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Zusammenfassung

Periphere Ladsionen des N. facialis kdnnen zu einer bleibenden Funktionsstorung der
mimischen Muskulatur mit einem hohen Leidensdruck fiir die Betroffenen fiihren. Zur
Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze und Verbesserung der funktionellen Defizite
sind tierexperimentelle Studien notwendig.

Eine mogliche Ursache fiir das schlechte funktionelle Outcome nach peripherer Lasion des
N. facialis konnte laut aktuellen Studien in einer Uber Monate persistierenden
Deafferenzierung des Ncl. n. facialis liegen. Jedoch scheint es ebenfalls Hinweise zu
geben, dass auch das afferente trigeminale System eine entscheidende Rolle in der
Regeneration des N. facialis spielt. So konnte in nachfolgenden Studien gezeigt werden,
dass das funktionelle Outcome bei Ratten nach experimenteller Fazialisldsion von der
Intaktheit des trigeminalen Systems abhadngt. Beispielsweise konnte die manuelle
Stimulation der geldahmten Gesichtsmuskulatur und der Vibrissen als therapeutischer
Ansatz etabliert werden.

Auf Grundlage dieser Erkenntnisse war das Ziel dieser Arbeit, durch stereologische
Analysen des Barrel-Kortex zwei Monate nach experimenteller Fazialislasion die
Integration des trigeminalen sensorischen Systems bei peripherer Fazialislasion zu
untersuchen.

Basierend auf vorliegenden MRT-Ergebnissen, welche strukturelle Veranderungen
(Hypertrophie) im Hippocampus zeigten, wurde zudem auch diese limbische Struktur
morphometrisch untersucht.

Hierzu wurden Hirnschnitte von insgesamt 15 Ratten mikroskopisch ausgewertet. Bei acht
Tieren wurde der N. facialis komplett durchtrennt und anschlieBend eine facio-faciale
Anastomose (FFA) vorgenommen. Die anderen sieben Tiere wurden als Kontrolltiere
scheinoperiert (Sham), d.h. es fand keine Verletzung des N. facialis statt. Zwei Monate
post interventionem erfolgte die Perfusion der Ratten und die Entnahme der Cerebra.
Durch immunhistochemische Farbungen und volumetrischer Analysen konnten
anschlieRend strukturelle Veranderungen von Hippocampus und Barrel-Kortex untersucht
werden. Mit Hilfe fluoreszierender Antikorper gegen ionisiertes-Calcium-bindendes-
Adaptermolekiil-1 (Ibal) konnten Mikrogliazellen im Hippocampus dargestellt werden.

Weiterhin wurden im Barrel-Kortex exzitatorische afferente Axonterminalen mit Hilfe von



Antikorper gegen die vesikuldren Glutamat-Transporter-2 (VGLUT2) im Barrel-Kortex
quantifiziert. Zusatzlich wurden im Barrel-Kortex Astrozyten durch immunhistochemische
Antikorper gegen S100-Protein visualisiert. Die Zytoarchitektonik der untersuchten
Strukturen wurde mittels fluoreszierender Nissl-Farbung dargestellt.

Die Ergebnisse ergaben zwei Monate nach der Fazialislasion kongruente Resultate zu
vorhergehenden MRT-Untersuchungen, die eine Volumenzunahme im Hippocampus und
eine Volumenabnahme im Barrel-Kortex gezeigt haben. In dieser Arbeit konnte im
Hippocampus eine signifikante Volumenzunahme um 15 % im kontralateralen Cornu
Ammonis 3 (p = 0,023) nachgewiesen werden. Gleichzeitig konnte jedoch im
Hippocampus keine signifikant veranderte Mikrogliazellzahl (p = 0,147) und im Barrel-
Kortex keine Veranderung der Astrozytenzahl zwischen den Gruppen festgestellt werden
(p=0,087).

Im Bereich des somatosensorischen Kortex ergaben sich nur im kontralateralen Barrel-
Kortex signifikante Verschmalerungen der kortikalen Dicke (-10 %, p = 0,004). Dies wird
durch die Annahme gestlitzt, dass an dieser Lokalisation zum einen die Vibrissen
topografisch reprasentiert sind und zum anderen, dass in der Lamina IV fast alle
Afferenzen aus dem Ncl. ventralis posteromedialis (VPM) des Thalamus terminieren.
Damit sind erste Hinweise gegeben, dass nach peripherer Fazialislasion nicht nur der
Ncl. n. facialis einer Deafferenzierung unterliegt, sondern auch der Barrel-Kortex. Diese
Annahme wird auch durch die Analyse der exzitatorischen glutamatergen Terminale
bestatigt. Es kam in Lamina IV zu einer signifikanten Abnahme der nominellen Anzahl um
17 % (p < 0,001) und der numerischen Dichte um 8% (p < 0,001) von VGLUT2"
Terminalen.

Morphologische Veranderungen nach einer peripheren Fazialisparese betreffen nicht nur
den Ncl. n. facialis und den motorischen Kortex, sondern auch das trigeminale System und
das Cornu Ammonis 3 des Hippocampus als Ort des rdaumlichen Gedachtnisses. Die
Ergebnisse lassen vermuten, dass die in dieser Arbeit nachgewiesenen strukturellen
Veranderungen im Zusammenhang mit dem ungeniigenden funktionellen Outcome nach

Fazialislasionen stehen.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Anatomie des N. facialis

Der N. facialis oder auch N. intermediofacialis ist als zweiter Kiemenbogennerv der siebte
Hirnnerv und besteht aus insgesamt 13000 Nervenfasern mit den zwei Anteilen des
N. facialis und des N. intermedius (Davis und Telischi 1995). Wéahrend der periphere
N. facialis rein motorische Funktionen besitzt und mit (ber 50 % den GroRteil der
Nervenfasern ausmacht, besitzt der N.intermedius parasympathische, sensible und
sensorische Anteile (Drake et al. 2007). Die aus dem Ncl. n. facialis stammenden
motorischen Efferenzen verlaufen als Pl. intraparotideus durch die Gl. parotis und
innervieren die mimische Muskulatur, sowie die Mm. stapedius, stylohyoideus und den
Venter posterius des M. digastricus (Schiinke et al. 2009). In der Medulla oblongata liegt
der Ncl. salivatorius superior, welcher sekretorische parasympathische Fasern an die
Gll. lacrimalis, submandibularis, sublingualis, nasales und palatinae abgibt. Speziell
viszerosensible Fasern aus dem Ncl. tractus solitarii verlaufen als Chorda tympani und
versorgen die Geschmacksknospen der vorderen zwei Drittel der Zunge (Aumidiller et al.
2010). Weitere afferente Fasern des N. intermedius verlaufen Gber das Ggl. geniculi zum
Ncl. spinalis n. trigemini und sind fiir die Weiterleitung sensibler Informationen von
Trommelfell, &duBeren Gehorgang und dem retroaurikuldren Hautdermatom

verantwortlich (lwata et al. 1972, Rauber et al. 1988).

1.2 Anatomie des N. trigeminus

Der N. trigeminus ist der fiinfte Hirnnerv und wird embryologisch dem 1. Branchialbogen
zugeordnet (Brodal 1981). Er fihrt Gberwiegend somatoafferente Fasern in der Radix
sensoria (Portio major) und geringe Anteile speziell viszeroefferenter Fasern in der Radix
motoria (Portio minor) aus dem Ncl. motorius nervi trigemini (Carpenter 1983). Afferente
sensorische Informationen stammen u.a. von den Schnurhaaren, Gesichtshaut, sowie
Schleimhduten von Mund und Nase (Schiebler und Korf 2007, Bale et al. 2013).
Motorische trigeminale Efferenzen innervieren die Kau- und Mundbodenmuskulatur,

M. tensor tympanii und M. tensor veli palatini (Schiinke et al. 2009).
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Die Somata der sensorischen Afferenzen befinden sich im bilateralen Ggl. trigeminale.
Pseudounipolare Somata von propriozeptiven Fasern sind im Ncl. trigeminalis
mesencephalis lokalisiert (Schiinke et al. 2009). Sensorische Informationen aus den
Schnurrhaaren durchlaufen zwei synaptische Verschaltungen bevor sie im
somatosensorischen Kortex verarbeitet werden. Die erste Verschaltung findet im spinalen
Trigeminuskern Ncl. spinalis nervi trigemini und im Ncl. sensorius principalis statt. Beide
Kerne befinden sich im Stammhirn und die abbildende Topographie bleibt erhalten. Die
meisten Neurone zweiter Ordnung projizieren zum kontralateralen Ncl. ventralis
posteromedialis im Thalamus (Chiaia et al. 1991). Es gibt jedoch auch Fasern die
ungekreuzt zur ipsilateralen Seite ziehen (Barnett et al. 1995). Vom Thalamus aus erfolgt
die Weiterleitung der Informationen zum primaren sensomotorischen Kortex in die
Lamina IV (Pierret et al. 2000). Es existieren Hinweise die zeigen, dass eine trigeminale
Stimulation auch den sekunddren sensomotorischen Kortex aktiviert und zu einer
Stimulation des Inselkortex fihrt (Chudler et al. 1985, Huttunen et al. 1986, Kettenmann
et al. 1996).

1.3 Lasionen des N. facialis

Aufgrund seines langstreckigen Verlaufes durch das Felsenbein ist der N. facialis beim
Menschen der am haufigsten traumatisch verletzte Hirnnerv (Lorch und Teach 2010). Die
idiopathische Fazialisparese (Bell’s palsy) ist die haufigste Hirnnervenlasion. Sie tritt mit
zunehmendem Lebensalter bei 7-40 Patienten pro 100 000 Einwohnern pro Jahr auf
(Rowlands et al. 2002, De Diego-Sastre et al. 2005). Die Auswirkungen spiegeln sich auf
psychologischer und anatomischer Ebene wider (Lorch und Teach 2010). Im Vordergrund
steht die Abnahme der Lebensqualitat durch asthetische Beeintrachtigungen und
funktionellen Ausfalle im Bereich der Willkiirmotorik mit Einschrankung bei Artikulation
sowie Essen und Trinken (Guntinas-Lichius et al. 2007).

Fiir die Therapie und Prognose der traumatischen Nervenschadigung werden diese
pathogenetisch nach Neuropraxie, Axonotmesis und Neurotmesis klassifiziert (Seddon
1942). Die Neuropraxie ist die mildeste Form und charakterisiert sich durch die
Behinderung der Nervenleitfahigkeit ohne Kontinuitatsverletzung. Eine
Kontinuitatsunterbrechung des Axons bei vollstandig erhaltenen Hillstrukturen des Nervs
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charakterisiert die Axonotmesis. Der distale Axonstumpf degeneriert nach dem Prinzip
der Wallerschen Degeneration. Im proximalen Abschnitt erfolgt die Ausbildung eines
Wachstumskegels, welcher entlang der Hillstrukturen mit einer Geschwindigkeit von
1 mm pro Tag das Zielorgan reinnervieren kann. Beide Formen zeichnen sich durch die
Moglichkeit einer Restitutio ad integrum aus. Erfolgt eine komplette
Nervendurchtrennung von Axon, Myelinscheide und Perineurium, so wird von einer
Neurotmesis gesprochen (Seddon 1942). Um die besten funktionellen Ergebnisse zu
erreichen, sollte binnen 30 Tage eine direkte End-zu-End-Nervennaht des durchtrennten
Nervs durchgefiihrt werden (Bascom et al. 2000, Guntinas-Lichius et al. 2006). Der Vorteil
dieser Nervenplastik liegt in der Reanimation der natiirlichen mimischen Muskulatur (und
die damit besten funktionellen Ergebnissen) (Guntinas-Lichius 2007). Ist keine direkte
Nervennaht moglich, so stellen autologe Nerveninterponate mittels N. auricularis magnus
oder N. suralis fur langere Defekte die nachste Therapieoption dar (Reddy et al. 1999,
Guntinas-Lichius 2004). Bei intrakranieller oder intratemporaler Schadigung, irreversibel
geschadigtem proximalen Nervenstumpf oder liegt die Lasion langer als sechs Monate
zuriick, dann empfiehlt sich eine Hypoglossus-Fazialis-Jump-Nervenanastomose (Stennert
1979, May et al. 1991). Diese erreicht gleichwertige funktionelle Ergebnisse wie die
Hypoglossus-Fazialis-Nervennaht bei fehlenden Kau-, Schluck- und Artikulationsstérungen

(Manni et al. 2001, Guntinas-Lichius et al. 2006).

1.4 Management der peripheren Fazialisparese

Die haufigste Form der erworbenen Fazialisparese ist mit 60-80 % aller Paresen die
idiopathische Fazialisparese (Gilden 2004). Diese meist akut und einseitig auftretende
Lahmung heilt in der Regel innerhalb von drei Wochen komplett ab (Peitersen 1982). Als
zweithdufigste Ursache mit 20-30 % tritt die Fazialisparese bei Zoster oticus in
Erscheinung (Robillard et al. 1986). Neben der viralen Genese ist die bakteriell bedingte
Borrelien-assozierte-Fazialisparese eine weitere Ursache, die vor allem bei Kindern die
haufigste Ursache einer Fazialisparese darstellt (Evison et al. 2005). Traumata sind nach
den entziindlichen Nervenschadigungen die zweithdufigste Ursache fiir Fazialisparesen
(Coker 1991). Kommt es im Rahmen eines Sturzereignisses zu Felsenbeinfrakturen, so ist
meist eine Langsfraktur die Ursache fiir eine Sofortparese des N. facialis (Darrouzet et al.

5



Einleitung

2001). Neoplastische Proliferationen kénnen prinzipiell an jedem Ort des langstreckigen
Verlaufes den Nerv schadigen und meist mehrere Abschnitte des Gesichtsnervs erfassen.
Neurinome stellen die haufigste histopathologische Form dar und koénnen durch
Kompression und Druck klinische Symptome hervorrufen (Schroder 1999, Scholz et al.
2007).

Das Ausmall des klinischen Bildes der peripheren Fazialisparese ist abhangig von
Lokalisation und Schweregrad der Lasion (Naumann et al. 1994). Dieser wird zum Beispiel
mit Hilfe der House-Brackmann Skala von Grad | bis VI beschrieben (House und
Brackmann 1985). Klinische Auspragungen sind Storungen der mimischen Muskulatur mit
einem inkompletten Lidschluss, Funktionsstorung des M. stapedius, Schmeckstérungen
und die verminderte Produktion von Tranen- und Speichelflissigkeit. Diese
Lahmungsfolgen flihren zu Stérungen der Gesichtsmotorik, Trink- und Essproblemen,
einer Keratokonjunktivitis mit Xerophthalmie und Ulzera, Dysarthrie, Hyposalivation und
Hyperakusis (Rohen und Liitjen-Drecoll 2006).

Die Prognose ist insgesamt gut, jedoch abhingig von Atiologie und Schwere der Lasion.
Inkomplette Paresen haben eine hohere Wahrscheinlichkeit zur Restitutio ad integrum als
komplette (Ronthal 2011). Borrelien-assozierte Fazialisparesen weisen immer eine gute
Prognose auf, wohingegen Ldahmungen nach Zosterinfektion haufiger zu einer
Defektheilung fihren (Angerer et al. 1993). Die letzten groflen Studien zur Prognose und
Remission zeigen eine vollstandige Rickbildung nach neun Monaten in 82 bzw. 71 % der
Falle (Sullivan et al. 2007, Engstrom et al. 2008). In 16 % der Félle findet eine fehlerhafte
Reinnervation statt, so dass Residuen mit Synkinesien, autonomen Stérungen und

Kontrakturen auftreten konnen (Peitersen 1982).

1.5 Pathophysiologie der Defektheilung nach peripherer
Fazialisldsion

Kommt es wie in Kapitel 1.3 beschrieben zu einer Neurotmesis, so finden verschiedene

Vorgange am proximalen und distalen Nervenende statt. Dabei erfolgt die Regeneration

von proximal nach distal (Brecknell und Fawcett 1996).

Der distale Axonabschnitt degeneriert nach dem Prinzip der Wallerschen Degeneration

innerhalb von ca. 24 Stunden (Coleman et al. 1998). Initiiert wird dieser aktive Prozess
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durch einen Kalziumeinstrom in das Axon und Fragmentierung des Axons an der
Lasionsstelle durch Ubiquitin- und Calpain-Proteasen (Schlaepfer und Hasler 1979,
Zimmerman und Schlaepfer 1984). Die Folgen sind eine Auflésung der axonalen
Zytoskelettarchitektur mit Membranzerfall und schlielich dem Abbau des Myelinmantels
(Glass et al. 1994). Begleitet von einer Invasion von Makrophagen sorgen diese neben
Schwann-Zellen fiir eine weitere Degeneration des Axons einschlielich Phagozytose
(Beuche und Friede 1984). Zytokine wie z.B. Interleukin-1 bewirken in Form eines
positiven Feedbacks eine weitere Proliferation der Schwann-Zellen (Ide 1996). Bei
Axonotmesis bleibt das Endoneurium erhalten und umhillt proliferierte, nicht-
myelinisierende Schwann-Zellen (Blingner-Bander), welche essentiell fiir eine erfolgreiche
Regeneration sind (Seckel 1990). Schwann-Zellen innerhalb dieser Biingner-Bander
dienen als Target fir aussprieRende Axone des proximalen Stumpfes, welche zusatzlich
durch freigesetzte neurotrophe Faktoren aus den Schwann-Zellen angelockt, sowie in
Wachstumsrichtung und -geschwindigkeit beeinflusst werden. (Lundborg 1987, Lindholm
et al. 1988).

Am proximalen Nervenstumpf erfolgt eine retrograde Degeneration bis zum nachsten
Ranvierschen-Schniirring (Meier und Sollmann 1977). Die axonale Lasion induziert ein
Aussprossen mehrerer kollateraler Axone mit einem spezialisierten Vorderende, dem
sogenannten Wachstumskegel (Gordon-Weeks 2009). Dieser hat eine bedeutende Rolle
fur die erfolgreiche Innervation. Der Wachstumskegel enthadlt dinne fingerférmige
Ausladufer, sogenannte Filopodien. Diese enthalten Aktinfilamente und organisieren sich
zu hochdynamischen Struktureinheiten (Lockerbie 1987). Durch ihre Kontraktilitdt sorgen
sie fur ein zielstrebiges Wachstum der Nervenfasern, welches durch Interaktion mit
wachstumsfordernden Faktoren wie z.B. NGF, BDNF, Kollagen Typ IV, Laminin und
Fibronektin entsteht (Millaruelo et al. 1988, Dent und Gertler 2003, Guntinas-Lichius und
Wittekindt 2003).

Das Regenerationspotential ist abhdngig von der retrograden Axonreaktion, dem
axonalen Sprouting (s. Kapitel 1.6) und nervalen Umgebungsreaktionen (Guntinas-Lichius
und Angelov 2008). Das Umgebungsmilieu verdandert sich und es wandern Mikroglia und
Astroglia in das Kerngebiet des N. facialis ein (Plunet et al. 2002). Das axonale Sprouting
stellt eine physiologische MaBnahme des Organismus dar und kennzeichnet das

Aussprossen von 25 — 50 Tochteraxonen, die zufallig in periphere Endaste einwachsen
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(Guntinas-Lichius und Angelov 2008). Dieses Verhalten hat den Verlust der myotopen
Organisation zur Folge und kann zur Innervation eines Axons mehrerer Zielmuskeln
fihren, welches damit die Ursache fiir das klinische Bild der Synkinesie ist. Dennoch kann
die Reduktion des axonalen Sproutings die Fazialisfunktion bei Ratten nicht signifikant
verbessern (Guntinas-Lichius et al. 2000, Guntinas-Lichius et al. 2005). Seit neuesten
Studien steht die polyneurale Innervation durch terminales Sprouting im Vordergrund.
Nach Durchtrennung oder operativer Rekonstruktion tritt ein Phianomen auf, dass
motorische Endplatten von mehreren Axonen angesteuert werden. Eine gezielte
aktivierende Therapie der Muskulatur mit z.B. mechanischer Stimulation kann eine
Reduktion des terminalen Sproutings und eine Verbesserung der funktionalen
Regeneration des N. facialis herbeifihren (Angelov et al. 2007). An den angrenzenden
Schwann-Zellen der geschadigten Axone finden nervale Umgebungsreaktionen statt. Die
Schwann-Zellen produzieren eine Reihe von Wachstumsfaktoren wie z.B. Neurotrophine,
die fir das Uberleben, Wachstum und Aussprossen der Axone essentiell sind (Guntinas-
Lichius und Wittekindt 2003). Im Gegensatz zur mechanischen Stimulation fihrt die
kiinstliche Applikation von Neurotrophinen an der Lasionsstelle zu einer Steigerung des

axonalen Sproutings (Guntinas-Lichius et al. 2001).

1.6 Axonale Reaktion und synaptische Plastizitat

Eine Axotomie des N. facialis flihrt zu neuronalen und glisen Reaktionen im
Ncl. n. facialis mit Verlust von ca. 80 % der synaptischen Kontakte (Blinzinger und
Kreutzberg 1968). Die Aktivierung von Astrozyten und Mikrogliazellen als begleitende
Prozesse neben der Stoffwechselumstellung im Ncl. n. facialis wird durch eine retrograde
Axonreaktion hervorgerufen. Innerhalb der Motoneurone erfolgt ein Wechsel von der
physiologischen Neurotransmission auf nervenregeneratorische Biosyntheseschritte
(Streit et al. 1998, Plunet et al. 2002). Des Weiteren wird eine rasche Proliferation von
Astrozyten und Mikrogliazellen bewirkt, welche sich im Kerngebiet des N. facialis
gruppieren und sich zwischen die afferenten synaptischen Terminale drangen. Dieses
»Synaptische Stripping” blockiert die Neurotransmission und vermindert exzitatorische als
auch inhibitorische Terminale, was zu einer Deafferenzierung der proximalen Dendriten
fuhrt (Kettenmann et al. 2013, Raslan et al. 2013).

8
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Neben der beschriebenen Proliferation von Astrozyten im nervalen Gewebe kennzeichnet
sich die reaktive Astrogliose zusatzlich durch die vermehrte Bildung astrozytarer
Intermediarfilamente (Lazarides 1982, Raivich et al. 1999). Im Bereich des Wundrandes
fihren die lasionsnahen reaktiven Astrozyten zu einer Glianarbe (Reier und Houle 1988,
Guntinas-Lichius et al. 1997). Die daraus folgende Deafferenzierung dient der raumlichen
Isolation des Neurons vor libermaRig starker afferenter exzitatorischer Stimulation, um
die Regeneration des verletzten Neurons zu unterstiitzen (Moran und Graeber 2004,
Navarro et al. 2007). Das Ziel ist die Forderung des axonalen Wachstums um
schlussendlich postregenerationem eine Wiederaufnahme der Neuronenaktivitat zu
gewahrleisten.

Unklar ist weiterhin die Kausalitdt der Mikrogliafortsatze zwischen den prasynaptischen
Elementen und den neuronalen Zellkbrpern an der Losung der synaptischen
Verbindungen. Eine Studie an einem Mausestamm ohne funktionsfahige Makrophagen
konnte zeigen, dass trotz fehlender Proliferation der Mikrogliazellen ein ,synaptisches
Stripping” nach peripherer Fazialisdurchtrennung erfolgte. Demnach sind aktivierte
Mikrogliazellen keine unmittelbare Voraussetzung fiir den Umbau oder die Loslésung
prasynaptischer Kontakte verletzter Neurone im ZNS. Trotzdem erfolgt reaktiv eine
Mikrogliose mit rascher Expression verschiedener Proteine. Die entstehende Mikrogliose
im Fazialiskerngebiet ist eine Woche nach FFA am starksten ausgepragt und bleibt nach
zwei Monaten immer noch erhoht (Raslan et al. 2013). Gleichzeitig verschiebt sich das
Verhaltnis von exzitatorischen zu inhibitorischen Terminalen zu Gunsten der Inhibition
(Raslan et al. 2013).

Es ist schlussendlich nicht geklart, welche Signale degenerierte Synapsen zur Aktivierung
der Mikrogliazellen bringen. Vermutlich sind Neurotransmitter und niedrigmolekulare
Mediatoren dafiir verantwortlich. Auf diesen Erkenntnissen aufbauend sollen die gliésen

Reaktionen in dieser Arbeit in Hippocampus und Barrel-Kortex erfasst werden.

1.7 Neuronale Plastizitat nach Lasion peripherer Nerven

Neuronale Plastizitat ist die Grundlage fiir die Dynamik des Gehirns und bildet damit die

Grundlage aller Lernprozesse. Der Begriff beschreibt dabei die Eigenschaft einzelner
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Synapsen, Nervenzellen und ganzer Hirnareale sich in Abhangigkeit ihrer Aktivierung zu
verandern. Es wird zwischen kortikaler und synaptischer Plastizitat differenziert.

Kortikale Plastizitat bezeichnet sowohl strukturelle als auch funktionelle Verdanderungen.
Entgegen dem Namen finden die Prozesse in kortikalen und nicht-kortikalen Arealen statt.
Im adulten Organismus werden zwei Formen der kortikalen Plastizitdt unterschieden
(Dinse und Merzenich 2002). Zum einen die kortikale Plastizitdat, welche durch Training
und Lernen induziert wird und zu morphologischen oder zellularen Veranderungen fiihrt
(Schrott 1997, Jones 2000, Martin und Morris 2001). Und zum anderen die
lasionsbedingte Plastizitdt. Diese fasst die kortikale Reorganisation nach peripherer oder
kortikaler Verletzung zur Wiederherstellung des ausgefallenen Bereichs zusammen (Nudo
et al. 1996, Eysel und Schweigart 1999).

Die synaptische Plastizitdt wurde 1949 erstmals von Hebb beschrieben. Die Theorie sagt
aus, dass bei synchroner Aktivierung zweier Neurone die synaptische Kopplung zwischen
ihnen verstarkt wird (Hebb 1949). Durch sich wiederholende Stimuli kann eine
langandauernde Verstiarkung der synaptischen Ubertragung induziert werden (Bliss und
Lomo 1973). Im Gegenzug dazu wird eine langanhaltende Abschwéachung der neuronalen
Antwort als Langzeitdepression bezeichnet (LTD). Diese Formen der synaptischen
Plastizitat dauern wenige Stunden an (Ouyang et al. 1999, Kauderer und Kandel 2000).
Fiir einen langerfristigen Effekt ist der Weg der Proteinsynthese unabdingbar (Barea-
Rodriguez et al. 2000).

In Bezug zur peripheren Fazialisparese konnten in der Vergangenheit mehrere Arbeiten
nachweisen, dass es zu strukturellen Veranderungen im Ncl. n. facialis kommt: Infolge der
traumatischen Lasion konnten diese als Zeichen der ZNS-Plastizitat gewertet werden
(Hundeshagen et al. 2013, Raslan et al. 2013). Auch wurden in einer weiteren aktuellen
Arbeit von M. Werle erstmalig morphologische und synaptische Verdanderungen im
Trigeminuskerngebiet nach peripherer Fazialislasion nachgewiesen (Werle 2014).
Humane Daten konnten nach unilateraler idiopathischer Fazialislasion mittels fMRT-
Untersuchungen eine gestorte neuronale Vernetzung im zugehorigen kortikalen
motorischen Bereich feststellen (Klingner et al. 2011, Klingner et al. 2014).

Um die neuronale Plastizitdt der afferenten Bahnen und Verschaltungen im ZNS nach
Deefferenzierung ohne Deafferenzierung besser verstehen zu kénnen, soll in dieser Arbeit

der Hippocampus, als Struktur der rdumlichen Orientierung im Raum, und der Barrel-
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Kortex, als primdrer Reprasentationsort, mittels morphologischer und quantitativer

Verfahren untersucht werden.

1.8 Der Hippocampus als Integrationsorgan der neuronalen
Plastizitat

Der Hippocampus ist eines der phylogenetisch dltesten Anteile der GroBhirnrinde. Er
weist eine charakteristische gefaltete Struktur auf und liegt angrenzend an den lateralen
Ventrikel bilateral an der medialen Flache des Temporallappens (Trepel 2012). Im
Gegensatz zum sechsschichtigen Isokortex, besteht der Hippocampus aus einem
dreischichtigen Aufbau. Zur hippocampalen Formation gehoéren insgesamt vier
Strukturen: Das Subiculum als Verbindungsschnittstelle vom EC zum Hippocampus, die
Hippocampusrinde (Cornu Ammonis) und der Gyrus dentatus. Nach der Nomenklatur von
Lorente de N6 (1934) wird die Hippocampusrinde von Nagetieren anhand
morphologischer Aspekte in die Segmente CA1, CA2 und CA3 untergliedert (Lorente de
NO 1934). Die CA2-Region ist bei Nagern ein schmales dichtes Band und wird deshalb dem
CA1-Sektor zugeordnet. Histologisch gliedert sich das Cornu Ammonis in das Stratum
pyramidale, oriens und radiatum. Beim Gyrus dentatus werden ebenfalls drei Schichten
unterschieden. Das Stratum granulosum mit dicht gepackten Kérnerzellen, das Stratum
moleculare und den Hilus, welcher sich durch Mooszellen und verschiedene
Interneurontypen charakterisiert.

Der Hippocampus ist Uber extrinsische Verbindungen mit anderen Hirnarealen und UGber
intrinsische Verbindungen innerhalb der hippocampalen Strukturen miteinander
synaptisch verknipft. Der Tractus perforans stellt die maligebliche Hauptafferenz des
Hippocampus dar. Seine kortikalen glutamatergen exzitatorischen Afferenzen
entstammen dem entorhinalen Kortex und projizieren durch das Subiculum in die dul3ere
Molekularschicht des Gyrus dentatus (Raisman et al. 1966). In der inneren
Molekularschicht terminieren Afferenzen iber Kommissuren- und Assoziationsfasern und
dem kontra- und ipsilateralen Hippocampus (Swanson et al. 1981). Ausgehend von den
Neuronen der Kornerzellen des Gyrus dentatus erfolgt eine Verschaltung iber den sog.
Moosfasertrakt auf die Pyramidenzellen der CA3-Region. Efferente Fasern verlassen Uber

die Axone der Pyramidenzellen die Hippocampusrinde. Ein Teil der Fasern geben jedoch
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rekurrente Kollateralen (Schaffer-Kollateralen) zu den Pyramidenzellen aus der CAl-
Region ab. Jede CA3 Pyramidenzelle verschaltet zu ca. 30.000 — 60.000 Neuronen im
ipsilateralen Hippocampus (Li et al. 1994).

Aus dem Verlauf dieser Erregungsausbreitung im Hippocampus ergibt sich eine
trisynaptische Verschaltungskette von dem Gyrus dentatus (iber den Moosfasertrakt in
CA3, welche Uber die Schaffer-Kollaterale CA1-Pyramidenzellen erregen (Frotscher et al.
1988). Neben diesen unidirektionalen Verbindungen zeichnet sich die CA3-Region durch
ein autoassoziatives Netzwerk mit einer Vielzahl von rekurrenten Verbindungen zwischen
einzelnen CA3-Pyramidenzellen aus. Beide Hippocampi sind (iber die Commissura
hippocampi miteinander verknipft (Kesner 2007).

Der Hippocampus ist eine zentrale Schaltstelle im limbischen System und erhalt zumeist
hochgradig vorverarbeitete Informationen aus allen Sinnesmodalitdten, die nach
Verarbeitung zum Kortex zuriickgesendet werden. Durch seine Verbindungen zum
Hypothalamus, den Septumkernen und dem Gyrus cinguli nimmt er Einfluss auf das
endokrine, viszerale und emotionale Geschehen. Weiterhin ist er eine entscheidende
Struktur bei Lern- und Gedachtnisprozessen (Squire 1986, Dhikav und Anand 2007). Daher
wird der Hippocampus als Integrationsorgan und supramodales Assoziationszentrum
angesehen (Falkai et al. 2001). Auf dieser Grundlage dient der Hippocampus als
etabliertes Modell zur Erforschung der synaptischen Plastizitat (Frotscher et al. 1990). Ein
weiterer Forschungsschwerpunkt ergibt sich aus der niedrigen Reizschwelle fir
Krampfentladung. Daher steht der Hippocampus auch im Fokus der Epilepsieforschung
(Margerison und Corsellis 1966, Khodaie et al. 2014).

Neben den o.g. klassischen Aufgaben des Hippocampus interessiert in dieser Arbeit
neben der synaptischen Plastizitat die funktionale Spezialisierung innerhalb des
Hippocampus. So wird eine unterschiedliche Rolle der anterioren und posterioren Anteile
diskutiert (Lepage et al. 1998). Tierexperimentelle Studien an Nagetieren mit
hippocampalen Ldsionen zeigten eine weitere bedeutende Rolle der mittleren bis
posterioren hippocampalen Abschnitte fiir raumliche Lern- und Gedéachtnisprozesse auf
(Moser und Moser 1998). Den Grundstein dafir legten O'Keefe und Nadel 1978 mit ihrer
aufgestellten Theorie , The hippocampus as a cognitive map“. Demnach speichert der
Hippocampus Positionsdaten von Objekten aus der Umgebung in der sich das Individuum

aufhalt in einer Art inneren kognitiven Karte. Demzufolge ist die primare Aufgabe des
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Hippocampus die Konstruktion und Speicherung dieser kognitiven Karte (O'Keefe und
Nadel 1978). Zu dieser Erkenntnis kamen die Forscher dank elektrophysiologischer
Beobachtungen in der Ratte. Pyramidenzellen der CA1 und CA3 Region zeigten eine stark
erhohte Neuronenaktivitdt, wenn sich die Ratte in einer bestimmten Position ihrer
Umgebung aufhalt (O'Keefe und Dostrovsky 1971, Fox und Ranck 1975). Genau diese
erstmalig identifizierten speziellen Pyramidenzellen, die auch als Ortszellen (,,place cells“)
bezeichnet werden, sind fir die Detektion und permanente Speicherung der raumlichen
Information aus der Umgebung verantwortlich.

1979 stellten Olton und Papas die Theorie auf, dass der Hippocampus raumliche und
nicht-raumliche Informationen lediglich temporar als Arbeitsgedachtnis speichert (Olton
und Papas 1979).

Beide Modelle haben eine groRe Bedeutung bei der Verhaltensforschung und Erforschung
von Lern- und Gedachtnisprozessen (Nadel und MacDonald 1980, Schwegler et al. 1990,

Mennenga et al. 2014, Sampedro-Piquero et al. 2014, Wartman et al. 2014).

1.9 Der Barrel-Kortex der Ratte

Alle aus der Umwelt aufgenommenen Informationen durch die Rezeptoren der
Sinnesorgane haben entsprechende Reprasentationen in der GrolRhirnrinde. Der
somatosensorische Kortex dient der Verarbeitung somatosensorischer Modalitdten (z.B.
Schmerz, Berlihrung, Temperatur). Die Verarbeitungsprozesse der sensorischen Kortizes
erlauben neben der Darstellung der Informationen als Bilder, Geschmacke, Gerausche
etc. auch die Integration in die Planung zukiinftiger motorischer Aktionen im Sinne von
Lern- und Gedachtnisbildung. Um eine effiziente Verarbeitung zu gewahrleisten sind die
primaren Kortizes aller Spezies (somatosensorisch, auditorischer und visueller Kortex) in
topographischer Anordnung reprasentiert (Welker 1971, Kaas 1997, Diamond et al. 1999).
Der primdre somatosensorische Kortex (SI) fungiert als direkter Empfanger der
sensorischen Informationen aus dem Thalamus und ist bei Menschen im Gyrus
postcentralis des Neokortex lokalisiert. Der sekundare somatosensorische Kortex (Sll)
befindet sich posteriolateral im Sulcus lateralis. Nachfolgend geschaltete Kortexareale
hoherer Ordnung verbinden bereits sensorische und motorische Informationen
untereinander. Diese erstrecken sich Giber den Lobus parietalis posterior.
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Die strukturelle Organisation erfolgt in allen Kortizes in vergleichbarem Muster. Dieses
gliedert sich in eine laminadre und kolumnare Organisation. Dem lamindren geschichteten
Aufbau liegen Unterschiede in der Zusammensetzung und Dichte der Zellen, sowie Form
und GroRRe ihrer Somata zugrunde (Sheperd 2003). Insgesamt unterteilt sich der Kortex
zwischen Pia mater und Substantia alba in sechs Laminae (Brodman 1909). Die Lamina
granularis interna (Lamina IV) enthalt zum GroRteil Sternzellen, welche die Afferenzen
von sensorischen thalamischen Neuronen erhalten. Dementsprechend ist die Lamina IV
deutlich in sensorischen Arealen wie dem Barrel-Kortex ausgepragt und fehlt in
motorischen Gebieten. Orthogonal zu dieser laminaren Organisation differenziert sich der
Kortex funktionell in sdulenférmige Kolumnen, welche die sechs Laminae vertikal
Uberlagern (Lorente de No 1938). Dementsprechend stellt eine Kolumne die Endstation
der reinen Afferenz von Informationen der gleichen Submodalitdt dar (Mountcastle 1957,
Hubel et al. 1977).

Nahezu alle Efferenzen aus dem primdren somatosensorischen Kortex projizieren auf
andere Kortexareale beider Hemispharen (Killackey 1973). Die gesamte Korperoberflache
reprasentiert sich in topografischer Anordnung im primaren somatosensorischen Kortex
(Rattunkulus bzw. Homunkulus). Dabei sind die einzelnen Kérperregionen entsprechend
ihrer Relevanz in unterschiedlich starker Auspragung reprasentiert. Der grofSte Anteil des
somatosensorischen Kortex bei Ratten reprasentieren die Vibrissen und bilden das
primarsensorische Areal der Informationsverarbeitung der taktilen Diskrimination ab. Die
ca. 25 flexiblen taktilen Organe bestehen aus den Vibrissen und den damit verknilpften
Haarfollikelrezeptoren (Welker 1971). Das Vibrissensystem der Ratte stellt das wichtigste
Sinnessystem zur Umweltexploration dar, deswegen unterliegt es der Uberproportional
groRten kortikalen Reprasentation (Glassman 1994). Die Vibrissen dienen den Nagetieren
als Hauptsinnesorgan, sowohl zur raumlichen Orientierung, als auch zur Identifizierung
von Gegenstanden und Oberflachen (Vincent 1912, Carvell und Simons 1990, Brecht et al.
1997).

Der Begriff Barrel-Kortex bezeichnet einen spezifischen Abschnitt im somatosensorischen
Kortex der Ratte. Die Lamina IV des Barrel-Kortex ist fiir diesen namensgebend und
enthalt zylindrisch geformte, fasschenartige, multineuronale Einheiten — sogenannte
Barrels (Woolsey und Van der Loos 1970). Eine kortikale Kolumne ist ein vertikaler

Bereich, der sich Uber alle kortikalen Schichten erstreckt. Dieser ist dadurch definiert,
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dass alle Neurone innerhalb dieser Kolumne ausschlielich durch eine einzige im
somatosensorischen Kortex reprasentierten Sinnesmodalitdt — in diesem Fall also die
Vibrissenbewegung und die Tiefensensibilitdt der Schnauzenregion — erregt werden kann
(Mountcastle 1957). Diese Barrels stellen somit topografisch den Reprasentationsort der
Vibrissen von Ratten im Neokortex dar. Jeder Barrel ist exakt einer kontralateralen
Vibrisse zugeordnet (Welker 1971, Armstrong-James et al. 1992, Jones und Diamond
1995).

Anatomisch gliedert sich der Barrel-Kortex in zwei Subregionen. Das anterolaterale
Subareal enthalt dichter liegende kleine Barrels, die den Vibrissen der vorderen
Schnauzenregion der Ratte entsprechen. Die Barrels des posteromedialen Subareals
(PMBSF) sind in finf Reihen von anterolateral nach posteromedial angeordnet. Sie
entsprechen den fiinf Reihen der groflen Vibrissen am kaudalen Schnauzenbereich der
Ratte (Woolsey und Van der Loos 1970). Auf Grund der morphologischen und
funktionellen Korrelation zwischen Barrels und Vibrissen stellt das somatosensorische
System ein wichtiges Modell zur Untersuchung der synaptischen Plastizitdt des primar-
sensorischen Kortex dar.

Auf zelluldarer Ebene wird im Barrel-Kortex, wie in anderen sensorischen Kortizes,
zwischen Pyramidenzellen und nicht-pyramidalen Zellen unterschieden. Pyramidenzellen
sind glutamaterge und aspartaterge exzitatorische Neurone, welche als
Projektionsneurone zu kortikalen und subkortikalen Gebieten projizieren (Dori et al.
1992). In Lamina IV finden sich jedoch hauptsachlich nicht-pyramidale Zellen, die sich als
lokal projizierende Interneurone charakterisieren (Kelly und Dodd 1991).

Pro Vibrisse vereinigen sich ca. 70-160 myelinisierte und 20-60 unmyelinisierte Axone zu
Nervenfaserbiindel, die sich wiederum zum N. infraorbitalis des N. trigeminus verbinden
(Simons 1997). Die pseudounipolaren Somata dieser primaren Afferenzen befinden sich
im Ggl. trigeminale Gasseri (Dorfl 1985) und ihre Axone terminieren im Ncl. principalis
nervi trigemini (PrV) des Trigeminuskerngebiets (Hayashi 1980). Die Axone aus den
Neuronen dieses Kerngebiets lagern sich zum Lemniscus trigeminalis zusammen und
leiten die Informationen zum groBen Teil in zwei Kerngebiete des kontralateralen
Thalamus weiter. Dies sind zum einen der Ncl. ventralis posteromedialis (VPM) und zum

anderen der Ncl. posterior thalami pars medialis (POm) (Smith 1973). Beide thalamischen
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Kerne projizieren zu verschiedenen Regionen des Barrel-Kortex, wobei die Fasern des

VPM vor allem in der Lamina IV terminieren (Jensen und Killackey 1987, Lu und Lin 1993).
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2 Ziele der Arbeit und Studiendesign

Schwerpunkt der aktuellen experimentellen Fazialisforschung ist das Aufzeigen und
Erforschen der Ursachen fir die unzureichende funktionelle Regeneration nach
peripherer Fazialislasion. Weiterhin sollen neue Therapiekonzepte entwickelt werden,
weil  aktuelle moderne chirurgische  Rekonstruktionsverfahren noch  kein
zufriedenstellendes funktionelles Ergebnis erbringen.

Bisherige stereologische und quantitative Analysen nach Fazialislasion beziehen sich am
Tiermodell z.B. auf Verdanderungen im Ncl. n. facialis (Raslan et al. 2013), Trigeminuskern
(Werle 2014) und in der kortikalen Plastizitat des Motorkortex (Peeva et al. 2006). Bisher
existieren jedoch keine Daten liber Veranderungen nach erfolgter Deefferenzierung ohne
Deafferenzierung im Barrel-Kortex oder Hippocampus. Humane Daten belegen, dass nach
peripherer Fazialisldasion eine gestorte neuronale Vernetzung in kortikalen
sensomotorischen Integrationsbereichen vorliegt (Klingner et al. 2014). Fir die neuronale
Vernetzung sind der Barrel-Kortex als sensorischer Reprasentationsort der Vibrissen und
der Hippocampus als Lokalisation der raumlichen Orientierung essentiell. Erste vorlaufige
Ergebnisse magnetresonanztomografischer Messungen von Rattengehirnen zwei Monate
nach FFA durch Silvio Schmidt (Klinik fiir Neurologie, Universitatsklinikum Jena) zeigten
strukturelle Veranderungen im ZNS (Zentrales Nervensystem). Erste Befunde wiesen eine
GroRenzunahme im Hippocampus und eine GroBenabnahme im Barrel-Kortex nach
(personliche Mitteilung durch PD Dr. A. Irintchev). Demnach ist ein Ziel dieser Arbeit zu
untersuchen, ob und in welchen Ausmall morphologische Verdanderungen in diesen
beiden Arealen zwei Monate nach FFA auftreten und ob diese kongruent zu den MRT-
Ergebnissen sind. Im zweiten Teil der Arbeit sollte mit Hilfe immunhistochemischer
Farbungen die exzitatorischen glutamatergen Terminale — also die Afferenzen aus dem
Thalamus - durch Nachweis der entsprechenden VGLUT2" Synapsen aufgezeigt werden.
Um eine mogliche Deafferenzierung kortikaler Strukturen genauer zu beleuchten, wurden
weiterhin Astrozyten in ihrer supportiven Aufgabe mittels eines immunhistochemischen
Markers (S100) ausgewertet. Da die periphere Fazialislasion zu einer nachgewiesenen
reaktiven Mikrogliose im Ncl. n. facialis fihrt (Hundeshagen et al. 2013, Raslan et al.

2013), sollte diese These auch im Hippocampus liberprift werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchsablauf

Es fand eine MRT-Versuchsreihe mit zwei zeitlich versetzten Serien statt. Jede Serie
schloss zwolf Tiere ein, wovon jeweils sechs Tiere randomisiert der FFA- und Sham-
Gruppe zugeordnet wurden. Die FFA-Gruppe kennzeichnete eine operative
Durchtrennung des N. facialis rechts (s. 3.2). Die Sham-Gruppe entsprach der
Kontrollgruppe und kennzeichnete sich dadurch, dass ebenfalls ein operativer Eingriff
stattfand, jedoch ohne Nervendurchtrennung.

Die Ratten lebten zu flinft in Standardkafigen. Um Verwechslungen auszuschliel3en,
wurden die Tiere strukturiert nach einem klar definierten System mit gelb leuchtender
Pikrinsdure gekennzeichnet. Hiermit wurde die Unverwechselbarkeit jeder Ratte
sichergestellt. Die Tiere fur diese Arbeit (FFA: N =8 und Sham: N = 7) wurden nach dem
Zufallsprinzip aus der MRT-Gruppe ausgewahlt.

Im Alter von zehn Wochen erfolgte die Scheinoperation bzw. die Transsektion des
N. facialis rechts mit anschlieRender kiinstlicher Anastomose der beiden Nervenstimpfe
mittels Nervennaht. Die daraus entstandene Adaptation diente der nachfolgenden
nervalen Regeneration. Der linke N. facialis blieb unberihrt. Durch die durchgefiihrten
Untersuchungen konnten Einfliisse und Auswirkungen auf die Regeneration analysiert
werden.

Im Alter von 18 Wochen wurden die Tiere perfundiert, das Gehirn mit Hirnstamm
extrahiert und fir die histologischen Untersuchungen postfixiert. Die Versuche wurden
durch die Tierschutzkommission des Landes Thiringen gepriift und in Ubereinkunft mit

dem Tierschutzgesetz durchgefihrt.

3.2 Operative Prozeduren

Die rechtseitige facio-faciale Anastomose wurde durch Prof. Dr. med. O. Guntinas-Lichius
und PD Dr. med. A. Irintchev als Operateure durchgefiihrt. Durch ein standardisiertes OP-
Verfahren konnte sichergestellt werden, dass alle Tiere auf die gleiche Art und Weise

chirurgisch behandelt wurden (Guntinas-Lichius et al. 2002, Tomov et al. 2002).
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Die Andsthesie erfolgte intramuskuldr in den rechten M. tibialis anterior mittels einer
Dreikomponentenlésung bestehend aus Medetomidin (0,15 mg / kg KG, Domitor-R, Pfizer
GmbH, Berlin, Deutschland), Midazolam (2 mg/ kg KG, Dormicum-R, Merckle GmbH,
Blaubeuren, Deutschland) und Fentanyl (0,005 mg / kg KG, Fentanyl-R Janssen, Janssen,
Neuss, Deutschland).

Nach Wirkungseintritt der Analgesie und Sedation wurde die rechte Wangenregion rasiert
und die Haut mit einem Skalpell inzidiert. Es folgte die Praparation des
Nervenhauptstrangs des N. facialis extratemporal in anatomischer Ndahe der Parotis. Mit
Hilfe eines Operationsmikroskops zur genaueren Differenzierung wurde der N. facialis
2 mm nach Durchtritt durch das Foramen stylomastoideum distal des Abgangs des
N. auricularis posterius lokalisiert und an dieser Stelle durchtrennt. Danach erfolgte die
nervale Rekonstruktion des proximalen und distalen Axonstumpfs in Form einer End-zu-
End-Anastomose. Zum Einsatz kamen 9-0 Faden von Ethicon (Norderstedt, Deutschland).
Intention war die moglichst atraumatische und gewebeschonende
Kontinuitatswiederherstellung. Der Hautschnitt wurde mit drei bis fiinf Einzelknopfnahten
(Ethicon, 4-0) verschlossen.

Zur Beschleunigung der Aufwachphase erhielten die Ratten unmittelbar postoperativ zur
Antagonisierung subkutan die korrespondierenden Antidots aus Antipamezol
(0,75 mg / kg KG, Antisedan-R, Pfizer GmbH, Berlin, Deutschland), Flumazenil
(0,2 mg/ kg KG, Anexate-R, Hexal AG, Holzkirchen, Deutschland) und Naloxon
(0,12 mg / kg KG, Naloxon, DeltaSelect GmbH, Pfullingen, Deutschland) verabreicht.

3.3 Strukturelle Analyse von Hippocampus und Barrel-Kortex

3.3.1 Gewebepraparation

Um histologische Untersuchungen am sensomotorischen Kortex und Hippocampus
vorzunehmen, musste das Gehirn vorher durch Perfusion fixiert werden. Die Tiere
erhielten das identische anéasthesiologische Verfahren wie zur Operation. Nach
Wirkungseintritt erfolgte die abdominelle und thorakale Er6ffnung mit anschlieRender
transkardialen Kanitlierung. Mit Hilfe einer peristaltischen Pumpe (Reglo Analog, Ismatec,
Zirich, Schweiz) wurde das tierische GefaRsystem bei Raumtemperatur 15 Minuten mit

der Perfusionslosung (Tab. 1) gespiilt.
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Tab. 1 Zusammensetzung verwendeter Pufferlésungen

Losung Zusammensetzung

Perfusionslosung 4 % Formaldehyd
0,1 M Kakodylatpuffer
pH: 7,3
1 x PBS 137 mM NaCl
2,7 mM KCl
10 mM Na2HPO4
2 mM KH2PO4

Saccharoseldsung 15 % Saccharose in PBS-Puffer gelost

Nach Er6ffnung der Schadelhdhle wurde das GroBhirn, Kleinhirn und der Hirnstamm frei
prapariert und anschlieRend fiir 24 Stunden bei 4 °C in Perfusionslosung fixiert. Zur
Kryoprotektion wurde das Gewebe anschlieBend fir drei Tage bei ebenfalls 4°C
Saccharosel6sung (Tab. 1) gelagert und dann mittels 2-Methylbutan bei -80 °C zwei
Minuten eingefroren. Im Anschluss erfolgte die Lagerung in Szintillationsmessflaschen
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) in der Stickstofftonne bei -170 °C.

Mittels Kryostat (CM3050, Leica, Nussloch, Deutschland) wurden 40 um dicke, von rostral
nach kaudal ausgehende Transversalschnitte des Gehirns angefertigt. Diese Schnittdicke
war notwendig, um einen ausreichend grollen dreidimensionaler Raum fir die Analyse
mittels Disektor-Methode (s. Kapitel 3.3.3) zur Verfligung zu haben. Die Schnitte wurden
auf Objekttrager (Superfrost Plus, Menzel, Braunschweig, Deutschland) in einer
festgelegten Reihenfolge platziert und bei -20 °C gelagert. Die Anordnung der Schnitte
erfolgte dabei nach einem standardisierten Muster (Abb. 1). Hierbei wurden die Schnitte
fortlaufend auf zehn Objekttragern aufgetragen. Ist der zehnte erreicht, so wird in einer
neuen Zeile auf Objekttrager 1 fortgefahren. Das erfolgte bis das Fassungsvermogen der
zehn Objekttrager aufgebraucht war. Auf Grund der Schnittdicke von 40 um sind zwei
benachbarte Schnitte auf einem Objekttrager zehn Schichten und somit 400 um

voneinander entfernt. Dadurch konnte ein Gesamtabbild des Gehirns auf einem
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Objekttrager sichergestellt werden. In der Praxis wurden vier Schnitte pro Objekttrager

aufgebracht.

Abb. 1 Anordnung der Gefrierschnitte auf den Objekttragern

Verteilung der koronaren Gefrierschnitte auf den Objekttragern. Wahrend des Schneidevorgangs am
Kryostat wurden die Schnitte fortlaufend auf zehn Objekttragern gesammelt, so dass die Prdparate nach
jedem zehnten Schnitt wieder auf dem ersten Objekttrdger begonnen wurden aufzubringen bis die
Kapazitat aller zehn Objekttrager erschopft war. Die folgenden Schnitte wurden analog auf den néchsten
zehn Objekttragern gesammelt. Aufgrund der 40 um dicken Schnitte und der Reihenfolge des Sammelns
erfolgte die Darstellung des GroRhirns auf jedem Objekttrager in 400 um groRen Abstinden mit der

rostralen Orientierung Richtung beschrifteten Mattrand der Objekttrager.
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3.3.2 Immunhistochemie

Tab. 2 Darstellung verwendeter Antikorper

Antikoérper Beschreibung und verwendete

Verdiinnung

Iba-1 Wako Chemicals, polyklonale Anti-lonisiertes-Calcium-
Primarer Antikorper Neuss, Deutschland bindendes-Adapter-Molekul-1-Antikorper
(AK) aus dem Kaninchen; Verdiinnung mit

Carrageenan: 1:1500

VGLUT2 Synaptic Systems, polyklonale Anti-Vesikularer-Glutamat-
Primarer AK Gottingen, Transporter-2-Antikorper aus dem
Deutschland Kaninchen

Verdiinnung mit Carrageenan: 1:1000

$100 Dako GmbH, Polyklonale Anti-S100B-Antikorper aus
Primarer AK Hamburg, dem Kaninchen; Verdiinnung mit
Deutschland Carrageenan: 1:2000
CyTM3-conjugated Jackson Cy3 (Indocarbocyanin) konjugierte Anti
AffiniPure Goat Immunoresearch, Kaninchen-Antikorper aus der Ziege
Anti-Rabbit IgG Baltimore, USA Verdiinnung mit Carrageenan: 1:200
(H+L)
Sekundarer AK

Tab. 3 Zusammensetzung verwendeter Puffer- und Blockierldsung

Lésung Zusammensetzung

Carraeenanpuffer PBS-Puffer 16sen mit
0,5% Lambda-Carrageenan
0,02% Natriumazid
Blockierlésung PBS-Puffer mit:
5 % Normalserum (Ziege)
0,002 % Natriumazid
0,2 % Triton x-100
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Das immunhistochemische Verfahren wurde abgewandelt nach Sofroniew und Schrell
(Sofroniew und Schrell 1982, Irintchev et al. 2005). Fir diese Analyse wurde die indirekte
Methode der Immunfluoreszenz verwendet

Abb. 2). Daflir wurde zunachst ein primarer Antikorper (b) auf den Gewebeschnitt
gegeben. Dieser reagierte spezifisch mit dem entsprechenden Epitop (a). Im Anschluss
daran wurde ein Sekundarantikérper (c), welcher einen Fluoreszenzfarbstoff (d)
gebunden hatte, hinzugegeben. Dieser Antikdrper band spezifisch den primaren

Antikorper.

Abb. 2 Prinzip der indirekten Immunfluoreszenz

Schematische Abbildung der indirekten
Immunfluoreszenz. Dargestellt sind das Epitop (a),
der primare (b) und sekundare (c) Antikorper, sowie

der Fluoreszenzfarbstoff (d).

Unter einem Fluoreszenz-Mikroskop konnten die an die Gewebeproben gebundenen
Antikorper visualisiert werden. Vorteil dieser Methode ist eine hohere Sensitivitat und
Flexibilitdit der Nachweismethode (Bittner und Thomas 2003, Hermey et al. 2010).
Zusitzlich erfolgte eine Gegenfirbung mittels Nissl-Farbstoff (NeuroTrace® 500/525
Green Fluorescent Nissl Stain, 1:200, Invitrogen, Darmstadt, Deutschland), um die
Erkennung der histologischen Areale zu ermoglichen.

Als ersten Schritt erfolgte die Trocknung der Objekttrager flir 24 Stunden bei 37 °C im

Warmeschrank. Anschliefend erfolgte die Antigendemaskierung. Diese war notwendig,
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um die Immunreaktivitdit wiederherzustellen, da es bei dem Fixierungsprozess des
Gewebes zu Strukturveranderungen der Epitope kommen kann und diese von dem
Antikorper nicht mehr erkannt werden (Werner et al. 2000). Dafir wurden die
Objekttrager in 0,01 M Natriumcitrat-Lésung (pH 9,0) bei 80 °C im Wasserbad fir 30
Minuten inkubiert (Jiao et al. 1999). Nach einer kurzen Abkiihlungsphase wurden die
Objekttrager in mit PBS gefillte Glaskiivetten (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
Uberfihrt. Essentiell fiir Antikorperfarbungen war das Blockieren unspezifischer
Antikorperbindungsstellen, um bei der Detektionsfunktion keine weiteren Signale zu
erhalten. Das Blockieren dieser unspezifischen Bindungen erfolgte mittels Blockierlosung
(s. Tab. 3) bei Raumtemperatur fiir zwei Stunden. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation
der Objekttrager fir sechs Tage bei 4 °C mit den in Carrageenan-Puffer gelGsten
entsprechenden Primarantikérpern. Ungebundene Antikorper wurden mit PBS durch
dreimaliges Waschen fir 15 Minuten vom Objekttrager gespilt. Im Anschluss erfolgte die
Inkubation mit den rot fluoreszierenden Sekundarantikérpern fiir zwei Stunden bei
Raumtemperatur. Danach wurden die Objekttrager erneut dreimal fir 15 Minuten mit
PBS gewaschen. Fir alle Farbereihen wurde eine Gegenfarbung mittels eines griin
fluoreszierenden Nissl-Farbstoffes (NeuroTraceR 500/525 Green Fluorescent Nissl Stain,
1:200, Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt. Daflir wurden 200 pl
Nisslfarbstoff-Losung auf die Gehirnschnitte auf dem Objekttrager gebracht und dieser
20 Minuten in einer verschlossenen Feuchtekammer inkubiert. Im Anschluss daran
wurden die Objekttrager fir dreimal 5 Minuten mit PBS-Puffer gewaschen. AbschlieRend
wurden die Schnitte zum Ausbleichschutz mit einem speziellen Eindeckelmedium
(Fluoromount-G, Southern Biotechnology, Eching, Deutschland) abgedeckt und bei 4 °C in
einer Kunststoffkiste dunkel im Kuhlschrank aufbewahrt.

Fiir alle Farbereihen wurde eine Negativkontrolle durchgefiihrt, bei dem der primare

Antikorper nicht verwendet wurde.

3.3.3 Stereologie
Methode der Wahl zur quantitativen Analyse war die Optical-Disektor-Methode (Howard
und Reed 1998). Unter mikroskopischer Sicht erfolgte mit Hilfe des Disektors, einem

dreidimensionalen Gerlist, das Zahlen von Strukturen innerhalb der Objektpraparate.
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Konform zu einem dreidimensionalen Koordinatensystem erstreckte sich der Disektor mit
Hohe und Breite entlang der Abszissen- und Ordinatenachse. Die Tiefe dehnte sich
senkrecht dazu auf der Applikatenachse aus und entsprach der Praparatdicke von 25 pum.
Zusatzlich wurde ein 2 um groBer Sicherheitsabstand zur oberen und unteren
Praparatgrenze zum  Ausschluss eventuell vorhandener Unebenheiten der
Praparatoberflachen festgelegt. In Abhangigkeit von dem zu untersuchenden Antikorper-
Farbung variierten die geometrischen Parameter des Disektors (Tab. 4).

Die quantitative Analyse von Hippocampus und Barrel-Kortex erfolgte nach klar
definierten stereologischen Regeln durch Zahlen immunhistochemisch gefarbter
Strukturen innerhalb der Disektoren (West 1993). Zellen oder Terminale, die sich
innerhalb eines Disektors befanden oder die Akzeptanzlinie berihrten (griine Linie in Abb.
3B), wurden gezahlt. Befanden sich Zellen oder Terminale aulRerhalb des Disektors oder
berihrten die Verwerfungslinie (rote Linie in Abb. 3B), so wurden diese nicht gezahlt. Das
Zahlen von Synapsen und Zellen erfolgte sowohl auf der ipsi- als auch kontralateralen
Seite unter der Verwendung eines Fluoreszenzmikroskops (Axioskop 2 mot plus, Carl
Zeiss, Jena, Deutschland) mit motorisierter 2D-Tischbewegung, Filtersatzen fir
emittierendes Licht (griin — Filtersatz 10, Emission BP 515-565 und rot — Filtersatz 15,
Emission LP 590, Carl-Zeiss, Jena, Deutschland), einer Quecksilber-Kurzbogen- Reflektor-
Lampe (LQ-HXP 120, Carl Zeiss, Jena, Deutschland), einem joystickadaptierten

Computersystem (Intel®CoreTM2 Duo CPU) und der Stereo Investigator 8 Software

(MicroBrightField, Williston, Vermont, USA).

Tab. 4 Disektormalie zur stereologischen Analyse

Farbung x-Achse (um) y-Achse (um) z-Achse (um) Abstand (um)
Ibal 60 60 10 200
S100 60 60 10 250
VGLUT2 10 10 5 150
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Abb. 3 Stereologische Analyse am Mikroskop

Gezeigt ist der Umriss des dorsalen Hippocampus mit seinen drei Untereinheiten Gyrus dentatus, Cornu
Ammonis 3 und Cornu Ammonis 1 in einem histologischen Schnitt (weise Konturen in Abb. A) mit
gleichmaRiger Verteilung von Disektoren. Ein Disektor ist vergréRert in Abb. B dargestellt. Punkte, die die
grine Linie (acceptance line) beriihrten, mussten mitgezahlt werden. Punkte, die an die rote Linie (rejection
line) grenzten, wurden beim Zahlen ausgeschlossen. Uberschnitt eine rote ,rejection line” die weiRe Kontur

des zu messenden Areals, so wurde der gesamte Disektor aus der Wertung herausgenommen.

3.3.3.1 Kortikale Dicke des Barrel-Kortex

Die kortikale Dicke beschreibt die Dicke des kortikalen Gewebebands, das sich aus den
sechs verschiedenen Schichten der grauen Substanz zusammensetzt. Dieses kortikale
Band wird nach auRen hin durch die Grenze zwischen grauer Substanz und Liquor und
nach innen durch den Ubergang von grauer zu weiRer Substanz begrenzt. Der Barrel-
Kortex wurde mit seinen 6 Schichten aulRen (rote Linie, Abb. 4) und innen (blaue Linie,

Abb. 4) bestimmt. AnschlieBend wurden orthogonal zu den 6 Schichten der Abstand
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zwischen der Begrenzung ausgemessen (weille durchgezogene Linien, Abb. 4, Perimeter 1
und 2).

Zur Berechnung der durchschnittlichen kortikalen Dicke des Barrel-Kortex wurde eine
Flache (A, Flacheninhalt der in Abb. 4 markierten Fliche), die einem bestimmten
Abschnitt des Kortex entspricht, in ein Verhaltnis gesetzt mit den Orthogonalen zu den 6
Kortexschichten (Perimeter 1 und 2) dieser Flache (Irintchev et al. 2005). In dquivalenter

Vorgehensweise erfolgte die Messung der Schichtdicke der Lamina IV.

A

kortikale Dicke =

Ex(Perimeter 1+Perimeter 2)

Abb. 4 Darstellung des Barrel-Kortex mittels griin fluoreszierende Nissl-Farbung

Histologische Darstellung des Barrel-Kortex mit Hilfe griin fluoreszierender Nissl-
Farbung in 5x ObjektivvergroRerung. Die rote Linie kennzeichnet die duRere und
die blaue Linie die innere Begrenzung des Barrel-Kortex. Die beiden
durchgehenden weilRen Linien liegen orthogonal zu denen einzelnen 6 Schichten
und kennzeichnen die kortikale Dicke. Die einzelnen Schichten des Kortex sind in

romischen Zahlen dargestellt.
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3.3.3.2 Volumetrische Messungen des Hippocampus

Zur Bestimmung des Gesamtvolumens des Hippocampus erfolgte die Anwendung der
Cavalieri-Methode (Howard und Reed 1998). Hierbei wurden zunachst die Flacheninhalte
der einzelnen Areale stereologisch bestimmt, indem die Arealgrenzen markiert wurden
(Abb. 3A und Abb. 5). Das Stratum moleculare bzw. oriens wurde dabei rechnerisch als
Subtraktionsgleichung der Gesamtflache bestimmt. An Hand dieser Einzelflacheninhalte
und der Berlicksichtigung des Abstands von 400 um zwischen den Schnitten, konnten die
Volumina berechnet werden. Das Produkt ergab sich durch die Summe aller von rostral

nach kaudal ermittelten Flacheninhalte (A) und dem Abstand zwischen den Ebenen (h).

V=Z(A)xh

3.3.3.3 Ibal

lonisiertes-Calcium-bindendes-Adaptermolekiil-1 (Ibal) ist ein Protein, das in ruhenden
Mikrogliazellen exprimiert und in aktivierten Mikrogliazellen hochreguliert wird (Yamada
et al. 2006). Neben entzlindlichen Prozessen im ZNS fiihrt auch eine periphere Axotomie
zur Aktivierung von Mikrogliazellen (Barron et al. 1990, Kreutzberg 1996), da diese das
Uberleben und die Regeneration der Motoneurone mit beeinflussen (Aldskogius 2011).
Nach einer akuten Nervenschadigung formieren sich aktivierte Mikrogliazellen um
geschadigte Neurone und Axonterminale, um durch Apoptose entstandene Zelltrimmer
zu phagozytieren und den synaptischen Input zu reduzieren (Arvidsson 1979, Jones et al.
1997). Weiterhin lassen aktuelle Studien vermuten, dass Mikrogliazellen auch eine Rolle
bei der Ausbildung neuer Synapsen spielen und damit direkt zur ZNS-Plastizitat beitragen
konnten (Bessis et al. 2007, Raslan et al. 2013).

Zur Quantifizierung der Mikrogliazellen wurden Antikorper gegen Ibal benutzt (s. Tab. 2).
Die DisektorengroRe betrug 60 x 60 x 10 um mit Abstanden von 200 um. Die Zellzahlung
erfolgte unter 40x ObjektivvergrofRerung. Zur Verifizierung der gefarbten Strukturen
wurde die Nissl-Farbung zum Nachweis vorhandener Kerne in den Mikrogliazellen
herangezogen. Somit wurde eine Zelle nur bei vorhandenem Zellkern und unter

Einhaltung der stereologischen Kriterien (s. 3.3.3) gezahlt (Abb. 9).
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3.3.3.4 S-100

S1008B ist ebenfalls ein calcium-bindendes Protein und wird in Astrozyten exprimiert. Bei
Entziindungsprozessen und Nervenschadigungen unterliegt es einer dynamischen
Regulation (Sofroniew 2005). Dies wurde in der Auswertung der Lamina IV des Barrel-
Kortex als Marker fiir eine mogliche Astrozytose genutzt (s. Tab. 2 und Abb. 16). Die
Disektorengrofle betrug 60 x 60 x 10 um mit Abstanden von 250 um. Die Zellzahlung
erfolgte unter 40x ObjektivvergrofRerung. Zur eindeutigen ldentifikation wurde die S100-
Farbung wie auch die Ibal-Farbung mit der Nissl-Farbung kombiniert. Nur Zellen mit

vorhandenem Zellkern und Erflllung der stereologischen Kriterien wurden gezahlt.

3.3.3.5 VGLUT2

Vesikuldare Glutamat-Transporter (VGLUT) sind in glutamatergen Axonterminalen
lokalisiert (Bai et al. 2001). Mittels immunhistochemischer Farbung der VGLUT2 in der
Lamina IV des somatosensorischen Kortex konnten afferente Terminale von
exzitatorischen Neuronen aus thalamokortikalen Bahnen quantifiziert werden (Graziano
et al. 2008). Zur Analyse wurden die Disektoren auf 10 x 10 x 5 um normiert und der
Abstand auf 150 pm festgelegt. Die VGLUT2" Terminale der Lamina IV wurden unter

Olimmersionsmikroskopie in 100x ObjektivvergréRBerung ausgezahlt (Abb. 18).

3.4 Fotodokumentation

Die Aufnahmen der histologischen Schnitte wurden direkt am verwendeten Mikroskop
,Axioskop 2“ mittels der Digitalkamera CX9000 (MicroBrightField) durchgefiihrt.
Importiert auf den Arbeitscomputer erfolgte das Speichern und anschlieRende

Bearbeiten in Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems, San Jose, USA).

3.5 Statistische Auswertung

Zum Vergleich zweier Gruppen von Tieren wurde eine zweifaktorielle Varianzanalyse

(two-way ANOVA) fir unabhangige Stichproben mit den Faktoren Behandlung
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(Treatment) und Seite (Side) verwendet. Das Signifikanzniveau betrug 5 %. Die
Varianzhomogenitat wurde mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests vorher geprift und bestatigt.
Bei signifikanten Effekten erfolgte die post-hoc-Analyse der Gruppen mit Hilfe des Holm-
Sidak-Tests. Zur Analyse und graphischer Darstellung der Daten wurde die SigmaPlot 12.0
Software (Systat Software, San Jose, CA, USA) verwendet. Die Darstellung der Daten
erfolgte anhand von Mittelwerten mit deren Standardabweichungen (SD, Standard

Deviation).

30



Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Hippocampus

4.1.1 Volumetrische Messungen

Ziel der Arbeit war die Quantifizierung der im Vorfeld beschriebenen MRT-Ergebnisse
(s. Kapitel 2). Weiterhin diente die volumetrische Bestimmung des Hippocampus als
Referenzvolumen, was eine Pramisse flir nachfolgende Interpretation der stereologischen
Analyse darstellte. Dabei wurde der Hippocampus und seine Subregionen GD, CA3 und
CA1 umrandet (Abb. 5) und wie in Kapitel 3.3.3.2 beschrieben das Volumen bestimmt. In

gleicher Weise wurde mit Subschichten der drei genannten Regionen verfahren.

Abb. 5 Volumenbestimmung des Hippocampus

Histologische Darstellung mit Umrandung des
Hippocampus und seiner Subregionen Gyrus
dentatus (GD), Cornu Ammonis 3 (CA3) und Cornu
Ammonis 1 (CA1) mittels griin fluoreszierender

Nissl-Farbung in 5x ObjektivvergrofRerung.

4.1.1.1 Gyrus dentatus

Die volumetrische Analyse des GD aller Hippocampi zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwei Monate nach FFA im Vergleich zur Kontrollgruppe (FFA: 3,33 + 0,36
mm? vs. Sham: 3,31+0,33 mm3, p = 0,078, nach zweifaktorieller Varianzanalyse, Abb. 6).

Auch in allen Subregionen waren keine Signifikanzen nachweisbar (Tab. 5).
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Tab. 5 Analysis of Variances (ANOVA) des Gyrus dentatus
Dargestellt sind die Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (SD) und p-Werte des Gyrus dentatus
kontra- und ipsilateral von scheinoperierten Tieren (Sham, N = 7) und Ratten zwei Monate nach facio-

facialer Anastomose (FFA, N = 8).

FFA Sham p - Wert
(ANOVA)
MW SD MW SD
Str. granulosoum 0,58 0,06 0,58 0,07 p =0,052
Str. moleculare 1,85 0,17 1,85 0,17 p=0,061
Hilus 0,90 0,14 0,88 0,11 p=0,123

Gyrus dentatus
4,0 -
3,5
3,0
2,5 M FFA kontra
2,0 B Sham kontra

1,5 = FFA ipsi

Volumen (mm3)

1,0 & Sham ipsi

0,5

0,0

Gesamt Str. gran. Str. mol. Hilus

Abb. 6 Volumetrische Analyse des Gyrus dentatus

Dargestellt ist das gesamte Volumen mit den Subregionen Stratum granulosum, Stratum moleculare und
Hilus des kontra- und ipsilateralen Gyrus dentatus von scheinoperierten Tieren (Sham, N = 7) und Ratten
zwei Monate nach facio-facialer Anastomose (FFA, N = 8). Gezeigt sind die Mittelwerte und deren
Standardabweichung (SD). Es bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen

(p = 0,052, zweifaktorielle Varianzanalyse).

4.1.1.2 Cornu Ammonis 3

Die volumetrischen Untersuchungen des CA3 konnten signifikante Unterschiede in allen

Teilbereichen nachweisen (Abb. 7). Die Varianzanalyse zeigte Effekte in der Interaktion
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von Kontralateralitdt und Behandlung (ANOVA Side Treatment Effekt, p = 0,016, Abb. 7).
Diese Effekte wurden mit dem Holm-Sidak Test fir mehrfache Gruppenvergleiche
verdeutlicht. Im Gesamtvolumen konnte eine deutliche Zunahme des Volumens um 15 %
zwischen FFA kontralateral zu Sham kontralateral (FFA kontra: 2,32 + 0,11 mm? vs. Sham
kontra: 2,02 + 0,21 mm3, p = 0,023, Holm-Sidak-Test, Abb. 7) und um 16 % zu FFA
ipsilateral (FFA ipsi: 2,00 + 0,17 mm?, p = 0,010, Holm-Sidak-Test, Abb. 7) festgestellt
werden. Hingegen traten auf der ipsilateralen Seite zwischen FFA und der Kontrollgruppe
keine signifikanten Unterschiede auf (Sham ipsi: 2,13 £ 0,29 mm3, p = 0,254, Holm-Sidak-
Test).

Allen Subregionen von CA3 zeigen dhnliche volumetrische Effekte in der Gruppe von FFA
kontralateral. Im Stratum pyramidale bestanden ebenfalls signifikante Volumenzunahmen
um 12 % zwischen FFA kontralateral und Sham kontralateral (FFA kontra: 0,38 + 0,05 mm>
vs. Sham kontra: 0,34 + 0,03 mm3, p = 0,044, Holm-Sidak-Test, Abb. 7), sowie um 27 %
zwischen FFA kontralateral und FFA ipsilateral (FFA ipsi: 0,30 £ 0,01 mm3, p < 0,001, Holm-
Sidak-Test, Abb. 7). Im Stratum oriens bestand der volumetrisch signifikant erfassbare
Unterschied zwischen FFA kontralateral und Sham kontralateral in einer Zunahme um
19 % (FFA kontra: 0,74 + 0,07 mm® vs. Sham kontra: 0,62 + 0,05 mm?, p = 0,024, Holm-
Sidak-Test, Abb. 7). Im Stratum radiatum war ein Effekt der Behandlung zwischen der
kontralateralen und ipsilateralen Seite zu verzeichnen, die sich in einer Volumenzunahme
von 13 % von FFA kontra darstellte (FFA kontra: 1,19 + 0,11 mm?> vs. FFA ipsi: 1,05 +
0,10 mm?>, p = 0,028, Holm-Sidak-Test, Abb. 7).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die FFA zu einer Hypertrophie der entsprechenden

kontralateralen CA3-Region fiihrte.
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Abb. 7 Volumetrische Analyse des Cornu Ammonis 3

Dargestellt ist das gesamte Volumen mit den Subregionen Stratum pyramidale, Stratum oriens und Stratum
radiatum des kontra- und ipsilateralen Cornu Ammonis 3 (CA3) von scheinoperierten Tieren (Sham, N = 7)
und Ratten zwei Monate nach facio-facialer Anastomose (FFA, N = 8). Gezeigt sind die Mittelwerte und
deren Standardabweichung (SD). Die Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05, Holm-

Sidak-Test nach zweifaktorieller Varianzanalyse).

4.1.1.3 Cornu Ammonis 1

In Abb. 8 werden die Mittelwerte der Volumina der CAl-Region mit
Standardabweichungen dargestellt. Auch hier waren wie im Gyrus dentatus (s. Kapitel
4.1.1.1) keine volumetrischen Haupt- oder Interaktionseffekte von Behandlung und
Hemisspharenseite zwei Monate nach FFA im Vergleich zur Kontrollgruppe nachzuweisen.
(FFA: 3,02 + 0,35 mm? vs. Sham: 3,03 + 0,27 mm3, p = 0,452, nach zweifaktorieller
Varianzanalyse, Abb. 8). In den Subregionen des CAl ergaben sich ebenfalls keine

signifikanten Unterschiede (Tab. 6).
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Tab. 6 Analysis of Variances (ANOVA) des Cornu Ammonis 1
Dargestellt sind die Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (SD) und p-Werte des Cornu Ammonis 1
kontra- und ipsilateral von scheinoperierten Tieren (Sham, N = 7) und Ratten zwei Monate nach facio-

facialer Anastomose (FFA, N = 8).

FFA Sham p - Wert
(ANOVA)
MW SD MW SD
Str. pyramidale 0,30 0,03 0,31 0,04 p =0,098
Str. oriens 0,80 0,10 0,80 0,09 p=0,519
Str. radiatum 1,93 0,24 1,94 0,18 p=0,368
CA1l CA1l
4,0 - 2,5 -
3,5 -
2,0
a 3,0 A ;.g
€05 - W FFA kontra £ 15 B FFA kontra
S 2,0 - B Sham kontra 3 m Sham kontra
E 15 - B FFA ipsi £ 10
2 y p E = FFA |p5|
> 1,0 7 H Sham IpSI 0,5 % Sham IpSI
0,5 -
A 0,0 - Bo
Gesamt Str.  Str.  Str.

pyram. oriens radiat.

Abb. 8 Volumetrische Analyse des Cornu Ammonis 1

Dargestellt ist das gesamte Volumen (Abb. A) mit den Subregionen Stratum pyramidale, Stratum oriens und
Stratum radiatum (Abb. B) des kontra- und ipsilateralen Cornu Ammonis 1 (CA1) von scheinoperierten
Tieren (Sham, N = 7) und Ratten zwei Monate nach facio-facialer Anastomose (FFA, N = 8). Gezeigt sind die
Mittelwerte und deren Standardabweichung (SD). Es bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen

den beiden Gruppen (p > 0,098, zweifaktorielle Varianzanalyse).

4.1.2 Mikroglia

Nach einer Neurotmesis kommt es im ZNS zu einer Mikrogliose (Thomas 1992). Diese

Mikrogliose kann mittels Ibal-Antikérper immunhistochemisch detektiert werden, da
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Ibal-Zellen spezifisch in Mikrogliazellen exprimiert werden (Abb. 9) (Ito et al. 1998, Raslan
et al. 2013).

Die mikroskopischen Untersuchungen zwei Monate nach FFA ergaben in der
zweifaktoriellen Varianzanalyse keine signifikanten Unterschiede der nominellen
Mikrogliaanzahl in beiden Hippocampi im Vergleich zur Kontrollgruppe (FFA: 48,42 + 3,88
x 10° vs. Sham: 46,67 + 3,19 x 106, p = 0,147, zweifaktorielle Varianzanalyse, Abb. 10).

Abb. 9 Darstellung von Mikrogliazellen im Hippocampus

Die Abbildungen zeigen zwei reprédsentative Bildausschnitte des Hippocampus in einer Ibal — Farbung in 40x
ObjektivvergroRerung. Dargestellt sind Iba” Mikrogliazellen (Pfeile) innerhalb des Hippocampus zwei
Monate nach facio-facialer Anastomose (Abb. A) und Scheinoperation (Abb. B). Die Pfeile stellen Zellen dar,
die nach stereologischen Regeln gezdhlt werden. Die Zelle links in Abb. B (Pfeilspitze) liegt auf der

»verbotenen Linie” und darf nicht gezahlt werden.
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Abb. 10 Quantitative Analyse der Mikrogliazellen des Hippocampus

Die Abbildung zeigt die Anzahl (N) der Ibal® Zellen des kontra- und ipsilateralen Hippocampus von
scheinoperierten Tieren (Sham, N = 7) und Ratten zwei Monate nach facio-facialer Anastomose (FFA, N = 8).
Gezeigt sind die Mittelwerte und deren Standardabweichung (SD). Es bestanden keine signifikanten

Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (p = 0,147, zweifaktorielle Varianzanalyse).

Bei Betrachtung der Subregionen stellten sich jedoch signifikante Unterschiede in Cornu
Ammonis 3 dar. Hierbei ergab die zweifaktorielle Varianzanalyse einen signifikanten
Haupteffekt der Behandlung und Interaktionseffekt von Hemispharenseite und
Behandlung (ANOVA Treatment Effekt, p = 0,022; ANOVA Side Treatment Effekt,
p =0,016; Abb. 11).

Bei weiterer Analyse des Haupteffekts ergab sich zum einen, dass die Behandlung auf der
ipsilateralen (rechten) Hemisphare keinen Einfluss auf die Mikrogliaanzahl im Vergleich
zur ipsilateralen Seite der Kontrollgruppe hatte (FFA ipsi: 47,77 £+ 3,51 x 10° vs. Sham ipsi:
48,18 + 1,99 x 10° p = 0,921, Holm-Sidak-Test, Abb. 11). Demgegeniiber stand die
Erhéhung der nominellen Anzahl an Mikrogliazellen um 9 % im kontralateralen Cornu
Ammonis 3 zwei Monate nach FFA verglichen zum kontralateralen Cornu Ammonis 3 der
Kontrollgruppe (FFA kontra: 49,07 + 4,24 x 10° vs. Sham kontra: 45,15 + 4,39 x 10°,
p = 0,002, Holm-Sidak-Test, Abb. 11).

Nachdem gezeigt wurde, dass die facio-faciale Anastomose einen Einfluss auf Anzahl an

Ibal*-Zellen hatte, kénnten sich die Veranderungen in den Hemispharen unterschiedlich
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stark auswirken. Hier konnte jedoch bewiesen werden, dass es innerhalb der FFA-Gruppe
keine signifikanten Veranderungen der Mikroglia zwischen ipsilateralen und
kontralateralen Cornu Ammonis 3 gibt (FFA kontra: 49,07 + 4,24 x 10° vs. FFA ipsi: 47,77
3,51 x 10° p =0,061, Holm-Sidak-Test, Abb. 11).

Anzahl Ibal* Zellen

M FFA kontra
® Sham kontra
& FFA ipsi

= Sham ipsi

Gyrus dentatus CA3 CAl

Abb. 11 Quantitative Analyse der Mikrogliazellen der Subregionen des Hippocampus

Die Abbildung zeigt die Anzahl (N) der Ibal® Zellen innerhalb der Subregionen Gyrus dentatus, Cornu
Ammonis 3 (CA3) und Cornu Ammonis 1 (CAl) des kontra- und ipsilateralen Hippocampus von
scheinoperierten Tieren (Sham, N = 7) und Ratten zwei Monate nach facio-facialer Anastomose (FFA, N = 8).
Gezeigt sind die Mittelwerte und deren Standardabweichung (SD). Die Sternchen kennzeichnen signifikante

Unterschiede (p < 0,05, Holm-Sidak-Test nach zweifaktorieller Varianzanalyse).

Mit Hilfe der ermittelten Anzahl an Mikrogliazellen und den dazugehorigen
Referenzvolumina lieR sich die Dichte der Mikrogliazellen pro Kubikmillimeter
bestimmen. Dabei ergaben sich in der zweifaktoriellen Varianzanalyse der Mikrogliadichte
des gesamten Hippocampus ein Effekt der Hemispharenseite (kontralateral: 16,21 + 1,30
x 10° mm?3 vs. ipsilateral: 17,22 + 1,61 x 10° mm’3, p = 0,035, zweifaktorielle
Varianzanalyse, Abb. 12). Bei Aufschlisselung der Gruppen nach Behandlung und
Kontrollgruppe konnte ermittelt werden, dass dieser Hemispharenunterschied zwischen
kontra- und ipsilateral lediglich innerhalb der FFA-Gruppe bestand (FFA kontra: 16,24 +
1,12 x 10 mm vs. FFA ipsi: 17,67 + 1,51 x 10° mm, p = 0,038, Holm-Sidak-Test, Abb. 12).
Um 8 % nahm die Mikrogliadichte pro Kubikmillimeter in FFA-kontra im Vergleich zu FFA-
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ipsi ab. Wie zu erwarten ergab sich kein signifikanter Effekt innerhalb der Kontrollgruppe
(Sham kontra: 16,17 + 1,48 x 10° mm™ vs. Sham ipsi: 16,76 £ 1,71 x 10° mm'3, p = 0,319,
Holm-Sidak-Test, Abb. 12).

Dichte Ibal* Zellen
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Abb. 12 Quantitative Analyse der Mikrogliadichte des Hippocampus

Die Abbildung zeigt die numerische Dichte (Nv) der Ibal® Zellen des kontra- und ipsilateralen Hippocampus
von scheinoperierten Tieren (Sham, N = 7) und Ratten zwei Monate nach facio-facialer Anastomose (FFA,
N = 8). Gezeigt sind die Mittelwerte und deren Standardabweichung (SD). Die Sternchen kennzeichnen

signifikante Unterschiede (p < 0,05, Holm-Sidak-Test nach zweifaktorieller Varianzanalyse).

Bei der zweifaktoriellen Varianzanalyse der Subregionen des Hippocampus ergaben sich
keine signifikanten Effekte der Mikrogliadichte in Cornu Ammonis 3 (p = 0,158).

Bei der Varianzanalyse des Cornu Ammonis 1 stellte sich ein signifikanter Haupteffekt der
Hemispharenseite dar (kontralateral: 15,38 + 1,02 x 10°mm> vs. ipsilateral: 16,61 + 1,36 x
10° mm, p = 0,013, Holm-Sidak-Test, Abb. 13). Die Post-hoc-Analyse ergab, dass die FFA
zu einer Minderung der Mikrogliadichte um 8 % der kontralateralen Hemisphdre im
Vergleich zur ipsilateralen Seite fuhrte (FFA kontra: 15,39 + 1,00 x 10° mm™ vs. FFA ipsi:
16,72 £ 1,27 x 10°mm, p = 0,045, Holm-Sidak-Test, Abb. 13).

Im Gyrus dentatus zeigte sich nach zweifaktorieller Varianzanalyse ein signifikanter
Interaktionseffekt von Behandlung und Hemisphéarenseite (ANOVA Side Treatment Effekt,

p = 0,042, Abb. 13). In der Post-hoc-Analyse mittels des Holm-Sidak-Tests konnte kein
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signifikanter Effekt zwischen der Gruppe der Ratten mit facio-facialer Anastomose und
der Sham-Gruppe festgestellt werden (FFA: 18,22 + 1,47 x 10° mm™ vs. Sham: 18,06 +
1,94 x 10° mm>, p = 0,206, Holm-Sidak-Test, Abb. 13). Lediglich zwei Monate nach FFA
zeigte sich ein signifikanter Effekt innerhalb der FFA-Gruppe zwischen kontralateralen und
ipsilateralen Gyrus dentatus, der sich in durch eine Abnahme der Mikrogliadichte um
11 % charakterisierte (FFA kontra: 17,18 *+ 1,30 x 10° mm™ vs. FFA ipsi: 19,25 + 1,64 x
10°mm’3, p = 0,028, Holm-Sidak-Test, Abb. 13).
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Abb. 13 Quantitative Analyse der Mikrogliadichte der Subregionen des Hippocampus

Die Abbildung zeigt die numerische Dichte der Ibal® Zellen innerhalb der Subregionen Gyrus dentatus,
Cornu Ammonis 3 (CA3) und Cornu Ammonis 1 (CA1) des kontra- und ipsilateralen Hippocampus von
scheinoperierten Tieren (Sham, N = 7) und Ratten zwei Monate nach facio-facialer Anastomose (FFA, N = 8).
Gezeigt sind die Mittelwerte und deren Standardabweichung (SD). Die Sternchen kennzeichnen signifikante

Unterschiede (p < 0,05, Holm-Sidak-Test nach zweifaktorieller Varianzanalyse).

4.2 Histologische Auswertung des Barrel-Kortex

4.2.1 Kortikale Dicke des Barrel-Kortex

Der somatosensorische Kortex reprasentiert die somatotope Anordnung von
sensorischen Afferenzen auf die jeweiligen Kortexareale. Die Lamina IV ist ausschlieRlich
in sensorischen Kortizes ausgepragt und stellt das Hauptziel der thalamo-kortikalen

Efferenzen dar.
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Fir die Beurteilung einer GréBenveranderung im somatosensorischen Kortex war es
notwendig dessen entsprechende Referenzflaichen und Durchmesser in beiden Gruppen,
sowohl ipsi- als auch kontralateral, zu bestimmen. Die Flache des Barrel-Kortex wurde in
koronaren Schnitten mit Hilfe des Stereo Investigators umrandet und der Durchmesser als
kortikale Dicke bestimmt. In der gleichen Weise wurde mit Lamina IV vorgegangen,

welche sich durch einen deutlichen Kontrast in der Nissl-Farbung kennzeichnet (Abb. 14).

Abb. 14 Fluoreszierende Nissl-Farbung der Lamina IV des Barrel-Kortex

Histologische Darstellung der Lamina IV des somatosensorischen Kortex mittels griin fluoreszierender Nissl-

Farbung in 5x ObjektivvergroRerung ohne (Abb. A) und mit Umrandung (Abb. B).

Beim Vergleich der sensomotorischen kortikalen Gesamtdicke der scheinoperierten
Ratten mit den Tieren zwei Monate nach FFA ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen (FFA: 1642 + 110 um vs. Sham: 1581 + 78 um,
p = 0,097, zweifaktorielle Varianzanalyse, Abb. 15A).

Zur weiteren Exploration des somatosensorischen Kortex erfolgte die Analyse der Barrels
in Lamina IV, welche die erste Schaltstelle in der kortikalen Verarbeitung darstellen. Die
Varianzanalyse verdeutlichte einen signifikanten Effekt der Behandlung (p = 0,004,
zweifaktorielle Varianzanalyse, Abb. 15B), welcher mit einem Holm-Sidak-Test fir
mehrfache Gruppenvergleiche verdeutlicht wurde.

Diese Ergebnisse stellten nach facio-facialer Anastomose eine Verminderung des

Durchmessers um 10 % im Vergleich zur Kontrollgruppe fest. Dieses Resultat der
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Behandlung zeigte einen signifikanten Effekt (FFA: 215 + 18 um vs. Sham: 238 + 15,
p = 0,004, Holm-Sidak-Test, Abb. 15B). Hingegen konnte innerhalb der FFA-Gruppe kein
signifikanter Unterschied zwischen der kontralateralen und ipsilateralen Lamina IV des
Barrel-Kortex gefunden werden (FFA kontra: 218 + 7 um vs. FFA ipsi: 213 + 28 um,
p = 0,625, Holm-Sidak-Test, Abb. 15B).

So lielk sich jedoch nachweisen, dass die kontralaterale Lamina IV des Barrel-Kortex nach
facio-facialer Anastomose um 11 % kleiner war als die kontralaterale Lamina IV der
Kontrollgruppe (FFA kontra: 218 + 7 um vs. Sham kontra: 244 + 20 um, p = 0,013, Holm-
Sidak-Test, Abb. 15B). Es war ein Trend der kortikalen Dicke zwischen der ipsilateralen
Lamina IV und der entsprechenden ipsilateralen Kontrollgruppe zu verzeichnen (FFA ipsi:
213 £ 28 um vs. Sham ipsi: 231 + 10 um, p = 0,073, Holm-Sidak-Test, Abb. 15B).

Daraus lasst sich schlieRen, dass die facio-faciale Anastomose zu einer Atrophie der
Lamina IV des Barrel-Kortex flihrte, welche aber vorrangig die kontralaterale Hemisphare
betraf. Denn innerhalb der FFA-Gruppe lieR sich kein GroRenunterschied zwischen der

ipsi- und kontralateralen Lamina IV des Barrel-Kortex feststellen.

Barrel-Kortex Lamina IV des Barrel-Kortex
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Abb. 15 Analyse der kortikalen Dicke des Barrel-Kortex und seiner Lamina IV

Dargestellt ist der Durchmesser jeweils der kontra- und ipsilateralen Hemisphéare des Barrel-Kortex (Abb. A)
und der Lamina IV (Abb. B) von scheinoperierten Tieren (Sham, N = 7) und Ratten zwei Monate nach facio-
facialer Anastomose (FFA, N = 8). Gezeigt sind die Mittelwerte und deren Standardabweichung (SD). Die
Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05, Holm-Sidak-Test nach zweifaktorieller

Varianzanalyse).
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4.2.2 Astrozyten

Viele Erkrankungen im Gehirn gehen einher mit einer Veranderung der Morphologie der
Astrozytenpopulation. So lasst sich eine Astrogliose z.B. bei degenerativen Erkrankungen
wie Alzheimer und Multipler Sklerose nachweisen (Kettenmann und Verkhratsky 2011).
Wie in 4.2.1 beschrieben, tritt nach peripherer Fazialislasion eine Atrophie der Lamina IV
des Barrel-Kortex in der kontralateralen Hemisphare auf. Zur weiteren Analyse der
kortikalen Umbauprozesse in der Lamina IV erfolgte die immunhistochemische Analyse
der Astrozyten mittels S100-Antikérper um eine mogliche astrogliare Mitbeteiligung zu

erfassen (Abb. 16).

Abb. 16 Darstellung von Astrozyten in der Lamina IV des Barrel-Kortex

Die Abbildungen zeigen zwei reprasentative Bildausschnitte der Lamina IV des Barrel-Kortex in einer S100 —
Farbung in 40x ObjektivvergroRerung. Dargestellt sind S100" Astrozyten (Pfeile) zwei Monate nach facio-
facialer Anastomose (Abb. A) und Scheinoperation (Abb. B). Die Pfeile stellen Zellen dar, die nach
stereologischen Regeln gezahlt werden. Zellen mit Pfeilspitzen als Markierung liegen auRerhalb des

Messareals und diirfen nicht gezahlt werden.

Beim Vergleich der Astrozytenanzahl in der Lamina IV des Barrel-Kortex zwei Monate
nach FFA, verglichen mit der Kontrollgruppe, ergaben sich in beiden Hemispharen keine
signifikanten Unterschiede (FFA: 41,68 + 6,94 x 10° vs. Sham: 36,83 * 6,62 x 10°
p = 0,135, zweifaktorielle Varianzanalyse, Abb. 17B).

Bezugnehmend zum Referenzvolumen wurden in der Analyse der Astrozytendichte keine
signifikanten Veridnderungen festgestellt (FFA: 25,38 + 2,77 x 10° mm™ vs. Sham: 23,26 +
3,47 x 10° mm'3, p = 0,087, zweifaktorielle Varianzanalyse, Abb. 17A).
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Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass die Lamina IV des somatosensorischen Kortex keiner
Astrozytose unterlag. Dennoch erbrachte die Analyse beider Hemispharen eine Tendenz
zur Zunahme der S100" Astrozytendichte der FFA-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Jedoch kénnte dies auch darin begriindet liegen, dass eine zunehmende
Astrozytendichte das Resultat einer nominellen Zunahme der Astrozytenanzahl und der in

4.2.1 beschriebenen kortikalen Atrophie war.
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Abb. 17 Quantitative Analyse der Astrozyten der Lamina IV des Barrel-Kortex

Die Abbildung zeigt die numerische Dichte (Nv, Abb. A) und Anzahl (N, Abb. B) der S100" Zellen der kontra-
und ipsilateralen Lamina IV des Barrel-Kortex von scheinoperierten Tieren (Sham, N = 7) und Ratten zwei
Monate nach facio-facialer Anastomose (FFA, N = 8). Gezeigt sind die Mittelwerte und deren
Standardabweichung (SD). Es bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen

(p > 0,087, zweifaktorielle Varianzanalyse).

4.2.3 VGLUT2

Der Barrel-Kortex ist die zentrale neokortikale Verarbeitungsstation, welche sensorische
Informationen aus der Peripherie erhdlt. Zur naheren Untersuchung dieser
exzitatorischen afferenten Informationen aus dem Tastsinn der Vibrissen erfolgte
innerhalb der Lamina IV des Barrel-Kortex die quantitative Analyse von glutamatergen
Terminalen zwei Monate nach FFA oder Schein-OP. VGLUT2" Terminale kommen aus dem
Thalamus und innervieren (berwiegend die Lamina IV (Chau et al. 2014). Diese
synaptischen Terminale wurden durch VGLUT2-Antikdrper immunhistochemisch gefarbt

und in der Lamina IV mittels Fluoreszenzmikroskopie ermittelt (Abb. 18).
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Abb. 18 Darstellung von VGLUT2" Terminalen in der Lamina IV des Barrel-Kortex

Es sind zwei reprdsentative Bildausschnitte der Lamina IV in einer VGLUT2 - Farbung in 100x
ObjektivvergréRerung zu sehen. Die Abbildungen zeigen glutamaterge, exzitatorische Terminale (VGLUT2")
in der Lamina IV des Barrel-Kortex (Pfeile) zwei Monate nach facio-facialer Anastomose (Abb. A) und nach

Scheinoperation (Abb. B).

Es konnten zahlreiche Signifikanzen fiir die nominelle Anzahl und numerische Dichte von
VGLUT2" Terminalen nachgewiesen werden.

So zeigte die Varianzanalyse fiir die Anzahl an VGLUT2" Terminalen signifikante Effekte
der Behandlung (ANOVA Treatment, p < 0,001, Abb. 19) und der Hemispharenseite
(ANOVA Side, p = 0,003, Abb. 19). Diese Effekte wurden mit dem Holm-Sidak Test fiir
mehrfache Gruppenvergleiche verdeutlicht. Es bestatigte sich, dass die facio-faciale
Anastomose im Vergleich zur Kontrollgruppe nach zwei Monaten zu einer Abnahme der
glutamatergen Terminale in der Lamina IV des Barrel-Kortex um 17 % fihrte (FFA: 2,76 +
0,26 x 10° vs. Sham: 3,34 + 0,21 x 10°, p < 0,001, Holm-Sidak-Test, Abb. 19).

Darauf aufbauend lieB sich feststellen, dass die Behandlung, verglichen mit
hemisphéarenseitigen Kontrollgruppe, sowohl eine Verminderung der nominellen
VGLUT2"-Terminale um 23 % in der kontralateralen (FFA kontra: 2,52 + 0,22 x 10° vs.
Sham kontra: 3,27 £ 0,29 x 106, p < 0,001, Holm-Sidak-Test, Abb. 19), als auch um 12 % in
der ipsilateralen Lamina IV bewirkte (FFA ipsi: 2,99 + 0,29 x 10° vs. Sham ipsi: 3,40 £ 0,13 x
10°, p = 0,004, Holm-Sidak-Test, Abb. 19).

In der Varianzanalyse zeigte sich, dass es ebenfalls einen signifikanten Unterschied
zwischen kontra- und ipsilateraler Anzahl an VGLUT2" Terminalen gab (p = 0,003). In der
post-hoc Analyse zeigte sich jedoch, dass diese signifikante Hemispharendifferenz nur in
der FFA-Gruppe (p =0,001) und nicht in der Kontrollgruppe (p =0,321) vorlag. Somit

besteht eine Differenz der nominellen exzitatorischen Terminale im Sinne einer Abnahme
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um 16 % in der kontralateralen Lamina IV im Vergleich zur ipsilateralen Lamina IV nach

FFA (Werte s.o., p =0,001).
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Abb. 19 Quantitative Analyse der Anzahl VGLUT2" Terminale in der Lamina IV des Barrel-Kortex

Die Abbildung zeigt die nominelle Anzahl (N) der glutamatergen, exzitatorischen (VGLUT2") Terminale der
kontra- und ipsilateralen Lamina IV des Barrel-Kortex von scheinoperierten Tieren (Sham, N = 7) und Ratten
zwei Monate nach facio-facialer Anastomose (FFA, N = 8). Gezeigt sind die Mittelwerte und deren
Standardabweichung (SD). Die Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05, Holm-Sidak-Test

nach zweifaktorieller Varianzanalyse).

Fiir die numerische Dichte von glutamatergen exzitatorischen Synapsen der Lamina IV
zeigten sich dhnliche signifikante Effekte. Die Varianzanalyse ergab fiir die Dichte der
VGLUT2 -Terminale ebenfalls signifikante Effekte der Hemisphirenseite (ANOVA Side,
p <0,001) und der Behandlung (ANOVA Treatment, p = 0,014, Abb. 20). Die post-hoc-
Analyse erfolgte mit Hilfe des Holm-Sidak-Tests fiir mehrfache Gruppenvergleiche.

Dabei bestatigte sich, dass die facio-faciale Anastomose statistisch in beiden Lamina IV
zusammen nach zwei Monaten zu einer Reduktion der Dichte glutamatergen Terminale
um 8 % im Vergleich zur Kontrollgruppe fihrte (FFA: 12,89 + 1,31 x 10° mm™ vs. Sham:
14,07 + 0,83 x 10° mm>, p < 0,001, Holm-Sidak-Test, Abb. 20). Nachfolgend konnte
eindeutig differenziert werden, dass die oben beschriebene Abnahme der VGLUT2-

Synapsen durch FFA vorrangig im kontralateralen (linken) Barrel-Kortex zu verzeichnen
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war. Dort erfolgte eine 14 %ige Abnahme der glutamatergen exzitatorischen Terminale im
Vergleich zur kontralateralen Seite der Kontrollgruppe (FFA kontra: 11,57 + 0,73 x
10°mm™ vs. Sham kontra: 13,40 + 0,75 x 10° mm>, p = 0,008, Holm-Sidak-Test, Abb. 20).
Hingegen zeigte sich, dass im ipsilateralen Barrel-Kortex keine Dichtedifferenzen
vorhanden waren (FFA ipsi: 14,21 + 1,89 x 10° mm™ vs. Sham ipsi: 14,74 + 0,91 x 10° mm”~,
p = 0,402, Holm-Sidak-Test, Abb. 20).

Gleichzeitig zeigte sich ein signifikanter Effekt bezliglich der Hemispharenseite, so dass
hierbei eine um 14 % geringe Dichte im kontralateralen Barrel-Kortex im Vergleich zum
ipsilateralen nachzuweisen war (kontralateral: 12,49 + 0,74 x 10° mm? vs. ipsilateral:
14,48 + 1,40 x 10° mm3, p < 0,001, Holm-Sidak-Test, Abb. 20). Bei weiterer Analyse stellte
sich heraus, dass dies auf einem signifikanten Effekt innerhalb der FFA-Gruppe beruhte.
So ergab sich innerhalb der Gruppe der Tiere mit facio-facialer Anastomose eine
Abnahme der VGLUT2-Dichte um 19 % im kontralateralen Barrel-Kortex im Vergleich zum
ipsilateralen (FFA kontra: 11,57 + 0,73 x 10° mm™ vs. FFA ipsi: 14,21 + 1,89 x 10° mm>,
p < 0,001, Holm-Sidak-Test, Abb. 20).

Zusammenfassend sind diese Ergebnisse als komplexe Verdanderungen der exzitatorischen
synaptischen Verschaltung im Barrel-Kortex zu werten. Es lieBen sich nach FFA sowohl
multiple Verminderungen der nominellen Anzahl an VGLUT2" Terminalen als auch der
numerischen Dichte in Bezug zur GrofRe des Barrel-Kortex nachweisen. Neben der
klassischen kontralateralen 1:1-Vibrissen-Verschaltung, schien auch der ipsilaterale
Barrel-Kortex im Rahmen des Trigemino-fazialer-Loop-Mechanismus gewissen

Veranderungen in morphologischer als auch quantitativer Auspragung zu unterliegen.
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Abb. 20 Quantitative Analyse der Dichte VGLUT2" Terminale in der Lamina IV des Barrel-Kortex

Die Abbildung zeigt die numerische Dichte (Nv) der glutamatergen, exzitatorischen (VGLUT2") Terminale des
kontra- und ipsilateralen Barrel-Kortex von scheinoperierten Tieren (Sham, N = 7) und Ratten zwei Monate
nach facio-facialer Anastomose (FFA, N = 8). Gezeigt sind die Mittelwerte und deren Standardabweichung
(SD). Die Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05, Holm-Sidak-Test nach zweifaktorieller

Varianzanalyse).
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5 Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten quantitative morphologische Veranderungen in
Barrel-Kortex und Hippocampus zwei Monate nach FFA. Der kontralaterale Hippocampus
unterlag in der CA3-Region mit all seinen Subarealen einer Hypertrophie. Weiterhin
konnte nach peripherer Fazialislasion keine Mikrogliose im Hippocampus festgestellt
werden. Bei Betrachtung des sensomotorischen Kortex ergab sich eine Atrophie der
kontralateralen Lamina IV, jedoch ohne signifikante Astrogliose. Kongruent zum
kortikalen Durchmesser nahm auch der thalamische Input in den kontralateralen Barrel-
Kortex ab, was durch eine Abnahme der nominellen Anzahl als auch der numerischen
Dichte von VGLUT2" Terminalen zu verzeichnen war.

Beide strukturelle Veranderungen in Hippocampus und Barrel-Kortex bestatigen die MRT-
Befunde in einer Vorstudie, wo eine Zunahme der GroRe in hippocampalen Gebieten und

eine Grolenminderung im Barrel-Kortex postuliert wurden.

5.1 Hypertrophie des Hippocampus

Im Rahmen der Untersuchungen zeigten sich im Hippocampus zwei Monate nach FFA
lediglich im CA3 signifikante volumetrische Veranderungen. Hierbei trat eine
Hypertrophie der gesamten Region und aller Subregionen des kontralateralen CA3 im
Vergleich zu Kontrollgruppe auf.

Volumetrische Veranderungen des Hippocampus auf unterschiedliche Reize wurden in
der Literatur schon vielfach beschrieben (Di Paola et al. 2008, Boutet et al. 2014, Kalman
und Keay 2014). Allerdings existieren bisher noch keine Erfahrungen welchen
Anpassungsprozessen der Hippocampus nach peripherer Fazialislasion unterliegt.
Weiterhin ist zu eruieren, weshalb eine isolierte Hypertrophie der kontralateralen CA3-
Region vorliegt. Gegenwartig wird eine unterschiedliche Rolle bei Enkodierungs- und
Abrufprozessen von anterioren und posterioren Abschnitte des Hippocampus diskutiert.
Auf der einen Seite konnte Lepage et al. 1998 den Befund erbringen, dass
Enkodierungsprozesse in rostralen Hippocampusarealen und Abrufprozesse in kaudalen
Abschnitten stattfinden (Lepage et al. 1998). Auf der anderen Seite konnten fMRT-

Ergebnisse zeigen, dass sowohl Enkodierungs- als auch Abrufprozesse mit einer
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Aktivierung in posterioren Hippocampusbereichen einhergehen (Schacter und Wagner
1999). Aus diesem Grund ist nicht eindeutig geklart, ob und welche hippocampalen
Anteile einer funktionellen Spezialisierung unterliegen.

Fir das raumliche Gedachtnis hingegen konnte bei Ratten nachgewiesen werden, dass die
mittleren bis posterioren hippocampalen Abschnitte eine essentielle Bedeutung haben
(Moser und Moser 1998). Nachfolgend konnten sowohl tierexperimentelle als auch
humanexperimentelle Studien volumetrische GréRBenzunahmen im Hippocampus
nachweisen. 2006 zeigte Draganski et al.,, dass Medizinstudenten nach einer
dreimonatigen Examensvorbereitung eine deutliche Zunahme der Volumina der
posterioren Abschnitte der Hippocampi aufwiesen (Draganski et al. 2006). Analog dazu
besaRBen die posterioren Abschnitte der Hippocampi von Londoner Taxifahrer in einer
anderen Studie ein signifikant groBeres Volumen als die Kontrollgruppe auf (Maguire et
al. 2000). Diese Daten zeigten, dass bei intensivierter und vermehrter Nutzung des
raumlichen Gedachtnisinhalts eine hippocampale Hypertrophie entsteht.

Gilbert und Brushfield hatten in ihren tierexperimentellen Versuchen die Bedeutung von
Gyrus dentatus, CA3 und CA1l fir das raumliche Gedachtnis naher untersucht. Hieraus
ergab sich, dass vor allem die CA3-Region eine entscheidende Bedeutung im Abruf von
raumlichen Gedéachtnisinhalten besitzt (Gilbert und Brushfield 2009).

Die isolierte kontralaterale CA3 Hypertrophie konnte somit Ausdruck einer
kompensatorisch vermehrten Nutzung von raumlichen Gedachtnisinhalten sein. Dafiir
spricht die bedeutende Rolle der CA3-Region bei Abfrage raumlicher Gedachtnisinhalte.
Auch die oben beschriebenen Arbeiten von Draganski et al. und Maguiere et al. stiitzen
diese Theorie. Als mogliche Mechanismen fiir diese Ergebnisse kdnnen eine
GroRenzunahme der Nervenzellen, sowie eine mogliche Synaptogenese in Frage
kommen. Es existieren jedoch bisher keine Daten Uber hippocampale Veranderungen
nach Fazialislasion, so dass nur Vermutungen angestellt werden kdnnen. Auch die Vielzahl
an intrahippocampalen und kortikalen Verschaltungen verdeutlicht die Komplexitadt des

Hippocampus, so dass hier eine multifaktorielle Genese angenommen werden muss.
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5.2 Ausbleibende Mikrogliose im Hippocampus

Die Axotomie eines peripheren Nerven fiihrt zu einer reaktiven Mikrogliose im
zugehorigen zentralen Kerngebiet (Calvo und Bennett 2012). Funktionell bedeutsam sind
die aktivierten Mikrogliazellen primar fir die Deafferenzierung von Neuronen und infolge
dessen sekundadr zur Phagozytose von Zelltrimmern als auch zur Neosynaptogenese
innerhalb des Kerngebiets (Bessis et al. 2007, Raslan et al. 2013). Nach Durchtrennung des
N. facialis wiesen Raslan et al. eine 6-fach erhohte Mikrogliazahl zwei Wochen nach
Axotomie im Vergleich zur Kontrollgruppe nach. Nach insgesamt zwei Monaten nahm die
numerische Anzahl wieder ab, die jedoch immer noch um 22 % hoher lag als die Anzahl in
der Vergleichsgruppe.

In den Analysen dieser Arbeit konnte zwei Monate nach peripherer Fazialisldsion jedoch
keine Mikrogliose im Vergleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Zwar kam es im
kontralateralen Cornu Ammonis 3 zu einer numerischen Zunahme, diese ist jedoch mit
einer volumetrischen Zunahme des Teilgebiets zu erkldaren, wodurch infolge dessen die
Mikrogliadichte konstant blieb und somit keine realen Veranderungen nachzuweisen
waren. Die Ergebnisse legen nahe, dass nach einer Nervendurchtrennung eine
Mikrogliose nur im dazugehorigen Kerngebiet auftritt. So konnte gezeigt werden, dass
nach Durchtrennung des R. infraorbitalis n. trigemini bei der Ratte bis nach 60 Tagen eine
reaktive Mikrogliose im PrV auftrat (Henderson et al. 1993, Golden et al. 1997, Miller und
Kuhn 1997). Die Mikrogliazellen sind in direkter raumlicher Nahe der geschadigten Axone
lokalisiert, welches als Hinweis fiir die phagozytotische Aktivitat interpretiert wurde
(Arvidsson 1979). Weiterhin wurde in dieser Arbeit eine zeitliche Dynamik dieser
Mikrogliose nachgewiesen. Erste Verdanderungen sind bereits sieben Tage nach Lasion zu
erkennen, die Anzahl der Zellen steigt stetig an, um dann zwischen dem 14. und 60. Tag
ein kontinuierlich hohes Plateau zu erreichen.

Auf Grund der oben genannten Erkenntnisse von einer isolierten Mikrogliose im
zugehorigen Kerngebiet und einer zeitlichen Dynamik dieser Mikrogliose, lassen sich zwei
Annahmen postulieren. Einerseits kommt es nach Fazialislasion mdglicherweise nur zu
einer reaktiven Mikrogliose im Ncl. n. facialis und zu keiner Veranderung im afferenten
Trigeminusschenkel und anderen Gehirnregionen. Diese Annahme wird ebenfalls durch
den Befund von M. Werle (2014) unterstiitzt, denn dort trat nach Fazialisldasion ebenfalls

keine Mikrogliose im PrV auf.
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Andererseits konnte eine abgelaufene Mikrogliose im Hippocampusgebiet schon vor dem
definierten Messzeitpunkt von zwei Monate nach FFA vollstindig regredient und somit
nicht nachweisbar gewesen sein. Mogliche Belege dafiir sind zum einen Arbeiten von
Arvidsson und Raslan, welche bereits eine zeitliche Komponente der Mikrogliose mit
einer Abnahme nach einem Spitzenpeak zeigten. Des Weiteren bezeichnete schon
Arvidsson die reaktive Mikrogliose als einen rapiden dynamischen Prozess, welcher in
dieser Arbeit bei punktuell erfassten stereologischen Analysen keine Verlaufsbeurteilung

zulasst (Arvidsson 1979, Raslan et al. 2013).

5.3 Deafferenzierung des Barrel-Kortex

Eine Lasion des peripheren N. facialis fihrt zum Verlust der aktiven Beweglichkeit der
Vibrissen von Ratten. Damit einhergehend ist nur eine eingeschrankte Umweltexploration
moglich. Dadurch liegt die Vermutung nahe, dass trotz des intakten sensorischen Systems
der primare sensorische Reizfluss nach FFA vermindert ist. Eine weitere Moglichkeit den
sensorischen Reizfluss zu verringern ist die Deprivation durch das Stutzen oder komplette
Abschneiden der Vibrissen. In der Literatur ist neben der Deprivation auch die
Reizstimulation ein verbreitetes Modell zur Erforschung von neuronaler Plastizitdt im
primdren sensomotorischen Kortex (Kossut 1998, Knott et al. 2002, Holtmaat und
Svoboda 2009). So zeigte Knott et al., dass eine kontinuierliche Vibrissenstimulation tber
24 Stunden zu einer Zunahme von inhibitorischen Synapsen im Barrel-Kortex fihrte
(Knott et al. 2002). Ein Beispiel fiir die Deprivation durch das bilaterale Abschneiden von
Vibrissen liefert Kossut 1998. Hier konnte nachgewiesen werden, dass zwei Monate nach
der Vibrissenentfernung eine erhdhte Zellzahl in Lamina IV zu verzeichnen war (Kossut
1998).

Weitere aktuelle Untersuchungen verdeutlichen, dass schon nach einer kurzen Phase des
Reizentzugs axonale Veranderungen an den thalamokortikalen Projektionsfasern
auftreten (Wimmer et al. 2010, Oberlaender et al. 2012). Diese Ergebnisse liefern einen
Hinweis darauf, dass schon kurze Zeit nach vermindertem Input, es relativ schnell zu
verschiedenen aktivitatsabhangigen kortikalen und synaptischen

Plastizitatsveranderungen im Barrel-Kortex kommt (Chau et al. 2013).
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Auch in dieser Arbeit konnten Zeichen der Plastizitat nachgewiesen werden. Neben einer
Abnahme der kortikalen Dicke des kontralateralen (linken) Barrel-Kortex zwei Monate
nach FFA um 11%, ergab die Analyse auch eine Verminderung der Dichte von
glutamatergen exzitatorischen Terminale um 14 %. In einer vorangegangen Arbeit wurde
gezeigt, dass exzitatorische Neurone im Barrel-Kortex fast ausschliefSlich ihren Input vom
Ncl. ventralis posteromedialis (VPM) aus dem Thalamus erhalten (Viaene et al. 2011).
Diese Erkenntnis legt nahe, dass durch die sensorische Reizabschwachung der peripheren
Fazialislasion ein verminderter afferenter Informationsfluss den Thalamus und schlieBlich
auch den Barrel-Kortex erreicht. Dieser verminderte Input spiegelt sich zum einen in der
verminderten Dichte der exzitatorischen Synapsen als auch in der Atrophie des Barrel-
Kortex wider. Beide Veranderungen sind sowohl Zeichen der synaptischen als auch
kortikalen Plastizitat.

Weiterhin wurde in dieser Arbeit festgestellt, dass scheinbar auch der ipsilaterale Barrel-
Kortex strukturellen Veranderungen unterliegen kdnnte, auch wenn es sich hierbei
lediglich um einen statistischen Trend handelt (p = 0,073). Es ist nicht ausreichend
erforscht, wie der bilaterale sensorische Input im somatosensorischen Kortex integriert
wird. Es existieren Untersuchungen die belegen, dass in hoher organisierten kortikalen
Regionen Verbindungen sowohl zur kontralateralen als auch ipsilateralen Hemisphare
existieren (Disbrow et al. 2000, Hlushchuk und Hari 2006). Somit kann nur vermutet
werden, welche Mechanismen durch eine periphere Fazialislasion mit anschlielfender FFA
im Barrel-Kortex ausgelost werden. Moglicherweise unterliegt der ipsilaterale Barrel-
Kortex nach FFA rechts durch die partielle bilaterale Verschaltung ebenfalls einer
gewissen Atrophie. Auf der anderen Seite ware es allerdings auch moglich, dass durch die
ungeniligende taktile Sensorik die Ratten andere Sinnesorgane vermehrt nutzen und in
Folge dessen eine partielle Atrophie des ipsilateralen somatosensorischen Kortex auftritt.
Diese Arbeit zeigt damit erstmalig, dass nicht nur der verdnderte Reizfluss durch
Manipulation der Vibrissen zu kortikalen und subkortikalen Verdanderungen fiihrt,
sondern bereits Storungen im efferente Schenkel des N. facialis zu signifikanten

Plastizitatsmodifikationen im Barrel-Kortex fuhren.
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5.4 Reaktionen der Astrozyten im Barrel-Kortex

Auf zellularer Ebene sind Gliazellen von hoher Bedeutung fiir neuronale
Reorganisationsprozesse (Guthrie et al. 1997). Die Aufgaben von Gliazellen sind vielfaltig
und reichen von der metabolischen Versorgung der Neurone bis hin zur
Signallbertragung. Es werden drei Arten von Gliazellen unterschieden: Oligodendrozyten,
Mikroglia und Astrozyten. Da die strukturelle Plastizitdt mit der synaptischen Plastizitat
gekoppelt ist, wurden in dieser Arbeit neben den exzitatorischen glutamatergen
Terminalen auch die nominelle Anzahl und numerische Dichte von Astrozyten erfasst
(Hawrylak und Greenough 1995). Den Astrozyten kommt eine essentielle Bedeutung fir
die Homoostase des extrazellulairen Milieus des ZNS zu. Sie modulieren bei der
Signallbertragung die synaptische Transmitterausschiittung durch Aufnahme von Kalium
und Kalzium (Keyser und Pellmar 1994, Porter und McCarthy 1996). Eine weitere wichtige
Funktion von Astrozyten besteht in der Aufnahme und Metabolisierung von Glutamat aus
dem Extrazellularraum, da dieses dort iber einen langeren Zeitraum neurotoxisch wirkt.

In dieser Arbeit konnte im somatosensorischen Kortex bei vorliegender Deafferenzierung
ein Trend zur Astrogliose im Barrel-Kortex nachgewiesen werden. Es ist allerdings nicht zu
klaren, ob die Ungenauigkeit der Messungen (hohe Standardabweichungen) die Ursache
fur die fehlende Signifikanz darstellt, oder ob keine oder noch keine Astrogliose vorliegt.
In einer anderen Arbeit konnte ein zeitlicher Zusammenhang zwischen auftretender
Gliose und dem Zelltod in mit einem Neurotoxin behandelten Ratte (MPTP) nachweisen.
Dabei stellte sich heraus, dass eine Astrogliose erst sekundar zum Zelltod auftrat
(Kohutnicka et al. 1998). Auf Grundlage dieser Befunde kdnnen verschiedene Theorien
die Ergebnisse moglicherweise erklaren: Entweder liegt keine Astrogliose vor, da zum
einen neurodegenerative Verdnderungen fehlen und zum anderen eine Astrogliose eng
an den Zelltod geknipft ist. Oder es liegen Messungenauigkeiten vor, die eine echte

Signifikanz der Astrogliose maskieren.

5.5 Synaptische Plastizitat

Wie unter Kapitel 5.2 beschrieben, zeigten Untersuchungen im Tiermodell nach

Fazialislasion nur Veranderungen im zugehorigen Kerngebiet. Die Ergebnisse dieser Arbeit
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wiesen quantitative morphologische Veranderungen — in Korrelation mit den MRT-
Ergebnissen - in primar nicht direkt von der peripheren Fazialisparese betroffenen
Gebieten wie Hippocampus und Barrel-Kortex nach. Diese strukturellen Umbauprozesse
und dynamischen Veranderungen kénnen im Rahmen der kortikalen und synaptischen
Plastizitat interpretiert werden.

Die Plastizitat der Reprasentationsorten des somatosensorischen Kortex ermdéglicht unter
der Dynamik von verstarkten oder verminderten sensorischen Input die
Repradsentationsgebiete im Kortex zu vergroRern oder zu verkleinern. Diese Modulationen
unterliegen scheinbar Adaptationen, die durch verminderten Input wie in diesem
Experiment, aber auch nach Nervenverletzungen oder nach Amputationen von
Extremitaten, auftreten (Jones et al. 1997). Es wird angenommen, dass die kortikale
Plastizitat nicht nur einem einfachen anatomischen Konstrukt entspricht, sondern
vielmehr das Ergebnis komplexer physiologischer Interaktionen ist und es sich somit eher
um eine funktionelle Reorganisation handelt (Calford 2002). Nach Deprivation von
Vibrissen bei Ratten konnte eine Langzeitinhibierung von intrakortikalen Synapsen
zwischen Lamina IV und II/lll im somatosensorischen Kortex festgestellt werden (Allen et
al. 2003). Bei Betrachtung dieser Inhibitionsvorgange und deren raschen Dynamik |dsst
sich nachweisen, dass diese Inhibitionsvorgdnge einen standigen Input aus der Peripherie
erfordern (Calford 2002). Damit lasst sich erklaren, warum diese Verdanderungen nach
Deprivation und nach FFA auftreten.

Neben diesen funktionellen Verdnderungen werden auch morphologische
Anpassungsprozesse in Form von axonaler Aussprossung beteiligter Neurone
angenommen. Bisher existieren keine stereologischen und volumetrischen Analysen von
Hippocampus oder Barrel-Kortex zwei Monate nach FFA, wodurch bislang nicht erforscht
ist, ob und welche Veranderungen in diesen beiden Arealen nach peripherer Fazialisldsion
stattfinden.

Das Gehirn besitzt jedoch Mechanismen um auf solche Veranderungen und Reize zu
reagieren. In anderen Modellen zur ZNS-Plastizitdt zeigte sich, dass es zwei spezifische
Anpassungsprozesse auf periphere Nervenldsionen gibt. Zum einen das Sprossen bzw.
Sprouting, welches das kollaterale Auswachsen von Axonen bezeichnet (Bishop 1982).
Zum anderen die Retraktion, das Zurilickziehen von nicht mehr benétigten afferenten

Axonen (Bishop 1982). Verschiedene tierexperimentelle Untersuchungen zeigten einen
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Zusammenhang auf kortikaler Ebene zwischen verdanderter Reprasentation und axonaler
Aussprossung auf (Pons et al. 1991, Darian-Smith und Gilbert 1994, Florence et al. 1998).
Ein Beispiel fir die Retraktion von Axonen lieferten die Forschungen von Merzenich 1983.
Nach Durchtrennung des N. medianus bei Affen konnte eine Verkleinerung des kortikalen
Repradsentationsareals des zugehdrigen Versorgungsgebiets beschrieben werden. Parallel
dazu nahmen die Reprasentationsgebiete des N. ulnaris und N. radialis kompensatorisch
zu (Merzenich et al. 1983).

Zur weiteren Erklarung dieser scheinbar indirekten Veranderungen dient das Modell des
sensomotorischen Loops (Vaughan und Richardson 1993, Ferreira et al. 1994, Tomov et
al. 2002, Guntinas-Lichius 2007, Raslan et al. 2013). Hierbei kommt es unter der Pramisse
einer fehlerhaften motorischen Regeneration nach Fazialisparese mit entsprechender
geminderter Vibrissenpro- und —Retraktion zu einer konsekutiven Minderinformation des
taktilen Apparats. Dieser verminderte Input fihrt zu einer verringerten Innervation des
sensomotorischen Kortex. In Rahmen der neuronalen Plastizitdt kdnnte dies zu einer
kompensatorischen Zunahme des Volumens des Hippocampus filihren. Dieser ist neben
der Gedachtniskonsolidierung und dem Lernen auch fiir die raumliche Orientierung
wichtig. Auf Grund der verringerten Umweltreize, konnte dies an Relevanz zunehmen und
zu einer entsprechenden kompensatorischen Volumenzunahme fiihren.

Diese beiden Plastizitdtsmodelle konnten auch in dieser Arbeit als Erklarung dienen und
einen Beitrag flr das hier zu untersuchende trigemino-faziale Loop-Modell liefern. Die
Volumenzunahme in CA3 im Hippocampus konnte moglicherweise ein Effekt der
Axonsprossung von kreuzverschalteten Interneuronen sein, mit dem Ziel
kompensatorisch zu einer starkeren Auspragung der rdumlichen Orientierung zu fihren.
In diesem Kontext der neuronalen Plastizitat lassen sich auch die Ergebnisse des Barrel-
Kortex interpretieren. Die in dieser Arbeit nachgewiesene Atrophie des kontralateralen
Barrel-Kortex nach FFA konnte sich somit ebenfalls durch die o.g. Plastizitdtsprozesse
nach Deprivation einordnen. Bei dieser Arbeit konnten die vorhandenen Vibrissen der
rechten Seite nach peripherer Fazialislasion rechts durch das motorische Defizit lediglich
passive erhaltene Informationen weiterleiten. Eine Arbeit von Angelov et al. konnte
nachweisen, dass repetitive Stimulationen der motorisch defekten Vibrissen die

vollstandige Genesung der Vibrissen fordert (Angelov et al. 2007).
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Ein weiterer Ausdruck der Atrophie im Barrel-Kortex ist die aufgezeigte Dichteminderung
von exzitatorischen glutamatergen Terminalen. Sie sind ein Ausdruck der
Deafferenzierung des Barrel-Kortex und kénnen durch die o.g. Retraktion von Axonen
nach vermindertem Input erklart werden. Welchen Veranderungen der VPM im Thalamus
als Hauptafferenzgebiet der Lamina IV unterliegt, lasst sich in dieser Arbeit nicht klaren
und misste dahingehend in nachfolgenden Studien untersucht werden.

Es gibt Hinweise darauf, dass neben der kontralaterale Verschaltung von peripher nach
zentral auch eine ipsilaterale Verschaltung vorliegt. Die gefundene Tendenz zur
atrophischen Veranderungen des ipsilateralen Barrel-Kortex gliedert sich in die aktuelle
Fachliteratur ein. So konnte Reinecke et al. nachweisen, dass sich Veranderungen der
rezeptiven Felder nicht nur auf die kontralaterale Seite ausdehnen, sondern auch auf
ipsilaterale Areale (Reinecke et al. 2003). Das bedeutet, dass kortikale Plastizitat bilateral
stattfindet. Diese Entdeckung lasst allerdings offen, an welchen Orten kortikale Plastizitat
entsteht und welche kortikalen und subkortikalen Strukturen daran beteiligt sind. Wang
und Wall gehen davon aus, dass sowohl kortikale als auch subkortikale Strukturen an der
Generierung von Plastizitat beteiligt sind und sich gegenseitig beeinflussen (Wang und
Wall 2005, Wang und Wall 2006). Dieses Modell zeigt auch die Komplexitat der
intrakortikalen Verschaltungen auf und kénnte ebenfalls die simultanen Veranderungen
in Hippocampus und Barrel-Kortex erklaren.

Es ist allerdings zu beachten, dass in vielen Untersuchungen zum Verstiandnis der
neuronalen Plastizitdt tierexperimentelle Studien genutzt werden, es jedoch Hinweise
gibt, dass sich Menschen wund Nagetiere in bestimmten zentralnervosen

Reorganisationsprozessen unterscheiden (Jain et al. 2000).
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6 Schlussfolgerungen

Diese Arbeit wies am Rattenmodell zwei Monate nach Fazialisschadigung erstmalig
Veranderungen in Hippocampus und somatosensorischen Kortex nach.

Folge der Fazialisschadigung war eine Deafferenzierung sowohl des kontralateralen als
auch des ipsilateralen somatosensorischen Kortex. Dies zeigte sich durch eine Abnahme
der kortikalen Dicke und der numerischen Dichte von VGLUT2" Terminalen. Weiterhin
konnte keine Astrozytose im Barrel-Kortex festgestellt werden. Die atrophischen
Veranderungen waren vermutlich eine Folge der reduzierten kortikofugalen Innervation.
Im Hippocampus waren zwei Monate nach FFA strukturelle Alterationen vor allem im CA3
ausgepragt. In allen Subregionen von CA3 nahm das Volumen signifikant zu. Diese
GroRRenzunahme konnte im Sinne der ZNS-Plastizitat als kompensatorische Reaktion auf
den verminderten peripheren Input gewertet werden. Weiterhin zeigte sich im
Hippocampus und seinen Subregionen keine reaktive Mikrogliose, wie sie sonst nach

peripheren Nervenldsionen im zugehoérigen Kerngebiet gefunden werden.
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