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1. Einleitung

1.1 Chemische Kodierung der Neurotransmission

1.11 Vesikulare Transportproteine

1.1.1.1  Vesikularer Acetylcholintransporter (VAChT)

Der Neurotransmitter Acetylcholin wird im Zyotplasma aus Cholin und
AcetylCoenzym A durch das Enzym Cholin-Acetyltransferase (ChAT)
synthetisiert. ChAT gilt als traditioneller Marker fir cholinerge Neurone . Der
vesikulére Acetylcholintransporter (VAChT) ist ein H*-abhangiger Transporter in
der Vesikelmembran mit 12 transmembrandésen Domanen, der Acetylcholin in
die prasynaptischen Vesikel verpackt. Er befindet sich auf dem gleichen
Genlocus wie ChAT *2. VAChT konnte kloniert und funktionell getestet werden
und somit als zuverlassiger Marker fir cholinerge Neurone im zentralen und

peripheren Nervensystem etabliert werden > 236 177 178. 7

1.1.1.2  Vesikulare Monoamintransporter (VMAT)

Vesikulare Monoamintransporter (VMAT) vermitteln ATP-abhangig die
Konzentration von Monoaminen in sekretorischen Vesikeln °% 3% 53 54.120.155 'pq
konnten zwei Isoformen der vesikularen Monoamintransporter (VMAT-1 und
VMAT-2) kloniert und pharmakologisch charakterisiert werden % %% %120 pjese
beiden Isoformen zeigen eine zellspezifische Verteilung: Wahrend VMAT-1 im
zentralen Nervensystem, postganglionaren Neuronen des sympathischen
Nervensystems, den EC-Zellen des Darms, chromaffinen Zellen des
Nebennierenmarks, endokrinen Zellen und SIF-Zellen nachgewiesen wurde >*
156, 180, 235" 7eigte sich VMAT-2-Expression in Neuronen des zentralen und

peripheren Nervensystems, in ECL-Zellen des Magens, in chromaffinen
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Granula des Nebennierenmarks, in Lagerhans-Zellen, in Mastzellen und in SIF
Zellen 3% 1%6. 180. 235, 237 \/\AT-2 transportiert Katecholamine, Indolamine und
Histamin in die Vesikel und ist in samtlichen bisher untersuchten
katecholaminergen, serotoninergen und histaminergen Neuronen enthalten.
Diese Tatsache macht VMAT-2 zu einem exzellenten Marker fir solche

Neurone und Fasern im peripheren Nervensystem ** %%,

1.1.1.3 Vesikulare Glutamattransporter (VGLUT)

Vesikulare Glutamattransporter (VGLUT) vermitteln protonenabhéngig den
Transport von Glutamat, dem vornehmlichen Neurotransmitter in
exzitatorischen Neuronen von Saugetieren, in die synaptischen Vesikel *’°. Es
wurden bisher drei Isotypen des vesikularen Glutamattransporters (VGLUT-1-3)
beschrieben und durch eine Reihe biochemischer, elektrophysiologischer und
genetischer Testverfahren als zuverldssige Markerproteine fur glutamaterge

Neurone etabliert 5% 211229,

1.1.2 Biogene Enzyme

1.1.2.1 Tyrosin-Hydroxylase (TH)

Die Tyrosin-Hydroxylase (TH), eine Oxidase, katalysiert in der
Katecholaminbiosynthese die Reaktion von Tyrosin + O, zu L-
Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA). TH limitiert die Syntheserate fur Dopamin
und Noradrenalin, sowie Adrenalin und kommt in allen

katecholaminproduzierenden Zellen vor %,

1.1.2.2 L-aromatische Aminosaure-Decarboxylase (AADC)

Die L-aromatische Aminosaure-Decarboxylase (AADC; auch: L-Dopa-
Decarboxylase) wandelt L-DOPA zu Dopamin und CO, um. Interessanterweise
ist dieses Enzym identisch mit der 5-Hydroxytryptophan-Decarboxylase, die den
zweiten Schritt der Serotoninbiosynthese, die Umwandlung von 5-

Hydroxytryptophan zu 5-Hydroxytryptamin (Serotonin), katalysiert ***. Damit ist
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dieses Enzym nicht spezifisch fur ein bestimmtes biogenes Amin , sondern ist

obligat fUr serotoninerge und katecholaminerge Neurone.

1.1.2.3 Dopamin-R-Hydroxylase (DBH)

Die Dopamin-3-Hydroxylase (DBH) ist das dritte Enzym in der Reaktionskette

der Katecholaminbiosynthese und wandelt Dopamin zu Noradrenalin um *°*.

1.1.2.4 Phenylethanolamin-N-Methyltransferase (PNMT)

Die Phenylethanolamin-N-Methyltransferase (PNMT) ist das Enzym, das den
letzten Schritt der Adrenalinsynthese katalysiert und Noradrenalin zu Adrenalin

umwandelt 1°*,

1.1.2.5 Tryptophan-Hydroxylase (TpH)

Die Tryptophan-Hydroxylase (TpH) ist eine der Tyrosin-Hydroxylase &hnliche
Oxidase und das ratenlimitierende Enzym fir die Serotoninbiosynthese. TpH
wandelt Tryptophan zu 5-Hydroxytryptophan um und ist spezifisch flr

serotoninerge Neurone %%,

1.1.2.6 Histidin-Decarboxylase (HDC)

Die Histidin-Decarboxylase (HDC) ist das einzige Enzym in der

Histaminsynthese. HDC wandelt Histidin zu Histamin um *°.
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Die nachfolgende Tabelle 1.1 soll einen zusammenfassenden Uberblick tber
die klassischen Transmittersysteme mit den jeweiligen vesikularen
Transportproteinen und Enzymen geben. Abbildung 1.1 skizziert die

Synthesewege von Adrenalin, Serotonin und Histamin.

Transmittersystem biogenes Enzym vesukularer Transporter
cholinerg ChAT VAChT
dopaminerg TH, AADC VMAT-2
noradrenerg TH, AADC, DBH VMAT-2
adrenerg TH, AADC, DBH, PNMT VMAT-2
serotoninerg TpH, 5-HTD (identisch mit SERT, VMAT-2
AADC)
histaminerg HDC VMAT-2
glutamaterg (allgemeiner Stoffwechsel) VGLUT-1-3

Tabelle 1.1: Kodierung der verschiedenen Kklassischen Transmittersysteme durch
Transportproteine und biogene Enzyme

Abkirzungen:, ChAT = Cholin-Acetyltransferase, TH = Tyrosin-Hydroxylase, AADC = L-

aromatische  Aminosaure-Decarboxylase, DBH = Dopamin-R-Hydroxylase, PNMT =
Phenylethanolamin-N-Methyltransferase, TpH = Tryptophan-Hydroxylase, 5-HTD = 5-
Hydroxytryptamin-Decarboxylase, HDC = Histidin-Decarboxylase, SERT = Serotonin-
Membrantransporter, VAChT = vesikularer Acetylcholintransporter, VMAT = vesikularer

Monoamintransporter, VGLUT = vesikularer Glutamattransporter

Tyrosin Tryptophan Histidin
TH TpH HDC
v \4
L-Dopa 5-HT Histamin
AADC AADC
v \4
Dopamin Serotonin
DBH
v

Noradrenalin

PNMT

v
Adrenalin

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Synthesewege der biogenen Amintransmitter mit
ihren jeweiligen Enzymen. Abkirzungen siehe Legende Tabelle 1.1.
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1.1.3 Neuropeptide und Chromogranin A

1.1.3.1 Vasoaktives Intestinales Polypeptid (VIP)

Das Vasoaktive Intestinale Polypeptid (VIP), ein 28 Aminoséuren langes Peptid

140. 171 nd ist ein

121a

wurde urspringlich aus dem Darm des Schweins isoliert

wichtiger Kotransmitter von Acetylcholin in parasympathischen Neuronen

3, 71, 127

Die beiden Hauptwirkungen von VIP sind die Vasodilatation und die

Stimulation seromukoser Driisen #® 61 123 15 v/|p ist an der Innervation der

3. 38, 204 nd soll dariiberhinaus

39, 40, 41

zerebralen Blutgefadsse massgeblich beteilgt
eine wichtige Rolle in der Entstehung des Kopfschmerzes spielen
Desweiteren fordert VIP indirekt das Neuritenwachstum Uber die Ausschittung
von neurotrophen Faktoren, wie dem Activity-Dependent Neurotrophic Factor
(ADNF) ?* sowie die Stimulation der CgA-Ausschiittung in der Glandula
submandibularis 4.

1.1.3.2 Neuropeptid Y (NPY)

Neuropeptid Y (NPY) ist ein Peptid mit einer Lange von 36 Aminosauren und
wurde urspriinglich aus dem Gehirn von Schweinen isoliert 2** 2%, NPY wurde
in peripheren Neuronen als noradrenerger  Kotransmitter ~ mit
vasokonstriktorischer Wirkung beschrieben % 8 97: 124,125,245 NPy kommt unter
anderem in perivaskularen Nervenfasern vor, wo es mit Noradrenalin koexistiert

45 2 und in

, ausserdem in sympathischen Fasern in der nasalen Mukosa
Varikositaten an Acini, Ausfihrungsgangen und Gefassen in der Glandula

submandibularis, wo es mit SP und VIP koexistiert %.

1.1.3.3 Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP)

Das Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP) ist ein 37 Aminosduren langes
Neuropeptid, das sich vom Calcitonin Gen ableitet **’. CGRP wurde 1982 bei
der Untersuchung des primaren Transkripts des Calcitonin-Gens der Ratte

1% ynd vor allem in sensiblen

entdeckt *. Es ist ein starker Vasodilatator
Neuronen mit SP kolokalisiert . CGRP wird durch die Beteiligung an der

Innervation der intrakraniellen Gefasse eine Bedeutung bei der Entstehung des

10
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38, 40, 41, 170, 223

Kopfschmerzes , sowie bei der Nozizeption in der nasalen Mukosa

beigemessen ** *°. CGRP ist in der Lage, Mastzellen zu degranulieren **’. In
frihen postnatalen Stadien (P5 — P12) ist CGRP als Sekretions-Stimulator fir

173

die Glandula submandibularis beschrieben worden . Ausserdem wurde

CGRP zusammen mit SP eine Rolle in der Regulierung der Salivation

zugeschrieben *" 172,

1.1.3.4 Substanz P (SP)

Substanz P (SP) ist ein 11 Aminosauren langes Undekapeptid, gehort zur

80.12 nd wurde 1931 von Euler und Gaddum entdeckt

Familie der Tachykinine
%5 SP ist insbesondere in primarafferenten C-Fasern lokalisiert **° und befindet
sich hauptsachlich in sensiblen Neuronen, wo sie in spezifischen
Subpopulationen mit CGRP kolokalisiert ist “®. Substanz P spielt eine wichtige
Rolle fur neuronale Funktionen, Blutdruck, Sekretion, die Aktivitat der glatten
Muskulatur und in der Schmerzwahrnehmung **3. SP ist zusammen mit CGRP
an der Regulierung der Salivation beteiligt *" 2. Dariiberhinaus spielt SP eine
Rolle bei der allergischen Reaktion der Nasenschleimhaut ***. Zusatzlich wurde

ein Einfluss von SP auf die Histaminfreisetzung aus den Mastzellen postuliert
233,234

1.1.3.5 Met>-Enkephalin-Arg®-Gly’-Leu® (MERGL)

Die Opioide werden aus den drei Vorlaufern Proenkephalin, Prodynorphin und
Proopiomelanocortin gebildet, die jeweils von einem anderen Gen abstammen
101 Das Opioidpeptid Met®>-Enkephalin-Arg®-Gly’-Leu® (MERGL) aus der Familie
der Enkephaline ist ein Préproenkephalin A codiertes Oktapeptid und eignet
sich, durch Kolokalisationsstudien mit Leu- und Met-Enkephalin gezeigt °* ***
1%8 sehr gut als Marker fiir enkephalinerge Neurone % 4% 222 MERGL kommt
in sensorischen Neuronen vor *#, ist in bestimmten Regionen in Neuronen mit
VIP und NPY %8 bzw. mit Noradrenalin *°7 kolokalisiert und spielt eine Rolle bei

chronischem Schmerz 1.

11
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1.1.3.6 Chromogranin A (CgA)

Chromogranin A (CgA) ist ein 70 kDa Glykoprotein, das panneuronal im
sympathischen, parasympathischen, sensorischen und enterischen
Nervensystem, sowie im ZNS und im Riickenmark vorkommt ">, CgA wurde
dariiberhinaus in zahlreichen neuroendokrinen Zellen *°, Merkel Zellen ® und
chromaffinen Zellen ** gefunden und fungiert unter anderem als Prohormon #*>
191 Regulator in der Sortierung sekretorischer Peptide *°® und ist obligat an der

Vesikulogenese von ,dense-core-Vesikeln“ beteiligt °% 6% 89 162 163,105 Fiqq

Depletion von CgA fiihrt zum Verlust der Bildung von ,dense-core-Vesikeln“ 14,

Im n&chsten Abschnitt wird auf die anatomische Lage der kranialen
parasympathischen Ganglien der Ratte, sowie deren bisher in der Literatur
beschriebene Ausstattung mit vesikularen Transportproteinen, biogenen

Enzymen und Neuropeptiden genauer eingegangen.

12
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1.2 Anatomie und chemische Kodierung der kranialen

parasympathischen Ganglien der Ratte

1.2.1 Ubersicht

Die foldende Abbildung (Abb. 1.2) soll einen zusammenfassenden Uberblick
Uber Ursprung, zentralen und peripheren Verlauf und Verschaltung der
praganglionaren Fasern, sowie die wichtigen Innervationsgebiete der kranialen

parasympathischen Ganglien geben.

Nucleus
Edinger-
Westphal

N. oculomotorius

Ganglion
ciliare

Ganglion

tri Ciliarkorper
Iris
& — Kornea
Nucleus Konjunktiva
salivatorius
superior

Ganglion

. . i sphenopalatinum
I}{ucleu§ N. intermedius P .. Glandula lacrimalis
sa.|vatqr|us < Zerebralarterien
inferior ' : :

& - &/-——— Nasale Mukosa

'P
N. IX " N. canalis Gaumen
pterygoideus .
. . Ganglion
N. lingualis oticum

Glandula parotis
Zerebralarterien
Nasale Mukosa

Ganglion
submandibulare Glandula
et submandibularis

Glandulae
sublinguales

7 Medulla
oblongata

A. carotis
interna

Ganglion
cervicale
superius

A. carotis
externa

Abbildung 1.2: Schematische Ubersicht iiber die jeweils wichtigsten Innervationsgebiete der
kranialen parasympathischen Ganglien mit Urspriingen, Verlauf und Verschaltung der
sympathischen, parasympathischen und sensorischen préagangliondren Fasern. N. IX = N.
glossopharyngeus (Modifiziert nach Loewy und Spyer **')

13
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1.2.2 Ganglion oticum

1.2.2.1 Anatomische Lage

Wie auch beim Menschen befindet sich das Ganglion oticum bei der Ratte
medial des Austritts des N. mandibularis unter der Schadelbasis in der Fossa
infratemporalis. Es erhélt seine parasympathischen Afferenzen aus dem N.
petrosus minor (aus N. tympanicus, wiederum aus N. glossopharyngeus), seine
sympathischen Afferenzen aus dem Nervengeflecht der A. meningea media
(aus Plexus caroticus) und seine sensiblen Afferenzen aus dem N.
mandibularis, die von motorischen Fasern aus demselben Nerven begleitet

werden. 28

1.2.2.2  Neuronale Ph&notypen und Funktion

In den VAChT-positiven postganglionaren cholinergen Neuronen des Ganglion
oticum der Ratte wurde in embryonalen Entwicklungsstadien die Expression
von VMAT-2 in einer nicht quantifizierten Population der Neurone
nachgewiesen. Im adulten Stadium waren keine VMAT-2-positiven
postganglionaren Neurone mehr im Ganglion oticum vorhanden 180

TH konnte nur in einer minimalen Subopopulation der Neurone des Ganglion
oticum der Ratte (weniger als 1%) im adulten Stadium festgestellt werden **2.
Andere Autoren verneinten die TH-Expression in den postganglionéaren
Neuronen "®. Eine Expression von DBH konnte in weniger als 5% der Neurone
des Ganglion oticum der Ratte nachgewiesen werden °.

VIP als parasympathischer Kotransmitter wurde im adulten Stadium in den
meisten Neuronen des Ganglion oticum der Ratte (Prozentangaben von 80%
bis 97,4%) nachgewiesen & ™ ¢ 26 gp_mmunreaktion wurde nur in einer
kleinen Subpopulation (weniger als 5%) der postgangliondren Neurone des
Ganglion oticum der Ratte im adulten Stadium gefunden ®® 7. Auch CGRP
konnte nur in einer kleinen Population der Neurone des Ganglion oticum der
Ratte im adulten Stadium nachgewiesen werden. Andere Autoren beschrieben
schwache Reaktionen fiir CGRP in singularen Neuronen ® " %°  Uber die

Expression von NPY in den postgangliondren Neuronen des Ganglion oticum

14
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der Ratte gingen die Aussagen weit auseinander: Die Angaben Uber die Anzahl
der reaktionspositiven Neurone im adulten Stadium variierten zwischen 30%
und 80% 68, 76, 112, 113, 206

Koexistenzen in den postganglionaren Neuronen des Ganglion oticum der Ratte
konnten fiir VIP/NPY/SP %% 7° vIP/NPY ¢ 112 113 206 ynq DBH/VIP/NPY °

nachgewiesen werden.

Das Innervationsgebiet der Hauptpopulation der Neurone des Ganglion oticum

21, 185 231 1n diesen Neuronen wurden

der Ratte ist die Glandula parotis
Immunreaktionen fur VIP und SP, bzw. fir VIP/NPY nachgewiesen. Auch in den
terminalen Nervenfasern in der Glandula parotis wurde VIP und SP, bzw.
VIP/NPY nachgewiesen %% 113185,

Als weiteres wichtiges Innervationsgebiet der postganglionaren Neurone des
Ganglion oticum der Ratte wurden die zerebralen Blutgefasse, insbesondere
der Circulus Arteriosus Willisii mit den davon abgehenden Arterien (v.a. A.
cerebri media) genannt. In den postganglionaren Neuronen fir diese Gefasse
wurde die Expression von VIP, bzw. VIP/NPY nachgewiesen 37+ 42 187, 204, 206
Eine weitere Beteiligung an der vaskularen Innvervation aus den Neuronen des
Ganglion oticum der Ratte wurde fur die A. meningea media, die A. temporalis
superficialis und die pialen Gefasse jeweils aus VIP-positiven Neuronen
beschrieben 205, 222 224,

Ein ebenfalls wichtiges Innervationsgebiet der postganglionaren Neurone des
Ganglion oticum der Ratte ist die nasale Mukosa, die von postganliondren
Neuronen innerviert wird, in denen Immunreaktionen fur VIP, VIP/NPY und
VIP/SP nachgewiesen wurden .

Zusatzlich waren noch die Unterlippe und die temporomandibulare
Gelenkkapsel als Innervationsgebiete der Neurone des Ganglion oticum der

Ratte aufgefihrt % 22°,
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1. Einleitung

1.2.3 Ganglion sphenopalatinum

1.2.3.1 Anatomische Lage

Das Ganglion sphenopalatinum der Ratte befindet sich, analog der
anatomischen Lage beim Menschen, in der Fossa sphenopalatina in der Néhe
der Aufzweigungsstelle des N. maxillaris. Seine Afferenzen erhélt es aus dem
N. facialis (parasympathische Fasern tber den N. petrosus major), aus dem
Plexus caroticus (sympathische Fasern Uber den N. petrosus profundus) und
aus dem N. maxillaris (sensible Fasern Uber Rami ganglionares). Auch hier

werden nur die parasympathischen Fasern verschaltet. 2*8

1.2.3.2 Neuronale Phéanotypen und Funktion

In den VAChT-positiven cholinergen postganglionaren Neuronen des Ganglion
sphenopalatinum der Ratte wurde in embryonalen Entwicklungsstadien die
Expression von VMAT-2 in einer nicht quantifizierten Population der Neurone
nachgewiesen. Im adulten Stadium waren keine VMAT-2-positiven Neurone
mehr vorhanden. In den Embryonalstadien war VMAT-2 mit VAChT

180 yyAChT wurde auf mRNA-Ebene in allen Neuronen des

koexprimiert
Ganglion sphenopalatinum der Ratte nachgewiesen **°.

Die TH-Expression in den postgangliondren Neuronen des Ganglion
sphenopalatinum der Ratte wurde von einer Arbeitsgruppe hinsichtlich ihrer
Dynamik wahrend der Entwicklung untersucht. Hier wurden TH-positive
Neurone vereinzelt ab Embryonaltag (E) 16,5 beobachtet. Zwischen E 18,5 und
postnatalem Tag (P) 1 stieg die Anzahl der TH-positiven Neurone auf ca. 9% an
und nahm bis zum adulten Stadium auf 1,8% wieder ab **. Andere Autoren
detektierten im adulten Stadium weniger als 1% TH-positive Neurone 2. TH--
positive Fasern wurden bereits ab E 15,5 nachgewiesen **. Manche Autoren
verneinten die Existenz von TH-exprimierenden Neuronen im Ganglion
sphenopalatinum der Ratte im adulten Stadium "® **%.

Die Beobachtung von TH-Immunreaktivitat in einem Teil der Neurone des

Ganglion sphenopalatinum der Ratte fuhrte zu einer Untersuchung, bei der den
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1. Einleitung

Tieren kurz vor ihrer Totung die Dopaminvorstufe L-DOPA systemisch appliziert
wurde. Nach anschliessender Fixation mit Glyoxylsaure zeigte sich eine starke
Katecholamin-Histofluoreszenz in den postganglionaren Neuronen des
Ganglion sphenopalatinum, was zu der Annahme einer AADC-Aktivitat in
diesen Neuronen fihrte. Nach Inkubation mit einem Noradrenalin-Analogon
wurde jedoch keine Histofluoreszenz in den Neuronen beobachtet .

DBH wurde in weniger als 5% der postgangliondren Neurone des Ganglion
sphenopalatinum der Ratte beobachtet *°.

Die Uberwiegende Anzahl der Neurone des Ganglion sphenopalatinum der
Ratte im adulten Stadium wurde als reaktionspositiv fiir VIP beschrieben % ™
76, 112, 122, 128, 129, 138, 206 - Aich CgA konnte in den meisten postganglionédren
Neuronen des Ganglion sphenopalatinum der Ratte im adulten Stadium
nachgewiesen werden 32 17¢,

SP konnte in vielen positiven Fasern, aber nur wenigen Neuronen (zwischen
1% und 5%) des Ganglion sphenopalatinum der Ratte im adulten Stadium
gezeigt werden * "®. Andere Autoren verneinten die Existenz von SP-positiven
Neuronen im Ganglion sphenopalatinum der Ratte **’.

CGRP wurde in einer sehr kleinen Population, meist schwach positiver
postganglionarer Neurone des Ganglion sphenopalatinum der Ratte im adulten
Stadium gefunden "® **"- 1% Andere Autoren verneinten die Existenz von CGRP

in den Neuronen ©8

. Es wurden SP- und CGRP-positive Varikositaten und
Terminalen gefunden, die synaptischen Kontakt mit den Neuronen des
Ganglion sphenopalatiunum eingingen und als Axonkollateralen des Ganglion

trigeminale postuliert wurden * 3% 208

Die Zahlenangaben uber die
nachgewiesenen NPY-positiven Neurone im Ganglion sphenopalatinum der
Ratte im adulten Stadium schwankte zwischen sehr wenigen Neuronen bis
5411% der Neurone 68, 76, 109, 112, 138, 206.

Koexistenzen konnten fir VIP/NPY (47,4%), VIP/NPY/ENK (6,6%) und
VIP/IENK (3,9%) in den postganglionaren Neuronen des Ganglion
sphenopalatinum der Ratte gezeigt werden °8 138 180. 206

Katecholamine konnten in den Neuronen nicht nachgewiesen werden 4. Es
wurden viele SIF-Zellen im Ganglion sphenopalatinum beobachtet, die durch
ihre starke TH-Immunreaktivitat und ihre geringere Grésse im Vergleich zu den

postganglionaren Neuronen identifiziert werden konnten ***,
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1. Einleitung

Aus den Neuronen des Ganglion sphenopalatinum der Ratte werden vor allem
die Glandula lacrimalis, die nasale Mukosa und die Hirnbasisarterien innerviert.
Neben der Glandula lacrimalis, die mit VIP- und NPY-positiven Fasern
innerviert wird, werden auch die Konjunktiva mit VIP/NPY-kopositiven Fasern,
die Choroidea mit NPY-positiven Fasern, das periorbitale Gewebe und die
Meibom’sche Drise und der M. tarsalis des Augenlides mit VIP- und DBH-
positiven Fasern aus den postgangliondren Neuronen des Ganglion
sphenopalatinum versorgt 1% 48 7% 113,192

Die Innervation der nasalen Mukosa der Ratte erfolgt Uber VIP-, SP- und
VIP/NPY-positive Fasern aus den Neuronen des Ganglion sphenopalatinum ©
68, 75, 116, 126, 200, 220, 221.

Die Gefassinnervation der Zerebralarterien aus den postganglionaren Neuronen
des Ganglion sphenopalatinum der Ratte konzentriert sich vor allem auf den
Circulus Arteriosus Willisii mit seinen Asten, der A. cerebri anterior, A. cerebri
media, A. cerebri posterior, sowie die A. carotis interna und teilweise die A.
basilaris. In den Fasern hierfiir konnte hauptsachlich VIP, aber auch NPY, bzw.
VIP/NPY/ACh kolokalisiert nachgewiesen werden 19 20 22 36, 37, 42,74, 75,135, 141, 204,
206, 207 “\weitere, teilweise aus den postgangliondren Neuronen des Ganglion
sphenopalatinum versorgte Gefasse sind die ipsilaterale A. meningea media mit
VIP-positiven Fasern, die A. ophthalmica, die A. temporalis superficialis, die
pialen Gefasse, sowie der Sinus cavernosus * 7" %22 224 Damit fallt dem
Ganglion sphenopalatinum eine wichtige Aufgabe bei der Regulierung des
zerebralen Blutflusses zu, was experimentell durch Stimulation der Neurone
des Ganglion sphenopalatinum, bzw. ihrer Fasern mit konsekutiver Steigerung
des Blutflusses gezeigt werden konnte 84 2%,

Als weitere Innervationsgebiete der postgangliondren Neurone des Ganglion
sphenopalatinum der Ratte konnten das Ganglion ciliare durch VIP-positive
Fasern und der Gaumen durch NPY-positive Fasern gezeigt werden ** 13,
Durch Stimulation der Neurone des Ganglion sphenopalatinum konnte auch
eine Erhdéhung der Plasmaprotein-Extravasation um etwa 200% in der
ipsilateralen Dura mater beobachtet werden, was eine Beteiligung an einer
neurogenen Entzindung nahelegt, wie sie bei der Entstehung der Migréne

vermutet wird 2.
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1. Einleitung

1.2.4 Ganglion submandibulare

1.2.4.1 Anatomische Lage

Das Ganglion submandibulare der Ratte ist wie beim Menschen hauptséchlich
im Hilusbereich der Submandibulardrise lokalisiert, ferner in den interlobuléaren
Septen von Glandula submandibularis und Glandulae sublinguales, meist
entlang der Hauptausfihrungsgéange. Seine Afferenzen erhalt es aus der
Chorda tympani (parasympathische Fasern aus dem N. facialis Uber den N.
lingualis aus N. mandibularis) und dem Plexus caroticus (sympathische

Fasern). ¥

1.2.4.2 Neuronale Phanotypen und Funktion

In den VAChT-positiven cholinergen postgangliondren Neuronen des Ganglion
submandibulare der Ratte konnte in embryonalen Entwicklungsstadien die
Expression von VMAT-2 in einer nicht quantifizierten Population nachgewiesen
werden. Im adulten Stadium konnten keine VMAT-2-positiven Neurone mehr
nachgewiesen werden. In den Embryonalstadien war VMAT-2 mit VAChT

180 yAChT wurde auf mRNA-Ebene in allen Neuronen des

koexprimiert
Ganglion submandibulare der Ratte nachgewiesen *'°,
TH-positive Neurone wurden nur gelegentlich und in geringer Anzahl (bis ca.

4%) im adulten Stadium im Ganglion submandibulare der Ratte beobachtet ***

186, 195 196 DBH-Immunreaktivitit konnte sowohl in der Glandula
submandibularis, als auch in den Neuronen des Ganglion submandibulare der
Ratte im adulten Stadium nachgewiesen werden; Noradrenalin fehlte jedoch in
den Neuronen 28 ©°,

Eine Subpopulation von MERGL-positiven Neuronen wurde im Ganglion
submandibulare der adulten Ratte gefunden *** 186 195 1% pie |mmunreaktivitat
fur VIP konnte in der Hauptpopulation der Neurone des Ganglion
submandibulare der Ratte im adulten Stadium nachgewiesen werden #* %8 1%
SP wurde in einer variablen Anzahl von Neuronen im embryonalen und adulten

Stadium gefunden '**. Andere Autoren beschrieben eine Abnahme der SP-
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1. Einleitung

positiven Neurone vom Embryonalstadium (92% SP-positive Neurone) bis zum
Erwachsenenstadium (18% SP-positive Neurone) %*°, bzw. die Existenz von SP-
positiven Neuronen im adulten Stadium 9. 98 CGRP-positive postganglionare
Neurone im Ganglion submandibulare der Ratte konnten nur in sehr geringer
Anzahl im adulten Stadium nachgewiesen werden ** %°. Andere Autoren
verneinten die Existenz von CGRP-positiven Neuronen im Ganglion
submandibulare der Ratte . NPY-Immunreaktivitat wurde in einer variablen

Anzahl von Neuronen im adulten Ganglion submandibulare der Ratte gefunden
98, 144, 181

Koexistenzen in den Neuronen des Ganglion submandibulare der Ratte wurden
fur VIP/MERGL und VIP/NPY/SP nachgewiesen % 9.

Es wurde ebenfalls gezeigt, dass es innerhalb des Ganglion submandibulare
der Ratte zwei verschiedene Population von Neuronen gibt, die sich
unterscheiden lassen durch a) ihre Lokalisation innerhalb des Ganglions, b) die
Innervation ihrer Zielorgane und c) das Vorkommen intrinsischer Synapsen .
Die Innervationsgebiete der postganglionaren Neurone des Ganglion
submandibulare sind die Glandula submandibularis und die Glandulae

sublinguales.

1.2.5 Ganglion ciliare

1.2.5.1 Anatomische Lage

Das Ganglion ciliare befindet sich bei der Ratte, wie auch beim Menschen, in
der Orbita und ist hinter dem Bulbus, dicht am Nervus opticus gelegen. Seine
Afferenzen erhélt es aus dem N. oculomotorius (parasympathische Fasern),
aus dem cervicalen Grenzstrang (sympathische Fasern) und aus dem N.

ophthalmicus (sensible Fasern tiber den N. nasociliaris). ?*®
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1. Einleitung

1.2.5.2 Neuronale Phanotypen und Funktion

In allen postganglionaren Neuronen des Ganglion ciliare der Ratte konnte
mMRNA fiir VAChT nachgewiesen werden *°.

TH wurde im Vergleich zu den drei anderen Ganglien in einem Grossteil der
Neurone des adulten Ganglion ciliare der Ratte gefunden. Zahlenangaben
schwankten zwischen 25% und 75% ’¢ 1t 112, 219. 227 BRH. |mmunreaktivitat
wurde in ca. 10% der Neurone nachgewiesen ***. Andere Autoren verneinten
die Existenz von DBH-positiven Neuronen im adulten Ganglion ciliare der Ratte
227 AADC-positive postganglionare Neurone im Ganglion ciliare wurden bisher
nur beim Huhn beobachtet .

Die Angaben Uber die Anzahl der VIP-positiven Neurone im adulten Ganglion
ciliare der Ratte variierten von einigen wenigen bis zu 96,5% '© 2%, SP konnte
nur in weniger als 5% der postganglionaren Neurone im adulten Ganglion ciliare
der Ratte nachgewiesen werden "®. CGRP wurde in einer Subpopulation von
maximal 26% der Neurone des Ganglion ciliare der Ratte im adulten Stadium
beobachtet, wobei die Immunreaktionen meist als relativ schwach beschrieben
wurden “® 199203 NPY konnte ebenfalls nur in einer Subpopulation der Neurone
im adulten Ganglion ciliare der Ratte gezeigt werden. Hier schwankten die
Zahlenangaben zwischen 15% und 43% ’© 12 203,206,219

Koexistenzen wurden fir VIP/NPY, TH/DBH und TH/NPY nachgewiesen " 12
206 zusétzlich wurde die Existenz von von SIF Zellen innerhalb des Ganglion
ciliare der Ratte beschrieben, die sich durch ihre geringere Grésse im Vergleich
zu den Neuronen und ihre intensive TH-Immunreaktivitit auszeichneten %,

Von den postgangliondren Neuronen des Ganglion ciliare der Ratte werden der

Ciliarkorper, die Iris, die Kornea und die Konjunktiva innerviert 247
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1.2.5 Small Intensely Fluorescent Cells (SIF Zellen)

Die Small Intensely Flourescent Cells (SIF Zellen) der Ratte, Abkdmmlinge der
Neuralleiste 2, zeichnen sich durch eine intensive Expression von
Katecholaminen aus und sind deshalb aufgrund ihrer starken TH-
Immunreaktivitat gut zu detektieren. Ausserdem sind sie kleiner als die
postganglionaren Neurone der Ganglien. Es wurden zwei Typen von SIF Zellen
postuliert: Typ-1 SIF Zellen sollen als Interneurone fungieren und Typ-2 SIF
Zellen als endokrine Zellen. SIF Zellen werden im allgemeinen als Bestandteile
der sympathischen Ganglien angesehen und sind meist in der Nahe von

237 Jedoch wurden SIF Zellen auch in

43, 95, 96,

Blutgefassen lokalisiert
parasympathischen und sensorischen Ganglien der Ratte beschrieben
102,. 114, 134, 242.

Die Funktion der SIF Zellen ist letztendlich noch nicht geklart. Es wird ihnen
aber eine Rolle als Interneurone und/oder neuroendokrine Zellen , aber auch
als Vorlauferzellen autonomer Neurone und Zellen des Nebennierenmarks

ZUgeSChrieben 23, 35, 67, 110, 131, 189, 241.

Die Hypothese der neuronalen
Vorlauferzellen wurde jedoch durch das erst spéate Auftreten der SIF Zellen im
Ganglion sphenopalatinum (E 18,5) im Gegensatz zum friihen Auftreten im

Ganglion cervicale superius (E 13) in Frage gestellt *** 7.

Untersuchungen zur Entschlisselung des neuronalen Phanotyps der SIF Zellen
wurden hauptsachlich an SIF Zellen in sympathischen Ganglien der Ratte (v.a.
Ganglion cervicale superius) durchgefihrt. Es wurden samtliche Transporter
und Enzyme flr die Dopamin-, Noradrenalin- und Adrenalinsynthese in den SIF
Zellen sympathischer Ganglien der Ratte nachgewiesen, d.h. Immunreaktivitéat
fir VMAT-1, VMAT-2, TH, AADC, DBH und PNMT 8% %0 199 180 " Aysserdem
konnten durch Gaschromatographie und Massenfragmentographie
verschiedene Konzentrationen von Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin in den
SIF Zellen der Ratte nachgewiesen werden ®* #. Die Existenz von DBH und
PNMT in den SIF Zellen der Ratte wurde von einigen Autoren jedoch verneint
9 VAChT war negativ in SIF Zellen der Ratte **°.

22



1. Einleitung

Die Existenz von HDC und Histamin, ebenso wie von Serotonin in SIF Zellen

73, 151, 198

der Ratte wurde von einigen Autoren bestatigt , von anderen verneint

90, 72

Dartberhinaus wurden Immunreaktionen fir VIP, MERGL, SP, CGRP und NPY

25, 83, 84, 100, 152

in SIF Zellen der Ratte nachgewiesen . In den SIF Zellen im

Ganglion sphenopalatinum der Ratte wurde die Existenz von VIP hingegen

verneint 14,

Koexistenzen in den SIF Zellen der Ratte wurden fur VMAT-1/VMAT-2, SP/TH,

NPY/TH, VIP/TH, DBH/TH, Histamin/TH, HDC/TH, 5HT/TH, MERGL/VIP und
MERGL/VIP/NPY nachgewiesen 2> 83 151 189,
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2. Fragestellung und Zielsetzung

" $

Die Aufschlisselung der chemischen Kodierung der Neurotransmission in den
kranialen parasympathischen Ganglien der Ratte hat durch die Entdeckung
vesikularer Transportproteine in den letzten Jahren grosse Fortschritte
gemacht. Dennoch ist das Gesamtbild der chemischen Ausstattung der
Neurone dieser Ganglien im Hinblick auf die verschiedenen Transmittersysteme
sowie auf Neuropeptide noch nicht hinreichend geklart. Zudem wurden fast
samtliche bisherigen Studien an den Ganglien adulter Ratten durchgefinhrt.
Auch uber die chemische Kodierung der Small Intensely Flourescent Cells (SIF
Zellen) in parasympathischen Ganglien ist derzeit noch sehr wenig bekannt.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, in den cholinergen kranialen
parasympathischen Ganglien der Ratte mdgliche aminerge, serotoninerge,
glutamaterge, sowie peptiderge Phanotypen Uber die Zeitachse der
Ontogenese vom embryonalen bis zum adulten Stadium aufzuschlusseln.
Anlass zur Untersuchung aminerger Phénotypen in diesen Ganglien gaben die
von Schitz et al 1998 veréffentlichten Ergebnisse, die unter anderem
Immunreaktionen fur den vesikularen Monoamintransporter 2 (VMAT-2) in einer
nicht quantifizierte Anzahl postganglionarer Neurone im Ganglion oticum,
sphenopalatinum und submandibulare im embryonalen Stadium der Ratte
zeigten.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung des monoaminergen
Phéanotyps der SIF Zellen, die im adulten Ganglion sphenopalatinum gefunden
wurden. Die chemische Ausstattung der SIF Zellen in sympathischen Ganglien
der Ratte mit monoaminergen Komponenten ist aus der Literatur bekannt und
soll nun an SIF Zellen in parasympathischen Ganglien, wie hier im Ganglion

sphenopalatinum, verifiziert werden.
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3. Material und Methoden

% & &

Zur Bearbeitung der Fragestellung nach der chemischen Kodierung der
Neurotransmission in den kranialen parasympathischen Ganglien der Ratte wurde
folgendermassen verfahren:

Die verschiedenen Transmittersysteme wurden mittels Immunhistochemie unter
Verwendung von spezifischen Antikorpern gegen die biogenen Enzyme und die
vesikularen Transportproteine der jeweiligen Transmittersysteme untersucht (Tabelle
1.1). Daruberhinaus wurde die Ausstattung der postganglionaren Neurone der
kranialen parasympathischen Ganglien der Ratte auf den vesikularen
Monoamintransporter 1 und 2 (VMAT-1 und -2), den vesikularen Glutamattransporter
1-3 (VGLUT-1-3), den Serotonin-Membrantransporter (SERT), Serotonin (5-HT),
Chromogranin A (CgA), Substanz P (SP), die Enkephalin-Vorstufe Met>-Enkephalin-
Arg®-Gly’-Leu® (MERGL), das vasoaktive intestinale Polypeptid (VIP) und das
Neuropeptid Y (NPY) mittels spezifischer Antikdrper getestet.

Die SIF Zellen, die vor allem im Ganglion sphenopalatinum gefunden wurden, sollten
auf ihre Ausstattung mit Komponenten des monoaminergen Transmittersystems
mittels Antikérpern gegen VMAT-1, VMAT-2, AADC, DBH und TH (Abklrzungen
s.0.). Der Phanotyp der SIF Zellen wurde mittels Doppelfluoreszenz-

Immunhistochemie im adulten Stadium dargestellt.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Versuchstiere

Ratten, Wistar

3.1.2 Chemikalien, Enzyme, Kits

ABC Kit

Aceton

Avidin

Biotin

3,3’ Diaminobenzidin (DAB)
Di-Natriumhydrogenphosphat
Eosin

Essigsaure 100%

Ethanol

Formaldehyd 37%

Giemsa

Hamatoxylin

Isopropanol
Kupfer-(Il)-Acetat-Monohydrat
Methanol

Natriumchlorid
Natriumhypochlorid
Natriumthiosulfat

Natronlauge
Nickel-Ammoniumsulfat
Pikrinsaure
Rinderserumalbumin (BSA; pH 7,0)
Salzsaure, 1M
3-(Triethoxysilyl)-propylamin (TESAP)
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
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Charles River, Sulzfeld

Vector Laboratories
Merck

Vector Laboratories
Vector Laboratories
Sigma

Merck

Merck

Riedel de Haen
Riedel de Haen
Merck

Merck

Merck

Merck

Fluka

Merck

Riedel de Haen
Merck

Merck

Merck

Fluka

Merck

Serva

Merck

Merck

Riedel-de-Haen



3. Material und Methoden

Wasserstoffperoxyd, 30%

Xylol

Xylolersatz (Mikroclear)

Zitronensaure-Monohydrat

Merck
Merck
Vogel
Merck

3.1.3 Verbrauchsmaterial und wiederverwendbare Materialien

Agfapan APX 25
Caps

Deckglaser
DePeX
Dippinggefasse
Einbettmedium
Einmalklingen
FluorSafe®
Fotopapier
Gewebekassetten
Inkubationskammern
Kolbenhubpipetten
Laborflaschen
Messbecher
Messzylinder
Objekttrager
PAP-Pen
Papierfilter
Petrischalen
Pipettenspitzen
Plastikwannen
Préparationsbesteck
Quarzkuvetten
Szinti-Rohrchen

Thermometer
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Agfa

Eppendorf
Menzel

Serva
Amersham
Histocomp
Feather

Reagent

Agfa

Sakura

Neolab
Eppendorf/Gilson
Schott

Schott

Schott

Menzel
Immunotech
Schleicher&Schuell
Sarstedt
Eppendorf
Neolab

Feather

Hellma

Zinsser

IKA Labortechnik, Staufen
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3.1.4 Gerate

Absaugpumpe KNF Neuberger
Ausbettstation Vogel
Einbettautomat Tissue Tek Vogel

Fluoview Konfokal-Apparatur Olympus
Fotodrucker P-330 E Olympus
Inkubationsofen WTB Binder
Kochplatte Rommelsbacher
Laborwaage Sartorius
Magnetrihrer IKA Labortechnik, Staufen
Mikroskop AX 70 Olympus
Mikroskop BX 40 Olympus
Mikroskop BX 50 WI Olympus
pH-Meter CG 840 B Schott
Préparationsmikroskop SZH 10 Olympus
Reinstwasseranlage (Milli-Q) Millipore
Rotationsmikrotom HM 325 Microm

Taumler Polymax 1040 Heidolph
Tischzentrifuge Uniequip
Trockenplatte Medax

Umluftofen Heraeus/Memmert
Vortex IKA Labortechnik, Staufen

3.2 Gewebepraparation und Fixierung

3.2.1 Haltung und Totung der Versuchstiere

Alle Versuche wurden an Wistar-Ratten durchgefihrt, die im institutseigenen Tierstall
bis zu ihrer Totung bei einem kunstlichen Tagesrhythmus von 12h Licht und 12h
Dunkelheit sowie Wasser und Futter ad libitum gehalten wurden.

Die trachtigen Tiere wurden von der Firma Charles River mit Angabe des

Schwangerschaftsbeginns geliefert, um die Gewinnung der Embryonen zu definierten
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Stadien zu gewabhrleisten. Der Tag der Geburt der Jungtiere, die zur Untersuchung
der postnatalen Stadien dienten, wurde als P1 (1. Tag postnatal) definiert.

Am Versuchstag wurden jeweils 4-6 Tiere (Weibchen und Mannchen) in tiefer CO,-
Narkose dekapitiert und nachfolgend prapariert. Um einen Uberblick beziiglich einer
eventuellen Dynamik einzelner Peptide und Transmitter wahrend der Ontogenese zu
erhalten, wurden Tiere zweier embryonaler Stadien (E16 und E19), eines frihen
postnatalen Stadiums (P2), zweier spater postnataler Stadien (P12 und P20), sowie

Tiere im adulten Stadium (&lter als vier Wochen) verwendet.

3.2.2 Préaparation des Gewebes

Zur Gewinnung des embryonalen Gewebes wurden die Embryonen nach der Tétung
des Muttertieres dem Uterus entnommen und durch einen medianen Schnitt in der

Sagittalebene in zwei Halften geteilt und in die Fixanslésung gelegt.

Bei der Praparation der postnatalen Tiere wurde auf zweierlei Weise vorgegangen:
Bis zum sechsten Tag postnatal wurde der Schadel ebenfalls durch einen medianen
Schnitt in der Sagittalebene in zwei Halften geteilt und in die Fixanslosung gelegt.
Die Glandula submandibularis wurde separat prapariert und fixiert.

Ab dem sechsten Tag postnatal wurden samtliche zu untersuchenden Strukturen,
grosstenteils unter Zuhilfenahme des Préparationsmikroskopes und speziellen, fir
die mikroskopische Praparation ausgelegten Praparierbesteckes, separat
entnommen.

Das Ganglion sphenopalatinum wurde hierbei durch Orientierung am Verlauf des
Nervus maxillaris und Aufsuchen der Fossa sphenopalatina, das Ganglion oticum
durch Orientierung am Durchtritt durch die Schadelbasis und Aufsuchen der Fossa
infratemporalis gewonnen. Das Ganglion ciliare wurde zusammen mit dem
Augenbulbus, einem Teil des Nervus opticus und einem Teil der Tréanendriise en bloc
entnommen. Ebenso wurde mit dem Ganglion submandibulare verfahren, welches
zusammen mit der Glandula submandibularis entnommen wurde.

Insgesamt wurde bei der Gewebeentnahme sehr genau darauf geachtet, das
Gewebe weder mit den Praparationsinstrumenten zu quteschen, noch es wahrend
der Entnahme austrocknen zu lassen, um Artefakten bei den spéateren

Untersuchungen vorzubeugen.
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3.2.3 Fixierung des Gewebes

Die Praparate wurden sofort nach ihrer Entnahme in Bouin-Holland scher Losung
fixiert. Als Stammlésung fir dieses Fixativ wurde zunéchst Bouin’sche Ldsung
hergestellt und anschliessend fir maximal vier Wochen bei + 4° C aufbewahrt. Die

Bouin-Holland sche Losung wurde jeweils am Préaparationstag frisch hergestelit.

Durchfiihrung:

1. Losen von 25 g Kupfer-(ll)-Acetat in Aqua bidest
Zufugen von 60 g Pikrinséaure + 50% H,0
Auffillen mit Aqua bidest auf 1000 ml
Filtrieren der Losung

Aufbewahren tber maximal 4 Wochen bei + 4° C

o o M W N

Zugabe von 10 ml Formaldehyd (37%, saurefrei) und 1 ml Eisessig

(Essigsaure 100%) zu jeweils 100 ml Bouin’scher Lésung

Die Praparate wurden, je nach Grosse des Gewebestiickes, flr 24 — 72 Stunden in
der Bouin-Holland schen Ldsung fixiert. Anschliessend erfolgte das Auswaschen des
Fixans in 70%-igem Alkohol tber vier bis sechs Wochen unter standigem Ruhren auf
dem Magnetrihrer, wobei der Alkohol téaglich erneuert wurde. Nach vollstandigem
Auswaschen des Fixans wurden die Praparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe

dehydriert und optimal orientiert in Paraffin eingebettet.

3.3 Morphologische Aufbereitung

Fiur eine vollstandige Sichtung und morphologische Beurteilung des asservierten
Materials wurden histologische Schnitte der paraffineingebetteten Gewebestiicke
angefertigt und vor der immunhistochemischen Untersuchung mit histologischen
Ubersichtsfarbungen (Hamatoxylin/Eosin  und Giemsa) zur Bestimmung der
optimalen Schnittebenen dargestellt. Die hierfir verwendeten Objekttrager wurden
der besseren Haftung der Gewebeschnitte wegen zuvor mit TESAP beschichtet

(s.u.).
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3.31 Silanisieren der Objekttrager

Durchfiihrung:

1. Waschen der Objekttrager in heissem Wasser mit Spulmittel (1h)

2 Wassern der Objekttrager und Waschen in 70%-igem Alkohol (45 min)

3. Trocknen im Umluftofen bei 60° C

4 Beschichtung der Objekttrager: - 30s in 200 ml Aceton + 2 ml TESAP
- 30s in 200 ml Aceton 1
- 30s in 200 ml Aceton 2

5. Spulen in Agqua dem. und Aqua bidest (jeweils kurz)

Trocknen im Umluftofen bei 42° C

3.3.2 Anfertigen histologischer Schnitte am Rotationsmikroskop

Durchfuhrung:

1. Entgasen und anschliessendes Erwarmen von Aqua bidest auf 42° C
Justieren des Paraffinblocks in der gewiinschten Orientierung
Anfertigung von Folgeschnitten (7 pum)

Antrocknen der Schnitte bei 37° C auf der Heizplatte
Trocknen der Objekttrager bei 52° C Uber mindestens 8 Stunden

o o M W N

Lagerung bei Raumtemperatur bis zur weiteren Verarbeitung

3.3.3 Anfertigen histologischer Ubersichtsfarbungen

Durchfiihrung der Hamatoxylin/Eosin-Féarbung:
1. Entparaffinierung der Schnitte in Xylol (3x10 min)
2. Hydrierung in absteigender Alkoholreihe (100%, 96%, 90%, 80%, 70%)
und Aqua bidest Uber jeweils 5 min
Farbung in Hamatoxylinlésung (5 min)
Wassern unter fliessendem Leitungswasser (10 min)

Farbung in Eosinlésung (1 min)
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6. Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe (70%, 80%, 90%, 96%, 100%)
Uber jeweils 5 min und Xylol (3x10 min)
7. Eindeckeln in DePeX

Durchfiihrung der Giemsafarbung:
1. Entparaffinierung und Hydrierung der Schnitte (s.0.)
2. Inkubieren der Schnitte in frisch angesetzter Giemsaldsung (Losen von

20 ml Giemsa in 180 ml Aqua bidest und anschliessendes Filtrieren) Gber 1

Stunde

3. Differenzierung der Rottdne in mit einigen Tropfen Essigsaure gesauertem
Aqua bidest

4. Differenzierung der Blautone in 96% Alkohol

Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe und anschliessendes

Eindeckeln (s.0.)

3.4 Immunhistochemie

Epitope von Proteinen (Antigene) konnen unter Verwendung spezifischer Antikérper
(Primarantikorper) in paraffineingebettetem Gewebe markiert werden. Die
anschliessende Visualisierung der gewebegebundenen Primérantikorper erfolgt tber
einen enzymatischen Nachweis oder eine farbliche Darstellung mit Fluorochromen.
Durch Folgeschnittanalyse oder Fluoreszenz-Doppelmarkierung ist der Nachweis
einer Koexpression, bzw. einer Segregation von Neurotransmittern und
Neuropeptiden in den zu untersuchenden Neuronen und Fasern mdglich.

Die optimale Konzentration des jeweiligen Primérantikorpers wurde vor der

Untersuchung genau austitriert.

Die Visualisierung der im Gewebe gebundenen Priméarantikérper erfolgte durch den
Aufbau einer Kaskade aus einem spezifisch gegen die Spezies des
Primarantikorpers  gerichteten  Sekundarantikbrper und einer  Streptavidin-
gekoppelten, biotinylierten Peroxidase mit anschliessender Farbmarkierung durch
DAB/Nickel (schwarze Farbung). Alternativ wurden die Fluorochrome A 488 (griin)
und A 647 (rot) verwendet (Tabelle 3.2).
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34.1

Tabelle 3.1: Primarantikdrper

Antigen

a-Calcitonin gene-related
peptide

Chromogranin A

Dopamin-b-Hydroxylase

Dopamin-b-Hydroxylase

Dopa Decarboxylase

Histidin Decarboxylase

Met-Enkephalin-Arg-Gly-
Leu

Neuropeptid Y
Phenylethanolamin-N-

Methyltransferase

Serotonin
Membrantransporter

Serotonin
Substanz P

Tryptophan Hydroxylase

Tyrosin Hydroxylase
Tyrosin Hydroxylase

Vesikularer
Acetylcholintransporter

Vesikulérer
Acetylcholintransporter
Vesikulérer
Monoamintransporter 1

Vesikulérer
Monoamintransporter 2

Vesikularer
Monoamintransporter 2

Vesikulérer
Glutamattransporter 1
Vesikularer
Glutamattransporter 1
Vesikulérer
Glutamattransporter 2
Vesikulérer
Glutamattransporter 2

Vesikularer
Glutamattransporter 3

Vasoaktives Intestinales
Polypeptid

(F) = Verdinnung firr Fluoreszenz-Immunhistochemie

Abkirzung/Code

CGRP Y340

CgA Lenny 9

BP 428

NB 300-112

AADC

HDC B 260-1

MERGL Y140

NPY 8506l
PNMT

SERT

5-HT
SP

TpH

TH-mono
TH

VAChT (80259)
VAChT (1624)
VMAT-1 (68477)
VMAT-2 (80182)
VMAT-2 (80214)
VGLUT-1 Chem
VGLUT-1 Erickson

VGLUT-2 Chem

VGLUT-2 Erickson
VGLUT-3 Erickson

VIP Y010

Antikorper und Detektionssysteme

Donorspezies

rabbit

rabbit

rabbit

sheep

rabbit

rabbit

rabbit

sheep
rabbit

rabbit

rabbit
rabbit

sheep

mouse
sheep

rabbit
goat
rabbit
rabbit
guinea pig
guinea pig
rabbit
guinea pig
guinea pig
rabbit

rabbit
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Verdinnung

1:120 000

1:10 000

1:50

1:2000/1:200 (F)

1:500/1:50 (F)

1:8000

1:4000

1:6000/1:1000 (F)
1:100

1:10 000

1:10 000
1:6000

1:100/1:10 (F)

1:20
1:400/1:50 (F)

1:1500/1:150 (F)
1:150 (F)
1:1500
1:1500/1:150 (F)
1:300 (F)
1:4000

1:6000

1:4000

1:8000
1:6000

1:6000/1:600 (F)

Quelle/Referenz

Yanaihara Institute Inc.

Weihe et al 1991

DPC Biermann

Novus Biologicals

Chemicon

Eurodiagnostika/
Laboserv

Yanaihara Institute Inc.
Auspep

Eugene Tech

DiaSorin

Bio Tech
Serva

Chemicon

Boehringer Mannheim
Chemicon

Weihe et al 1996
Schéfer et al 1998
Chemicon
Erickson et al 1996
Erickson et al 1996
Calbiochem
Chemicon
Erickson
Chemicon

Erickson
Erickson

Yanaihara Institute Inc.
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Tabelle 3.2: Sekundé&rantikdrper und Detektionssysteme

Detektionssystem Donorspezies Verdinnung Quelle

ABC Kit Vector Laboratories
anti-goat-lgG-Biotin donkey 1:200 Jackson ImmunoResearch
anti-guinea pig-lgG-Biotin donkey 1:200 Jackson ImmunoResearch
anti-rabbit-lgG-Biotin donkey 1:200 Jackson ImmunoResearch
anti-mouse-lgG-Biotin donkey 1:200 Jackson ImmunoResearch
anti-sheep-1gG-Biotin donkey 1:200 Jackson ImmunoResearch
Alexa Fluor 488 anti-goat-1gG donkey 1:200 Mo Bi Tec

Alexa Fluor 488 anti-guinea pig-lgG  goat 1:200 Mo Bi Tec

Alexa Fluor 488 anti-rabbit-lgG donkey 1:200 Mo Bi Tec

Alexa Fluor 488 anti-mouse-lgG donkey 1:200 Mo Bi Tec

Alexa Fluor 488 anti-sheep-1gG donkey 1:200 Mo Bi Tec

Alexa Fluor 647 anti-goat-1gG donkey 1:200 Mo Bi Tec

Alexa Fluor 647 anti-rabbit-lgG chicken 1:200 Mo Bi Tec

Alexa Fluor 647 anti-mouse-lgG chicken 1:200 Mo Bi Tec

Alexa Fluor 647 anti-sheep-lgG donkey 1:200 Mo Bi Tec

Alexa Fluor 488 Streptavidin 1:200 Mo Bi Tec

Alexa Fluor 647 Streptavidin 1:200 Mo Bi Tec

horseradish peroxidase Vector Laboratories

3.4.2 DAB/Nickel verstarkte Immunhistochemie

Material:

Xylol, absteigende und aufsteigende Isopropanolreinen (100%, 96%, 80%,70%),
Methanol, H,O,, Aqua bidest, BSA, ABC-Kit, Avidin, Biotin, PAP-Pen, 10 mM
Citratpuffer, 50 mM Phosphatpuffer, Kochtopf, Kochplatte, Thermometer, 1% und 5%
BSA in 50 mM Phosphatpuffer, 12,5 mg/ml DAB, 75 mg/ml Nickel-Ammoniumsulfat,
Primarantikorper, biotinylierte ~ Sekundarantikorper, Streptavidin-Peroxidase,

Deckglaschen, DePeX, Objekttragerstander, Laborflaschen, Saugpumpe, Pipetten
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3. Material und Methoden

Herstellung des 10 mM Citratpuffers (pH 6,0)

Material:

Zitronensaure-Monohydrat, Natriumcitrat-Dihydrat, Aqua bidest, pH-Meter

Durchfiihrung:
1. Herstellung von 0,1 M Zitronensdurelosung: Losen von 21,01 ¢
Zitronensaure-Monohydrat in 1000 ml Aqua bidest (Losung A)
2. Herstellung von 0,1 M Natriumcitratldosung: Ldsen von 29,41 g
Natriumcitrat-Dihydrat in 2000 ml Aqua bidest (L6sung B)
3. Herstellung von 3 | 0,01 M Natriumcitratpuffer: 54 ml Losung A + 246 ml
Losung B mit Aqua bidest auf 3000 ml auffullen, mischen und ggf. pH

einstellen

Herstellung des 50 mM Phosphatpuffers (pH 7,45)

Material:
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat, Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat,
Natriumchlorid, Aqua bidest, pH-Meter

Durchfuhrung:
1. Lésen von 6,55 g Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat, 36,05 g
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat und 45,00 g Natriumchlorid in 4500
ml Aqua bidest
2. pH-Einstellung auf 7,45
3. Auffillen auf 5000 ml mit Aqua bidest

DAB/Nickel verstarkte Immunhistochemie mit Streptavidin-Peroxidase

Durchfuhrung:
1. Entparaffinieren der Schnitte in Xylol (3x10 min)
2. 100% Isopropanol (10 min)
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3.

10.

11.

12.

13.
14.

15.
16.

17.
18.

19.
20.

21.
22.

23.

Blockieren unspezifischer Gewebeperoxidasen in Methanol unter initialer
Zugabe von 0,1% H,0; (3 ml H,O, zu 800 ml Methanol) (30 min)

Hydrieren in absteigender Alkoholreihe: 100% (10 min), 96%, 80%, 70% (je
5 min) und Aqua bidest (2x5 min); derweil Erhitzen von 3 | 0,01 M
Natriumcitratpuffer auf 95° C

Umsortieren der Schnitte in 24-Fach Stander und Kochen der Objekttrager
bei 92-95° C (15 min)

Wassern in Aqua bidest (2x10 min)

Trockensaugen und Umranden der Schnitte mit dem PAP-Pen

Blockieren unspezifischer Bindungen in 5% BSA in 50 mM Phosphatpuffer
(30 min)

1% BSA in 50 mM Phosphatpuffer (3x5 min)

Trockensaugen des Schnittes und Auftragen des Primarantikérpers in der
Arbeitsverdinnung

Inkubation im Warmeschrank Uber Nacht bei 16° C; anschliessend 2
Stunden bei 37° C

Entfernen des Antikdrperiberschusses durch Waschen in Aqua bidest (3x5
min)

Aquilibrieren in 50 mM Phosphatpuffer (10 min)

Trockensaugen des Schnittes und Auftragen des biotinylierten
Sekundarantikorpers in der Arbeitsverdiinnung

Inkubation im Warmeschrank bei 37° C (45 min)

Entfernen des Antikodrperiiberschusses durch Waschen in Aqua bidest (3x5
min)

Aquilibrieren in 50 mM Phosphatpuffer (10 min)

Trockensaugen des Schnittes und Auftragen des Streptavidin-Peroxidase
Antikorpers in der Arbeitsverdiinnung

Inkubation im Warmeschrank bei 37° C (2 Stunden)

Entfernen des Antikérperiberschusses durch Waschen in Aqua bidest (3x5
min)

Aquilibrieren in 50 mM Phosphatpuffer (10 min)

Inkubation in der Farbelésung (75 mg DAB und 450 mg Nickel-
Ammoniumsulfat in 800 ml 50 mM Phosphatpuffer) (5 min)

Durchfuhren der Farbreaktion unter Zugabe von 112 pl H,O; (8 min)
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24. Stoppen der Farbreaktion durch Uberfilhren der Objekttrager in Aqua
bidest (3x5 min); Neutralisieren der Farbelésung durch Zugabe einer
geringen Menge Natriumhypochlorid

25. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe: 70%, 80%, 96%, 100% (je 5
min) und Xylol (3x10 min)

26. Eindeckeln in DePeX

DAB/Nickel verstarkte Immunhistochemie mit Avidin-/Biotin-Blockade und dem ABC-
Kit

Durchfuhrung:
Arbeitsschritte1-7 entsprechen der Immunhistochemie mit Streptavidin-Peroxidase
8. Blockieren unspezifischer Bindungen in 5% BSA-50 mM Phosphatpuffer
(30 min)
9. 1% BSA-50 mM Phosphatpuffer (5 min)
10. Blockade mit 30% Avidin in 1% PSA-50 mM Phosphatpuffer (20 min)
11. 1% BSA-50 mM Phosphatpuffer (5 min)
12.  Blockade mit 30% Biotin in 1% PSA-50 mM Phosphatpuffer (20 min)
13. 1% BSA-50 mM Phosphatpuffer (5 min)
Die nachsten Arbeitsschritte entsprechen den Arbeitsschritten 10-17 der
Immunhistochemie mit Streptavidin-Peroxidase
18.  Trockensaugen des Schnittes und Auftragen des AB-Komplexes (Ansatz:
Zugabe von je 50 pl der Losung A und Lésung B in 1% BSA-50 mM
Phosphatpuffer und Inkubation der angesetzten Ldsung tber 30 min bei
Raumtemperatur)
19. Inkubation im Warmeschrank bei 37° C (30 min)
Die Uubrigen Arbeitsschritte entsprechen wieder denen der obengenannten

immunhistochemischen Methode
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3.4.3 Doppelfluoreszenz-Immunhistochemie

Um den Aufbau zweier Detektionskaskaden an ein und demselben Gewebeschnitt zu
erzielen wurden zwei Primarantikbrper verschiedener Spezies gleichzeitig
aufgetropft. In einem zweiten Schritt wurde der gegen den zweiten Primarantikdrper
gerichtete, Spezies-spezifische, biotinylierte Sekundarantikorper inkubiert (ebenfalls
45 min bei 37° C). In einem dritten Inkubationsschritt erfolgte die Detektion Uber den
direkt Fluorochrom-markierten, Spezies-spezifischen Sekundéarantikdrper, gegen den
ersten Priméarantikorper gerichtet, simultan mit Fluorochrom-marktiertem Streptavidin
(2 Stunden bei 37° C). Verwendet wurden die Fluorochrome A 488 und A 647
(Tabelle 3.2). Eingedeckelt wurden die Gewebeschnitte nach Ablauf der
Doppelfluoreszenz-Immunhistochemie  mit FluorSafe®, was eine vorherige
Dehydrierung Uberflissig machte.

Vor Beginn der Doppelfluoreszenz-Immunhistochemie erfolgte eine Kontrolle von

Emission und Absorption der Fluorochrome an einfachmarkierten Schnitten.

3.5 Quantitative Auswertung und Fotodokumentation

Zur quantitativen Auswertung der Ergebnisse wurden an 3 — 5 Ganglien je Stadium
mindestens 100 Zellen pro Ganglion ausgezahlt (bei weniger als 100 Zellen
Gesamtzellzahl, wie zB. im Fall des Ganglion ciliare wurden alle Zellen ausgezahlt)
und diese durch Vergleich zu dem entsprechenden VAChT, bzw. Giemsa geféarbten
Schnitt, bzw. durch Interferenzmikroskopie in Relation zu den positiven Zellen
gesetzt. Somit war eine prozentuale Angabe der positiven Reaktionen der jeweiligen
Priméarantikorper pro Ganglion und pro Stadium moglich (siehe Abbildungen 4.4 —
4.6,4.12 —-4.14,4.20 — 4.22, 4.28 — 4.30, bzw. Tabelle 4.1))

Die Ergebnisse wurden fir die DAB/Nickel verstarkten Immunhistochemie durch

Schwarz-Weiss Fotografie, bzw. fur die Doppelfluoreszenz-Immunhistochemie durch

elektronische Speicherung und Fotoausdrucke der Bilder dokumentiert.
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4.1 Ganglion oticum

4.1.1 Vesikulare Transportproteine

VACHT: Die Expression von VAChT, dem obligaten vesikuldren Transportprotein fur
Acetylcholin in cholinergen Neuronen, konnte in der Hauptpopulation der Neurone
des Ganglion oticum (Uber 99%) permanent wahrend der Entwicklung beobachtet
werden (Abb. 4.1, A-D). In der Reaktionsstarke zeigten sich geringflgige
Unterschiede zwischen den Neuronen. Singulare VAChT-negative Neurone waren
nur vereinzelt zu sehen (Abb. 4.1, D). Zu allen Entwicklungsstadien war eine grosse

Anzahl VAChT-positiver préa- und postganglionarer Fasern zu beobachten.

VMAT-2: VMAT-2, das vesikulare Transportprotein in katecholaminergen,
serotoninergen und histaminergen Neuronen zeigte eine transiente Expression in
den Neuronen des Ganglion oticum wahrend der Entwicklung (Abb. 4.1, E-H). Die
grosste Anzahl VMAT-2-positiver Neurone (etwa 95%) wurde embryonal beobachtet
(Abb. 4.1, E). Postnatal nahm diese Zahl sukzessive ab. Im adulten Stadium waren
nur noch sehr selten einzelne, schwach VMAT-2-positive Neurone zu sehen (Abb.
4.1, H). Es waren wahrend der gesamten Entwicklung deutliche Unterschiede in der
Reaktionsstarke zwischen den einzelnen Neuronen zu erkennen (Abb. 4.1, F).

Eine Expression von VMAT-1 war zu keinem Zeitpunkt wahrend der Entwicklung in
den postgangliondren Neuronen des Ganglion oticum zu beobachten (Daten nicht
gezeigt).

VGLUT: Um einen mdglichen glutamatergen Phéanotyp in den postanglionaren
Neuronen des Ganglion oticum zu untersuchen, wurde die Immunreaktivitat fir
VGLUT-1 bis -3, die etablierten Marker glutamaterger Neurone, getestet. Alle drei

Isotypen des vesikuldaren Glutamattransporters waren negativ in den Neuronen.
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Lediglich VGLUT-2 zeigte leicht positive Immunreaktionen in vereinzelten Fasern im
Ganglion oticum, was die Vermutung auf die Existenz sensorischer Kollateralen,

wahrscheinlich aus dem Ganglion trigeminale, zuliess (Daten nicht gezeigt).

4.1.2 Biogene Enzyme

TH: Zur Untersuchung des katecholaminergen Phé&notyps in den Neuronen des
Ganglion oticum wurde die Immunreaktivitat fur TH, dem ratenlimitierenden Enzym
der Katecholaminbiosynthese getestet. TH war wahrend der gesamten Entwicklung
permanent nur in singularen, meist aber stark positiven Neuronen exprimiert (Abb.
4.1, I-L). Um den zweiten postnatalen Tag herum konnte ein voribergehender
Anstieg der Zahl TH-positiver Neurone beobachtet werden. In den singularen TH-
positiven Neuronen im adulten Stadium koexistierte teilweise DBH (Abb. 4.8, J-L). Es
zeigte sich eine gréssere Anzahl TH-positiver Fasern innerhalb des Ganglion oticum
im adulten Stadium. In diesen Fasern war teilweise VMAT-2 koexprimiert (Abb. 4.8,
G-l).

AADC: Fur AADC, dem, sowohl in der Dopaminsynthese, als auch in der
Serotoninsynthese vorkommenden Enzym konnte Uberraschenderweise eine
permanente Expression in den neuronalen Zellkérpern des Ganglion oticum mit
deutlichem Aufwartstrend wahrend der Entwicklung festgestellt werden (Abb. 4.2, A-
D). Die Anzahl der AADC-positiven Neurone vergrosserte sich von 35% embryonal
auf 85% im adulten Stadium. Der Unterschied der Reaktionsstéarke zwischen den
Neuronen war teilweise betrachtlich. Die Fluoreszenz-Doppelmarkierung zeigte eine
Koexistenz von AADC mit VAChT in der Hauptpopulation der Neurone (Abb. 4.7, A-
C). Es fiel eine eher perinukleare Verteilung von AADC innerhalb der Neurone auf.
AADC-Immunreaktivitdat konnte auch in Fasern festgestellt werden. In den AADC-
positiven préaganglionaren Fasern an den Neuronen koexistierte teilweise VMAT-2
(Abb. 4.8, D-F).

Der Nachweis der AADC-Immunreaktivitdt in den postgangliondren Neuronen des
Ganglion oticum liess die Vermutung sowohl auf die Existenz eines dopaminergen,

als auch eines serotoninergen Phanotyps zu.
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DBH: Um einen mdglichen noradrenergen Phanotyp in den neuronalen Zellkbrpern
des Ganglion oticum zu untersuchen wurde die DBH-Immunreaktivitat in den
Neuronen getestet. Interessanterweise zeigte sich eine permanente Expression von
DBH wahrend der Entwicklung in tber 90% der Neurone (Abb. 4.1, M-P). Die
Reaktionsstarke der positiven Neurone differierte teilweise. Die Koexistenz von DBH
und VAChT in der Hauptpopulation der postgangliondren Neurone des Ganglion
oticum ist mittels der Fluoreszenz-Doppelmarkierung in Abb. 4.7, D-F dargestellt.
Auch in den singular auftretenden TH-positiven Neuronen war DBH koexprimiert
(Abb. 4.8, J-L). Die Expression von DBH innerhalb der Neurone war panzellular.
DBH-Immunreaktivitat zeigte sich in einer eher sparlichen Anzahl von Fasern.

Aufgrund des Nachweises der Expression von DBH in den postganglionéaren
Neuronen des Ganglion oticum war Evidenz fir die Existenz eines noradrenergen

Phéanotyps gegeben.

PNMT: Das Enzym fur den letzten Reaktionsschritt in der Katecholaminsynthese,
PNMT, war zu keinem Zeitpunkt wahrend der Entwicklung in den Neuronen des
Ganglion oticum zu beobachten (Daten nicht gezeigt). Somit gab es keinen

Anhaltspunkt fir die Existenz eines adrenergen Phanotyps.

TpH: Das fur serotoninerge Neurone spezifische Enzym Tryptophan-Hydroxylase
konnte zu keinem Zeitpunkt wéhrend der Entwicklung in den neuronalen Zellkdrpern
des Ganglion oticum nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Auch der
Serotonin-Membrantransporter (SERT) und Serotonin (5-HT) waren negativ in den
Neuronen (Daten nicht gezeigt). Evidenz fur die Existenz eines serotoninergen

Phénotyps war somit nicht gegeben.

HDC: Das einzige Enzym der Histaminsynthese, HDC, konnte Uberraschenderweise
in den postgangliondren Neuronen des Ganglion oticum nachgewiesen werden (Abb.
4.2, E-H). Die HDC-Expression zeigte eine voriibergehende Abnahme kurz nach der
Geburt. Die Anzahl der HDC-positiven Neurone sank von 45% embryonal auf 15%
am zweiten postnanalen Tag (Abb. 4.2, E und F). Anschliessend stieg die Anzahl der
HDC-positiven Neurone bis zum adulten Stadium auf 90% an (Abb. 4.2, H). Die
Starke der HDC-Reaktion in den Neuronen differierte teilweise betrachtlich. Die

Koexpression von HDC mit VAChT in der Hauptpopulation der Neurone des
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Ganglion oticum ist mittels Fluoreszenz-Doppelmarkierung in Abb. 4.7, G-I
dargestellt. Die HDC-Immunreaktivitat innerhalb der Neurone zeigte eine Tendenz
zur perimetrischen Verteilung. Eine grosse Anzahl von Fasern innerhalb des
Ganglion oticum war HDC-positiv. HDC-Immunreaktivitat war ebenfalls in Mastzellen

zu beobachten.

4.1.3 Neuropeptide und Chromogranin A

VIP: Der zur Sekretin/Glukagon-Familie gehdrende cholinerge Kotransmitter VIP
konnte permanent und konstant in der Hauptpopulation der Neurone des Ganglion
oticum (Uber 99%) wéhrend der Entwicklung nachgewiesen werden (Abb. 4.3, A-D).
Hin und wieder konnten vereinzelte VIP-negative Neurone beobachtet werden (Abb.
4.3, D). Es waren kaum Unterschiede in der Reaktionsstarke zwischen den

Neuronen zu sehen. Auch in Fasern war VIP-Expression zu beobachten.

NPY: Der noradrenerge Kotransmitter NPY zeigte eine permanente Expression in
den Neuronen mit einer tendentiellen Zunahme wéahrend der Entwicklung (Abb. 4.3,
M-P). Die Anzahl der NPY-positiven Neurone stieg von 45% embryonal auf tber 80%
im adulten Stadium an. Es waren deutliche Unterschiede in der Reaktionsstarke
zwischen den Neuronen festzustellen. Die Reaktionsstarke insgesamt nahm utber die
Entwicklung leicht zu. In den NPY-positiven Neuronen koexistierte VAChT (Abb. 4.8,
A-C). NPY-Immunreaktivitdt zeigte sich auch in Fasern innerhalb des Ganglion

oticum.

CGRP: Das in sensorischen Neuronen vorkommende Neuropeptid CGRP war
erstaunlicherweise in einer grossen Population der Neurone des Ganglion oticum
permanent Uber die Entwicklung exprimiert (Abb. 4.3, J-L). CGRP-positive Neurone
waren embryonal in grosser Anzahl (95%) zu sehen (Abb. 4.3, I). Postnatal nahm die
Zahl der CGRP-positiven Neurone leicht ab und blieb bei etwa 85% bis zum adulten
Stadium konstant. Der Unterschied der Reaktionsstarke zwischen den einzelnen
Neuronen nahm wahrend der pré- und postnatalen Entwicklung zu. CGRP
koexistierte mit VAChT in der Hauptpopulation der Neurone im Ganglion oticum und

war innerhalb der Neurone eher in der Zirkumferenz exprimiert (Abb. 4.7, J-L). In
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Fasern, die grossteils enge Kontakte zu den Neuronen hatten, war ebenfalls CGRP

exprimiert, was auf sensible Kollateralen des Ganglion trigeminale hinweisen kénnte.

MERGL: Die Expression des Proopioidderivates MERGL nahm von von etwa 60%
positive Neurone embryonal auf 85% positive Neurone im adulten Stadium im
Ganglion oticum zu (Abb. 4.2, M-P). Die Intensitat der MERGL-Immunreaktionen in
den Neuronen war grosstenteils sehr hoch. Es waren aber auch einige relativ
schwach MERGL-positive Neurone zu beobachten. Zusétzlich waren auch viele

Fasern zu sehen, die MERGL-Immunreaktivitat aufwiesen.

SP: Das Préaprotachykinin SP war permanent in der Hauptpopulation der neuronalen
Zellkdrper des Ganglion oticum exprimiert (Abb. 4.3, E-H). Die Anzahl der SP-
positiven Neurone schwankte wahrend der Entwicklung zwischen 90% und 95%. Es
waren nur geringe Unterschiede in der Reaktionsstarke zwischen den Neuronen zu
sehen. Auch SP-positive Fasern waren in grosser Anzahl im Ganglion oticum zu

beobachten.

CgA: Um die Ausstattung der Neurone mit Vesikeln insgesamt zu untersuchen wurde
die Immunreaktivitit von CgA, einem obligaten Vesikulogen getestet. CgA-
Expression zeigten etwa 98% der Neurone permanent wéahrend der Entwicklung
(Abb. 4.2, I-L). Es konnten teilweise singulare CgA-negative Neurone beobachtet
werden (Abb. 4.2, K). Die Intensitat der CgA-Immunreaktion nahm bis zum adulten
Stadium in den meisten Neuronen erheblich ab. CgA-positive Fasern waren nur

vereinzelt zu sehen.

Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 4.4 — 4.6 graphisch dargestellt und in

Tabelle 4.1 zusammengefasst.
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VAChT VMAT-2 TH DBH

Abbildung 4.1: DAB/Nickel-Immunhistochemie fir VAChT, VMAT-2, TH und DBH
im Ganglion oticum Uber die Entwicklung

Konstant hohe Expression von VAChT (Bilder A-D, eingekreist in D: VAChT-negatives
Neuron) und DBH (Bilder M-P) in Neuronen mit unterschiedlicher Expressionsstarke;
dagegen Abnahme der Expression von VMAT-2 (Bilder E-H), Pfeil in H weist auf
VMAT-2-positives Neuron; Expression von TH (Bilder I-L) nur in Subpopulation
wahrend der Entwicklung, Pfeilkdpfe weisen exemplarisch auf TH-positive Neurone;
Pfeile in K weisen auf stark TH-positive SIF Zellen (s.u.); Skalabalken in P fir Bilder A-
P =50 pum.
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Abbildung 4.2: DAB/Nickel-Immunhistochemie fir AADC, HDC, CgA und MERGL
im Ganglion oticum tUber die Entwicklung

Konstante Zunahme der Expression von AADC (Bilder A-D) und MERGL (Bilder M-P)
in jeweils unterschiedlicher Reaktionsstarke. Die Pfeile in Bild D und P weisen
exemplarisch auf AADC-negative Neurone. Kurzzeitige Abnahme der Expression von
HDC in frihen postnatalen Stadien mit anschliessendem Anstieg bis zum adulten
Stadium (Bild E-H), Pfeil in H weist exemplarisch auf HDC-negatives Neuron.
Gleichbleibend hohe Expression von CgA (Bilder I-L), jedoch unterschiedlicher
Expressionsstarke. Skalabalken in P fur Bilder A-P =50 pum.
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Abbildung 4.3: DAB/Nickel-Immunhistochemie fur VIP, SP, CGRP und NPY im
Ganglion oticum Uber die Entwicklung

Konstant hohe Expression von VIP (Bilder A-D) mit singuldren reaktionsnegativen
Neuronen (Pfeil in D). Leichte Schwankung der insgesamt hohen Expression von SP
(Bilder E-H), Reaktionsstéarke relativ gleichbleibend; Pfeile in H weisen exemplarisch
auf reaktionsnegative Neurone. Postnatal leichte Abnahme der Expression von CGRP
(Bilder I-L), danach ungeféahr gleichbleibend bis zum adulten Stadium. Zunahme der
Expression und der Expressionsstarke von NPY in den Neuronen (Bilder M-P).
Skalabalken in P fur Bilder A-P =50 pum.
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Abbildung 4.4: Verlauf der Expression von VAChT und
VMAT-2 in den Neuronen des Ganglion oticum wahrend der

Entwicklung
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Abbildung 4.5: Verlauf der Expression von TH, DBH,
AADC, HDC, TpH und PNMT in den Neuronen des Ganglion
oticum wahrend der Entwicklung
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Abbildung 4.6: Verlauf der Expression von CgA, MERGL,
VIP, SP, CGRP und NPY in den Neuronen des Ganglion
oticum wahrend der Entwicklung
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Abbildung 4.7: Fluoreszenz-Doppelmarkierung fur VAChT gegen AADC, DBH, HDC und CGRP
im adulten Ganglion oticum

Koexistenz von VAChT mit AADC (Bild A-C), DBH (Bild D-F), HDC (Bild G-I) und CGRP (Bild J-L)
jeweils in der Hauptpopulation der Neurone. Pfeilkdpfe in B und K, Pfeil in E und Sterne in H weisen
jeweils auf nicht-kopositive Neurone. Pfeilkopf in D weist exemplarisch auf VAChT-positive
pragangliondre Terminale. Man beachte die eher perinukleare Verteilung von AADC in B und die eher
perimetrische Verteilung von HDC und CGRP in H und K in den Neuronen. Skalabalken in L fur Bilder
A-L =20 pm
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VAChT + NPY
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Abbildung 4.8: Fluoreszenz-Doppelmarkierung fir VAChT gegen NPY, VMAT-2 gegen AADC
und TH, sowie DBH gegen TH im adulten Ganglion oticum

Geringe Koexistenz von VAChT und NPY (Bild A-C); Pfeilkdpfe weisen exemplarisch auf ein
kopositives Neuron, Pfeile weisen exemplarisch auf ein nicht-kopositives Neuron. Keine Koexistenz
von VMAT-2 und AADC in den pragangliondaren Fasern (Pfeilkopfe in D und F). Koexistenz von
VMAT-2 und TH in einzelnen praganglionaren Fasern (Pfeilkdpfe in I). In den singular vorkommenden
TH-positiven Neuronen koexistiert DBH (Pfeile in G-1). Skalabalken in L fur Bilder A-L = 20 pm
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4.2 Ganglion sphenopalatinum

4.2.1 Vesikulare Transportproteine

VAChHT: Die Expression von VAChT, dem Membranprotein, das Acetylcholin in die
synaptischen Vesikel transportiert und obligat in cholinergen Neuronen vorkommt,
konnte in der Hauptpopulation der neuronalen Zellkérper des Ganglion
sphenopalatinum (Uber 99%) permanent wahrend der Entwicklung nachgewiesen
werden (Abb. 4.9, A-D). In der Reaktionsstarke zeigten sich geringflgige
Unterschiede zwischen den Neuronen. Singulare VAChT-negative Neurone im
Ganglion sphenopalatinum waren nur vereinzelt zu sehen (Abb. 4.9, D). Zu allen
Entwicklungsstadien war eine grosse Anzahl VAChT-positiver pra- und
postganglionarer Fasern zu beobachten.

VMAT-2: Fur das vesikulare Transportprotein in katecholaminergen, serotoninergen
und histaminergen Neuronen, VMAT-2, zeigte sich eine transiente Expression
wahrend der Entwicklung in den postganglionaren Neuronen des Ganglion
sphenopalatinum (Abb. 4.9, E-H). Die grosste Anzahl VMAT-2-positiver Neurone
wurde mit Gber 90% im embryonalen Stadium beobachtet (Abb. 4.9, E). Postnatal
erfolgte eine kontinuierliche quantitative Abnahme der VMAT-2-positiven Neurone.
Es waren deutliche Unterschiede in der Reaktionsstarke zwischen den Neuronen
festzustellen. Im adulten Stadium waren nur noch selten vereinzelte, sehr schwach
VMAT-2-positive Neurone zu sehen (Abb. 4.9, H). Vor allem in den spaten
Entwicklungsstadien waren zahlreiche VMAT-2-positive Fasern zu sehen, die auch
an VMAT-2-negative postganglionare Neurone des Ganglion sphenopalatinum
heranreichten. VMAT-1-Expression war zu keinem Zeitpunkt wahrend der
Entwicklung in den neuronalen Zellkérpern des Ganglion sphenopalatinum zu

beobachten (Daten nicht gezeigt).
VGLUT: Zur Untersuchung eines moglichen glutamatergen Phéanotyps in den
postgangliondren  Neuronen des Ganglion sphenopalatinum wurde die

Immunreaktivitat fur VGLUT-1 bis -3, die etablierten Marker fir glutamaterge
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Neurone, getestet. Es zeigte jedoch keiner der drei Isotypen des vesikularen
Glutamattransporters positive Reaktionen in den neuronalen Zellkérpern des

Ganglion sphenopalatinum (Daten nicht gezeigt).

4.2.2 Biogene Enzyme

TH: Die transiente Expression von VMAT-2 liess die Existenz eines, zumindest
ebenfalls transienten, katecholaminergen Phé&notyps in den postganglionéren
Neuronen des Ganglion sphenopalatinum vermuten. Um dies zu untersuchen wurde
die Immunreaktivitat fur TH, dem ratenlimitierenden Enzym in der
Katecholaminbiosynthese im  Ganglion  sphenopalatinum  getestet.  TH-
Immunreatktivitat war wahrend der gesamten Entwicklung permanent nur in
singularen Neuronen zu beobachten, die aber meist stark TH-positiv waren (Abb. 4.9,
I-L). Um den zweiten postnatalen Tag konnte ein voriibergehender leichter Anstieg
der Zahl TH-positiver Neurone festgestellt werden. In den singularen TH-positiven
Neuronen im adulten Stadium koexistierte teilweise DBH. Ebenso war eine
Koexistenz von TH und DBH in vereinzelten Fasern innerhalb des Ganglion
sphenopalatinum zu sehen (Abb. 4.16, J-L). Eine Koexistenz von TH und VMAT-2 in
Fasern innerhalb des Ganglion sphenopalatinum im adulten Stadium war nicht
festzustellen (Abb. 4.16, D-F). Es waren wahrend der gesamten Entwicklung
zahlreiche TH-positive praganglionare Fasern im Ganglion sphenopalatinum
vorhanden.

Es konnten wahrend der Entwicklung zahlreiche SIF Zellen im Ganglion
sphenopalatinum beobachtet werden, die sich durch intensive TH-Immunreaktivitat
und ihre geringere Grosse im Verhdltnis zu den postgangliondren Neuronen
auszeichneten (Abb. 4.9, L).

AADC: Das Enzym AADC, das sowohl in der Dopaminsynthese, als auch in der
Serotoninsynthese vorkommt, wurde Uberraschenderweise permanent in einer
grossen Population der postgangliondren Neurone des Ganglion sphenopalatinum
gefunden (Abb. 4.10, A-D). Die Expression von AADC zeigte eine leichten
Aufwartstrend wahrend der Entwicklung. Die Anzahl AADC-positiver Neurone im
Ganglion sphenopalatinum stieg von 60% im embryonalen Stadium auf 75% im

adulten Stadium an. Die Reaktionsstarke der Neurone variierte teilweise betrachtlich.
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Adult waren regionale Verteilungsunterschiede der reaktionspositiven Neurone
innerhalb des Ganglions zu sehen. Die Mehrzahl der AADC-positiven Neurone war
mit den AADC-positiven Fasern assoziiert (Abb. 4.10, D). Die Koexistenz von AADC
in einer Subpopulation VAChT-positiver Neurone ist mittels der Fluoreszenz-
Doppelmarkierung in Abb. 4.15, A-C dargestellt. In den neuronalen Zellkorpern des
Ganglion sphenopalatinum im adulten Stadium fiel eine eher in der Zirkumferenz der
Neurone gelegene Verteilung der AADC-Immunreaktion auf (Abb. 4.15, B). Eine
Koexpression von AADC und VMAT-2 konnte im adulten Stadium weder in den
Neuronen, noch in Fasern festgestellt werden (Abb. 4.16, G-l). AADC-positive Fasern
waren wahrend der gesamten Entwicklung in grosserer Zahl im Ganglion
sphenopalatinum zu beobachten.

Die Expression von AADC in den postgangliondren Neuronen des Ganglion
sphenopalatinum liess sowohl die Existenz eines dopaminergen, als auch eines

serotoninergen Phanotyps vermuten.

DBH: Um einen mdoglichen noradrenergen Phanotyp in den postgangliondren
Neuronen des Ganglion sphenopalatinum zu untersuchen, wurde die
Immunreaktivitat fur Dopamin-R-Hydroxylase, das fir die Umwandlung von Dopamin
zu Noradrenalin verantwortlich ist, getestet. Es zeigte sich eine permanente und
konstante Expression von DBH in tGiber 90% der neuronalen Zellkdrper des Ganglion
sphenopalatinum wahrend der Entwicklung (Abb. 4.9, M-P). Die Unterschiede in der
Reaktionsstarke zwischen den Neuronen waren vor allem in den frihen
Entwicklungsstadien zum Teil sehr gross. Innerhalb der Neurone selbst war eine
panzellulare Verteilung der DBH-Immunreaktionen zu sehen (Abb. 4.15, E). DBH
koexistierte im grossten Teil der Neurone mit VAChT (Abb. 4.15, D-F). In
vereinzelten Fasern, wie auch in singularen Neuronen koexistierte DBH mit TH (Abb.
4.16, J-L). Die DBH-Expression war insgesamt eher in einer sparlichen Anzahl von
Fasern innerhalb des Ganglion sphenopalatinum zu beobachten.

Aufgrund der Expression von DBH in den postgangliondren Neuronen des Ganglion

oticum war die Evidenz fur die Existenz eines noradrenergen Phéanotyps gegeben.

PNMT: Das Enzym fur den letzten Reaktionsschritt in der Katecholaminsynthese,
Phenylethanolamin-N-Methyltransferase, war zu keinem Zeitpunkt wahrend der

Entwicklung in den neuronalen Zellkérpern des Ganglion sphenopalatinum zu
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beobachten (Daten nicht gezeigt). Somit gab es keinen Anhaltspunkt fir die Existenz

eines adrenergen Phanotyps.

TpH: Das Enzym Tryptophan-Hydroxylase, das den ersten Reaktionsschritt der
Serotoninsynthese katalysiert und spezifisch fur serotoninerge Neurone ist, konnte zu
keinem Zeitpunkt wéhrend der Entwicklung in den postgangliondren Neuronen des
Ganglion sphenopalatinum gefunden werden (Daten nicht gezeigt). Auch der
Serotonin-Membrantransporter (SERT), sowie Serotonin selbst (5-HT) waren negativ
in den Neuronen (Daten nicht gezeigt). Damit war Evidenz fur die Existenz eines

serotoninergen Phéanotyps nicht gegeben.

HDC: Um auch die Mdglichkeit eines histaminergen Phénotyps auszuloten, dessen
Existenz aufgrund der transienten Expression von VMAT-2 in den neuronalen
Zellkdrpern des Ganglion sphenopalatinum zu vermuten war, wurde die Expression
des Enzyms Histidin-Decarboxylase untersucht, das den einzigen Reaktionsschritt in
der Histaminsynthese katalysiert und obligat fur histaminerge Neurone ist. Dabei
zeigte sich erstaunlicherweise eine permanente Expression von HDC in den
Neuronen mit einem deutlichen Aufwartstrend insgesamt wahrend der Entwicklung
(Abb. 4.10, E-H). Die Expression von HDC zeigte kurz nach der Geburt eine
voribergehende Abnahme von 35% positive Neurone im embryonalen Stadium auf
10% positive Neurone am zweiten postnatalen Tag (Abb. 4.10, E und F).
Anschliessend stieg die Anzahl der HDC-positiven Neurone bis auf 60% im adulten
Stadium an (Abb. 4.10, H). Die Starke der HDC-Expression zwischen den einzelnen
Neuronen differierte teilweise betrachtlich. Die Koexistenz von HDC in der
Hauptpopulation der VAChT-positiven postganglionaren Neurone im adulten Stadium
ist mittels Fluoreszenz-Doppelmarkierung in Abb. 4.15, G-I dargestellt. Hierbei zeigte
sich eine eher perimetrische Verteilung der HDC-Immunreaktionen innerhalb der
Neurone. Eine grossere Anzahl Fasern im Ganglion sphenopalatinum zeigten
ebenfalls HDC-Immunreaktivitat. Es waren auch zahlreiche HDC-positive Mastzellen
zu sehen (Abb. 4.10, H).
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4.2.3 Neuropeptide und Chromogranin A

VIP: Der cholinerge Kotransmitter VIP aus der Sekretin/Glukagon-Familie konnte
permanent und konstant in der Hauptpopulation der postganglionaren Neurone des
Ganglion sphenopalatinum (tber 99%) wahrend der gesamten Entwicklung
beobachtet werden (Abb. 4.11, A-D). Nur vereinzelt waren singulare VIP-negative
Neurone zu sehen (Ab.. 4.11, D). Die Reaktionsstéarke von VIP in den Neuronen war
sehr hoch und zeigte insgesamt nur wenig Unterschiede zwischen den Neuronen.
Auch zahlreiche pra- und postgangliondre Fasern innerhalb des Ganglion

sphenopalatinum waren VIP-positiv.

NPY: Der noradrenerge Kotransmitter NPY war permanent mit einer tendentiellen
Zunahme wahrend der Entwicklung in den neuronalen Zellkérpern des Ganglion
sphenopalatinum exprimiert (Abb. 4.11, M-P). Die Expression von NPY stieg von
15% positive Neurone im embryonalen Stadium auf etwa 50% positive Neurone im
adulten Stadium. Die Reaktionsstarke von NPY in den Neuronen nahm wéahrend der
Entwicklung zu. NPY koexistierte im adulten Stadium in einer Subpopulation der
Neurone mit VAChT (Abb. 4.16, A-C). Fasern innerhalb des Ganglion

sphenopalatinum zeigten ebenfalls NPY-Immunreaktivitat.

CGRP: Das in sensorischen Neuronen vorkommende Neuropeptid CGRP war
uberraschenderweise permanent mit einer Tendenz zur Abnahme wahrend der
Entwicklung in einer grossen Population der neuronalen Zellkbrper des Ganglion
sphenopalatinum exprimiert (Abb. 4.11, I-L). Die grosste Anzahl CGRP-positiver
Neurone wurde mit etwa 90% im embryonalen Stadium gefunden. Postnatal
verringerte sich die Anzahl positiver CGRP-Neurone sukzessive auf 40% im adulten
Stadium. Der Unterschied der Reaktionsstarke zwischen den Neuronen war teilweise
sehr gross. Die Immunreaktionen fir CGRP innerhalb der Neurone zeigten sich
hauptachlich in der Zirkumferenz (Abb. 4.15, K). Im adulten Stadium koexistierte
CGRP in einer Subpopulation der Neurone mit VAChT (Abb. 4.15, J-L). CGRP-
Immunreaktivitat zeigte sich auch in einer grossen Anzahl Fasern im Ganglion

sphenopalatinum.
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MERGL: Die Expression des Proopioidderivates MERGL zeigte wahrend der
Entwicklung eine Zunahme in den neuronalen Zellkérpern des Ganglion
sphenopalatinum von 10% positive Neurone embryonal auf 40% positive Neurone im
adulten Stadium (Abb. 4.10, M-P). Die Intensitat der MERGL-Immunreaktion war
insgesamt hoch. Es waren aber auch schwach MERGL-positive Neurone zu sehen.
Bisweilen waren starke MERGL-Immunreaktionen in Fasern im Ganglion
sphenopalatinum zu beobachten, die auch teilweise Kontakte mit MERGL-negativen
Neuronen eingingen (Abb. 4.10, O und P).

SP: Die Expression des Praprotachykinins SP in den postgangliondren Neuronen
des Ganglion sphenopalatinum zeigte eine starke Abnahme wahrend der
Entwicklung (Abb. 4.11, E-H). Embryonal waren ca. 80% SP-positive Neurone zu
beobachten, im adulten Stadium hingegen nur noch 20% SP-positive Neurone. Die
Unterschiede in der Reaktionsstarke zwischen den Neuronen waren eher gering. SP-
positive Fasern waren in grosserer Anzahl im Ganglion sphenopalatinum zu sehen
und gingen zahlreiche Kontakte sowohl mit SP-positiven, als auch mit SP-negativen
Neuronen ein (Abb. 4.11, H).

CgA: Um die vesikulare Ausstattung der postgangliondaren Neurone des Ganglion
sphenopalatinum insgesamt darzustellen, wurde die Immunreaktivitat des obligaten
Vesikulogens CgA untersucht. Dabei zeigte sich CgA-Expression in etwa 98% der
Neurone permanent wéahrend der Entwicklung (Abb. 4.10, I-L). Teilweise konnten
singulare CgA-negative Neurone beobachtet werden (Abb. 4.10, L). Die Intensitat der
Immunreaktion nahm wahrend der Entwicklung bis zum adulten Stadium in den
meisten Neuronen erheblich ab. Nur vereinzelt waren CgA-positive Fasern innerhalb

des Ganglion sphenopalatinum zu sehen.

Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 4.12 — 4.14 graphisch dargestellt und in

Tabelle 4.1 zusammengefasst.
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Abbildung 4.9: DAB/Nickel-Immunhistochemie fir VAChT, VMAT-2, TH und DBH
im Ganglion sphenopalatinum tGber die Entwicklung

Konstant hohe Expression von VAChT (Bild A-D) und DBH (Bild M-P), Pfeile in D und
P weisen exemplarisch auf reaktionsnegative Neurone, Pfeilkopf in D weist auf
VAChT-negative SIF Zellen. Deutliche Abnahme der VMAT-2-Expression (Bild E-H),
Pfeile in G und H weisen auf Fasern, die die Neurone umgeben; Pfeilkopf in H weist
auf VMAT-2-positive SIF-Zellen. TH-Expression wahrend der Entwicklung nur in einer
Subpopulation der Neurone (Pfeile in Bild I-L), Pfeilkopf in L weist auf TH-positive SIF
Zellen. Skalabalken in P fir Bild A-P = 50 um
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Abbildung 4.10: DAB/Nickel-Immunhistochemie fur AADC, HDC, CgA und
MERGL im Ganglion sphenopalatinum tber die Entwicklung

Leichte Zunahme der Expression von AADC (Bild A-D), adult Gruppierung des
Grossteils der reaktionspositiven Neurone entlang der praganglionaren Fasern;
Pfeilkbpfe in D weisen auf AADC-positive SIF Zellen. Abnahme der HDC-Expression
nach der Geburt und Wiederanstieg im Verlauf der Entwicklung (Bild E-H); Pfeilképfe
in H weisen auf HDC-positive Mastzellen. Gleichbleibend hohe Expression von GgA
(Bild I-L) unterschiedlicher Expressionsstarke; Pfeilkdpfe in K und L weisen auf CgA-
positive SIF Zellen, Pfeil in L auf CgA-negatives Neuron. Zunahme der Expression
von MERGL (Bild M-P), teilweise mit starken Reaktionen in Fasern an
reaktionsegativen Neuronen (Pfeile in O und P). Skalabalken in P fur Bild A-P = 50 pm
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Abbildung 4.11: DAB/Nickel-Immunhistochemie fur VIP, SP, CGRP und NPY im
Ganglion sphenopalatinum tber die Entwicklung

Konstant hohe Expression von VIP (Bilder A-D) mit singuldren reaktionsnegativen
Neuronen (Pfeil in D). Deutliche Abnahme der Expression von SP (Bild E-H); Pfeile in
H weisen auf SP-positive Fasern an SP-negativen Neuronen. Deutliche Abnahme der
Expression von CGRP wahrend der Entwicklung (Bild J-L); Pfeil in L weist
exemplarisch auf CGRP-positive Faser. Zunahme der Expression von NPY (Bild M-P).
Skalabalken in P fur Bild A-P = 50 pm
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Abbildung 4.12: Verlauf der Expression von VAChT und
VMAT-2 in den Neuronen des Ganglion sphenopalatinum
wahrend der Entwicklung
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Abbildung 4.13: Verlauf der Expression von TH, DBH,
AADC, HDC, TpH und PNMT in den Neuronen des Ganglion
sphenopalatinum wéahrend der Entwicklung
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Abbildung 4.14: Verlauf der Expression von CgA, MERGL,
VIP,SP, CGRP und NPY in den Neuronen des Ganglion
sphenopalatinum wéahrend der Entwicklung
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A R
VAChT AADC VAChT + AADC
VAChT DBH VAChT + DBH
VAChT HDC VAChT + HDC
VAChT CGRP VAChT + CGRP

Abbildung 4.15: Fluoreszenz-Doppelmarkierung fir VAChT gegen AADC, DBH, HDC und CGRP
im adulten Ganglion sphenopalatinum

Koexistenz von VAChT mit AADC (Bild A-C), DBH (Bild D-F), HDC (Bild G-I) und CGRP (Bild J-L)
jeweils in der Hauptpopulation der Neurone. Die Pfeile weisen jeweils auf kopositive Neurone, die
Pfeilkopfe weisen jeweils auf nicht-kopositive Neurone. Man beachte die eher perimetrische Verteilung
der Immunreaktivitat von AADC in B, HDC in H und CGRP in K innerhalb der Neurone. Skalabalken in
L fur Bild A-L = 20pm
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’ R
VAChT NPY VAChT + NPY
VMAT-2 TH VMAT-2 + TH
VMAT-2 AADC VMAT-2 + AADC
DBH TH DBH + TH

Abbildung 4.16: Fluoreszenz-Doppelmarkierung fir VAChT gegen NPY, VMAT-2 gegen TH und
AADC, sowie DBH gegen TH im adulten Ganglion sphenopalatinum

Koexistenz von VAChT und NPY in einer Supopulation der Neurone (Bild A-C); Pfeile weisen auf
kopositive Neurone, Pfeilkdpfe weisen auf nicht-kopositive Neurone. Keine Koexistenz von VMAT-2
mit TH (Bild D-F), bzw. AADC (Bild G-l) in den Neuronen. Vereinzelte DBH/TH-kopositive Fasern
(Pfeilkdpfe in Bild J-L) und schwache Koexistenz von DBH und TH in singularen Neuronen (Pfeile in K
und L). Skalabalken in L fur Bild A-L = 20pm
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4.3 Ganglion submandibulare

4.3.1 Vesikulare Transportproteine

VAChHT: Das vesikulare Transportprotein fir Acetylcholin in cholinergen Neuronen,
VACHT, war permanent wahrend der Entwicklung in der Hauptpopulation (Uber 99%)
der neuronalen Zellkdrper des Ganglion submandibulare exprimiert (Abb. 4.17, A-D).
Nur vereinzelt waren singulare VAChT-negative Neurone zu sehen (Abb. 4.17, C).
Die Reaktionsstarke war konstant hoch und zeigte nur geringfligige Unterschiede
zwischen den Neuronen. Zu allen Entwicklungsstadien war eine grosse Anzahl

VAChT-positiver pra- und postganglionarer Fasern zu beobachten.

VMAT-2: Das vesikulare Transportprotein in katecholaminergen, serotoninergen und
histaminergen Neuronen, VMAT-2, zeigte in den postgangliondren Neuronen des
Ganglion submandibulare eine transiente Expression wahrend der Entwicklung (Abb.
4.17, E-H). Embryonal war VMAT-2-Immunreaktivitat in tber 90% der Neurone zu
beobachten. Postnatal nahm diese Anzahl stetig ab. Vor allem in den frihen
postnatalen Stadien waren die VMAT-2-positiven Neurone im Ganglion
submandibulare in kleinen Zellpopulationen gruppiert zu beobachen (Abb. 4.17, F).
Im adulten Stadium waren nur noch sehr selten vereinzelte, schwach VMAT-2-
positive Neurone zu sehen (Abb. 4.17, H). Die Reaktionsstarke zeigte Unterschiede
zwischen den Neuronen, war aber insgesamt eher schwach. VMAT-2-positive Fasern
waren wahrend der gesamten Entwicklung im Ganglion submandibulare nur spéarlich
vorhanden. Expression von VMAT-1 war zu keinem Zeitpunkt wahrend der
Entwicklung in den postganglionaren Neuronen des Ganglion submandibulare zu

beobachten (Daten nicht gezeigt).

VGLUT: Ein glutamaterger Phanotyp konnte in den postgangliondren Neuronen des
Ganglion submandibulare so gut wie ausgeschlossen werden, da keiner der drei
Isotypen des vesikularen Transportproteins fur Glutamat, VGLUT-1 bis -3, die
etablierte Marker fur glutamaterge Neurone sind, wahrend der Entwicklung in den

Neuronen exprimiert war (Daten nicht gezeigt).
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4.3.2 Biogene Enzyme

TH: Um einen mdglichen katecholaminergen Phanotyp in den postganglionéaren
Neuronen des Ganglion submandibulare zu untersuchen, wurden die Neurone auf
die Expression von TH, dem ratenlimitierenden Enzym der Katecholaminsynthese
getestet. Es zeigte sich, dass TH wahrend der gesamten Entwicklung nur in wenigen,
singular auftretenden Neuronen exprimiert war (Abb. 4.17, I-L). In diesen Neuronen
war die Immunreaktivitat fir TH meist sehr stark. TH-positive Fasern waren wahrend
der Entwicklung nur in geringer Anzahl im Ganglion submandibulare zu beobachten.
In einigen TH-positiven Fasern im adulten Stadium koexistierte VMAT-2 (Abb. 4.24,
G-l). DBH war hingegen nicht in den TH-positiven Fasern im Ganglion

submandibulare im adulten Stadium zu sehen (Abb. 4.24, J-L).

AADC: Zur Untersuchung eines mdoglichen dopaminergen, bzw. serotoninergen
Phanotyps in den neuronalen Zellkérpern des Ganglion submandibulare wurde die
Immunreaktivitit von AADC getestet. Uberraschenderweise zeigte sich eine
permanente AADC-Expression mit einer deutlichen Zunahme waéahrend der
Entwicklung (Abb. 4.18, A-D). Die Expression von AADC in den postgangliondren
Neuronen des Ganglion submandibulare stieg von 10% positive Neurone embryonal
auf Uber 90% positive Neurone im adulten Stadium. Die Reaktionsstarke fir AADC
zeigte teilweise grosse Unterschiede zwischen den Neuronen. AADC war in den
meisten VAChT-positiven Neuronen im adulten Stadium koexprimiert, was mittels der
Fluoreszenz-Doppelmarkierung dargestellt ist (Abb. 4.23, A-C). Hierbei zeigte sich
eine eher perimetrische Verteilung der AADC-Immunreaktionen innerhalb der
Neurone des Ganglion submandibulare (Abb. 4.23, B). AADC-positive
praganglionare Fasern konnten hauptsachlich im adulten Stadium beobachtet
werden (Abb. 4.18, D).

Der Nachweis der AADC-Expression in den postgangliondren Neuronen des
Ganglion submandibulare liess die Existenz sowohl eines dopaminergen, als auch

eines serotoninergen Phanotyps vermuten.

DBH: Die Immunreaktivitit von DBH, dem Enzym, das die Umwandlung von
Dopamin zu Noradrenalin katalysiert, wurde zur Untersuchung eines madglichen

noradrenergen Phanotyps in den neuronalen Zellkérpern des Ganglion
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submandibulare getestet. Hierbei zeigte sich eine permanent hohe Expression von
DBH in den Neuronen (Uber 90%) wahrend der gesamten Entwicklung (Abb. 4.17, M-
P). Die Reaktionsstarke von DBH in den Neuronen nahm wahrend der Entwicklung
deutlich zu und zeigte teilweise grosse Unterschiede zwischen den Neuronen. Die
Koexistenz von DBH mit VAChT in der Hauptpopulation der Neurone wurde im
adulten Stadium mittels Fluoreszenz-Doppelmarkierung dargestellt (Abb. 4.23, D-F).
DBH-positive praganglionare Fasern konnten nur selten im Ganglion submandibulare

beobachtet werden.

PNMT: Das Enzym PNMT, das die Umwandlung von Noradrenalin zu Adrenalin
katalysiert, war zu keinem Zeitpunkt wahrend der Entwicklung in den
postganglionaren Neuronen des Ganglion submandibulare zu sehen (Daten nicht
gezeigt). Somit war kein Anhaltspunkt fur die Existenz eines adrenergen Phanotyps

gegeben.

TpH: Die Expression von TpH, dem fiur serotoninerge Neurone spezifischen Enzym,
konnte zu keinem Zeitpunkt wahrend der Entwicklung in den neuronalen Zellkérpern
des Ganglion submandibulare nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Das
gleiche galt fir den Serotonin-Membrantransporter (SERT) und flir Serotonin selbst
(5-HT) (Daten nicht gezeigt). Damit war keine Evidenz fur die Existenz eines
serotoninergen Phéanotyps in den postganglionaren Neuronen des Ganglion

submandibulare gegeben.

HDC: Zur Untersuchung eines histaminergen Phanotyps in den postganglionaren
Neuronen des Ganglion submandibulare wurde die Immunreaktivitdt von HDC, dem
Enzym, das die Umwandlung von Histidin zu Histamin katalysiert, getestet. Dabei
war eine permanente Expression von HDC in den Neuronen mit einer deutlichen
Zunahme wéahrend der Entwicklung zu beobachten (Abb. 4.18, E-H). Kurz nach der
Geburt war eine vorubergehende Abnahme der HDC-Expression festzustellen. Die
Anzahl der HDC-positiven Neurone sank von 25% embryonal auf ca. 10% am
zweiten postnatalen Tag (Abb. 4.18, E und F). Anschliessend stieg die Anzahl der
HDC-positiven Neurone auf 90% im adulten Stadium an (Abb. 4.18, H). Die
Reaktionsstarke von HDC in den Neuronen nahm wahrend der Entwicklung

insgesamt zu. HDC koexistierte im adulten Stadium in den meisten postganglionéren
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Neuronen des Ganglion submandibulare mit VAChT (Abb. 4.23, G-I). Es war eine
eher perimetrische Verteilung der HDC-Immunreaktion innerhalb der Neurone zu
beobachten (Abb. 4.23, H). HDC-positive Fasern innerhalb des Ganglion
submandibulare waren vor allem im adulten Stadium in grosserer Anzahl zu sehen.
In den friihen Entwicklungsstadien war nur eine spéarliche Zahl HDC-positiver Fasern
zu beobachten. HDC-Immunreaktivitat war in zahlreichen Mastzellen deutlich zu
sehen (Abb. 4.18, F).

4.3.3 Neuropeptide und Chromogranin A

VIP: Die Expression des cholinergen Kotransmitters VIP zeigte Uberraschenderweise
eine deutliche Abnahme in den neuronalen Zellkbrpern des Ganglion
submandibulare wéahrend der Entwicklung (Abb. 4.19, A-D). Die Anzahl der VIP-
positiven Neurone verringerte sich sukzessive von 95% embryonal auf 35% im
adulten Stadium. VIP koexistierte im adulten Stadium nur noch in einer kleinen
Subpopulation der Neurone mit VAChT, was mittels Fluoreszenz-Doppelmarkierung
in Abb. 4.24, D-F dargestellt ist. Die Reaktionsstarke von VIP in den Neuronen nahm
wahrend der Entwicklung insgesamt ab. VIP-positive pra- und postganglionare

Fasern waren im Ganglion submandibulare zahlreich vorhanden.

NPY: Einen leichten Aufwartstrend Uber die pra- und postnatale Entwicklung zeigte
die Expression des noradrenergen Kotransmitters NPY in den postganglionéren
Neuronen des Ganglion submandibulare (Abb. 4.19, M-P). Die Anzahl der NPY-
positiven Neurone stieg von 5% im embryonalen Stadium auf 35% im adulten
Stadium an. Die Koexistenz von NPY in einer Subpopulation der Neurone mit VAChT
im adulten Stadium ist mittels Fluoreszenz-Doppelmarkierung in Abb. 4.24, A-C
dargestellt. Die Reaktionsstarke in den Neuronen war meist schwach, nahm aber
insgesamt wahrend der Entwicklung zu. NPY-positive praganglionare Fasern waren
in grosserer Anzahl vor allem in den frihen Entwicklungsstadien im Ganglion

sphenopalatinum zu sehen.

CGRP: Einen leichten Trend zur Abnahme wahrend der Entwicklung zeigte die
Expression des in sensorischen Neuronen vorkommenden Neuropeptides CGRP in
den neuronalen Zellkorpern des Ganglion submandibulare (Abb. 4.19, I-L).

Embryonal waren Uber 90% der Neurone des Ganglion submandibulare CGRP-
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positiv. Postnatal nahm diese Zahl stetig ab. Im adulten Stadium waren nur noch
60% der Neurone des Ganglion submandibulare CGRP-positiv. Die Reaktionsstarke
in den Neuronen war insgesamt meist schwach. Vor allem in den spaten postnatalen
Entwicklungsstadien waren sehr viele CGRP-positive Fasern im Ganglion
submandibulare zu beobachten, die zahlreiche Kontakte mit den Neuronen eingingen
(Ab. 4.19, Kund L).

MERGL: Die Expression des Proopioidderivates MERGL zeigte sich permanent
wahrend der Entwicklung in der Hauptpopulation (95%) der postganglionéaren
Neurone des Ganglion submandibulare (Abb. 4.18, M-P). Die Reaktionsstarke zeigte
zum Teil grosse Unterschiede zwischen den einzelnen Neuronen. MERGL-positive
Fasern waren ebenfalls in grosserer Anzahl im Ganglion submandibulare zu

beobachten.

SP: Die Expression des Praprotachykinins SP war permanent wahrend der
Entwicklung in der Uberwiegenden Anzahl der postganglionaren Neurone (99%) des
Ganglion submandibulare zu sehen (Abb. 4.19, E-H). Auch die Reaktionsstarke von
SP in den Neuronen war konstant hoch und zeigte nur geringe Unterschiede
zwischen den Neuronen. SP koexistierte in fast allen Neuronen mit VAChT, was
mittels Fluoreszenz-Doppelmarkierung dargestellt ist (Abb. 4.23, J-L). Innerhalb der
Neurone zeigten die SP-Immunreaktionen eine eher perinukledre Verteilung (Abb.
4.23, K). SP-positive Fasern waren ebenfalls in grosser Anzahl im Ganglion

submandibulare zu sehen.

CgA: Zur Untersuchung der vesikularen Ausstattung der neuronalen Zellkdrper des
Ganglion submandibulare wurde die Immunreaktivitat fur CgA, einem obligaten
Vesikulogen getestet. Hierbei zeigte sich eine permanente Expression fir CgA
wahrend der Entwicklung in der Uberwiegenden Anzahl der Neurone (98%) (Abb.
4.18, I-L). Die Reaktionsstarke fir CgA in den Neuronen nahm leicht ab. CgA-

positive Fasern wurden im Ganglion submandibulare nicht beobachtet.

Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 4.20 — 4.22 graphisch dargestellt und in

Tabelle 4.1 zusammengefasst.
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Abbildung 4.17: DAB/Nickel-Immunhistochemie fur VAChT, VMAT-2, TH und
DBH im Ganglion submandibulare tiber die Entwicklung

Konstant hohe Expression von VAChT (Bild A-D) mit einzeln auftretenden
reaktionsnegativen Neuronen (Pfeil in C). Deutliche Abnahme der VMAT-2-Expression
und dessen Reaktionsstarke (Bild E-H); Pfeilkopfe weisen auf VMAT-2-positive
Neurone. TH-Expression in singularen Neuronen Uber sdmtliche Entwicklungsstadien
mit gleichzeitiger Zunahme der Reaktionsstarke (Bild I-L); Pfeile weisen auf TH-
positive Neurone. Konstant hohe Expression von DBH mit deutlicher Zunahme der
Reaktionsstarke (Bild M-P); Pfeil in P weist exemplarisch auf DBH-negatives Neuron.
Skalabalken in P fur Bild A-P = 50 pm
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Abbildung 4.18: DAB/Nickel-Immunhistochemie fur AADC, HDC, CgA und
MERGL im Ganglion submandibulare tber die Entwicklung

Deutliche Zunahme der Expression von AADC (Bild A-D). Insgesamt Zunahme der
Expression von HDC mit kurzzeitiger Abnahme der Expression nach der Geburt (Bild
E-H); Pfeil in F weist auf HDC-positives Neuron, Pfeilkdpfe weisen auf HDC-positive
Mastzellen. Konstant hohe Expression von CgA mit leichter Abnahme der
Reaktionsstarke (Bild I-L). Konstant hohe Expression von MERGL mit
unterschiedlicher Reaktionsstéarke (Bild M-P). Skalabalken in P fir Bild A-P = 50um
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Abbildung 4.19: DAB/Nickel-Immunhistochemie fur VIP, SP, CGRP und NPY im
Ganglion submandibulare Uber die Entwicklung

Deutliche Abnahme der VIP-positiven Neurone (Bild A-D) und Abnahme der
Reaktionsstarke von VIP; Pfeilkdpfe in D weisen auf zwei VIP-positive Neurone
unterschiedlicher Reaktionsstéarke, Pfeil weist auf VIP-negative Neurone. Konstant
hohe Expression von SP Uber die Entwicklung (Bild E-H). Abnahme der Expression
von CGRP (Bild I-L). Leichte Zunahme der Expression von NPY in den Neuronen (Bild
M-P). Pfeile weisen exemplarisch auf NPY-positive Neurone. Skalabalken in P fur Bild
A-P =50um
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Abbildung 4.20: Verlauf der Expression von VAChT und
VMAT-2 in den Neuronen des Ganglion submandibulare
wahrend der Entwicklung
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Abbildung 4.21: Verlauf der Expression von TH, DBH,
AADC, HDC, TpH und PNMT in den Neuronen des Ganglion
submandibulare wahrend der Entwicklung
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Abbildung 4.22: Verlauf der Expression von CgA, MERGL,
VIP, SP, CGRP und NPY in den Neuronen des Ganglion
submandibulare wahrend der Entwicklung
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Abbildung 4.23: Fluoreszenz-Doppelmarkierung fiir VAChT gegen AADC, DBH, HDC und SP im
adulten Ganglion submandibulare

Koexistenz von VAChT mit AADC (Bild A-C), DBH (Bild D-F), HDC (Bild G-I) und SP (Bild J-L) in
verschiedenen Subpopulationen. Die Pfeilkdpfe weisen jeweils exemplarisch auf nicht-kopositive
Neurone. Zu beobachten war eine eher perimetrische Verteilung von AADC und HDC innerhalb der

Neurone (Bild B und H) und eine eher perinukledre Verteilung von SP (Bild K). Skalabalken in L fur
Bild A-L = 20um
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Abbildung 4.24: Fluoreszenz-Doppelmarkierung fir VAChT gegen NPY und VIP, VMAT-2 gegen
TH, sowie DBH gegen TH im adulten Ganglion submandibulare

Koexistenz von VAChT und NPY (Bild A-C) bei insgesamt schwacher NPY-Expression (Bild B).
Koexistenz von VAChT und VIP nur in Subpopulationen (Bild D-F). Teilweise Koexistenz von VMAT-2
und TH in Fasern (Bild G-I), aber keine Koexistenz von DBH und TH in Fasern (Bild J-L). Skalabalken
in L fur Bild A-L = 20pum
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4.4 Ganglion ciliare

441 Vesikulare Transportproteine

VAChT: Die Expression von VAChT, dem obligaten vesikularen
Transportprotein fir Acetylcholin in cholinergen Neuronen, konnte in der
Hauptpopulation der postganglionaren Neurone des Ganglion ciliare (Uber 99%)
permanent wahrend der gesamten Entwicklung beobachtet werden (Abb. 4.25,
A-D). Reaktionsnegative Neurone waren nur singuldr zu beobachten (Abb.
4.25, C und D). In der Reaktionsstarke waren nur geringe Unterschiede
zwischen den Neuronen zu sehen. Wahrend der gesamten Entwicklung war
eine grosse Anzahl VAChT-positiver pra- und postganglionare Fasern im

Ganglion ciliare zu beobachten.

VMAT-2: Die Expression von VMAT-2, dem vesikularen Transportprotein flr
Katecholamine, Serotonin und Histamin war zu keinem Zeitpunkt wahrend der
Entwicklung in den neuronalen Zellkérpern des Ganglion ciliare zu beobachten
(Abb. 4.25, E-H). Eine starke Zunahme der VMAT-2-Immunreaktivitat wahrend
der Entwicklung hingegen war in Fasern festzustellen, die zahlreiche Kontakte
mit den VMAT-2-negativen Neuronen des Ganglion ciliare eingingen (Abb. 4.25,
G und H).

VGLUT: Anhaltspunkte fur die Existenz eines glutamatergen Phanotyps in den
postganglionaren Neuronen des Ganglion ciliare, der mittels spezifischer
Antikorper gegen die drei Isotypen des vesikularen Glutamtattransporters
(VGLUT-1 bis -3) untersucht wurde, waren nicht gegeben. Zu keinem Zeitpunkt
wahrend der Entwicklung konnte Immunreaktivitit gegen einen der drei

Isotypen in den Neuronen nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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4.4.2 Biogene Enzyme

TH: Erstaunlicherweise war die Expression von TH, dem ratenlimitierenden
Enzym der Katecholaminsynthese, permanent und mit einem deutlichen Trend
zur Zunahme wahrend der Entwicklung in den postganglionaren Neuronen des
Ganglion ciliare zu beobachten (Abb. 4.25, I-L). Embryonal konnte bereits eine
Subpopulation von 25% TH-positiven Neuronen im Ganglion ciliare entdeckt
werden. Bis zum adulten Stadium stieg die Anzahl der TH-positiven Neurone
kontinuierlich bis auf 90% an. Zum Teil waren deutliche Unterschiede der TH-
Reaktionsstarke zwischen den Neuronen zu erkennen. TH koexistierte im
adulten Stadium in den meisten Neuronen mit VAChT (Abb. 4.31, J-L). In den
Fasern innerhalb des Ganglions koexistierte TH teilweise mit VMAT-2 (Abb.
4.32, D-F). Es waren jedoch auch Fasern zu beobachten, die ausschliesslich
TH-Immunreaktivitat, bzw. ausschliesslich VMAT-2-Immunreaktivitat aufwiesen.
Die Anzahl TH-positiver Fasern im Ganglion ciliare nahm wahrend der

Entwicklung stark zu.

AADC: Zur Untersuchung eines moglichen katecholaminergen Phanotyps, der
aufgrund des Nachweises der Expression von TH in den neuronalen
Zellkdrpern des Ganglion ciliare zu vermuten war, wurde die Immunreaktivitat
fur AADC in den Neuronen getestet. Die Expression von AADC, dem sowohl in
der Dopaminsynthese, als auch in der Serotoninsynthese vorkommenden
Enzym, war permanent in der Uberwiegenden Zahl der postgangliondren
Neurone des Ganglion ciliare zu beobachten (Abb. 4.26, A-D). Wahrend der
Entwicklung war ein leichter Ruckgang der AADC-Expression zu sehen. Die
Anzahl der AADC-positiven Neurone verringerte sich von 80% im embryonalen
Stadium auf etwa 60% im adulten Stadium. Die Immunreaktivitat fur AADC in
den verschiedenen Neuronen war unterschiedlich stark. Im adulten Stadium
war AADC in einer Subpopulation der Neurone mit VAChT koexprimiert, was
mittels Fluoreszenz-Doppelmarkierung in Abb. 4.31, A-C dargestellt ist. AADC
koexistierte im adulten Stadium auch in einer Subpopulation der Neurone mit
TH (Abb. 4.32, J-L). Es waren jedoch auch einzelne Neurone zu sehen, die

lediglich AADC-Immunreaktivitat, jedoch keine TH-Immunreaktivitat aufwiesen.
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4. Ergebnisse — Ganglion ciliare

In den spaten postnatalen Entwicklungsstadien war eine grossere Anzahl
AADC-positiver Fasern zu sehen. Im adulten Stadium war teilweise eine
Koexistenz von AADC und VMAT-2 in den Fasern an den postganglionéren

Neuronen des Ganglion ciliare zu beobachten (Abb. 4.32, G-I).

DBH: Die Expression von DBH, dem Enzym, das fur die Synthese von
Noradrenalin notwendig ist, war permanent in den neuronalen Zellkdrpern des
Ganglion ciliare zu sehen, nahm wahrend der Entwicklung jedoch deutlich ab
(Abb. 4.25, M-P). Embryonal waren tber 90% der Neurone DBH-positiv, im
adulten Stadium nur noch 35%. Die Reaktionsstarke von DBH zeigte teilweise
betrachtliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Neuronen. Im adulten
Stadium koexistierte DBH in einer Subpopulation der Neurone mit VAChT (Abb.
4.31, D-F). Die Anzahl der DBH-positiven Fasern im Ganglion ciliare nahm

wahrend der Entwicklung leicht zu.

PNMT: Das Enzym fir die Synthese von Noradrenalin zu Adrenalin, PNMT, war
zu keinem Zeitpunkt wahrend der Entwicklung in den postganglionaren
Neuronen des Ganglion ciliare zu beobachten (Daten nicht gezeigt). Die
Existenz eines adrenergen Phénotyps konnte daher so gut wie ausgeschlossen

werden.

TpH: Um einen serotoninergen Phanotyp in den neuronalen Zellkbrpern des
Ganglion ciliare zu untersuchen, dessen Existenz aufgrund der Expression von
AADC in den Neuronen zu vermuten war, wurde die Immunreaktivitat fir TpH
getestet. Die Expression von TpH war jedoch zu keinem Zeitpunkt wéahrend der
Entwicklung in den postgangliondren Neuronen des Ganlion ciliare zu
beobachten (Daten nicht gezeigt). Auch die Expression des Serotonin-
Membrantransporters (SERT) und von Serotonin (5-HT) war nicht
nachzuweisen (Daten nicht gezeigt). Damit konnte die Existenz eines

serotoninergen Phanotyps so gut wie ausgeschlossen werden.

HDC: Uberraschenderweise war das in histaminergen Neuronen vorkommende
Enzym HDC permanent wahrend der Entwicklung in den postgangliondren

Neuronen des Ganglion ciliare exprimiert (Abb. 4.26, E-H). Die Anzahl der
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4. Ergebnisse — Ganglion ciliare

HDC-positiven Neurone blieb wahrend der gesamten Entwicklung mit leichten
Schwankungen relativ konstant bei etwa 60%. Die Reaktionsstarke der
verschiedenen Neurone wies teilweise grosse Unterschiede auf. HDC war in
einer Subpopulation der Neurone mit VAChT koexistent (Abb. 4.31, G-l). HDC-
positive Fasern innerhalb des Ganglion ciliare waren vor allem in den spéten

Entwicklungsstadien und in grosser Anzahl zu sehen (Abb. 4.26, G und H).

4.4.3 Neuropeptide und Chromogranin A

VIP: Der zur Sekretin/Glukagon-Familie gehodrende cholinerge Kotransmitter
VIP war wahrend der Entwicklung erstaunlicherweise nur in etwa 50% bis 60%
der postgangliondren Neurone des Ganglion ciliare exprimiert (Abb. 4.27, A-D).
Die Starke der Immunreaktivitat fur VIP war in den verschiedenen Neuronen
unterschiedlich stark. Vor allem in den spaten Entwicklungsstadien waren im
Ganglion ciliare zahlreiche pra- und postganglionare VIP-positive Fasern zu
sehen (Abb. 4.27, C und D).

NPY: Die Expression des noradrenergen Kotransmitters NPY zeigte wahrend
der Entwicklung eine Zunahme in den neuronalen Zellkérpern des Ganglion
ciliare (Abb. 4.27, M-P). Embryonal waren nur etwa 10% der Neurone NPY-
positiv. Bis zum adulten Stadium vergrosserte sich die Anzahl der NPY-
positiven Neurone auf 40%. Die Reaktionsstarke in den Neuronen nahm
wahrend der Entwicklung insgesamt stark zu. Im adulten Stadium koexistierte
NPY in einer Subpopulation der Neurone mit VAChT (Abb. 4.32, A-C).
Innerhalb der Neurone waren die Immunreaktionen fur NPY eher perinukleér
verteilt zu sehen (Abb. 4.32, B). Im Ganglion ciliare waren wahrend der

Entwicklung zahlreiche NPY-positive Fasern zu beobachten.

CGRP: Das hauptsachlich in sensorischen Neuronen vorkommende
Neuropeptid CGRP war wahrend der Entwicklung permanent in einer grossen
Population der postgangliondren Neurone des Ganglion ciliare exprimiert (Abb.
4.27, 1-L). Die Anzahl der CGRP-positiven Neurone schwankte Uber den
Zeitraum vom embryonalen bis zum adulten Stadium zwischen 80% und 90%.

Die Starke der Immunreaktion in den Neuronen nahm wahrend der Entwicklung
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4. Ergebnisse — Ganglion ciliare

deutlich zu. Dennoch waren auch im adulten Stadium neben stark CGRP-
positiven Neuronen schwach CGRP-positive Neurone zu sehen (Abb. 4.27, L).

CGRP-positive Fasern waren in massiger Anzahl im Ganglion ciliare zu sehen.

MERGL: Die Expression des Opioidpepeptids MERGL nahm wahrend der
Entwicklung in den postganglionaren Neuronen des Ganglion ciliare deutlich zu
(Abb. 4.26, M-P). Embryonal waren 35% der Neurone MERGL-positiv. Bis zum
adulten Stadium stieg die Anzahl der MERGL-positiven Neurone auf 85% an.
Es zeigten sich teilweise betrachtliche Unterschiede in der Reaktionsstarke
zwischen den verschiedenen Neuronen. Vor allem im adulten Stadium waren
zahlreiche MERGL-positive Fasern im Ganglion ciliare zu beobachten (Abb.
4.26, P).

SP: Die Expression des Praprotachykinins SP in den neuronalen Zellkérpern
des Ganglion ciliare verringerte sich wahrend der Entwicklung deutlich (Abb.
4.27, E-H). Embryonal exprimierten etwa 35% der Neurone SP (Abb. 4.27, E).
Postnatal ging die Anzahl der SP-exprimierenden Neurone sukzessive zurlck.
Im adulten Stadium waren keine SP-positiven Neurone mehr im Ganglion ciliare
zu sehen (Abb. 4.27, H). Lediglich pragangliondre Terminalen an den Neuronen

des Ganglion ciliare waren im adulten Stadium noch zu beobachten.

CgA: Zur Untersuchung der vesikularen Ausstattung der postgangliondren
Neurone des Ganglion ciliare wurde die Immunreaktivitat fur CgA, einem
obligaten Vesikulogen getestet. Es zeigte sich eine permanente CgA-
Expression in etwa 98% der Neurone wahrend der Entwicklung (Abb. 4.26, I-L).
Die Starke der Immunreaktionen in den Neuronen nahm vom embryonalen bis
zum adulten Stadium stark ab und zeigte teilweise betrachtliche Unterschiede

zwischen den verschiedenen Neuronen.

Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 4.28 — 4.30 graphisch dargestellt und

in Tabelle 4.1 zusammengefasst.
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Abbildung 4.25: DAB/Nickel-Immunhistochemie fir VAChT, VMAT-2, TH
und DBH im Ganglion ciliare tiber die Entwicklung

Konstant hohe Expression von VAChT (Bild A-D) mit singular auftretenden
reaktionsnegativen Neuronen (Pfeile in C und D). Keine VMAT-2-positiven
Neurone wahrend der Entwicklung (Bild E-H), aber stark VMAT-2-positive
Fasern in spéaten Stadien (Pfeilkbpfe in H); Pfeile in H weisen auf Neurone, die
anschnittsbedingt durch Uberlagerung mit VMAT-2-positiven Fasern VMAT-2-
positiv erscheinen, aber negativ sind. Deutliche Zunahme der TH-positiven
Neurone (Bild I-L); Pfeile in K und L weisen exemplarisch auf TH-negative
Neurone. Abnahme der DBH-positiven Neurone (Bild M-P). Skalabalken in P fiir
Bild B-H und J-P = 25um; Skalabalken in Aund | = 12,5um
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Abbildung 4.26: DAB/Nickel-Immunhistochemie fiir AADC, HDC, CgA und
MERGL im Ganglion ciliare Gber die Entwicklung

Leichte Abnahme der Expression von AADC in den Neuronen (Bild A-D); Pfeile
weisen auf AADC-negative Neurone. Leicht schwankendes Expressionsmuster
von HDC (Bild E-H); Pfeile in G und H weisen auf HDC-negative Neurone.
Konstant hohe Expression von CgA unterschiedlicher Reaktionsstarke (Bild I-L).
Zunahme der Expression von MERGL (Bild M-P) mit einzelnen
reaktionsnegativen Neuronen (Pfeil in P). Skalabalken in P fiur Bild A-P = 25 pm
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Abbildung 4.27: DAB/Nickel-Immunhistochemie fur VIP, SP, CGRP und
NPY im Ganglion ciliare Giber die Entwicklung

Leichter Anstieg der VIP-Expression (Bild A-D) mit zahlreichen VIP-negativen
Neuronen (exemplarisch Pfeilkdpfe in D). Abnahme der Expression von SP
(Bild E-H). Pfeile weisen auf SP-positive Fasern an den Neuronen. Relativ
konstante Expression von CGRP mit deutlicher Zunahme der Reaktionsstarke
wahrend der Entwicklung (Bild I-L); Pfeil weist exemplarisch auf CGRP-
negatives Neuron. Zunahme der NPY-positiven Neurone mit deutlicher
Zunahme der Reaktionsstarke (Bild M-P), Pfeile in P weisen auf NPY-negative
Neurone. Skalabalken in P fir Bild A-P = 25um
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Abbildung 4.28: Verlauf der Expression von VAChT und
VMAT-2 in den Neuronen des Ganglion ciliare wahrend der

Entwicklung
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Abbildung 4.29: Verlauf der Expression von TH, DBH,
AADC, HDC, TpH und PNMT in den Neuronen des Ganglion
ciliare wahrend der Entwicklung
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Abbildung 4.30: Verlauf der Expression von CgA, MERGL,
VIP, SP, CGRP und NPY in den Neuronen des Ganglion
ciliare wahrend der Entwicklung
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Abbildung 4.31: Fluoreszenz-Doppelmarkierung fir VAChT gegen AADC, DBH, HDC und
CGRP im adulten Ganglion ciliare

Koexistenz von VAChT mit AADC (Bild A-C), DBH (Bild D-F), HDC (G-I) und TH (Bild J-L) in
Subpopulationen der Neurone. Die Pfeile weisen exemplarisch jeweils auf kopositive Neurone.

Teilweise waren stark VAChT-positive praganglionare Terminalen zu sehen (Pfeilspitzen in A
und J). Skalabalken in L fur Bild A-L = 50 um
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Abbildung 4.32: Fluoreszenz-Doppelmarkierung fur VAChT gegen NPY, VMAT-2 gegen
TH und AADC, sowie AADC gegen TH im adulten Ganglion ciliare

Koexistenz von VAChT und NPY in vereinzelten Neuronen, mit Pfeilen gekennzeichnet (Bild A-
C). VMAT-2-Immunreaktivitat war lediglich in Fasern zu sehen (Bild D und G), die Kontakt
sowohl mit TH- und AADC-positiven, als auch mit TH- und AADC-negativen Neuronen hatten
(Bild F, bzw. I). Teilweise koexistierte VMAT-2 mit TH, bzw. AADC in den Fasern. Koexistenz
(Pfeile), bzw. Non-Koexistenz (Pfeillopfe) von AADC und TH in einer Subpopulation der
Neurone (Bild J-L). Insgesamt fiel die eher perimetrische Verteilung der AADC-Reaktionen
innerhalb der Neurone auf. Skalabalken in L fur Bild A-L = 50 um
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4.4.4

Tabellarische Ubersicht der Ergebnisse

E 19

Ganglion
oticum

P2

P12

adult

sphenopalatinum

E 19

Ganglion

P2

P12 |adult

submandibulare

E 19

Ganglion

P2

P12

adult

E 19

Ganglion
ciliare

P2

P12

adult

VAChT

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

VMAT-1

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

VMAT-2

95%

70%

40%

1%

90%

45%

10%

1%

95%

20%

10%

29

0%

0%

0%

0%

VGLUT 1-3

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

TH

5%

10%

5%

5%

5%

8%

4%

5%

3%

5%

5%

5%

25%

45%

85%

90%

AADC

35%

40%

45%

85%

60%

60%

65%

75%

10%

15%

75%

90%

80%

70%

70%

60%

DBH

95%

95%

95%

95%

95%

95%

95%

95%

95%

95%

95%

95%

95%

90%

75%

35%

PNMT

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

TpH

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

HDC

45%

15%

75%

90%

35%

10%

40%

60%

25%

10%

80%

90%

60%

55%

65%

60%

VIP

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

95%

80%

40%

35%

50%

45%

55%

50%

NPY

45%

45%

60%

85%

15%

20%

25%

50%

5%

5%

30%

35%

10%

15%

25%

40%

CGRP

95%

85%

85%

85%

90%

85%

45%

40%

95%

90%

75%

60%)

85%

85%

80%

85%

MERGL

60%

60%

70%

85%

10%

20%

35%

40%

95%

95%

95%

95%

35%

60%

80%

85%

SP

95%

90%

90%

95%

80%

75%

30%

20%

99%

99%

99%

99%

35%

25%

20%

0%

CgA

98%

98%

98%

98%

98%

98%

98%

98%

98%

98%

98%

98%

98%

98%

98%

98%

Tabelle

4.1:

Abkurzungen:

Zusammenfassende
reaktionspositiven postganglionaren Neurone in den vier kranialen parasympathischen
Ganglien wéahrend der Ontogenese

VAChT

= vesikularer

Ubersicht

de

r prozentualen

Acetylcholintransporter,

VMAT =

Anteile

der

vesikularer

Monoamintransproter, VGLUT = vesikularer Glutamattransporter, TH = Tyrosin-Hydroxylase,
AADC = L-aromatische Aminoséure-Decarboxylase, DBH = Dopamin-R-Hydroxylase, PNMT =
Phenylethanolamin-N-Methyltransferase, TpH = Tryptophan-Hydroxylase, HDC = Histidin-
Decarboxylase, VIP = Vasoaktives Intestinales Polypeptid, NPY = Neuropeptid Y, CGRP =
Calcitonin-gene related peptide, MERGL = Met>-Enkephalin-Arg®>-Gly’-Leu®, SP = Substanz P,
CgA = Chromogranin A
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4. Ergebnisse — SIF Zellen

4.5 Small Intensely Fluorescent Cells (SIF Zellen)

Im adulten Ganglion sphenopalatinum wurden zahlreiche SIF Zellen gefunden,
die meistens in Zellhaufen (sog. ,cluster) zusammengelagert waren, aber zum
Teil auch singuldr auftraten. Sie unterschieden sich von den postgangliondren
Neuronen des Ganglions durch ihre geringere Grésse im Vergleich zu den
postganglionaren Neuronen und das Fehlen von VIP- und VAChT-
Immunreaktivitat (Daten nicht gezeigt). Die starke TH-Immunreaktivitat diente
zur ldentifizierung der SIF Zellen.

Mittels Fluoreszenz-Doppelmarkierung ist die Koexistenz von VMAT-2 mit TH
und AADC dargestellt. Es zeigten sich einige TH- und AADC-positive Zellen, die
keine VMAT-2-Immunreaktivitat aufwiesen (Abb. 4.23, A-C, bzw. D-F). VMAT-1
war in so gut wie allen TH-positiven SIF Zellen koexistent, jedoch zeigte sich in
den meisten Zellen nur schwache VMAT-1-Immunreaktivitat (Abb. 4.24, A-C).
Eine vollstandige Uberlappung der Immunreaktivitat fand sich fur AADC mit TH,
bzw. DBH mit TH (Abb. 4.24, D-F, bzw. G-I).

A [z

VMAT-2 TH VMAT-2 + TH

VMAT-2 AADC VMAT-2 + AADC

Abbildung 4.23: Fluoreszenz-Doppelmarkierung fir VMAT-2 gegen TH und AADC in SIF
Zellen im adulten Ganglion sphenopalatinum

Koexistenz von VMAT-2 und TH in den meisten SIF Zellen (Bild A-C). Geringe Koexistenz von

VMAT-2 und AADC (Bild D-F). Pfeile kennzeichnen kopositive Zellen, Pfeilkdpfe kennzeichnen
TH-positive Zellen. Skalabalken in F fur Bild A-F = 20 um
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A 2
VMAT-1 TH VMAT-1+TH
AADC TH AADC + TH
DBH TH DBH + TH

Abbildung 4.24: Fluoreszenz-Doppelmarkierung fir VMAT-1, AADC und DBH gegen TH in
SIF Zellen im adulten Ganglion sphenopalatinum

Koexistenz von VMAT-1 und TH (Bild A-C). Pfeile weisen exemplarisch auf kopositive Zelle.
Meist jedoch schwache VMAT-1-Immunreaktionen in den Zellen (Pfeilkbpfe). Koexistenz von

AADC, bzw. DBH und TH mit vollstandiger Uberlappung der Expression in den Zellen (Bild D-F,
bzw. G-I). Skalabalken in | fir Bild A-I = 20um
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5. Diskussion

Die vorliegende Arbeit liefert erstmalig eine umfassende Analyse Uber den
chemischen Phéanotyp der postganglionaren Neurone der vier kranialen
parasympathischen Ganglien der Ratte wahrend der Ontogenese.
Insbesondere wurde die differentielle Ausstattung der postganglionéaren
parasympathischen Neurone mit vesikuldaren  Transportproteinen  flr
Acetylcholin, Monoamine und Glutamat, sowie Enzymen fir die Synthese von
Katecholaminen, Serotonin und Histamin erfasst. Zudem wurden neue
peptiderge Phénotypen in Relation zum cholinergen und aminergen Phé&notyp
charakterisiert. Ausserdem wurde zum ersten Mal der chemische Phanotyp der
SIF Zellen im Ganglion sphenopalatinum genauer charakterisiert, als bisher
beschrieben.

5.1 Bedeutung der differentiellen Expression des Vesikularen
Acetylcholintransporters und des Vasoaktiven Intestinalen

Polypeptids

Der cholinerge Phéanotyp der postgangliondren Neurone des Ganglion oticum,
sphenopalatinum, submandibulare und ciliare wurde durch den Nachweis der
Expression des vesikuldaren Transportproteins fur Acetylcholin, VAChT, in so
gut wie allen Neuronen wahrend der gesamten Entwicklung eindeutig
identifiziert. Diese Beobachtungen stimmen grésstenteils mit friiheren Studien

iiberein, die hauptsachlich an adulten Ratten durchgefiihrt wurden & 7 76 112

122, 128, 129, 138, 176, 180, 206 \n |iefern dariiberhinaus eine Analyse der VAChT-
Expression in den Neuronen der kranialen parasympathischen Ganglien

wahrend der pra- und postnatalen Entwicklung bis hin zum adulten Stadium. In
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gelegentlichen Einzelféllen wurden VAChT-negative Neurone gefunden, Uber
die von anderen Autoren bisher noch nicht berichtet wurde.

Geméass dem etablierten Konzept, dass das Neuropeptid Vasoaktives
Intestinales Polypeptid (VIP) ein Kotransmitter in cholinergen Neuronen ist ***,
wurde in der Regel VIP in den meisten cholinergen VAChT-positiven Neuronen
des Ganglion oticum und des Ganglion sphenopalatinum gefunden. In seltenen
Einzelfallen wurden jedoch VAChT-positive Neurone beobachtet, die kein VIP
enthielten.

Im Kontrast zu diesen beiden Ganglien nahm die VIP-Expression in den
postganglionaren Neuronen des Ganglion submandibulare wahrend der
Entwicklung deutlich ab. Dass die Anzahl VIPerger Neurone im adulten
Ganglion submandibulare variabel sein kann, wurde in der Literatur bereits
beschrieben *** *°®. Die Ursache und funktionelle Bedeutung der hier erstmals
entdeckten Abnahme der Population VIPerger Neurone im Ganglion
submandibulare im Verlauf der Entwicklung zum adulten Stadium hin bleibt
unklar. Eine mdgliche Erklarung fur die Abnahme von VIP in den Neuronen des
Ganglion submandibulare wéahrend der postnatalen Entwicklung bis hin zum
Erwachsenenstadium konnte auf eine zunehmende Spezialisierung der
Neurone auf bestimmte Zielstrukturen innerhalb der Submandibulardriise, wie
z.B. die Gefasse und/oder den mukdsen Drisenanteil hindeuten. Die fehlende
Abnahme der VIP-Expression in den Neuronen des Ganglion oticum und
sphenopalatinum, nicht aber des Ganglion submandibulare, kdnnte einerseits
mit der Innervation rein serdser Driisen, andererseits oder zusatzlich mit der
Innervation der Zerebralarterien durch diese Neurone in Zusammenhang
stehen.

Im Ganglion ciliare hingegen war VIP wahrend der gesamten Entwicklungszeit
nur in etwa der Halfte der Neurone exprimiert. Die Angaben in der Literatur zur
VIP-Expression in den Neuronen des adulten Ganglion ciliare der Ratte
schwanken betrachtlich. So waren von einigen Autoren nur wenige VIP-positive

Neurone '®

, von anderen hingegen weit Uber 90% VIP-positive Neurone im
adulten Ganglion ciliare beschrieben worden ?°°. Die Expression von VIP zu
friheren Entwicklungsstadien in den Neuronen des Ganglion ciliare war bislang
noch nicht untersucht worden. Es stellt sich die Frage nach den Zielgebieten

der VIP-positiven Neurone im Ganglion ciliare. Wahrscheinlich innervieren die
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VIPergen postganglionaren Neurone des Ganglion ciliare hauptsachlich die
Gefasse der lIris, des Ciliarkérpers und der Konjunktiva. In der Literatur sind
VIP-positive Nervenfasern in der Iris und im Ciliarkorper der Ratte beschrieben
201, 216.

In der vorliegenden Arbeit wurde auch die Frage nach einem madglichen
glutamatergen Phanotyp in den Neuronen der kranialen parasympathischen
Ganglien der Ratte angegangen. Wéahrend der gesamten pré- und postnatalen
Entwicklung bis zum adulten Stadium war keiner der drei Isotypen des
vesikularen Transportproteins fur Glutamat, VGLUT-1 -3, die verlassliche

Marker fiir glutamaterge Neurone darstellen *'® 2%

, in den postganglionéren
Neuronen der kranialen parasympathischen Ganglien exprimiert. Ein
glutamaterger Phéanotyp konnte somit in diesen Neuronen so gut wie
ausgeschlossen werden. Lediglich vereinzelte VGLUT-2-positive Fasern waren
u.a. im adulten Ganglion oticum zu sehen, die hochstwahrscheinlich von
trigeminalen  Neuronen stammen und funktionell —zur sensorisch-

parasympathischen Kopplung beitragen.

5.2 Bedeutung der Expression des vesikularen Monoamintransporters

In der vorliegenden Arbeit wurde der vesikulare Monoamintransporter VMAT-2,
der sowohl Katecholamine (Dopamin, Noradrenalin, bzw. Adrenalin) als auch
Serotonin oder Histamin in die Vesikel transportiert, wahrend der Embryonalzeit
in der Hauptpopulation der Neurone des Ganglion oticum, sphenopalatinum und
submandibulare exprimiert gefunden. Wéhrend der postnatalen Ontogenese
nimmt nach dem Befund der vorliegenden Arbeit die Zahl der VMAT-2-
exprimierenden Neurone drastisch ab. Damit wurden erste Evidenzen fir eine
Abnahme der Expression von VMAT-2 in den postgangliondren Neuronen des
Ganglion oticum wahrend der Entwicklung, wie in friheren Studien ** erhoben,
bestéatigt und dartber hinausgehend erstmals quantifiziert. VMAT-2 wurde
zusatzlich in den gelegentlich vorkommenden Mastzellen in den kranialen
parasympathischen Ganglien gefunden (Daten nicht gezeigt). Der vesikulare
Monoamintransporter VMAT-1 war zu keinem Zeitpunkt wahrend der pra- und
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postnatalen Entwicklung in den postganglionaren Neuronen der kranialen
parasympathischen Ganglien exprimiert.

Unbelassen der Frage, ob und welche biogenen Amine oder deren Vorstufen in
den postgangliondren Neuronen des Ganglion oticum, sphenopalatinum, bzw.
submandibulare synthetisiert und/oder von extrazellular her aufgenommen
werden, bedeutet die Reduktion der VMAT-2-Expression zum adulten Stadium
hin den Verlust der Fahigkeit dieser Neurone, eine vesikelgesteuerte
Monoaminfreisetzung zu gewahrleisten. Ob in den spaten Entwicklungsstadien
bis zum adulten Stadium eine nicht vesikelgesteuerte Freisetzung von
Monoaminen stattfindet, wie sie unter anderem fiir GABA *® und Acetylcholin *
beschrieben wurde, bleibt dahingestellt. Es besteht auch die Mdglichkeit, dass
die Expression von VMAT-2 bis in das adulte Stadium bestehen bleibt, der
Spiegel der Expression jedoch zu niedrig ist, um detektiert werden zu kénnen.
Diese Hypothese wird durch die Tatsache gestitzt, dass Chromogranin A, das
obligat fur die Bildung von ,dense-core-Vesikeln* ist 104 in den
postganglionaren Neuronen der kranialen parasympathischen Ganglien
wahrend der gesamten pré- und postnatalen Entwicklung exprimiert ist.

Ein weiterer Aspekt hinsichtlich der VMAT-2-Expression betrifft die Regulierung
der Entwicklung der Neurone. Die Neurone der parasympathischen
Kopfganglien entwickeln sich bekanntermassen aus Zellen in der Kopfregion
der Neuralleiste ** °. Die Neurone sympathischer Ganglien entwickeln sich aus
Zellen in der Rumpfregion der Neuralleiste *'*. Durch die enge Nachbarschaft
beider Regionen konnte sich eine partielle Vermischung sympathischer
neuronaler Phanotypen in den parasympathischen Kopfganglien entwickeln,
wobei Faktoren wie BMP-2 und BMP-6 méglicherweise eine Rolle spielen 2724,
Auch ein cranio-caudaler Gradient von TGF-[3 konnte einen Einfluss auf die
Entstehung eines gemischten sympathisch-parasympathischen Phanotyps
haben. Die sukzessive Abnahme der VMAT-2-Expression in den Neuronen des
Ganglion oticum, sphenopalatinum und submandibulare wahrend der
postnatalen Entwicklung konnte auf den Verlust eines solchen Gradienten
zurtckzufuhren sein.

Das Ganglion ciliare bildet insofern eine Ausnahme, als in seinen
postganglionaren Neuronen zu keinem Zeitpunkt wahrend der Entwicklung die

Expression von VMAT-2 zu sehen war. Das Fehlen von VMAT-2 in den
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Neuronen des Ganglion ciliare ist ein Erstbefund. Im Gegensatz zu den drei
oben genannten Ganglien ist die hohe Dichte VMAT-2-positiver Endigungen an
den Neuronen auffallig. Dies deutet auf die Existenz einer sympathisch-

parasympathischen Kopplung auf Niveau des Ganglion ciliare hin.

5.3 Bedeutung der differentiellen Expression der Enzyme fir biogene
Amine

Die Expression des ratenlimitierenden Enzyms fur die
Katecholaminbiosynthese, Tyrosinhydroxylase (TH), konnte wahrend der
gesamten Entwicklung nur in einer kleinen Subpopulation der postganglionaren
Neurone des Ganglion oticum, sphenopalatinum und submandibulare
nachgewiesen werden. Diese Beobachtungen decken sich insofern mit denen
einiger Autoren, als eine geringe TH-Expression im adulten Stadium in den

112, 114 und

Neuronen des Ganglion oticum **2, des Ganglion sphenopalatinum
des Ganglion submandibulare *** 8¢ 19 1% ger Ratte beschrieben wurde.
Andere Autoren verneinten hingegen die Anwesenheit von TH-positiven
Neuronen sowohl im Ganglion oticum ®, als auch im Ganglion sphenopalatinum
76 138 samtliche bisherige Untersuchungen wurden jedoch, im Gegensatz zur
vorliegenden Studie, ausschliesslich an den Ganglien im adulten Stadium
durchgefinhrt.

Die in dieser Arbeit gezeigte rudimentéare Ausstattung mit TH wahrend der
gesamten Entwicklungszeit bedeutet, dass den Neuronen der drei genannten
Ganglien auch wéahrend der Phase der transienten VMAT-2-Expression die
Fahigkeit zur Katecholaminbiosynthese auf klassischem Weg fehlt. Damit stellt
sich die Frage nach dem Substrat fir VMAT-2 wahrend der Phase der VMAT-2-
Expression. Einerseits kann es sich dabei um Histamin handeln, andererseits
um Katecholamine, die auf alternativen Stoffwechselwegen synthetisiert werden
(s.u.).

In den postgangliondren Neuronen des Ganglion oticum und sphenopalatinum
war in den frihen postnatalen Stadien ein voribergehender Anstieg der TH-
Expression zu beobachten. Von Glukokortikoiden ist bekannt, dass sie die TH-

Synthese in sympathischen Neuronen stimulieren 2%, Auch der Plasmaspiegel
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zirkulierender Glukokortikoide zeigt eine transiente Erhohung kurz nach der
Geburt 8. Dies konnte der Grund fiir den voriibergehenden Anstieg der TH-
Expression in den Neuronen dieser Ganglien wéhrend dieser Phase sein.

In den postganglionaren Neuronen des Ganglion submandibulare blieb die TH-
Expression wahrend der Entwicklung nahezu konstant niedrig.

Angesichts des sporadischen Auftretens der TH-positiven Neurone in den
Ganglien konnte der Phanotyp dieser Neurone nicht hinreichend
aufgeschlusselt werden und bleibt somit unklar.

Auch im Fall der TH-Expression bildet das Ganglion ciliare eine Ausnahme. Die
Expression von TH in den postgangliondren Neuronen des Ganglion ciliare
stieg wahrend der Entwicklung deutlich an. In der Literatur waren von mehreren
Autoren im adulten Ganglion ciliare der Ratte TH-positive Neurone beschrieben
worden & 1 219 227 Fine Katecholamin-Fluoreszenz wurde in den Neuronen
jedoch nicht detektiert **2.

Der Grund fur die Steigerung der TH-Expression in den Neuronen des Ganglion
ciliare kénnte in der Freisetzung eines, oder mehrerer neurotropher Faktoren,
wie z.B. NGF, aus einem, oder mehreren Innervationsgebieten sein. Von NGF
ist bekannt, dass es die TH-Synthese in sympathischen Neuronen stimuliert °.
Es wurde gezeigt, dass die Neurone des Ganglion ciliare der Ratte NGF-

132 und auf Stimulation durch NGF mit erhohtem

26

Rezeptoren besitzen
Neuritenwachstum reagieren Somit ware denkbar, dass aus den
Innervationsgebieten des Ganglion ciliare NGF freigesetzt wird und so die TH-
Synthese in den Neuronen angeregt wird.

Die Expression von AADC und DBH in den postgangliondren Neuronen des
Ganglion ciliare nahm wahrend der pré- und postnatalen Entwicklung stetig ab,
blieb aber in mehr als der Halfte der Neurone im adulten Stadium bestehen. In
der Literatur waren bisher weder Angaben Uber die Expression von AADC,
noch Uber die Expression von DBH in den Neuronen des Ganglion ciliare der
Ratte zu finden.

Im Gegensatz zur Abnahme der AADC- und DBH-Expression in den Neuronen
des Ganglion ciliare nahm, wie weiter oben bereits beschrieben, die Expression
von TH wahrend der pra- und postnatalen Entwicklung bis zum adulten Stadium
zu. Damit war die Annahme eines reinen noradrenergen Phanotyps eher

unwahrscheinlich. Hier kdnnte es sich moglicherweise um einen gemischten
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Phéanotyp handeln, bei dem Noradrenalin und sogenannte ,trace amines”
(Spurenamine), wie z.B. Octopamin (s.u.) parallel produziert werden. Es liegt
somit ein weiteres Beispiel fur einen cholinergen Phanotyp mit einem
kryptischen noradrenergen Phanotyp vor, wie er von anderen Autoren bereits

beschrieben wurde 28,

Einerseits findet in den Neuronen des Ganglion oticum, sphenopalatinum und
submandibulare wahrend der pra- und postnatalen Entwicklung eine transiente
VMAT-2-Expression bei gleichzeitiger rudimentarer Expression von TH statt;
andererseits nimmt die TH-Expression in den Neuronen des Ganglion ciliare
wahrend der pra- und postnatalen Entwicklung kontinuierlich zu, wobei die
Expression von VMAT-2 ganzlich fehlt. Diese Tatsachen deuten darauf hin,
dass die Expression von VMAT-2 und TH in den Neuronen der kranialen

parasympathischen Ganglien unabhangig voneinander reguliert sein muss.

Interessanterweise nahm die AADC-Expression in den postgangliondren
Neuronen des Ganglion oticum, sphenopalatinum und submandibulare wahrend
der pré- und postnatalen Entwicklung bis zum adulten Stadium teils betr&chtlich
zu. Gleichzeitig fehlte die Expression von TH in diesen Neuronen und die
VMAT-2-Expression nahm wahrend dieser Zeit drastisch ab. Fir die Expression
von AADC in den Neuronen des Ganglion oticum und des Ganglion
submandibulare der Ratte war in der Literatur kein Hinweis zu finden. In den
Neuronen des Ganglion sphenopalatinum der Ratte wurde die Existenz von
AADC bisher nur vermutet ***. Der Nachweis auf Proteinebene war bislang
ausgeblieben.

Angesichts des Fehlens der TH-Expression in den meisten AADC-
produzierenden Neuronen des Ganglion oticum, sphenopalatinum und
submandibulare stellt sich die Frage nach der Funktion von AADC in diesen
Neuronen. Zum einen konnte die AADC-Expression in den Neuronen ein
bedeutungsloses embryologisches Relikt sein, das Uber die Entwicklung
bestandig geblieben ist. Zum anderen kénnte AADC in den Neuronen durch die
Aufnahme von L-DOPA von extrazellular her bezlglich der weiteren
Prozessierung von L-DOPA eine Bedeutung gewinnen. Tatsachlich gibt es

experimentelle Hinweise fir einen Aufnahmemechanismus fur L-DOPA, wie
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auch fur Dopamin in parasympathischen Neuronen. Dies wurde bisher

allerdings nur im Ganglion ciliare der Ratte dargestellt **.

Ein mdglicher
zellularer Aufnahmemechanismus fur L-DOPA konnte auch in den Neuronen
der anderen parasympathischen Ganglien existieren und somit die weitere
Prozessierung von L-DOPA durch AADC und DBH zu Noradrenalin
gewahrleisten.

Eine weitere Moglichkeit der Katecholaminsynthese bei gleichzeitigem Fehlen
von TH konnte das Enzym Tyrosinase bieten, das normalerweise in der
Melaninsynthese vorkommt und Tyrosin zu L-DOPA umwandelt *'*. Aus der
Literatur ist bekannt, dass Tyrosinase in Abwesenheit von Tyrosin-Hydroxylase
ebenfalls Katecholamin synthetisierende Eigenschaften besitzt 5. Die
Tyrosinase kdnnte in den Neuronen des Ganglion oticum, sphenopalatinum und
submandibulare als alternatives Enzym fir die Umwandlung von Tyrosin zu L-
DOPA sorgen. In TH-Null Mausen wurde dieser alternative Stoffwechselweg
u.a. in sympathischen Ganglien postuliert ***.

Die Fahigkeit zur Synthese von Adrenalin konnte aufgrund fehlender PNMT-
Expression in den postganglionaren Neuronen aller vier kranialer
parasympathischer Ganglien wahrend der gesamten Entwicklungszeit so gut
wie ausgeschlossen werden.

Ein serotoninerger Phanotyp, der aufgrund der AADC-Expression ebenfalls
anzunehmen war, konnte in allen vier untersuchten Ganglien so gut wie
ausgeschlossen  werden. Die  Tryptophan-Hydroxylase  (TpH), 5-
Hydroxytryptophan (5-HT/Serotonin) und der Serotonin-Membrantransporter
(SERT) waren zu keinem Zeitpunkt wahrend der Entwicklung in den Neuronen

der kranialen parasympathischen Ganglien exprimiert.

Die Dynamik der AADC-Expression in den Neuronen des Ganglion oticum,
sphenopalatinum und submandibulare wéahrend der pra- und postnatalen
Ontogenese steht im Gegensatz zur permanenten DBH-Expression in der
Hauptpopulation der Neurone dieser Ganglien. DBH wurde schon in friiheren
Studien in den postganglionaren Neuronen des adulten Ganglion oticum und
Ganglion sphenopalatinum nachgewiesen, jedoch nur in einer sehr kleinen
Subpopulation “®. Ebenso war die Expression von DBH in den Neuronen des

adulten Ganglion submandibulare in der Literatur beschrieben worden % °°,
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Die Koexistenz der Enzyme AADC und DBH in den Neuronen des Ganglion
oticum, sphenopalatinum und submandibulare im adulten Stadium lasst die
Existenz eines kryptischen noradrenergen Phanotyps vermuten. Voraussetzung
dafir ist jedoch entweder die Umwandlung von Tyrosin zu L-DOPA durch das
Enzym Tyrosinase, oder die Aufnahme von L-DOPA, bzw. Dopamin von
extrazellular. Dies wirde einen nicht-klassischen noradrenergen Phé&notyp
bedeuten, bei dem das vesikuldare Transportprotein VMAT-2 eventuell fehlt.
Moglicherweise wird in den frihen Entwicklungsstadien vorwiegend Dopamin
zur weiteren Verstoffwechselung zu Noradrenalin durch DBH von den
Neuronen aufgenommen (s.0.). Wahrend der Entwicklung kdnnte dann eine
Umstellung des Aufnahmemechanismus hin zu der Aufnahme von L-DOPA
stattfinden, das intrazellular durch das hochregulierte AADC zu Dopamin und
weiter durch DBH zu Noradrenalin verstoffwechselt wird. Wohlgemerkt wirde
dieser Mechanismus unabhangig von der Existenz von TH ablaufen, was die
bisherige Lehrbuchmeinung, die TH als das ratenlimitierende Enzym der

Katecholaminbiosynthese bezeichnet, relativiert.

Uber die klassische Funktion von DBH hinaus ist DBH in den Stoffwechselweg
sogenannter ,trace-amines® (Spurenamine), wie Octopamin und R-

Phenylethanolamin eingebunden #. Octopamin wird durch Betahydroxylierung

169

von DBH aus Tyramin synthetisiert und wurde in friihen Studien vor allem in

Invertebraten erforscht. In S&ugern wurde Octopamin als Kotransmitter von

Noradrenalin beschrieben *°

57

und ist unter anderem ein Ligand an [3(3)-
Adrenozeptoren Funktionell wurde Octopamin eine Beteiligung an der
Lipolyse, dem Glukosetransport in die Fettzellen °’, dem Aktivititszustand des

Gehirns 3 228

und, zusammen mit Tyramin, der Relaxation der Aorta
zugeschrieben. Auch ein Zusammenhang zwischen Octopamin und der
alkoholischen Enzephalopathie aufgrund der Uberproduktion dieses ,falschen*
Transmitters mit konsekutiver Besetzung der Bindungsstellen ist in der Literatur
beschrieben worden ©°.

Octopamin kann als alternatives Stoffwechselprodukt von DBH angesehen
werden. Octopamin kénnte aus Tyramin synthetisiert werden, falls es direkt in

die postganglionaren Neurone der kranialen parasympathischen Ganglien
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aufgenommen wird. Es ist nicht bekannt ob und wenn wie Octopamin aus den
Neuronen freigesetzt wird.

Die Tatsache, dass die AADC-Expression wahrend der Entwicklung in den
Neuronen zunimmt, kénnte eine mogliche Umstellung von einer Aufnahme von
Tyramin zu einer Aufnahme von Phenylalanin in die Neurone bedeuten, das
weiter durch AADC zu p-Tyramin verstoffwechselt wird.

Eine mdgliche Produktion von Octopamin in den neuronalen Zellkorpern des
Ganglion oticum und des Ganglion sphenopalatinum konnte fir die Innervation
der Zerebralarterien eine wichtige Bedeutung haben. Da Octopamin als
kompetitiver Ligand mit Noradrenalin an Adrenorezeptoren fungiert, jedoch nur
ein Funfzigstel bis ein Hundertstel der Wirkung von Noradrenalin besitzt, kbnnte
man spekulieren, dass durch Ausschittung von Octopamin aus den Terminalen
der postganglionaren Neurone des Ganglion oticum und sphenopalatinum an
den Zerebralarterien und Bindung an die Adrenorezeptoren der Gefasse die
Bindungsstellen fur Noradrenalin besetzt werden. Durch die zu geringe Wirkung
von Octopamin auf die Gefasse wirde eine Relaxierung der Gefasse mit
konsekutiver Steigerung des zerebralen Blutflusses erreicht werden. Dies
konnte die Moglichkeit der experimentellen Blockade von Octopamin-
Rezeptoren erdffnen, um so in die Regulierung der zerebralen Durchblutung
einzugreifen. Klinisch bedeutsam waren solche Versuche hinsichtlich der
Entstehung z.B. des Spannungskopfschmerzes und der Migréne.

In der Glandula submandibularis der Ratte wurde eine octopaminabhangige
Steigerung des Speichelflusses und der Proteinsekretion aufgrund der Affinitat
von Octopamin zu alpha- und beta-Adrenorezeptoren beschrieben *** 4% Auch
dieser Mechanismus konnte auf der Verdrangung der ,klassischen* Liganden
Adrenalin und Noradrenalin an diesen Rezeptoren basieren. Aufgrund der
gleichen Ausstattung der Neurone des Ganglion oticum, sphenopalatinum und
submandibulare mit DBH kdnnte dieser Mechanismus auch in der Glandula
parotis (Ganglion oticum), den Glandulae sublinguales (Ganglion
submandibulare) und der Glandula lacrimalis (Ganglion sphenopalatinum)
ablaufen. Dies wirde neue pharmakologische Ansatzpunkte in der Therapie
von Krankheiten mit gestortem Tranen- und Speichelfluss, wie dem Sicca-

Syndrom, oder der Hypersalivation bei Morbus Parkinson ermdglichen.
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Die Funktion von Octopamin in den Neuronen des Ganglion ciliare kdnnte sich
auf die Regulierung der Blutgefdsse z.B. des Ciliarkorpers erstrecken. Die
Diskrepanz zwischen der zunehmenden Expression von TH und der
abnehmenden Expression von AADC und DBH legt jedoch die Hypothese der
Produktion eines weiteren Stoffwechselproduktes von Tyrosin, bzw.
Phenylalanin nahe. Um diesen Sachverhalt endgultig zu klaren, sind noch
weitere Exprerimente notwendig.

Der Grund fur die Expression noradrenerger Eigenschaften in den Neuronen
der kranialen parasympathischen Ganglien liegt moglicherweise in der
Entwicklungsgeschichte. Der Transkriptionsfaktor Mashl wird in allen
autonomen Vorlauferzellen exprimiert ®> und soll essentiell fir die Entwicklung
aller zentraler und peripherer Neurone sein, die permanent oder transient

87

noradrenerge Eigenschaften exprimieren Bei Abwesenheit von Mashl

kommt es zu keiner DBH-Expression in sympathischen Neuronen ®’. Ebenso
sind die Transkriptionsfaktoren Phox2a und Phox2b an der Entwicklung und
Regulierung noradrenerger Phénotypen in den Neuronen von Vertebraten

139, 153 phox2a ist ein positiver Regulator des DBH-Gens und u.a.

87, 136

beteiligt
essentiell fur die Entwicklung parasympathischer Ganglien . In einer
experimentellen Studie wurde gezeigt, dass sowohl Mashl, als auch Phox2a
und Phox2b in den Neuronen des Ganglion ciliare beim Huhn exprimiert sind
139 Falls dies auch firr die parasympathischen Neurone von Saugetieren gilt
und Mashl, Phox2a und Phox2b in den postgangliondren Neuronen der
kranialen parasympathischen Ganglien der Ratte wahrend der Entwicklung
exprimiert sind, kénnte darin der Grund fur die Expression von Komponenten

des noradrenergen Syntheseapparates in diesen Ganglien liegen.

Die Erklarung fir das uneinheitliche Expressionsmuster von Enzymen, die
klassischerweise in die Synthese von Monoaminen eingebunden sind, kann
unter der Voraussetzung der oben diskutierten Aufnahme von Vorstufen der
Katecholaminsynthese einerseits in der Synthese von Katecholaminen liegen,
andererseits konnen die exprimierten Enzyme auch in alternative
Stoffwechselwege, wie z.B. die Synthese von Spurenaminen eingebunden sein.
Diese Stoffwechselprodukte kénnen durch VMAT-2, das im adulten Stadium

eventuell nur noch auf einem sehr geringen Niveau vorhanden ist, bzw. durch
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ein noch nicht bekanntes vesikulares Transportprotein in die Vesikel verpackt
und exozytiert, oder auf nicht vesikularem Weg freigesetzt werden. Es besteht
aber auch die Mdglichkeit, dass diese Stoffwechselprodukte eine noch

unbekannte intrakrine Funktion in diesen Neuronen besitzen.

Der in dieser Arbeit erbrachte Nachweis der Expression von HDC in den
postganglionaren Neuronen des Ganglion oticum, sphenopalatinum und
submandibulare und deren Zunahme wéhrend der pr&- und postnatalen
Entwicklung bis hin zum adulten Stadium ist neu.

Wahrend der frihen postnatalen Tage war ein voribergehendes Absinken der
HDC-Expression in den postganglionaren Neuronen des Ganglion oticum und
sphenopalatinum, umgekehrt zu dem vorlbergehenden Anstieg der TH-
Expression im selben Zeitraum zu beobachten. Aus friheren Studien gibt es
Hinweise darauf, dass Glukokortikoide sowohl die mRNA, als auch die Aktivitat
von HDC herunterregulieren kdnnen **® 2% Somit kénnte der voriibergehende
Anstieg des Plasmaspiegels zirkulierender Glukokortikoide kurz nach der
Geburt (s.0.) fur das vorUbergehende Absinken der HDC-Expression in den
neuronalen Zellkbrpern des Ganglion oticum, sphenopalatinum und
submandibulare wahrend dieser Phase verantwortlich sein.

In Ermangelung eines adaquaten Histamin-Antikdrpers musste der Nachweis
des Endproduktes Histamin, das ebenfalls von VMAT-2 in die prasynaptischen
Vesikel transportiert wird, bisher ausbleiben. Die Anwesenheit von Histamin in
den Neuronen kann daher nur angenommen werden, ist jedoch aufgrund der
beobachteten intensiven HDC-Expression in den Mastzellen héochst
wahrscheinlich.

Im Fall einer Histaminproduktion in den Neuronen des Ganglion oticum,
sphenopalatinum und submandibulare koénnte Histamin wahrend des
Embryonalstadiums und der friihen postnatalen Stadien durch VMAT-2 in die
Vesikel verpackt werden. Dies wirde einen funktionellen histaminergen
Phanotyp wahrend dieser Phase bedeuten. Unter der Voraussetzung, dass
VMAT-2 bis zum adulten Stadium weiter exprimiert wird, wenn auch auf sehr
niedrigem Niveau, wére ein funktioneller histaminerger Phanotyp wéahrend der
gesamten pra- und postnatalen Ontogenese in den Neuronen des Ganglion

oticum, sphenopalatinum und submandibulare existent. Andererseits ist auch
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eine nicht vesikelgesteuerte Freisetzung oder aber eine intrakrine Funktion von
Histamin in Erwagung zu ziehen.

Aufgrund der Mitinnervation der nasalen Mukosa durch die neuronalen
Zellkorper des Ganglion oticum und des Ganglion sphenopalatinum ware eine
Rolle des moglicherweise produzierten Histamins in der allergischen Rhinitis
denkbar. Ebenso ware eine Rolle des Histamins in der allergischen
Konjunktivitis aufgrund der Innervation der Konjunktiva durch die Neurone des
Ganglion sphenopalatinum denkbar. Im Fall des Ganglion submandibulare
bleibt die Funktion eines eventuellen histaminergen Phanotyps in den Neuronen
unklar. In der Literatur waren keine Anhaltspunkte fir einen Zusammenhang
zwischen Histamin und der Speichelproduktion, bzw. —sekretion zu finden.

In den Neuronen des Ganglion ciliare war HDC wahrend der gesamten pra- und
postnatalen Entwicklung konstant nur in einer Subpopulation exprimiert. Diese
Tatsache ist ein Erstbefund, da in der Literatur kein Anhaltspunkt Uber die
Expression von HDC in den Neuronen des Ganglion ciliare zu finden war. Unter
der Annahme einer Histaminproduktion in diesen Neuronen ware eine
Beteiligung der putativ histaminergen Neurone des Ganglion ciliare an der
Innervation von Blutgefassen in bestimmten Innervationsgebieten, wie z.B. der
Konjunktiva denkbar. Pharmakologisch bekame diese Hypothese eine
Bedeutung bei der allergischen Reaktion des Auges (Chemosis).

Aufgrund der nachgewiesenen HDC-Expression auf Proteinebene in den
Neuronen der vier kranialen parasympathischen Ganglien lasst sich ein
histaminerger Phanotyp postulieren, zu dessen Verifikation der Nachweis von

HDC auf RNA-Ebene und der direkte Nachweis von Histamin erfolgen sollte.

5.4 Bedeutung der differentiellen Peptidkodierung

Das Expressionsmuster und die Rolle von VIP in den cholinergen
postganglionaren Neuronen der vier kranialen parasympathischen Ganglien

wurde weiter oben bereits diskutiert.

Die Expression des noradrenergen Kotransmitters Neuropeptid Y (NPY) zeigte

in den Neuronen aller vier Ganglien eine deutliche Zunahme wahrend der pra-
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und postnatalen Entwicklung bis zum adulten Stadium. Frihere Studien anderer
Autoren zeigten NPY-positive Nervenfasern, die aus den Neuronen des
Ganglion oticum hervorgingen *** **”. Die Expression von NPY in den Neuronen
der kranialen parasympathischen Ganglien der Ratte war bisher nur im adulten
Stadium beschrieben worden. So wurden NPY-postitive Neurone im Ganglion
oticum 8 76 112 113,206 "imy Ganglion sphenopalatinum ©% 76 109 112, 138, 206 "y,
Ganglion sumbandibulare *** und im Ganglion ciliare "® 12 203208, 219 qor Ratte
gefunden.

Aufgrund der bekannten stark vasokonstriktorischen Eigenschaften von NPY
wére im Ganglion oticum und sphenopalatinum eine Rolle fir NPY als
Neuromodulator in der parasympathischen Regulierung der zerebralen
Durchblutung und fir das Ganglion sphenopalatinum der Durchblutung der
nasalen Mukosa und der Glandulae palatinae denkbar.

In den Neuronen des Ganglion oticum und submandibulare kénnte NPY
daruberhinaus bei der Regulierung der Salivation in der Glandula parotis, bzw.
der Glandula submandibularis und den Glandulae sublinguales eine Rolle
spielen. Anlass zu dieser Vermutung gibt eine Studie, die die Auswirkung von
NPY auf die Glandula submandibularis von Hunden untersuchte **3. Dabei trat
nach Applikation von NPY sowohl eine Vasokonstriktion, als auch eine
Verminderung der Speichelsekretion in der Submandibulardrise auf. Von
anderen Autoren war die Existenz parasympathischer Axone in der Glandula
submandibularis und den Glandulae sublinguales in Meerschweinchen
beschrieben worden, die NPY enthielten **’.

In der Literatur finden sich auch Hinweise auf das Vorhandensein von NPY-
positiven Fasern in der humanen Glandula lacrimalis *®%. Ebenso wurde die
Beteiligung von NPY an der sekretorischen Steuerung der Glandula lacrimalis

beim Meerschweinchen postuliert *

. Die NPYergen Neurone des Ganglion
sphenopalatinum der Ratte konnten daher neben der Regulierung der
zerebralen Durchblutung und der Durchblutung der nasalen Mukosa auch eine
Rolle in der Regulierung der Durchblutung der Konjunktiva, sowie der
Regulierung der Tranensekretion eine Rolle spielen. Die Beteiligung an der
Innervation der Konjunktiva mit NPY/VIP-kopositiven Fasern aus den Neuronen
des Ganglion sphenopalatinum der Ratte wurde von anderen Autoren bereits

beschrieben “8.
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In der Literatur sind NPY-positive Fasern in den Innervationsgebieten des
Ganglion ciliare der Ratte, wie der Konkunktiva und dem Iridociliarkérper,
beschrieben 8 %8 147 202 paher ware eine Rolle von NPY als Modulator der

parasympathischen Innervation der Blutgefasse dieser Organe vorstellbar.

Das Praprotachykinin Substanz P (SP), das klassischerweise in sensorischen
Neuronen exprimiert ist, wurde in dieser Arbeit auch eindeutig in cholinergen
Neuronen nachgewiesen. SP war in der Hauptpopulation der postganglionéren
Neurone des Ganglion oticum und submandibulare wahrend der gesamten pra-
und postnatalen Entwicklung bis zum adulten Stadium exprimiert. In der
Literatur ist die Expression von SP bisher nur in einer sehr viel kleineren
Population der Neurone des Ganglion oticum der Ratte im adulten Stadium

beschrieben worden 6

, als in der vorliegenden Studie. Die Expression von
SP in den Neuronen des Ganglion submandibulare der Ratte im adulten
Stadium war in der Literatur ebenfalls beschrieben worden '**. Eine andere
Studie hingegen beschrieb eine deutliche Abnahme der SP-Expression in den
Neuronen des Ganglion submandibulare der Ratte wahrend der Ontogenese °.
Funktionell koénnte SP in den Neuronen des Ganglion oticum und
submandibulare eine Rolle in der sekretorischen Innervation der
Speicheldrisen spielen. Es gibt in der Literatur mehrere Hinweise darauf, dass
SP in der Glandula parotis und der Glandula submandibularis verschiedener
Spezies eine Steigerung der Salivation bewirkt 4" 8% 9194 217.226 pariiherhinaus
wurde das Vorhandensein von Rezeptoren fur SP an den Gefasswéanden der
Arterien des Circulus Arteriosus Willisii beschrieben “°. Damit kénnte die in den
Neuronen des Ganglion oticum exprimierte Substanz P ebenfalls Aufgaben in
der Regulierung der Gefassweite der Zerebralarterien erfullen.

Im Gegensatz zum Ganglion oticum und submandibulare nahm die SP-
Expression in den Neuronen des Ganglion sphenopalatinum und ciliare
wahrend der pra- und postnatalen Entwicklung bis zum adulten Stadium
kontinuierlich ab. In den Neuronen des Ganglion ciliare verschwand die SP-
Expression bis zum adulten Stadium sogar ganzlich. Bisherige Studien anderer
Autoren beschrankten sich lediglich auf die Untersuchung der SP-Expression in
den Neuronen des adulten Ganglion sphenopalatinum der Ratte. Hierbei wurde

SP nur in einer sehr kleinen Subpopulation der Neurone des Ganglion
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sphenopalatinum nachgewiesen 1* 6. 138 Andere Autoren verneinten die
Expression von SP in den Neuronen des Ganglion sphenopalatinum . Fiir des
Ganglion ciliare der Ratte war in der Literatur eine sehr geringe Anzahl SP-
positiver Neurone im adulten Stadium beschrieben worden . Eine Dynamik der
SP-Expression in den Neuronen dieser beiden Ganglien wahrend der pra- und
postnatalen Entwicklung war bislang noch nicht beschrieben worden.

Die Abnahme der SP-Expression im Ganglion sphenopalatinum und im
Ganglion ciliare wahrend der Entwicklung konnte damit zusammenhangen,
dass im Verlauf der Entwicklung eine Spezialisierung bestimmter
Neuronenpopulationen innerhalb der Ganglien bezuglich der verschiedenen
Innervationsgebiete stattfindet. Im Ganglion sphenopalatinum kénnte dies die
Reduktion der SP-positiven Neurone auf spezifische Populationen bedeuten,
aus denen die Zerebralarterien, aber auch die nasale Mukosa innerviert
werden. Anlass zu dieser Vermutung gab eine Studie, in der ein
Zusammenhang zwischen SP und der Regulierung der nasalen Sekretion
beschrieben wurde *.

In den Neuronen des Ganglion oticum und ciliare war wahrend der gesamten
préa- und postnatalen Entwicklung bis zum adulten Stadium eine permanent
hohe Expression des hauptsachlich in sensorischen Neuronen vorkommenden
Calcitonin Gene-Related Peptides (CGRP) zu beobachten. Andere Autoren
beschréankten sich bisher auf die Untersuchung des adulten Stadiums und
berichteten hier lediglich von einer kleinen Subpopulation CGRP-positiver
Neurone im Ganglion oticum der Ratte '® '*°. Ebenso war im adulten Stadium
fur das Ganglion ciliare der Ratte nur eine eher kleinere Population von CGRP-
positiven Neuronen beschrieben worden ¢ 19203,

Aus der Literatur ist eine Verstarkung der SP-induzierten Steigerung der
Salivation in der Glandula parotis durch CGRP bekannt *’. Somit kénnte das in
den Neuronen des Ganglion oticum exprimierte CGRP, eventuell zusammen
mit SP, eine Rolle in der Steuerung der Salivation spielen. Dies koénnte
pharmakologisch hinsichtlich der Therapie von Krankheiten mit gestértem
Speichelfluss, wie z.B. dem Sicca-Syndrom, oder der Hypersalivation bei
Morbus Parkinson von Bedeutung sein.
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In den Neuronen des Ganglion ciliare kdénnte CGRP, das ein starker
Vasodiliatator ist '°* mit der Regulierung der Durchblutung in den
Innervationsgebieten des Ganglion ciliare, wie der Konkunktiva, oder des
Ciliarkorpers, in Zusammenhang stehen. CGRP-positive Fasern in der
Konjunktiva der Ratte wurden bereits von anderen Autoren beschrieben, die
nach sensorischer Denervierung einen parasympathischen Ursprung eines
Teils dieser Fasern vermuteten ***.

Interessanterweise war in den postganglionaren Neuronen des Ganglion
sphenopalatinum, im Gegensatz zu den Neuronen des Ganglion oticum und
ciliare, wahrend der préa- und postnatalen Entwicklung ein Absinken der CGRP-
Expression bis zum adulten Stadium zu beobachten. In der Literatur war die
CGRP-Expression lediglich im adulten Stadium in den Neuronen des Ganglion
sphenopalatinum der Ratte untersucht worden. Hier fanden sich CGRP-positive
Neurone nur in einer sehr kleinen Subpopulation 3% 1.

Die sukzessive Abnahme der CGRP-Expression in den Neuronen des Ganglion
sphenopalatinum kénnte auf eine Spezialisierung der CGRP-positiven Neurone
auf bestimmte Zielgebiete, wie die Glandula lacrimalis oder die nasale Mukosa
hindeuten. Eine solche Spezialisierung konnte auf der Ausschittung von
Wachstumsfaktoren aus den Zielgebieten basieren, die sowohl eine Attraktion
und Repulsion, als auch die Regulierung der Phanotypexpression der Neurone
zur Folge hat. Am Beispiel der Glandula parotis, aber auch der Glandula
submandibularis verschiedener Spezies wurde gezeigt, dass CGRP eine

Steigerung der sekretorischen Leistung der Driisen bewirken kann *" 8> 91 94

217226 Moglicherweise  trifft diese CGRP-induzierte Steigerung der
Drisensekretion auch auf die Glandula lacrimalis und die nasale Mukosa zu.
Dadurch ware ein neuer pharmakologischer Ansatzpunkt in der Therapie von
Krankheiten mit gestorter lacrimaler, bzw. nasaler Sekretion, wie z.B. dem
Sicca-Syndrom, bzw. der allergischen Rhinitis denkbar.

Die Befunde, die in der vorliegenden Arbeit zur Expression von CGRP in den
postganglionaren Neuronen des Ganglion submandibulare erhoben wurden,
zeigen eine erhebliche Diskrepanz zu den Befunden anderer Autoren. Bisher
war die Expression von CGRP in den Neuronen des Ganglion submandibulare
der Ratte nur im adulten Stadium untersucht worden. Wéahrend manche Autoren

nur eine kleine Population CGRP-positiver Neurone im adulten Stadium
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beschrieben **° und andere Autoren die Existenz von CGRP in den Neuronen

sogar ganzlich verneinten % %4

, zeigen die vorliegenden Ergebnisse eine
permanente Expression von CGRP in einer grossen Population der Neurone
mit einer leichten Tendenz zur Abnahme wahrend der pr&- und postnatalen
Entwicklung bis zum adulten Stadium. Funktionell konnte fir CGRP in Arbeiten
anderer Autoren eine Beteiligung an der Regulierung der Salivation im Sinne
einer Steigerung der Protein- und Peroxidasesekretion der Glandula
submandibularis in vitro aufgezeigt werden 2. Méglicherweise beschrankt sich
der sekretionssteigernde Effekt von CGRP in vivo nur auf den serésen oder den
mukdsen Teil der Glandula submandibularis. Dies wirde die Expression von
CGRP lediglich in einer Subpopulation der Neurone des Ganglion
submandibulare erklaren.

In allen vier Ganglien waren CGRP-positive Fasern in unterschiedlicher Anzahl
zu sehen, die enge Kontakte mit den postgangliondren Neuronen des jeweiligen
Ganglions eingingen. Diese Fasern konnten auf die Existenz von Kolleteralen
aus dem Ganglion trigeminale im Sinne einer moglichen sensorisch-viszeralen
Kopplung hindeuten, wie sie in anderem Zusammenhang von anderen Autoren

schon postuliert wurde 29,106, 161, 199

Die Expression des Opioidpeptids Met>-Enkephalin-Arg®-Gly’-Leu® (MERGL),

das einen ausgezeichneten Marker fiir enkephalinerge Neurone darstellt %% *>*

232 nahm in den Neuronen des Ganglion oticum, sphenopalatinum und ciliare
wahrend der pra- und postnatalen Entwicklung bis zum adulten Stadium stetig
zu. In den Neuronen des Ganglion submandibulare hingegen fand sich Uber die
gesamte Entwicklung eine permanent hohe Expression von MERGL. Fur die
Expression von MERGL in den postganglionaren Neuronen des Ganglion
oticum und ciliare der Ratte war in der Literatur kein Anhaltspunkt zu finden und
ist damit ein Erstbefund. In den Neuronen des Ganglion sphenopalatinum und
submandibulare der Ratte war die Expression von MERGL lediglich im adulten

Stadium jeweils in einer Subpopulation der Neurone beschrieben worden 38 P2

144, 195, 196

MERGL, bzw. Enkephalin kdnnte in den Neuronen aller vier Ganglien
funktionell eine Rolle in der Hemmung sensibler und nozizeptiver

Nervenendigungen sowohl in den Ganglien selbst, als auch in den
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Innervationsgebieten im Sinne einer sensorisch-viszeralen Kopplung (s.o0.)
spielen. Es ist bekannt, dass Opioide im Darm die Acetylcholinfreisetzung

hemmen 3.

Unter diesem Gesichtspunkt wére eine prasynaptische
regulatorische Funktion von MERGL, bzw. Enkephalin auf die Freisetzung von

Acetylcholin denkbar.

5.5 Small Intensely Fluorescent Cells (SIF Zellen)

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen zum ersten Mal einen aminergen Phanotyp
der SIF Zellen in parasympathischen Ganglien, wie er in SIF Zellen in

sympathischen Ganglien der Ratte bisher mehrfach beschrieben wurde 8 8 9

159180 1n den SIF Zellen im Ganglion sphenopalatinum wurden im adulten
Stadium sowohl VMAT-1, als auch VMAT-2 gefunden. Das Expressionsmuster
der beiden Monoamintransporter-lIsotypen war grosstenteils Uberlappend.
Desweiteren waren die biogenen Enzyme TH, AADC und DBH jeweils in so gut
wie allen Zellen exprimiert. Somit ist zumindest ein noradrenerger Phénotyp in
den SIF Zellen des Ganglion sphenopalatinum anzunehmen. Den endgultigen
Phanotyp (adrenerg, histaminerg, peptiderg, etc.), sowie die Funktion der SIF

Zellen mussen weitere Experimente klaren.
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+ $ 1

Die chemischen Kodierung der klassischen und peptidergen Neurotransmission
kranialer parasympathischer Ganglien der Ratte und deren Dynamik wahrend der
Ontogenese ist noch nicht vollstandig klar. Hauptziel dieser Arbeit war es daher,
mdgliche aminerge, serotoninerge, glutamaterge und peptiderge Phénotypen in
den cholinergen postganglionaren Neuronen der kranialen parasympathischen
Ganglien der Ratte Uber die Zeitachse der Ontogenese vom embryonalen bis zum
adulten Stadium aufzuschlisseln. Dazu wurden immunhistochemische Methoden,
wie Fluoreszenz-Doppalmarkierung und konfokale Lasermikroskopie angewandt.
Der Nachweis der Expression wesentlicher Komponenten der aminergen
Neurotransmission (des vesikuldaren Monoamintransporters VMAT-2, sowie der
Enzyme L-aromatische Aminosdure-Decarboxylase (AADC) und Dopamin-3-
Hydroxylase (DBH)) ergab neue Evidenzen fur einen entwicklungsabhéngigen
partiellen aminergen Phanotyp in den Neuronen des Ganglion oticum,
sphenopalatinum und submandibulare. Allerdings war die Tyrosin-Hydroxylase
(TH), das ratenlimitierende Enzym der Katecholaminsynthese, in den Neuronen
dieser Ganglien wahrend der gesamten Entwicklung nur rudimentar exprimiert.
Dagegen stieg die Expression von AADC in dieser Zeit stetig an. DBH war
permanent auf hohem Niveau exprimiert. In den Neuronen des Ganglion ciliare
hingegen zeigte die TH-Expression vom Embryonalstadium bis zum adulten
Stadium einen kontinuierlichen Anstieg. Die Expression von AADC und DBH nahm
im Zuge der pra- und postnatalen Entwicklung in den Neuronen des Ganglion
ciliare stetig ab.

Aus diesen Daten ist zu schliessen, dass eine Noradrenalinsynthese in den
Neuronen des Ganglion oticum, sphenopalatinum und submandibulare nur unter
der Voraussetzung eines Aufnahmemechanismus fur L-DOPA, bzw. Dopamin, wie
fur die Neurone des Ganglion ciliare beschrieben, in Frage kommt. Andererseits
konnte die Synthese von Noradrenalin auch Uber einen alternativen
Stoffwechselweg durch das Enzym Tyrosinase erreicht werden. Als weitere
Moglichkeit kommt die Synthese von Spurenaminen, wie z.B. Octopamin durch
AADC und DBH in Betracht. Diese kompetitiven Liganden an Adrenorezeptoren
mit weit geringerer Bioaktivitat als Adrenalin und Noradrenalin konnten im Hinblick

auf die Regulierung des zerebralen Blutflusses und der Drisenaktivitat bei
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Krankheitszustanden wie Kopfschmerz oder Hypersalivation bei Morbus Parkinson
von Klinisch-pharmakologischer Bedeutung sein.

Die Expression von VMAT-2 nahm wahrend der Entwicklung in den Neuronen des
Ganglion oticum, sphenopalatinum und submandibulare bis zum adulten Stadium
so gut wie vollstandig ab. Daher konnte im adulten Stadium im Fall einer
Noradrenalinsynthese einerseits eine vesikelgesteuerte Freisetzung von
Noradrenalin durch VMAT-2 auf sehr niedrigem Niveau mdglich sein. Andererseits
kommt eine nicht vesikelgesteuerte Freisetzung des Noradrenalins in Frage.

Vollig neu war der Nachweis der Expression der Histamin-Decarboxylase (HDC) in
den Neuronen aller vier kranialer parasympathischer Ganglien wahrend der
Ontogenese. Daraus ist abzuleiten, dass diese Neurone fahig sind, Histamin zu
produzieren. Ob Histamin tatsachlich in den Neuronen synthetisiert und als
Transmitter freigesetzt wird, bleibt ungeklart.

Die neuerhobenen Daten zum Expressionmuster der Neuropeptide (Vesikulares
Intestinales Polypeptid (VIP), Neuropeptid Y (NPY), Calcitonin Gene-Related
Peptide (CGRP), Met>-Enkephalin-Arg®-Gly’-Leu® (MERGL), Substanz P (SP) ),
sowie dem obligaten Vesikulogen Chromogranin A (CgA) in den Neuronen der
vier kranialen parasympathischen Ganglien gingen teilweise weit Uber die in der
Literatur bekannten Muster hinaus. So sind klassische sensorische Peptide, wie
CGRP und SP, in sehr viel hoherem Masse in den Neuronen exprimiert, als
bislang beschrieben.

Als neue Beobachtung konnte der noradrenerge Phanotyp der Small Intensely
Fluorescent Cells (SIF Zellen), der bisher nur in sympathischen Ganglien
beschrieben war, erstmals auch in parasympathischen Ganglien aufgeschlisselt
werden. In den SIF Zellen des Ganglion sphenopalatinum waren VMAT-1 und
VMAT-2, sowie TH, AADC und DBH exprimiert.

Insgesamt wurden in dieser Arbeit neue Phanotypen in den Neuronen der
kranialen parasympathischen Ganglien der Ratte nachgewiesen. Die neuerkannte
komplexe chemische Kodierung dieser Ganglien mit verschiedenen
Transmittersystemen deutet auf eine wesentlich differenziertere Rolle der
parasympathischen  Neurotransmission  hin, als  bisher  beschrieben.
Pathophysiologisch bedeutsam konnte dies z.B. hinsichtlich der Migrane, des
Clusterkopfschmerzes, der L-DOPA-Nebenwirkungen bei Parkinsonpatienten,
diverser  Salivationsstdorungen  oder der  parasympathisch-sensorischen

Schmerzkontrolle sein.
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8. Anhang

8.1 Abklrzungen

5-HT
A
AADC
Abb.
AK
BSA
bzw.
C

ca.
CgA
CGRP
DAB
DBH
d.h.

(F)

5-Hydroxytryptamin (Serotonin)
Arteria

L-aromatische Aminosaure-Decarboxylase
Abbildung

Antikorper

bovines Serumalbumin
beziehungsweise

Celsius

circa

Chromogranin A

Calcitonin Gene-Related Peptide
Diaminobenzidin
Dopamin-3-Hydroxylase

das heisst

Embryonalstadium

Verdinnung fir Fluoreszenz-Doppelmarkierung
Gramm

gegebenenfalls

Stunde

Histidin-Decarboxylase
Immunhistochemie

id est

Immunglobulin

Kilodalton

molar
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mM millimolar

MERGL Met>-Enkephalin-Arg®-Gly’-Leu®
mg Milligramm

min Minute

ml Milliliter

pl Mikroliter

pm Mikrometer

N. Nervus

Ni Nickel

NPY Neuropeptid Y

P Postnatalstadium

PNMT Phenylethanolamin-N-Methyltransferase
S Sekunde

SERT Serotonin-Membrantransporter
SIF small intensely fluorescent

S. siehe

S.0. siehe oben

sog. sogenannt

SP Substanz P

S.u. siehe unten

Tab. Tabelle

TH Tyrosin-Hydroxylase

TpH Tryptophan-Hydroxylase

VAChT vesikularer Acetylcholintransporter
VGLUT vesikularer Glutamattransporter
VIP vasoaktives intestinales Polypeptid
VMAT vesikularer Monoamintransporter
VS. versus

z.B. zum Beispiel

ZNS zentrales Nervensystem
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