zeigen.

T
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34_Jﬁdqch bleiben.zur endgliltigen Einordnung von bFGE als NIF noch
-_ einige Fragen offen. Zum Beispiel miissen noch Auswirhungen der
Anwendungen von gegen bFGF gerichteten Antikérpern unlersucht

-,_wpfden. Allordings kénnte die in vivo~Applikation eines

entaprechenden Antikérpers auf die Chorionallantois~Membran des
Hilhnerembryos — analog zur bFGF-Applikation - Schwierigkeiten in

der Interpretatioﬁ bergen.

.Aufgrund der Blockade der vielféiltigen Wirkungen des bFGF wilrde

der HUhnerembryo so ausgepriigte degenerative Verinderungen zeigen,

daff apezifisch neuronale Vorgange nicht eindeutig daven Zu trennen

. whren. In der Tat fanden LIU et al, (1988) eine Reduktion von

"Kdrpergewicht, Proteingehalt und DNA in mit anti-bFGF bshandelten

Rattenembryonen.

In einem Punkt steht die Betrachtung von bEGF als NTF in
eindeutigem Wideraspruch zur gingigen NTF-Definition: Gefordert
ist, deB die Neurone im Wettbewerb um einen NTF stehen, der vom

Zieglorgan in limitierter Mesnge produziert wird. Basischer FGF ist

-jedoch in zahlreichen Organen in gréBeren Mengen vorhanden

tWESTERMANN et al, 1890, LOBB 1988),

Die Forderung der limitierten NTF-Produktion .durch das Zielorgan

;arfﬁth bisher jedoch nur NGF. Deshalb wurde eine Modifikation

dieses Aspekts in der Hinsicht vorgeschlagen, daP nicht die

“Produktion, sondern allgemein die Verflgbarkeit eines NTFs filr

Neurone limitiert ist (OPPENHEIM 1989).
Dies kann durch verachiedens Mechanismen bedingt sein: Neben der

bedrenzten Produktion kénnen auch eingeschrinkte Freisetzung durch

~das Zielorgan oder geringe Aufnahme durch das betreffende Neuron

' die Verfligharkeit einachrinken. .
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Interessant ist in diesem Zusammenhang, daf bFGF kein klassisches
Exkretionsprotein dﬁrstellt. daldie daflir typische Signalsequenz
am N-terminalen Ende fehlt, wodurch eine Freisetzung aus dem
Zielorgan limitiert werden kénnte. Eine geringe Aufnahme von bFGF
im Bereich der Synapsen kann durch eingeschrinkte 1
Kollateralenbildung oder noch unbekannte Vorginge an den
Rezeploren verursacht werden.

Unterschiede in der Verfiigbarkeit kdnnten auBerdem erklédren, daf
bFGF trotz der nahezu ubiquitiéiren Verteilung selektiv das
Uberleben ausgewHdhlter Neuronengruppen fidrdert (MORRISON et al. |
i988). Einige, wie z.B. Rilckenmarksmotoneurone, werden trotz des :
Vorkommens von bFGF im Zielorgan Muskel zwar in vitro, nicht {
jedoch in vivo durch exogen applizierten bFGF hinsichtlioh ihrer
Uberlebensrate beeinfluft (OPPENHEIM et al 1990, GROTHE et

al, 1991, ARAKAWA et al. 1990).

Die NTF-Definition wurde anhand der Eigenschaften des NGF
aufgestellt. Obwohl mittlerweile einige Faktoren mit neurotropher
Wirkung bekannt sind, ist NGF bisher der einzige, der alle Punkte
der Definition erfiillt. Mittlerweile wurden filir zahlreiche
Proteine eindeutige neurotrophe Wirkungen bzgl. des physio-
logischen Zelltodes, in Ldsionamgdellen und in Hinsicht auf die
Transmittersynthese nachgewiesen - dazu gehiiren BDNF, CNTF und

nicht zuletzt bFGF (BARﬁE und THOENEN 1885, BARDE 19893, WEWETZER

et al. 199G). Sie alle erfilillen jedoch jewelles nur Teilaspekte der:
NTF=-Definition.

Aus diesem Grunde erscheint es sinnvoll, die NTF-Definition so zu
erweitern, daf zwar einerseits nicht die Kompetitionshypothese
aufgegeben wird, andererseits aber Faktoren mit eindeutiger NTF-

Wirkung auch als solche betrachtet werden k&nnen.
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" 'pieses ist zu erreichen, indem statt begrenzter Produktion durch
-{das Zielorgan begrenzte Verftigharkeit des Faktors fUr das Neuron

:gefordert wird.,

Des weiteren sollte lberlegt werden, ob = zusdtzlich zu den

etablierten Kriterien flir NTFs - eine nachweisbare Wirkung auf

den Transmitterstoffwechsel mit zu berilcksichtigen ist.

. 4,6, Zusammenspiel von Wachstumsfaktoren

- Die Wirkung der Peptidwachstumsfaktoren im einzelnen kdnnen sicher

nicht isoliert betrachtet werden. Interessant sind in diésem
Zusammenhang Beobachtungen, die zeigen, daB zwei Peptidfaktoren
miﬁ neurotropher Wirkung, an bestimmten Nervenstrukturen gemeinsam
appliziert, additiv wirken kénnen.

Beispielsweise wirken NGF und BDNF an sensorischen Ganglien

hinsichtlich der Uberlebensftrdernden Wirkung synergistisch

- (BARDE 1989). Auch steigern bFGF und CDF additiv die

Cholinacetyltransferaseaktivitdt (ChAT) im Rickenmark in vitro

(McMANAMAN et al. '1980), und nicht zuletzt verhindern bFGF und

CNTF das Absterben kultivierter Motoneurone des Rilckenmarks in
atdrkerem AusmaP als ein Faktor alleine (ARAKAWA et al. 1990).
Das System der vielfHltigen agonistiaschen und antagonistischen

Wechselwirkungen bedarf somit ncoch weiterer Untersuchungen.

< ow
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5. ZUSAMMENFASSUNG:
Im Yerlauf der Entwiocklung des Nervenaystems kommt es nach einer
Proliferations- und einer Differenzierungsphase auch zu einem
Absterben von im Uberschuf angelegten Neuronen. Dieser onto-
genelische Neurontod ist an zahlreichen Neuronpopulationen des
zentralen und peripheren Nervensystems nachweisbar und variiert
hinsichtlich Ausmaf und Zeitpunkt.

Regpliert wird der neuronale Zelltod durch neurctrophe Faktoren
(NTFa), dié vom Zielorgan der betreffenden Neurone produziert und
spezifisch retrograd axonal zu den Neuronen transportiert werden,
wo sie dann ihren {lberlebensfdrderenden Einfluf ausiiben. Der

zuerst entdeckte und bisher am besten untersuchte neurotrophe

Faktor ist der Nervenwachstumsfaktor (NGF). Der ontogenetische
Neurontod des Ziliarganglions wird durch NGF jedoch nicht
beeintluft.

Im Ziliarganglion des embryonalen Hihnchens findet der

ontogenetische Neurontod zwischen den Embryonaltagen E8 und El4 .

statt. Dabei gehen ca. 50% der. zuvor angelegten Neurone wieder
verloren, Ein neurotropher Faktor war bisher fir diese
Neuronpopulation nicht bekannt,

Basischer Fibroblastenwachstumsfaktor (bFGF) f8rdert das Oberleben |

kultivierter Ziliarganglienneurone.

In dieser Arbeit wird gezeigt, dapB der basische Fibroblasten-
wachstumsfaktor (bFGF) nicht nur an kultivierten Neuronen des
Ziliarganglions einen lberlebensférdernden EinfluB ausiibt, sondernk
auch in vive, zum Zeitpunkt des ontogenetischen Zelltodes

appliziert, den physiologischen Zelltod signifikant reduziert.

Dabei werden 88% der normalerweise absterbenden Neurone gerettet.
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Des weiteren wird gezeigt, daB diese Reduktion des ontogenetischen

-Zblltodes am ehesten auf direktem Wege erfolgt und nicht indirekt

Uber eine Beelnflussung der Prol1ferat10n der Glia oder des

Zlelorgans

. sb zeigen Untersuchungen des Zielorgans, in diesem Fall des
. ~Ziliarmuskels im Auge, und der Glia des Ziliarganglions, keine

'Untersohiede hinsichtlich der Morphologie und Proliferationsrate

éwiéoﬂen bFGF—behan&elten Hithnerembryonen und Kontrolltieren, Eine
direkte Wirkung des Faktors auf die CG-Neurons ist somit
wahrscheinlich, '7 .

Absochliefend wird ilber die Zuordnung von b%GF in die Gruppe der
neurotrophen Faktoren diskutiert und mit anderen als NTF in Frage
kommenden Proteinen verglichen.

Hiermit wird gezeigt, daP bFGF nicht nur ein weites mitogenes und
anéiogenatisches Wirkungaspektrum besitzt, sondern neben
neurotrophen Wirkungen bei Reparationsvorgingen in Lﬁsionsmbdellen

auch bei der Regulation des physiologischen Neurontodes eine

wichtige Rolle spielen kann.

0B
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' 8,F., UNSICKER,K. (1980): 7. ANHANG
IWETZER, K., MacDONALD,J.N., COLLINS,F., Ko 473
gﬁngEtscues motoneurons from ontogenetio cell death in vivo, but _ .
not in vitro . 7.1 Chemikalien und Antikérper
Neuro Report 1: 203-2086 :
anti-8100-Antiksrper (aus Kaninchen) (DAKO)
anti—01/04—Antik5rper (aus Maus) (Prof.M.Schachner
anti—Vimentin—Antikﬁrper (aus Mausg) (BOEHRINGEH,Mannh01m)
anti-Kaninchen IgG (aus Schaf) (SIGMA)
anti-Maus IgG (aus Ziege) , {(8IGMA)
Araldit (SERVA)
BFGF (basischer Fibroblastenwachstumsfaktor) (PROGEN)
BSA (Rinderserumalbumin) (SIGMA)
Corbitbalsam (I.HECRHT)
. Cytochrom C (SIGMA )
P . DAB (Diaminobenzidintetruhydroohlorid) {(SIiGMA)
;UJ Entwickler D9 {KODAK)
“] : : Kogin (CHROMA )
il Essigsdure {MERCK)
}w FITC (fluoreszierender Antik8rper) (SIGMA)
Formalin (MERCK }
Gelatine {(MERCK)
. . Glutaraidehyd - (MERCK)
i Glycerin (MERCK)
) Hématoxylin (MERCK)
Hz0 (demineralisiert, Milli-Q System) (Millipore)
KV (Kresylviolett) (MERCK)
Methyl 3H-Thymidin (AMERSHAM, U.K.)
NTB-2-Emulsign (KODAK)
PAP (Peroxidase-Antiperoxidase) (SIGMA)
i Paraplast ) (MONOJECT SC1.)
% PBS  (phosphatgepufferte Kochsalzlésung) (BICRHOM)
I Paraplasl (MONOJECT SCI.)
4 Pikrinsdure (MERCK )
Propylenoxig (MERCK, SERVA)
: -Sacharose {MERCK)
A Tissue Tek (MILES LAB.)
; Tris-Puffer {ROTH)
‘ . B Triton X 100 ' (SIGMA)
; i
I "
Ll
11
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7.2. Lésungden

Pufferlésung nach SORENSEN, pH 7, 8:
10ml 0, iM KH2P0Q4
90ml 0, IM NaZHPO4

Aralditgemisch:
91 Teile Araldit M
84 Teile DDSA

Methylenblau nach RICHARDSON:

100ml Agua dest. mit ig Natriumtetraborat
und 1g Methylenblau

100m)l Aqua dest, mit Azur II

Chromalaun Gelatine

1,5% Gelatine in A.dest
0,1% KCr(S0Q4)2 in A.dest
7% Eisessig in A.dest
30% Athanol in A.dest
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Abbildung 1:

Anzahl der CG-Neurone von Tieren an E8 und an El14 mit und ohne
bFGF-Behandlung. Die Zihlungen wurden von zwei Untersuchern
durchgefithrt (DD und AL),

P < 0,01 bzgl. Eif4+Cytochrom C und E144+bFGF
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Reprisentativer Querschnitt des Ganglion ciliare des Hilhnerembrycs
an

a) E8

b} E144bFGF

0) Ei4+Cytochrom C

ergréferung 125fach, Fiarbung Kresylviolett

-Abbildung 2:




Abbildung 3:
Lingsschnitt durch den Ziliarkdrper und die Kammerwinkelregion des

Auges,

s Sklera

8K SCHLEMMscher Kanal

VK Vorderer Kammerwinkel
CA Circulus arteriosus
PE Pigmentepithel

CM Ziliarmuskel:

a) longitudinaler Anteil
b) radidr und zirkuldr verlaufender Anteil

Abbildungen 4:

Semidinnschnitte durch den Ziliark8rper des Auges nach Behandlung
mit bFGF

Farbung Methylenblau nach RICHARDSON

Vergriéferung 326fach



Abbildung 5;:

Semidlinnschnitt dure ili &
o aomnsehnit h den Ziliarkdrper des Auges eines

Firbung Methylenblau nach R
n I
Vergroferung 400fach RICHARDSON

Abbildung Ba:
Autoradiographie des Ganglion ciliare am Tag E 14
eines Kontrolltieres ‘

vergroferung 240 fach

Abbildung 6b:

Autoradiographie des Ganglion ciliare am Tag EL4
Behandlung mit bLFGF

Vergriferung 240 fach




Abbildung 7Ta:

Autoradiographie des Ziliérmuskels im Auge am Tag Fi4
Behandlung mit bFGE, Vergrﬁﬁerpng 360 fach

3 = Sklera - -
SK = SCHLEMMscher Kanal
Circulus arteriosus .-
Pigmentepithel
CM = Ziliarmuskel:
a) longitudinaler Antei}
b} radifir und zirkuldp verlaufender Anteil

oo
0 =
o

i Th: . ‘
iﬁ:éigggggraphie des Ziliarmuskels im Auge am Tag Ei4

RBabhandlung mit Cvtochrom ¢, VergrBferung 465 fach
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