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Im Gehirn finden sich neben den Nervenzellen mehrere Arten von Gliazellen. Wéahrend Nervenzellen
die schnelle Signaliibertragung vermitteln, sind die vielféltigen Funktionen der Gliazellen weitgehend
unverstanden, nicht zuletzt, weil es bisher kaum moglich war, diese Zellen im intakten Hirngewebe zu
untersuchen. Durch die Entwicklung neuer Fluoreszenz-Farbetechniken und die Anwendung der Zwei-
Photonen-Fluoreszenz-Mikroskopie ist es jetzt moglich geworden, Gliazellen in der intakten Hirnrinde
mit hoher rdumlicher und zeitlicher Auflosung sichtbar zu machen und ihr Verhalten zu beobachten. Zum
Beispiel konnten wellenformige Verdnderungen der intrazelluldren Konzentration von Kalzium im
Astrozyten-Netzwerk gemessen werden. Diese vermitteln vermutlich Signale langer Reichweite in der
Hirnrinde. Zudem wurde entdeckt, dass Mikrogliazellen, die Abwehrzellen des Gehirns, im gesunden
Gehirn nicht im Ruhezustand verharren, sondern bestindig das umgebende Gewebe mit ihren
beweglichen, feinen Fortsdtzen abtasten und sozusagen kontrollieren. Sie zeigen dabei ein erstaunlich
hohes Mal3 an Verdnderbarkeit ihrer Form, wie es sich bei keinem anderen Zelltyp der Hirnrinde findet.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Mikrogliazellen bei lokalen Blutgefédf3verletzungen innerhalb
weniger Minuten die verletzte Stelle gezielt mit ihren Zellfortsdtzen abdichten und mit dem Abbau
schiadigender oder geschéadigter Materie beginnen. Diese neuen Ergebnisse verdeutlichen, dass Gliazellen
wichtige Elemente der Hirnrinde sind, sowohl im gesunden Zustand als auch insbesondere bei
Schadigungen des Hirngewebes, zum Beispiel nach einem Schlaganfall.

In addition to neurons the brain contains several types of glial cells. While neurons are responsible for
fast signal transmission and processing, the functional roles of glial cells have largely remained elusive,
in part because methods to investigate these cells in the intact brain were lacking. The development of
novel staining methods and in vivo application of two-photon fluorescence microscopy has now enabled
to visualize glial cells with high spatial and temporal resolution in the intact neocortex and to study their
behavior. Using this combined approach, wave-like oscillations of the intracellular calcium
concentration were resolved in the network of astrocytes. These waves might be involved in long-range
signaling in the neocortex. In addition, microglial cells, the defense cells of the brain, were found to be
not at rest in the healthy brain; they continually survey the surrounding parenchyma with their motile
processes showing an astonishingly high level of structural plasticity that far exceeds what is known
from other cell types. Moreover, microglial cells took immediate protective actions upon rupture of a
blood vessel by targeting and shielding the injured site with their processes. These new results highlight
the importance of glial cells as fundamental elements of the brain, both under normal physiological
conditions as well as following brain damage such as for example caused by a stroke.
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Gliazellen in der Hirnrinde

Das Gehirn umfasst eine Vielzahl von Zellpopulationen, die in der Hirnrinde in enger Nachbarschaft
existieren. Grundsétzlich wird zwischen den Nervenzellen (Neuronen) und den Gliazellen unterschieden.
Neurone sind mit ihrer elektrischen Erregbarkeit fiir die schnelle Signalverarbeitung und
Signalweiterleitung zustdndig. Gliazellen hingegen wurden in der Vergangenheit oft als reine Stiitzzellen
angesehen, als Nerven-Kitt (griechisch glia: Leim, Kitt), der die Neurone im Wesentlichen mit
Niébhrstoffen versorgt. Neuere Untersuchungen deuten jedoch daraufhin, dass Gliazellen eine weit groflere
Bedeutung fiir die Funktion des Gehirns haben als bislang angenommen und dass enge wechselseitige
Beziehungen mit den Neuronen bestehen. Zunehmend werden Gliazellen nicht mehr als blof3e Statisten,
sondern als wichtige Akteure des neuronalen Geschehens verstanden.

Es gibt verschiedene Typen von Gliazellen. Oligodendrozyten beispielsweise bilden die so genannten
Myelinscheiden um Nervenfasern. Sie isolieren die Nervenfaser elektrisch — dhnlich wie die
Kunststofthiille eines Kabels —und ermdglichen dadurch erst eine schnelle neuronale Signaliibertragung.
Die Astrozyten regulieren unter anderem die molekulare Zusammensetzung des Extrazelluldrraumes und
beeinflussen damit den Gleichgewichtszustand im Gehirn. Mit ihren Zellfortsétzen umschlieen sie das
Blutgefa3-System und vermitteln den Austausch der wesentlichen am zelluldren Stoffwechsel beteiligten
Stoffe. Mikrogliazellen schlielich sind die immunkompetenten Zellen des Gehirns. Sie sind die ersten
Zellen, die auf pathologische Ereignisse reagieren und die Immunantwort des Gehirns einleiten.

Neue Methoden zur Beobachtung von Gliazellen

Bis vor kurzem konnten Gliazellen fast aussschlieB3lich in vitro, das heil3t au3erhalb des lebenden
Organismus untersucht werden. Derartige Untersuchungsverfahren stellen jedoch einen Eingriff in das
natiirliche Gefiige des Gehirns dar und fiithren zu Verédnderungen des sensiblen extrazelluldren
Gleichgewichts. Neue Verfahren erlauben es nun, einen direkten Blick ins Gehirn zu werfen und Zellen
in vivo, das heifit im intakten Gehirn zu beobachten. Eine Schliisseltechnologie ist dabei die Zwei-
Photonen-Fluoreszenz-Mikroskopie [1], die es ermoglicht, hochauflésende Fluoreszenzbilder aus relativ
groBer Tiefe (bis zu einem Millimeter) im stark lichtstreuenden Nervengewebe aufzunehmen [2, 3, 4].
Voraussetzung fiir die Anwendung der Zwei-Photonen-Fluoreszenz-Mikroskopie ist jedoch die nach
Moglichkeit selektive Anfarbung der zu untersuchenden biologischen Strukturen. Im Hinblick auf die
spezifische Anfarbung der verschiedenen Arten von Gliazellen konnten in den letzten Jahren
entscheidende Fortschritte erzielt werden. Eine {iberraschende Entdeckung war, dass ein bestimmter roter
Fluoreszenzfarbstoff (Sulforhodamine 101) selektiv von Astrozyten aufgenommen wird, wenn er in
verdiinnter Losung auf die Oberflache der Hirnrinde getraufelt wird [5] (Abb. 1). Obwohl der
Transportmechanismus, der zur selektiven Aufnahme fiihrt, noch nicht verstanden ist, konnte gezeigt
werden, dass sich der Farbstoff {iber Poren in der Zellmembran (gap junctions) zwischen den Astrozyten
verteilt. Dieses einfache Verfahren erlaubt daher die Fluoreszenzmarkierung der Astrozyten in einem
begrenzten Hirnrinden-Bereich und lésst sich insbesondere mit neuen Verfahren zur /n-vivo-Anfarbung
von Zellpopulationen mit Kalzium-empfindlichen Farbstoffen kombinieren. Dadurch ist es erstmals
moglich geworden, bei gleichzeitiger Messung neuronaler Aktivitdt, im Astrozyten-Netzwerk langsame
Oszillationen (im Bereich von Sekunden bis Minuten) der intrazelluldren Konzentration von Kalzium,
einem wichtigen intrazelluldren Botenstoff, aufzulosen.
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Abb. 1 : Spezifische Anfdrbung von Astrozyten in der intakten Hirnrinde. (a) Schematische Darstellung der
Férbemethode. Der geléste Farbstoff Sulforhodamine 101 wird durch ein kleines Loch in der Schddeldecke kurz
auf die Oberfliche der Hirnrinde gegeben. (b) Sulforhodamine 101 wird selektiv von Astrozyten, einer bestimmten
Art von Gliazellen, aufgenommen. Astrozyten umschlieffen mit ihren Zellfortsdtzen die Blutgefdfie. Die rot
fluoreszierenden Zellen wurden mithilfe der Zwei-Photonen-Mikroskopie in der intakten Hirnrinde einer
narkotisierten Ratte aufgenommen.

Bild : modifiziert aus Nature Methods [5]

Eine zweite wichtige Methode, Gliazellen im intakten Gehirn sichtbar zu machen, ist die Herstellung
transgener Méuse, in denen ein fluoreszierendes Protein in einem bestimmten Zelltyp produziert wird.
Neben Méusen mit Neuronen-spezifischer Expression gibt es inzwischen verschiedene transgene
Mauslinien, die das griin-fluoreszierende Protein (GFP) entweder in Astrozyten oder in Mikrogliazellen
exprimieren [6]. Diese transgenen Mause konnen mithilfe der Zwei-Photonen-Mikroskopie untersucht
werden. Von groem Vorteil ist dabei, dass die Zellen bereits von Geburt des Tieres an gefarbt sind,
sodass in vielen Experimenten Fluoreszenzbilder nicht-invasiv durch die gediinnte, aber ungedffnete
Schédeldecke aufgenommen werden konnen (Abb. 2).
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ADbb. 2 : Beobachtung von Mikrogliazellen durch die ungedffnete Schddeldecke. (a) Schematische Darstellung der
Messmethode. Es werden transgene Mduse benutzt, die in der Hirnrinde spezifische Expression von GFP (griin-
fluoreszierendes Protein) in Mikrogliazellen zeigen [6]. Die Zellen konnen mit Hilfe der Zwei-Photonen-
Mikroskopie durch die gediinnte, aber ungedffnete Schéideldecke in hoher Auflosung sichtbar gemacht werden. (b)
Fluoreszenzaufnahme von drei Mikrogliazellen durch die Schiideldecke mit Hilfe der Zwei-Photonen-Mikroskopie.
Bild : modifiziert aus Science [7]

Mikroglia: Aufmerksame Wichter in der Hirnrinde

Die Beobachtung von Mikrogliazellen in einer transgenen Mauslinie mit spezifischer GFP-Féarbung hat
besonders aufschlussreiche Ergebnisse iiber das Verhalten dieser Gliazellen geliefert. Durch die
wiederholte Aufnahme von Fluoreszenzbild-Stapeln ein und desselben Volumens der Hirnrinde konnten
die Forscher die Form der Mikrogliazellen {iber mehrere Stunden beobachten. In diesen Filmen wird
offensichtlich, dass Mikrogliazellen in ihrem so genannten ,Ruhezustand' keineswegs in Ruhe sind,
sondern bestdndig das umgebende Gewebe mit ihren feinen Zellfortsitzen abtasten [7]. Dabei zeigen sie
ein erstaunlich hohes Maf3 an Verdnderung ihrer Form: Innerhalb von wenigen Minuten bilden sich immer
wieder neue Tentakel-dhnliche Fortsitze, die zum Teil vermutlich abgestorbenes Zellmaterial
umschlieBen und dann wieder abgebaut werden. Diese Vorgéinge laufen kontinuierlich und ohne
Vorzugsrichtung ab und unterstiitzen wahrscheinlich die Aufrechterhaltung des extrazelluldren
Gleichgewichts.

Mikrogliazellen, als die immunkompetenten Zellen des Gehirns, sind an jeglicher Immunreaktion in der
Hirnrinde beteiligt, etwa bei Hirnschiddigungen oder bei neurodegenerativen Erkrankungen. Mithilfe der
Zwei-Photonen-Mikroskopie konnten die Wissenschaftler untersuchen, wie Mikrogliazellen auf eine
lokale Hirnblutung reagieren, wie sie zum Beispiel bei einem durch Bluthochdruck bedingten
Schlaganfall auftreten kann. Es zeigte sich, dass Mikrogliazellen bei der Verletzung eines Blutgefalies
sehr schnell (innerhalb von Minuten) aktiv werden (Abb. 3). Die Aktivierung wird deutlich durch einen
Wechsel vom ungerichteten Ruheverhalten zu einem gezielten Auswachsen der Zellfortsétze
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benachbarter Mikrogliazellen in Richtung der verletzten Stelle. Darauthin wird der beschadigte
GefaBabschnitt abgedichtet [7]. Ebenfalls konnten die Heidelberger Wissenschaftler in den ersten
Stunden nach der Verletzung beobachten, wie aus den Zellen oder dem Gefdl3 ausgetretenes Material
von den Mikrogliafortsitzen umschlossen und anscheinend verdaut (phagozytiert) wird. Ahnliche
Vorginge wie bei diesen Mikroverletzungen laufen vermutlich in den ersten Minuten und Stunden nach
einem Schlaganfall ab.

Zusammenfassend hat es sich gezeigt, dass die Kombination der Zwei-Photonen-Mikroskopie mit neuen
zellspezifischen Farbemethoden ungeahnte Moglichkeiten erdffnet, nicht nur die Aktivitat der
Nervenzellen, sondern auch die Form und Funktion der Gliazellen sowie ihre wechselseitigen
Beziehungen zu anderen Zellen in der intakten Hirnrinde zu untersuchen. Bisher sind diese Verfahren
zwar im Wesentlichen auf die Hirnrinde von narkotisierten Versuchstieren angewendet worden.
Fortschritte in der Miniaturisierung der Zwei-Photonen-Mikroskopie mithilfe optischer Fasern [8, 9, 10]
lassen Untersuchungen an tiefergelegenen Hirnstrukturen und an freilaufenden, sich verhaltenden Tieren
in naher Zukunft moglich erscheinen.

ADbb. 3 : Schutzreaktion von Mikrogliazellen nach einer Laser-induzierten Blutgefdfsverletzung. Die obere Bildreihe
zeigt zwei Fluoreszenzaufnahmen einer Mikrogliazelle (griin) in einer transgenen Maus vor und nach der
Schddigung einer Blutkapillare durch einen leistungsstarken Laserblitz. Die Astrozyten (rot) wurden mit
Sulforhodamine 101 gegengefirbt. Das Blutgefdfs ist durch die Anfirbung der Astrozytenhiille sichtbar. Die
schnelle Reaktion der Mikrogliazelle auf die Verletzung ist in der unteren Bildreihe vereinfacht dargestellt. Die
beweglichen Mikrogliafortsdtze wachsen innerhalb von Minuten in Richtung des geschidigten Gefdffabschnittes
und dichten diesen ab. Die Astrozyten zeigen keine erkennbare Reaktion auf diese Zeitskala.

Bild : modifiziert aus Science [7]
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