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1 Einleitung

Periphere Nervenerkrankungen des Hundes kénnen traumatisch, z.B. einerseits durch
Verkehrsunfalle, Frakturen oder Bissverletzungen und andererseits durch Operationen, aber
auch durch Neoplasien bedingt sein. Zu unterscheiden sind auBerdem Quetschungen oder
Durchtrennungen einzelner Nerven von Verletzungen ganzer Nerven-Plexus wie z.B. dem
Abriss des Plexus brachialis (WITHROW und AMIS, 1977; SWAIM, 1978; FANTON et al., 1983;
GILMORE, 1984; JACOBSON und SCHRADER, 1987; FORTERRE et al., 2003a; FORTERRE et al
2003b). Im Gegensatz zum zentralen Nervensystem ist bei peripheren Nervenverletzungen
theoretisch eine Regeneration mit vollstandiger Funktionswiederherstellung méglich (STOLL
et al, 2002). Die verschiedenen -chirurgischen Behandlungsméglichkeiten peripherer
Nervenlasionen liefern bisher trotz aller Bemuhungen nicht zuverlassig zufrieden stellende
Ergebnisse.

Den Goldstandard zur Uberbriickung eines peripheren Nervendefekts stellt die autologe
Nerventransplantation dar (MILLESI, 2000; EVANS, 2001; BATTISTON et al., 2005; REYES et al.,
2005; LOHMEYER et al., 2007; MUIR, 2009). Dabei dient das Transplantat als Leitschiene flr
die regenerierenden Axone, da es ein GerUst darstellt und gleichzeitig neurotrophe Faktoren
produzierende Schwannzellen und die Schwannzell-Basalmembran als ideales
Wachstumssubstrat fiir regenerierende Axone liefert (LUNDBORG, 2003). Die autologe
Nerventransplantation birgt allerdings einige Nachteile wie die limitierte VerfUgbarkeit von
Transplantaten sowie einen méglicherweise komplikationsbehafteten zusatzlichen operativen
Eingriff (HEATH und RuTKOwsKI, 1998; EVANS, 2000; WEBER et al., 2000; FANSA et al., 2003;
WIBERG und TERENGHI, 2003; CIARDELLI und CHIONO, 2006).

Aufgrund der genannten Problematik wird mit groBer Intensitat an Alternativen zur
Behandlung von peripheren Nervenlasionen geforscht. Beachtliche Erfolge wurden dabei mit
in Tissue-Engineering-Verfahren hergestellten, artifiziellen Nervenimplantaten erzielt. Dabei
stellen besonders mit Schwannzellen beladene Implantate eine Erfolg versprechende
Strategie dar (MAY et al., 2005; DE RUITER et al., 2009; HOOD et al., 2009;).

Schwannzellen synthetisieren neurotrophe Faktoren und deren Rezeptoren (FROSTICK et al.,
1998). Dadurch beschleunigen sie den Regenerationsprozess und ermdglichen im Vergleich
mit azellularen Nervenimplantaten eine Nervenregeneration Uber langere Distanzen
(RODRIGUEZ et al., 2000) sowie eine verbesserte morphologische und funktionelle
Wiederherstellung des Nerven (BATTISTON et al., 2005).

Wichtigste Voraussetzung flr die Entwicklung solcher artifizieller Nervenimplantate ist die

Isolierung reiner autologer Schwannzell-Kulturen und deren Expansion in vitro. Zahlreiche



Arbeiten beschreiben die Isolierung, Vermehrung und Identifizierung von Schwannzellen aus
Nervengewebe von Ratten (z.B. MORRISSEY et al., 1991; GUENARD et al., 1992; ANSSELIN et
al., 1995; ANSSELIN et al.,, 1997; VROEMEN und WEIDNER, 2003; MAURITZ et al., 2004;
HAASTERT et al., 2007), Mausen (z.B. VERDU et al, 2000), Kaninchen (z.B. STRAUCH et al.,
2001; ZHANG et al., 2002) und Menschen (z.B. ASKANAS et al., 1980; RUTKOWSKI et al., 1992;
MORRISSEY et al.,1995a; MORRISSEY et al.,1995b; CASELLA et al., 1996; TURNBULL, 2005;
HAASTERT et al., 2006b; HAASTERT et al., 2007). Schwannzellen des Hundes wurden erstmals
von PAULS (2003) isoliert, identifiziert und kultiviert.

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung einer effektiven Methode zur Isolierung, Purifikation
und Expansion caniner Schwannzell-Kulturen. Dazu wurde Nervengewebe entnommen und
daraus Zellen isoliert, bei denen es sich zundchst um Mischkulturen handelte. Die folgenden
wichtigen Schritte bestanden in der Purifikation dieser Mischkulturen zu reinen Schwannzell-
Kulturen und in deren Vermehrung durch Inkubation in Wachstumsfaktoren.

In den letzten Jahren wurden viele Parallelen zwischen dem GefaB- und dem Nervensystem
aufgedeckt, so dass sich das Bild der Wachstumsfaktoren, die ehemals aufgrund ihrer
Wirkung auf das eine oder das andere System entdeckt wurden, verandert hat (ZACHARY,
2005).

VEGF und FGF-2 sind Zytokine, fur die proliferative Effekte sowohl auf die Zellen des GefaB-
als auch des Nervensystems beschrieben sind. Von besonderem Interesse fiir die eigene
Arbeit war deshalb ob VEGF und FGF-2, fir welche in der Literatur eine proliferative Wirkung
auf Schwannzellen beschrieben wird (SONDELL et al.,, 1999a; SONDELL et al., 1999b;
SCHRATZBERGER et al., 2000; DAvIS und STROOBANT 1990; HAASTERT et al., 2007), zur
Expansion der caninen Schwannzell-Kulturen geeignet sind.

Als Resultat der eigenen Untersuchungen sollte ein Leitschema zur Isolierung und
Expansion caniner Schwannzell-Kulturen unter Einsatz von VEGF und FGF-2 entwickelt

werden.



2 Literaturiibersicht

2.1 Das periphere Nervensystem

Zum peripheren Nervensystem (PNS) werden alle Anteile des Nervensystems auBerhalb des
Gehirns und des Rickenmarks gezahlt. Gehirn und Rickenmark werden als zentrales
Nervensystem (ZNS) zusammengefasst. Beim Hund umfasst das PNS 12 paarige
Gehirnnerven und 36 spinale Nerven sowie die prae- und postganglionaren Fasern des
vegetativen Nervensystems. Die Spinalnerven werden in Segmental- und Plexusnerven
unterteilt. Segmentalnerven teilen sich nach Austritt aus dem Foramen intervertebrale zuerst
in einen Dorsal- und einen Ventralast, die sich dann in einen dorsolateralen und einen
dorsomedialen Ast bzw. in einen ventrolateralen und ventromedialen Ast verzweigen.
Plexusnerven gehen aus Nervengeflechten ventraler Spinalnervenaste hervor. Dabei findet
innerhalb des Plexus ein Faseraustausch der Spinalnervenaste statt.

Das Nervengewebe des PNS besteht aus drei Grundstrukturen: den Neuronen, den
Gliazellen und dem umgebenden Bindegewebe.

211 Entwicklung des peripheren Nervensystems

Als erste Anlage des Nervensystems entsteht im Ektoderm durch Zellproliferation eine
»schuhsohlenférmige” Verdickung, die so genannte Neuralplatte, deren Rander sich durch
weitere Zellvermehrung zu den Neuralwiilsten (Neuralfalten) aufwélben, die die Neuralrinne
begrenzen. SchlieBlich verschmelzen die Neuralwilste miteinander und bilden so das
Neuralrohr mit Zentralkanal (RUSSE und SINOWATZz, 1998; SCHNORR und KRESSIN, 2006).
Wahrend der Verschmelzung der Neuralwilste verlieren die am Rande gelegenen
Ektodermzellen den Kontakt zu ihren benachbarten Zellen und ordnen sich zwischen
Neuralrohr und Oberflachenektoderm an. Dieses zunachst zusammenhéngende Zellmaterial
teilt sich dann in einen rechten und einen linken Anteil, aus dem sich die rechte und die linke
Neuralleiste entwickeln. Die Neuralleisten liefern eine pluripotente Zellpopulation, die im
Embryo weite Strecken wandern kann und an der Bildung verschiedener Organe beteiligt ist.
Zu unterscheiden sind Kopf- und Rumpfneuralleiste, aus denen Spinalganglien, Ganglien
des vegetativen Nervensystems, Ganglien des V., VII., IX. und X. Gehirnnerven, periphere
Gliazellen, Pigmentzellen, Zellen des Nebennierenmarks sowie des Kopfskeletts und der
Kopfmuskeln hervorgehen (RUSSE und SINOWATZ, 1998; SCHNORR und KRESSIN, 2006).
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In der Gesamtheit entwickelt sich das periphere Nervensystem aus verschiedenen Anlagen.
Alle afferenten Neurone sowohl des somatischen als auch des vegetativen Nervensystems
gehen aus der Neuralleiste hervor. Die Zellkérper der Neurone der efferenten Nervenfasern
sind im zentralen Nervensystem lokalisiert. Die Zellkérper der sensiblen Neurone werden
von speziellen Gliazellen, den Mantel- oder Satellitenzellen, die sich aus den der Neuralleiste
entstammenden Glioblasten differenzieren, umgeben. Wahrend der Embryogenese wandern
und proliferieren die Schwannzell-Vorlaufer entlang der neu gebildeten Axone an den Ort
ihrer Bestimmung und umhdllen schlieBlich alle Axone (SYROID et al., 1996; RUSSE und
SINOWATZ, 1998; GARRATT et al., 2000a). Bereits am 10. Tag kénnen bei Mauseembryonen
in den primaren Axonbilndeln Schwannzell-Vorlaufer gesehen werden (GARRATT et al.,
2000a). Bei Rattenembryonen sind Schwannzell-Vorlaufer am 14./15. Tag innerhalb eines
Nerven und an dessen Rand zu finden. Zu diesem Zeitpunkt ist der Nerv noch von keinem
signifikanten Bindegewebe umgeben. Zwischen dem 15. und 17. Tag der embryonalen
Entwicklung konvertieren die Schwannzell-Vorlaufer zu unreifen Schwannzellen, gleichzeitig
beginnen sich das Perineurium und die GeféBversorgung der Nerven zu entwickeln (JESSEN
und MIRSKY, 2005).

Schwannzellen und ihre Progenitoren sind aktive Regulatoren der Entwicklung des
peripheren Nervensystems, da ihre Signale sowohl die eigene Entwicklung als auch die
Differenzierung der Neurone und die Anordnung des umgebenden Bindegewebes
beeinflussen (JESSEN und MIRSKY, 1999a).

In der Entwicklung, Funktion und Regeneration des peripheren Nervensystems spielen die
neurotrophen Faktoren eine groBe Rolle. Sie werden in drei groBe Familien eingeteilt
(FROSTICK et al., 1998; FANSA und KEILHOFF, 2003; BoyD und GORDON, 2003b): die
Neurotrophine einschlieBlich Nerve Growth Factor (NGF), Brain-Derived Neurotrophic
Factor (BDNF), Neurotrophin-3 (NT-3) und Neurotrophin-4/5 (NT-4/5), die Neurokine bzw.
Neuropoetischen Zytokine, zu denen Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF), der Tumor-
Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a) und der leukdmiehemmende Faktor (Leukemia Inhibitory
Factor (LIF)) gehéren und die Transforming Growth Factor Familie bzw. Glial Cell Line-
Derived Neurotrophic Factor Familie, die TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3 und GDNF umfassen.

21.2 Neurone
BILZER et al. (2005) bezeichnen Neurone als die hdchst differenzierten somatischen Zellen.

Wesentliche strukturelle Elemente der Neurone sind das Perikaryon, die Dendriten und das
Axon.
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Das Perikaryon beinhaltet den Kern der Nervenzelle mit Nukleolus und den um den Kern
gelegenen Zytoplasmabereich. Hier liegt das Zentrum fir den Erhaltungs- und
Funktionsstoffwechsel der Nervenzelle, in dem samtliche Zellbestandteile einschlieBlich der
Membranstrukturproteine synthetisiert werden. Dendriten sind baumartig verzweigte
Fortsatze, die den Nervenzellen ermdglichen Reize aus einem Netzwerk von Nervenzellen
aufzunehmen. Sie empfangen die elektrischen Impulse aus der Peripherie und leiten diese
zum Zellkérper weiter. lhre Leitungsrichtung wird afferent genannt. Das Axon ist der
unverzweigte Fortsatz einer Nervenzelle, der die Erregung vom Perikaryon weg in die
Peripherie, also efferent leitet. Jede Nervenzelle besitzt nur ein Axon (NICKEL et al., 1992;
LIEBICH, 2004).

Als Ausdruck der Synthese und Abgabe von Sekreten in die Nervenzellfortsatze ist der
Golgiapparat im Perikaryon stark entwickelt, ebenso wie das ribosomenbesetzte
endoplasmatische Retikulum (rER). Mitochondrien, Lysosomen, Golgiapparat und rER sind
im Perikaryon als Nissl-Schollen zusammengefasst (BILZER et al., 2005). Wahrend sich das
rER in den Dendriten fortsetzt, fehlt es im Axon. Die Austrittsstelle des Axons aus dem
Perikaryon wird als Axonhlgel bezeichnet (LIEBICH, 2004). Das Zytoskelett innerhalb eines
Axons besteht aus drei Arten von fibrilldren Strukturen unterschiedlichen Durchmessers, den
Mikrofilamenten (5 bis 7 nm), Neurofilamenten (10 nm) und Mikrotubuli (25 nm) (NAVES et
al., 1996).

Perikaryon, Dendriten und Axon besitzen Mitochondrien zur aeroben Energieversorgung. Da
im Axon das rER zur Proteinbiosynthese weitgehend fehlt, missen samtliche Proteine und
Enzyme Uber axonalen Transport an ihre Wirkungsstatte gelangen (ROSS et al., 1995). Nach
der Geschwindigkeit unterscheidet man einen schnellen axonalen Transport (200 bis 500
mm/Tag) und eine langsame axonale Strémung (zwei bis fiinf mm/Tag) (LIEBICH, 2004). Der
schnelle axonale Transport wird weiterhin anhand der Richtung in einen anterograden (vom
Perikaryon weg) und einen retrograden Transport (zum Perikaryon hin) unterteilt, wahrend
die langsame axonale Strémung nur anterograd gerichtet ist (ROSS et al., 1995). Mit Hilfe des
schnellen anterograden Transports werden alle neu synthetisierten Membranorganellen wie
Mitochondrien, synaptische Vesikel aber auch niedermolekulare Stoffe wie Zucker,
Aminosauren, Nukleotide, Neurotransmitter und Kalzium vom Perikaryon zu den
Axonendigungen geleitet (ROsSS et al, 1995).

Der schnelle retrograde Transport erreicht maximal die halbe Geschwindigkeit des
anterograden Transports. Durch ihn werden viele der gleichen Materialien, aber auch
Proteine und andere Molekile, die endozytotisch in die terminalen Axone aufgenommen
wurden, in Richtung des Perikaryon geleitet. Der Zellkérper wird auf diesem Weg Uber
Ereignisse an den entfernten Nervenenden informiert. So wird z.B. NGF von den

Nervenendigungen aufgenommen, um nach retrogradem axonalen Transport zum
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Perikaryon das Neuronenwachstum zu stimulieren (KANDEL et al., 1996). Uber diesen Weg
gelangen auch Toxine und Viren, (z.B. Rabies) von den Nervenendigungen ins ZNS.
Zytoskelettelemente und I8sliche Proteine werden durch langsame axonale Strémung
weitergeleitet (ROSS et al., 1995).

2.1.3 Gliazellen

Gliazellen sind zeitlebens teilungsfahig. Sie stehen in direktem Kontakt mit den Neuronen
und bilden mit diesen eine enge funktionelle Einheit, ohne die die neuronale Reizleitung und
damit die Funktion des Nervensystems nicht aufrechterhalten werden kénnte (NICKEL et al.,
1992; LIEBICH, 2004; SALOMON et al., 2005).

Die am intensivsten untersuchte Funktion von Gliazellen in adulten Nerven ist die Bildung
der Myelinscheiden um die Axone (NDUBAKU und BELLARD, 2008), welche die schnelle
saltatorische Erregungsleitung ermdglicht. Des Weiteren erhalten Gliazellen die
erforderlichen Konzentrationen von lonen und Neurotransmittern in der Umgebung der
Neurone aufrecht. Sie haben eine wichtige Rolle bei der Bildung, Aufrechterhaltung und
Funktion der Synapsen. Wéhrend der embryonalen Entwicklung weisen Gliazellen den sich
entwickelnden Neuronen den Weg. Auch an der Reaktion des Nervensystems auf
Krankheiten und Traumata sind Gliazellen wesentlich beteiligt (JESSEN, 2004; NDUBAKU und
BELLARD, 2008). Aufgrund struktureller und funktioneller Kriterien wird die Neuroglia in
Gliazellen des zentralen Nervensystems und Gliazellen des peripheren Nervensystems
unterteilt.

Die Gliazellen des peripheren Nervensystems sind die Schwannzellen, die Satelliten- oder
Mantelzellen und die enterischen Gliazellen (JESSEN, 2004). Wahrend die Schwannzellen die
peripheren Nervenzellfortsatze umhdallen, sind die Satelliten-/Mantelzellen fir die Umhllung
der Zellkérper in den Ganglien des peripheren Nervensystems verantwortlich. Die
enterischen Gliazellen stehen im Kontakt mit den Zellkdérpern und -fortsatzen des
gastrointestinalen Nervensystems. Eine spezielle Kategorie der Gliazellen bilden die
olfaktorischen Hullzellen, die nicht-myelinisierenden Schwannzellen ahneln und sowohl mit
dem zentralnervésen als auch mit dem peripheren Anteil des ersten olfaktorischen
Gehirnnerven assoziiert sind (JESSEN, 2004).
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2.1.3.1 Schwannzellen

2.1.3.1.1 Differenzierung der Schwannzellen

Schwannzellen bilden den gréBten Anteil der peripheren Gliazellen. Im adulten PNS werden
myelinisierende und nicht-myelinisierende Schwannzellen unterschieden. Die Entwicklung
einer Schwannzelle verlauft Uber definierte Zwischenstufen. Aus den Neuralleistenzellen
differenzieren sich Schwannzell-Vorlaufer, aus denen dann unreife Schwannzellen
hervorgehen. Die Entwicklung zu einer reifen Schwannzelle verlduft entweder Gber die
Zwischenstufe einer Promyelin-Zelle zu einer myelinisierenden Schwannzelle oder direkt zu
einer nicht-myelinisierenden Schwannzelle (JESSEN und MIRSKY, 1999a; JESSEN, 2004).

Ein weit verbreiteter Signaltransduktionsweg in der Entwicklung verschiedener Gliazellen des
ZNS ist der Notch-Signalweg, benannt nach seinem Rezeptor ,Notch®, einem
Transmembranprotein, welches den Liganden ,Delta“ bindet. In der embryonalen
Entwicklung von Schwannzellen férdert Notch die Differenzierung zu Schwannzell-Vorlaufern
ebenso wie die weitere Differenzierung zu unreifen Schwannzellen (WOODHOO et al., 2009).
Drei Transkriptionsfaktoren sind in die Differenzierung von Schwannzellen und in die
Myelinisierung involviert: Sox-10, Oct-6 (auch bekannt als SCIP oder Tst-1) und Krox-20
(JESSEN und MIRSKY, 2002; D’ANTONIO et al., 2006). Der Transkriptionsfaktor Sox-10 wird
von allen auswandernden Neuralleistenzellen exprimiert und lenkt die Entwicklung der
Neuralleistenzelle hin zur Gliazelle (BRITSCH et al., 2001; JESSEN und MIRSKY, 2002; JESSEN,
2004). In Sox-10 defizienten Mausen sind keine Schwannzell-Vorlaufer und spater auch
keine Schwannzellen zu finden (JESSEN, 2004). Mutationen im Sox-10-Gen bewirken
auBerdem Defizite in der Pigmentierung und im enterischen Nervensystem.

Oct-6 wird von spaten Schwannzell-Vorlaufern und promyelinisierenden Schwannzellen,
nicht aber von myelinisierenden Schwannzellen exprimiert (MONUKI et al., 1989; MONUKI et
al., 1990; SCHERER et al., 1994), wahrend Krox-20 nur von myelinisierenden Schwannzellen
exprimiert wird (JAEGLE et al., 1996; JAEGLE et al., 2003). In Oct-6 defizienten Mausen tritt
die Myelinisierung verspatet ein, wahrend sie bei Krox-20 defizienten Mausen ganz ausbleibt
(BERMINGHAM et al., 1996; JAEGLE et al., 1996).

Die Differenzierung zu myelinisierenden Schwannzellen wird durch das Zusammenspiel der
Transkriptionsfaktoren Oct-6 und Krox-20 induziert (NICKOLS et al., 2003). Dabei fungiert
Oct-6 als Repressor der Expression myelinspezifischer Gene wie Protein Zero (P0O) und
Myelin Basic Proteins (MBP) (MONUK:i et al., 1990; HE et al., 1991; MONUKI et al., 1993). Die
sich entwickelnden Zellen werden durch diesen Transkriptionsfaktor im unreifen Phanotyp
gehalten und erst die reduzierte Expression von Oct-6 ermdglicht die Differenzierung zum
myelinisierenden Phanotyp. Synergistisch zu Oct-6 unterdriickt Sox-10 die Krox-20-Aktivitat
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(KUHLBRODT et al., 1998a; KUHLBRODT et al., 1998b). Folglich wird die Myelinisierung durch
die Aufhebung der inhibierenden Signale zusammen mit der Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Krox-20 induziert (JESSEN und MIRSKY, 2005). Krox-20 ist flur die
Myelinisierung durch Schwannzellen unabdingbar.

Myelinisierende Schwannzellen synthetisieren groBe Mengen von Membranen, um die
Myelinscheiden zu bilden (JESSEN und MIRSKY, 1999a; GARBAY et al., 2000; QUARLES, 2002).
Wahrend die Myelinproteine PO, MBP und Peripheral Myelin Protein-22 (PMP-22) verstarkt
produziert werden, reduzieren myelinisierende Schwannzellen die Expression von anderen
Proteinen wie z.B. Zelladh&sionsmolekilen (CAM), Neurotrophinen und ihren Rezeptoren,
die verstarkt von unreifen und nicht-myelinisierenden Schwannzellen synthetisiert werden
(JESSEN et al., 1990; CORFAS et al., 2004).

In Abwesenheit axonaler Signale gehen Schwannzell-Progenitoren zugrunde, wahrend
unreife sowie myelinisierende und nicht-myelinisierende reife Schwannzellen ohne Axone
Uberleben kénnen. Um den Zeitpunkt der Geburt herum entwickeln Schwannzellen autokrine
Signale, die ihnen die axonunabhingige Uberlebensfahigkeit ermdglichen (CHENG et al.,
1998). Zu diesem autokrinen Uberlebenskreislauf der Schwannzellen gehért die Sekretion
von Insulin Like Growth Factor-2 (IGF-2), Platelet Derived Growth Factor (PDGF) und
Neurotrophin-3 (NT-3) (JESSEN und MIRSKY, 1999b; MEIER et al., 1999).

Die Differenzierung zur myelinisierenden Schwannzelle ist nicht endgliltig, sie ist zeitlebens
reversibel (JESSEN, 2004). Dies ist fir die Regeneration peripherer Nerven, in der
Schwannzellen eine zentrale Rolle spielen, von entscheidender Bedeutung. Wenn der
axonale Kontakt in Folge einer Nervenverletzung verloren geht, dedifferenzieren und
proliferieren Schwannzellen, die Expression von Myelinproteinen wird reduziert, wahrend die
Expression von Adhasionsmolekilen, Neurotrophinen, Zytokinen und ihren Rezeptoren
gesteigert wird, um fir das axonale Wiederauswachsen ein férderliches Umfeld zu schaffen.
Zwischen der embryonalen Entwicklung und der Regeneration peripherer Nerven existieren
viele Parallelen, folglich erscheint das Wissen um die embryonalen Vorgange hilfreich, um

die Nervenregeneration besser zu verstehen.

2.1.3.1.2 Beeinflussung durch Neureguline

Das Uberleben von Schwannzell-Vorlaufern ist von axonalen Signalen abhéngig. Eine
Hauptkomponente dieses axonalen Signals ist B-Neuregulin-1 (JESSEN und MIRSKY, 1997;
BRITSCH, 2004; JESSEN, 2004). Neureguline sind eine Gruppe von Faktoren, die Homologien
zum Epidermal Growth Factor (EGF) aufweisen und transmembrandse Tyrosinkinase-
Rezeptoren der ErbB-Familie aktivieren (GARRATT et al., 2000b). Vier unterschiedliche
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Neureguline sind bis heute bekannt: NRG-1, NRG-2, NRG-3 und NRG-4. Wahrend Uber die
biologischen Funktionen von NRG-2, 3 und 4 sehr wenig bekannt ist, gilt NRG-1 mittlerweile
als gut charakterisiert (BRITSCH, 2004; BRITSCH, 2007).

NRG-1-Proteine sind Wachstumsfaktoren, die u.a. im peripheren und im zentralen
Nervensystem vorkommen und fiir das Uberleben, die Proliferation und die Differenzierung
von Neuronen und Gliazellen eine wichtige Rolle spielen (RAABE et al.,, 2004; BRITSCH,
2007). Es gibt verschiedene NRG-1-Isoformen, die alle von einem Gen codiert werden und
durch unterschiedliche Promotoren und alternatives SpleiBen entstehen. Die Isoformen
unterscheiden sich teilweise beachtlich, gemeinsam ist ihnen allen jedoch die EGF-ahnliche
Domaéane, mit der sie an den Rezeptor binden.

Die erste charakterisierte Isoform ist Typ | Neuregulin-1 (Synonyme: Heregulin (HRG), Neu
Differentiation Factor (NDF), Acetylcholine Receptor Inducing Activity (ARIA)). Sie wird vor
allem in der frihen Entwicklung exprimiert. Typ Il Neuregulin-1 (haufig bezeichnet als Glial
Growth Factor (GGF)) findet sich v.a. im ZNS wahrend der spaten Embryogenese und
postnatal. Die vorwiegend von sensorischen und motorischen Neuronen sowie im Gehirn
exprimierte Neuregulin-1-Isoform ist Typ Il Neuregulin-1 (Synonyme: Sensory and
Motoneuron Derived Factor (SMDF), Cyteine-rich Domain-Neuregulin-1 (CRD-NRG-1))
(GARRATT et al., 2000a; BRITSCH, 2004).

Die ErbB-Familie umfasst vier Mitglieder: ErbB1, ErbB2, ErbB3 und ErbB4 (BRITSCH, 2007).
Funktionelle Neuregulin-1-Rezeptoren sind Heterodimere, bestehend aus ErbB2 in
Kombination mit entweder ErbB3 oder ErbB4. Sowohl ErbB3 als auch ErbB4 binden NRG-1
mit hoher Affinitat. In der Entwicklung der Neuralleistenzellen und der Schwannzell-Vorlaufer
spielt die Neuregulin-1-Wirkung via Bindung an ErbB2/ErbB3 die bedeutendste Rolle.

Die Signaltransduktion des Liganden Neuregulin-1 durch die Rezeptoren ErbB2 und ErbB3
spielt eine wichtige Rolle in der friihen Entwicklung der Neuralleistenzellen, in der Expansion
der Schwannzell-Vorlaufer und in der Myelinisierung. Neuregulin-1 beeinflusst die
Entwicklung der Schwannzellen als eines der wesentlichen axonalen Signale (GARRATT et
al., 2000a). Wahrend der Differenzierung von Schwannzellen existiert eine Phase, in der ihr
Uberleben und Wachstum von Neuregulin-1 synthetisierenden Neuronen abhéngig ist. Diese
Phase beginnt mit dem Ubergang der Neuralleistenzelle zu Schwannzell-Vorlaufern und
endet mit der Entwicklung zur myelinisierenden oder nicht-myelinisierenden Schwannzelle
(JESSEN und MIRSKY, 1999b).

In vitro férdert der Einsatz von GGF bei der Kultivierung multipotenter Neuralleistenzellen
deren Differenzierung zu Gliazellen, wahrend die Differenzierung zu Neuronen gehemmt
wird (SHAH et al., 1994). Der Zusatz von GGF hat auBerdem einen signifikant stimulierenden
Effekt auf die Proliferation und Migration von denervierten Schwannzellen in vitro (LI et al.,
1998). Wahrend sich der Zusatz von GGF auf die Proliferation von Schwannzellen férdernd
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auswirkt, wird das Wachstum von Fibroblasten unterdrickt (RUTKOWSKI et al., 1995).
AuBerdem kann GGF spezifische morphologische Verdnderungen der Zellen bewirken
(SYROID et al, 1996). In einer Neuronen-Schwannzell-Ko-Kultur hemmt GGF die
Myelinisierung und fuhrt bei etablierten myelinisierenden Kulturen zu einer dosisabhangigen
Demyelinisierung, die von einer Dedifferenzierung der Schwannzellen begleitet wird (ZANAZZzI
et al., 2001). Der ebenfalls zu den Neuregulinen zahlende Faktor Heregulin kann die
Proliferation humaner Schwannzellen stimulieren (BAEK und Kim, 1998).

In ErbB2- und ErbB3-defizienten Mausen schlagt die Schwannzellentwicklung fehl (GARRATT
et al.,, 2000b). Periphere Nerven in Mausen mit Mutationen im Neuregulin-1-Signalsystem
weisen abnorm dinne Myelinscheiden auf. Diese Tiere zeigen einen auffalligen Gang und
Muskelzittern. Insbesondere ErbB2-Mutanten zeigen umfassende periphere Neuropathien
aufgrund von abnormal dinnen Myelinscheiden mit deutlich reduzierter Anzahl an
Myelinlamellen.  Anstelle eines von einem einzigen  Perineurium  umhdlliten
Nervenfaserblindels entstehen schmalere Nervenfaserbindel, die jeweils von einem
Perineurium umschlossen werden (GARRATT et al., 2000a).

Differenzierte Schwannzellen Gberleben und proliferieren unabhangig von Neuregulin-1,
sprechen aber weiterhin auf diesen Faktor an (JESSEN und MIRSKY, 1999a).

2.1.3.1.3 Myelinisierung

Die isolierenden Hillen um die peripheren Axone werden von myelinisierenden
Schwannzellen gebildet. Damit sind sie flr die elektrische Isolierung und die saltatorische
Erregungsleitung markhaltiger Nerven, die einen groBen Anteil der Nervenfasern des
peripheren Nervensystems ausmachen, unerlasslich.

Bei markhaltigen Nerven bilden Schwannzellen um das zentral gelegene Axon eine Hille,
die als Markscheide bezeichnet wird (LIEBICH, 2004). Die Entwicklung der Nervenscheiden
um ein Axon wird als Myelinisierung bezeichnet und ist ein langsamer Prozess, der um den
Zeitpunkt der Geburt herum beginnt und postnatal fortgesetzt wird (CHENG et al., 1998;
JESSEN UND MIRSKY, 2002). Eine Schwannzelle ist nur an der Umhdillung eines Axons
beteiligt. Der Prozess, bei dem eine Schwannzelle ein spezielles Axon auswahlt, wird ,radial
sorting“ genannt, an seiner molekularen Grundlage wird gegenwartig intensiv geforscht
(CHAN, 2007; GROVE et al., 2007). Das Zytoplasma einer Schwannzelle legt sich einem Axon
auBen an, stilpt sich um dieses herum und verlagert es so nach innen. Die
gegenlberliegenden Zellmembranen der Schwannzellen nahern sich einander an und bilden
das Mesaxon. Durch die fortschreitende Verlangerung der Schwannzell-Plasmamembran

werden immer mehr spiralig um das Axon herum verlaufende Myelinlamellen gebildet
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(QUARLES, 2002). Die Gesamtheit der Myelinlamellen wird als Myelinscheide (Markscheide)
bezeichnet (LIEBICH, 2004). Sie zeigt elektronenoptisch eine regelmaBige Abfolge von
Hauptlinien (major dense lines), die aus den verschmolzenen inneren Lamellen der
Plasmamembran bestehen und im Querschnitt als dunklere Ringe erkennbar sind sowie
Zwischenlinien (intermediate lines), den hellen Ringen des Axonquerschnitts, welche die
aneinander gelagerten auBeren Lamellen der Plasmamembran reprasentieren. Der
Hauptanteil des Zytoplasmas und der Kern der Schwannzelle liegen der AuBenseite der
Myelinscheide an und werden als Schwannscheide bezeichnet. Axon, Myelinscheide und
Schwannzelle befinden sich innerhalb einer Basalmembran (LIEBICH, 2004).

Zum genauen Ablauf der Myelinbildung bestehen verschiedene Theorien. Zum einen wurde
angenommen, dass die Lamellenlagen durch Rotation der Schwannzelle um das Axon
entstehen, zum anderen gab es die Vorstellung, das Axon selbst rotiere um seine
Langsachse. Nach WEBSTER (1971) flhrt die Rotation des inneren Mesaxons um das Axon
zur Entstehung der Myelinlamellen. Erwiesen wurde die aktive Wanderung der sich
bildenden innere Zunge um das zentral gelegene Axon als Prinzip der Myelinisierung von
BUNGE et al. (1989b).

An einigen Stellen bleiben Zytoplasmareste zwischen den Myelinlamellen bestehen, die im
mikroskopischen Bild als quer zur Faserrichtung verlaufende Spalten (Schmidt-Lantermann-
Inzisuren) sichtbar sind. Nach CAMPANA (2007) dienen sie der Passage von Molekilen
zwischen der Myelinscheide und dem Axon.

Die Dicke der Myelinscheide ist im gesunden Organismus stets proportional zur Starke der
Nervenfaser (SHERMAN und BROPHY, 2005). Die Anzahl der Myelinlamellen, die eine
Schwannzelle um ein Axon bildet, ist abhangig vom Diameter des zu umhillenden Axons
und vom AusmaB der axonalen Signale (MARTINI und SCHACHNER, 1997). Neuere
Forschungsergebnisse zeigen, dass die Proportionalitdit zwischen Nervenfaser und
Myelinscheide durch Neuregulin-1 Typ Ill reguliert wird. Die Expression an NRG-1 Typ Ill von
unmyelinisierten Axonen ist gering, wahrend myelinisierte Fasern NRG-1 Typ Ill in hohen
Konzentrationen  exprimieren (TAVEGGIA et al., 2005). Abhangig von der
oberflachenassoziierten Expression des Neuregulin-1 auf den Nervenzellfortsatzen kommt
es zur Proliferation der Schwannzellen und zur verstarkten Synthese von Myelinproteinen
und Myelinlipiden. Dickere Axone besitzen eine gréBere Oberflache und exprimieren mehr
Neuregulin-1 als dinnere, woraus die dickere Myelinschicht resultiert (MICHAILOV et al.,
2004).

Eine myelinisierende Schwannzelle hillt ein Axonsegment in einer Lange von 0,2 bis 1,5 mm
ein, an den Enden der Schwannzelle bleibt das Axon unbedeckt, zwischen benachbarten
Schwannzellen liegt ein Zwischenraum von 0,5 pm, der Ranvierknoten (Schnirring) (RUSSE
und SINOWATZ, 1998). Im Gegensatz dazu verlauft die Basalmembran zwischen
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benachbarten Schwannzellen kontinuierlich, auch an den Ranvierknoten (IDE, 1996).
Zwischen Ranvierknoten und Internodien liegen die paranodalen Regionen.

Im Bereich der Internodien ist durch das Myelin der elektrische Widerstand stark erhéht,
auBerdem finden sich an den marklosen Ranvierschen Schnirringen hohe Konzentrationen
spannungsabhangiger Natriumkanale. Dies bewirkt, dass ein elektrischer Impuls bei
markhaltigen Nervenfasern von Schniirring zu Schnirring springt. Dieser Typ der
Erregungsleitung wird als saltatorische Erregungsleitung bezeichnet.

Im Gegensatz zu den markhaltigen Nervenfasern liegen bei marklosen Nervenfasern die
Axone im Zytoplasma der Schwannzellen, ohne dass eine Wickelung des Mesaxons erfolgt.
Haufig liegen mehrere Axone von einer Schwannzelle umgeben nebeneinander und bilden
einen Komplex, den man auch Remak-Blndel oder -Faser nennt. Axone mit einem
Durchmesser von weniger als einem pm sind grundsétzlich marklos, da die saltatorische
Erregungsleitung in diesem Fall keine Erhéhung der Leitungsgeschwindigkeit bewirkt
(FFRENCH-CONSTANT et al., 2004).

2.1.3.1.3.1 Zusammensetzung des Myelins

Das Myelin des PNS wird durch die Differenzierung der Schwannzell-Plasmamembran
gebildet, welche sich von anderen biologischen Membranen vor allem durch ihr hohes Lipid-
Protein-Verhaltnis unterscheidet (SHERMAN und BROPHY, 2005). Der Lipidanteil liegt bei 70-
80%, wahrend die Proteine mit 20-30% vertreten sind. Es gibt keine spezifischen
Myelinlipide. Wie in anderen Membranen enthalt auch das Myelin der Schwannzellen
hauptsachlich Neutralfette, Phosphoglyceride und Sphingolipide (GARBAY et al., 2000). Im
Gegensatz dazu sind jedoch einige spezifische Myelinproteine bekannt, die im zentralen und
peripheren Nervensystem variieren (PIETRUCHA-DUTCZAK et al., 2003).

Die peripheren Myelinproteine umfassen zu ca. 60% Glykoproteine, 20 bis 30% sind
basische Myelinproteine und ca. 10% andere Proteine. Zu den Glykoproteinen des
peripheren Myelins gehdéren das Protein Zero (P0), das Periphere Myelinprotein-22 (PMP-
22), das Myelin-assoziierte Glykoprotein (MAG), das Periaxin und das epitheliale Cadherin
(E-Cadherin). Aber auch basische Proteine wie die Myelin-Basic-Proteins (MBP) und das
Fettsdure-Transporterprotein P2 sind im peripheren Myelin zu finden. Weitere periphere
Myelinproteine sind das Connexin 32, die 2,3-zyklische Nukleotid-3 -Phosphodiesterase und
das Plasmolipin (GARBAY et al., 2000).
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2.1.3.1.3.1.1 Glykoproteine des Myelins

PO, Periaxin und das PMP-22 sind die Hauptkomponenten des peripheren Myelins (GARBAY
et al., 2000; QUARLES, 2002).

PO ist ein 28-kDa Glykoprotein, das 50 bis 70% des totalen Myelinproteins des peripheren
Nervensystems ausmacht (SONG et al., 2006). Es handelt sich dabei um ein Typ-1
Transmembran-Protein (QUARLES, 2002), welches als Membran-Adhasions-Molekil der
Membranen in der spiralig gewickelten Myelinscheide fungiert. Die extrazellulare Doméane
von PO besitzt eine Tetramer-Struktur, die mit PO-Tetrameren der anliegenden
Myelinschichten interagiert (SHAPIRO et al., 1996). Damit ist PO wichtig fir die Stabilitat des
kompakten Myelins. Geringe Mengen von PO werden durch Schwannzell-Vorlaufer und
Neuralleistenzellen frih in der embryonalen Entwicklung und damit vor der Myelinisierung
exprimiert. PO ist folglich ein friher Gliazellen-Differenzierungs-Marker (LEE et al., 1997;
SOMMER und SUTER, 1998; JESSEN und MIRSKY, 1999a; QUARLES, 2002). PO wird Uber den
Transkriptionsfaktor Sox-10 reguliert (PEIRANO et al., 2000). BRITSCH et al. (2001) vermuten,
dass Sox-10 die Voraussetzungen schafft zur frihen Ansprache der Gliazellen auf
Neuregulin-1.

Periaxin ist ein 170 kDa und fir das periphere Nervensystem spezifisches Glykoprotein, das
5% des peripheren Myelinproteins darstellt (SHUMAN et al., 1983). Es wird nur von
myelinisierenden Schwannzellen exprimiert, l1asst sich aber bereits zu einem sehr frihen
Zeitpunkt der Myelinisierung nachweisen, noch vor den anderen charakteristischen
Myelinproteinen (SCHERER et al., 1995).

PMP-22 ist ein kleines 22-kDa Glykoprotein, welches weniger als 2 bis 5% des peripheren
Myelinproteins bildet (PAREEK et al., 1993). Wahrend PO nervenspezifisch ist, kommt PMP-
22 auch in anderen Organgeweben wie Lunge, Darm und Herz vor. Wie bei anderen
Myelinproteinen auch, wird die Expression von PMP-22 im Zusammenhang mit der
Schwannzellproliferation nach einer Nervenlasion reduziert (QUARLES, 2002).

Im Gegensatz zu PO und PMP-22 ist das 100 kDa schwere MAG nicht im kompakten Myelin
lokalisiert, sondern in der periaxonalen Schwannzellmembran, im inneren und &uBeren
Mesaxon und in den paranodalen Regionen konzentriet. MAG macht nur 0,1% des
Myelinproteins aus (QUARLES et al., 1973; STERNBERGER et al., 1979; FIGLEWICZ et al.,
1981). Die Funktionen des MAG liegen in der Erkennung und Adhasion der Axone, in der
Signaltransduktion wahrend der Differenzierung der Gliazellen und in der Regulierung des
axonalen Auswachsens im Zuge der Nervenregeneration (GARBAY et al., 2000; GUPTA et al.,
2006; QUARLES, 2007).

Ebenfalls zu den Glykoproteinen des Myelins im peripheren Nervensystem gehért das 120
kDa schwere E-Cadherin. Cadherine sind kalziumabhangige Zell-Zell-Adh&sionsmolekdle,
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die zur Stabilisierung von Zell-Zell-Kontakten und bei der Morphogenese von Zellen eine
Rolle spielen (GARBAY et al., 2000). E-Cadherin ist das h&ufigste Adhasions-Glykoprotein in
den nicht-kompakten Regionen der Myelinscheide (FANNON et al., 1995).

2.1.3.1.3.1.2 Basische Proteine des Myelins

Die Gruppe der basischen Myelinproteine (Myelin Basic Proteins, MBP) besteht aus
mindestens sieben verwandten Proteinen, die durch alternatives RNA-SpleiBen entstehen
(KANDEL et al., 1996). MBP sind im Myelin des PNS und des ZNS anzutreffen, wobei 5 bis
15% des Myelins aus diesen bestehen.

Des Weiteren ist P2 den peripheren Myelinproteinen zugehérig. Es ist Gberwiegend auf der
zytoplasmatischen Seite des kompakten Myelins lokalisiert und dient als Lipid-Carrier bei der
Aufnahme und beim Weitertransport von Fettsauren zu intrazelluldren Organellen (TRAPP et
al., 1984; NARAYANAN et al., 1988). Der Anteil von P2 im Myelin variiert speziesabhangig
sehr stark, bei Ratte und Maus liegt er bei nur 1%, wahrend bei Mensch, Rind und
Kaninchen 5 bis 12% gefunden werden (GREENFIELD et al., 1973; MILEK et al., 1981;
(GREENFIELD et al., 1982; KADLUBOWSKI et al., 1984).

214 Aufbau peripherer Nerven

Periphere Nerven haben einen konstanten histologischen Aufbau. Die kleinste Einheit stellt
die Nervenfaser dar, sie wird gebildet aus dem Axon mit umhillenden Schwannzellen und
Basalmembran (GIANNINI und DYCK, 1990). Um die Nervenfaser ist das Bindegewebe in drei
verschiedenen Hullen organisiert: dem Endoneurium, Perineurium und Epineurium (ROSS et
al.,, 1995). Die Nervenfaser ist im Endoneurium eingebettet. Mehrere Nervenfasern werden
durch das Perineurium zu Nervenfaserbiindeln, so genannte Faszikel, zusammengefasst.
Das Epineurium stellt die Bindegewebsschicht um mehrere Faszikel dar und umhallt den
gesamten Nerv (ROSS et al., 1995; LIEBICH, 2004; PAVELKA und ROTH, 2005; MUIR, 2009).

Im zarten Bindegewebe des Endoneuriums, das aus langsverlaufenden Kollagenfasern,
einer glukosaminoglykanreichen extrazellularen Matrix und wenigen Fibroblasten besteht,
sind einzelne Kapillaren zu finden (PAVELKA und ROTH, 2005). Das Perineurium entspricht
der peripheren Fortsetzung der Arachnoidea und besteht aus mehreren Schichten flacher,
epitheldhnlicher Zellen, die durch Kollagenschichten voneinander getrennt sind. Es flhrt
Kapillaren und stellt eine Diffusionsbarriere dar, die das Axon und die Schwannzellen im
Endoneurium schitzt (BUNGE et al., 1989a; ROSS et al., 1995). Das Epineurium setzt sich
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aus straffem Bindegewebe, bestehend aus Kollagen und elastischen Fasern, zusammen,
das besonders in dickeren Nerven haufig mit Fettgewebe assoziiert ist. Parallel zum Nerven
verlaufen im Epineurium Arterien, Venen und LymphgefaBe (RoSs et al., 1995). Fir die
korrekte Ausbildung des Endo-, Peri- und Epineuriums ist Desert Hedgehog, ein Gen, das in
Schwannzellen fir sezernierte Proteine kodiert, notwendig (PARMANTIER et al., 1999).

In Saugetieren sind zurzeit drei Hedgehog-Proteine bekannt: Sonic Hedgehog, Indian
Hedgehog und Desert Hedgehog. Die Mitglieder der Hedgehog-Proteinfamilie werden
haufiger als Morphogene bezeichnet, da sie die Morphogenese wahrend der embryonalen
Entwicklung steuern (GRITLI-LINDE et al. 2001; GOETz et al., 2002). Desert Hedgehog wird
von den Sertolizellen des sich entwickelnden Hodens, den Schwannzellen des peripheren
Nervensystems und den Endothelzellen der GefaBe sowie des Endokards exprimiert.
(HAMMERSCHMIDT et al., 1997). Das Hedgehog-Signal wird durch die Interaktion von zwei
transmembrandsen Proteinen vermittelt: Patched und Smooth. In Abwesenheit eines
Hedgehog-Liganden unterdriickt Patched dauerhaft die Aktivitdt von Smooth. Diese
Hemmung wird durch die Bindung eines Hedgehog-Proteins an Patched aufgehoben, folglich
kann das Signal Uber Smooth ins Zellinnere weitergeleitet werden (FUCCILLO et al., 2006). In
Desert-Hedgehog-knockout-Mausen weist das Epineurium weniger Kollagen auf, das
Perineurium erscheint unphysiologisch diinn sowie desorganisiert und die Basalmembran ist
diskontinuierlich (PARMANTIER et al., 1999).

2.2 Relevante periphere Nervenerkrankungen

55,3% der Hunde, die aufgrund einer peripheren Nervenerkrankung vorgestellt werden,
leiden an traumatisch bedingten L&sionen (FORTERRE et al.,, 2003b). Verkehrsunfalle,
Frakturen, Schusswunden, Bissverletzungen aber auch Druckstellen von Verbanden kénnen
mogliche Ursachen fir traumatische Nervenlasionen sein (WITHROW und AMIS, 1977; SWAIM,
1978; FANTON et al., 1983; GILMORE, 1984; JACOBSON und SCHRADER, 1987; FORTERRE et
al., 2003a; FORTERRE et al., 2003b). Auch chirurgische Eingriffe mit Durchtrennung von
Nervenfasern sowie die Uberdehnung bei Manipulationen unter Narkose ebenso wie
Injektionen von reizenden Substanzen in oder in die Nahe von wichtigen motorischen Nerven
und die chronische Beschadigung durch Implantate kdnnen zu traumatischen Lasionen
peripherer Nerven fihren (FORTERRE et al. 2003a; FORTERRE et al., 2003b; FAISSLER et al.
2005). Traumatische Quetschungen oder Durchtrennungen einzelner Nerven sind von
Verletzungen ganzer Nerven-Plexus wie z.B. dem Abriss des Plexus brachialis zu

unterscheiden.
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2.2.1 Definitionen der Schweregrade peripherer Nervenverletzungen

Traumata kdnnen unterschiedliche Grade von Nervengewebsschaden verursachen, die in
folgende Gruppen unterteilt werden: Neuropraxie, Axonotmesis, Neuronotmesis und
Avulsion der Nervenwurzel (FAISSLER et al., 2005; FORTERRE, 2005). Der Heilungserfolg
peripherer Nerven hangt in hohem MaBe vom Verletzungsgrad der Nervenhlllen ab
(FORTERRE et al., 2003a; FORTERRE, 2005).

Prinzipiell kénnen verschiedene Schweregrade peripherer  Nervenverletzungen
unterschieden werden:

Die Neuropraxie stellt eine Schadigung des Nervs dar, bei der es zu keiner Unterbrechung
der Kontinuitdt der Axone oder Hullgewebe kommt und folglich keine Wallersche
Degeneration auftritt. Bei der Neuropraxie tritt in der Regel ohne Behandlung eine
vollstandige Wiederherstellung der Funktion in einem Zeitraum von ein bis acht Wochen ein.
Ursache der Neuropraxie ist haufig eine Durchblutungsstérung durch Kompression oder
Dehnung des Nervengewebes (FAISSLER et al., 2005).

Bei der Axonotmesis sind Axone durchtrennt, aber das Epi- und Perineurium sowie die
Basalmembran der Schwannzellen intakt. Die Axonotmesis flhrt zur Wallerschen
Degeneration. Die Nervenleitung im distalen Abschnitt geht drei bis funf Tage nach
Einwirkung der Noxe verloren (FAISSLER et al., 2005). Die funktionelle Wiederherstellung ist
mdglich, nimmt aber entsprechend der Wachstumsgeschwindigkeit des regenerierenden
Axons von ein bis zwei mm pro Tag einen langeren Zeitraum in Anspruch. Innerhalb von
sechs Wochen zeigt sich eine funktionelle Besserung (FORTERRE et al., 2003a; FORTERRE,
2005).

Die Neuronotmesis beschreibt die vollstandige Durchtrennung des Nervs, je nach
Schweregrad einschlieBlich des Endoneuriums, Perineuriums und Epineuriums. Bei der
Neuronotmesis kann ohne operative Behandlung keine Regeneration mit funktioneller
Wiederherstellung stattfinden (FORTERRE et al.,, 2003a; FORTERRE et al., 2003b). Auch in
diesem Fall lauft im distalen Nervenstumpf die Wallersche Degeneration ab. Die Zerstérung
der Basalmembran der Schwannzellen senkt die Chance einer erfolgreichen Regeneration
erheblich, da einerseits die regenerierenden Fasern keinen Anschluss an das Erfolgsorgan
finden und andererseits reaktive Bindegewebszubildungen stenoseartig den Fasern den
Weg versperren (FAISSLER et al., 2005).

Eine Avulsion der Nervenwurzeln bedeutet die ZerreiBung der ventralen Nervenwurzeln
einschlieBlich der Neurone im Rickenmark oder die Durchtrennung ventraler sowie dorsaler
Nervenwurzeln nahe dem Rickenmark. Bei einer partiellen Avulsion sind ein Teil der
Nervenwurzeln und bei einer vollstandigen Avulsion alle Wurzeln, die sich zu einem Nerv

zusammenfinden, betroffen. Die Nervenwurzelavulsion ist in der Regel mit einer ungunstigen
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Prognose verbunden. Verletzte Nervenwurzeln haben eine geringe Fahigkeit zur
Regeneration. Eine klinische Verbesserung ist meist die Folge der Kompensation durch noch
intakte Nervenwurzelanteile (FAISSLER et al., 2005).

Im Hinblick auf die Prognose einer Nervenverletzung ist auBerdem die Distanz zwischen
Lasion und Zielorgan von entscheidender Bedeutung. Je weiter distal an der GliedmaBe eine
Nervenverletzung lokalisiert ist, desto héher ist die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen
Regeneration. Die besten Chancen fur eine funktionelle Regeneration bestehen bei
Distanzen zwischen Lé&sion und distalem GliedmaBenende von unter 15 cm. Die meisten
Nervenverletzungen sind jedoch sehr weit proximal an der GliedmaBe lokalisiert (z.B. Plexus
brachialis-Abriss, Nerventumore, iatrogene Verletzungen des N. ischiadicus), das bedeutet
v.a. bei gréBeren Hunderassen eine Distanz von tber 20 cm bis zum Zielorgan (FORTERRE,
2005).

2.2.2. Verletzungen peripherer Nerven

An der VordergliedmaBe ist der partielle oder vollstdndige Plexus-Abriss die haufigste
neurologische Erkrankung (GRIFFITHS, 1974; FORTERRE et al., 2003a; FORTERRE et al.,
2003b). An der HintergliedmaBe ist eine Lasion des N. ischiadicus die haufigste traumatische
Lasion (FORTERRE et al., 2003b).

2.2.2.1 Lasion des Nervus ischiadicus

Der N. ischiadicus ist ein wichtiger Nerv sowohl fir die Fortbewegung als auch flr die
Lastaufnahme des Korpergewichts, so dass sein Funktionsverlust zu einer weitgehenden
Beeintrachtigung flhrt (FORTERRE et al., 2007). Seine Fasern entstammen den
Rickenmarkssegmenten L5, L6, L7 und S1. Oberhalb der Kniekehle (Fossa poplitea) teilt
sich der N. ischiadicus in den N. tibialis und den N. fibularis communis. Traumatische
Schadigungen des N. ischiadicus kénnen vielfaltige Ursachen haben, eine erhdhte Gefahr
besteht v. a. bei Frakturen des Os ileum, des Acetabulum und des proximalen Femur. Doch
auch das Risiko einer iatrogenen Schadigung des N. ischiadicus, z.B. durch Injektionen oder
den Einsatz von intramedullaren Pins sowie durch die operative Korrektur von
Huftgelenksdysplasien oder Perinealhernien, darf nicht unterschatzt werden. Unter den
Kleintierpatienten mit peripheren Nervenlasionen sind iatrogene Verletzungen des N.
ischiadicus mit 26,2% zu verzeichnen (FORTERRE et al., 2007).
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2.2.2.2 Plexus brachialis-Abriss

Der Plexus brachialis wird beim Hund von den Ventralasten des 6., 7. und 8. Halsnerven
sowie des 1. und 2. Brustnerven gebildet. Die aus dem Armgeflecht hervorgehenden Nerven
versorgen die SchultergliedmaBe sowie Teile der Schultergrtelmuskulatur und der
Rumpfwand (NICKEL et al., 1992). Die Avulsion des Plexus brachialis ist haufig die Folge
eines Verkehrsunfalls. Wird durch den ZusammenstoB mit einem Fahrzeug im Oberarm-
bzw. Halsbereich des Tieres die VordergliedmaBe maximal abduziert oder nach kaudal
gestreckt, so entsteht ein massiver Zug auf die Nervenstrange und die Nerven rei3en an der
schwachsten Stelle (GRIFFITHS et al., 1974; FORTERRE et al., 2003b; FAISSLER et al., 2005).
Dies ist die ventrale Nervenwurzel nahe des Rickenmarks, die dorsale Nervenwurzel
proximal des sensorischen Ganglions oder die ventrale und dorsale Wurzel distal des
sensorischen Ganglions. Seltener als Wurzelavulsionen sind Schadigungen der proximalen
Plexusnervenabschnitte oder innerhalb des Nervengeflechts (FAISSLER et al., 2005).

Je nach Ausdehnung unterscheidet man einen kranialen Plexus-Abriss (C6, C7, N.
suprascapularis, N. subscapularis, N. musculocutaneus, N. axillaris) von einem kaudalen
Plexus-Abriss (C8, Th1, Th2, N. radialis, N. ulnaris, N. medianus und N. thoracodorsalis)
sowie eine totale Avulsion (C6-Th2).

Nur ca. 15% der Hunde mit Avulsionen oder L&sionen des Plexus brachialis erlangen eine
normale Funktion der betroffenen GliedmaBe zurlick (FAISSLER et al., 2005).

223 Periphere Nervenscheidentumore

Tumore peripherer Nerven beim Hund sind selten, die Mehrzahl entstammt den
Hullstrukturen. Der Haufigkeit nach handelt es sich dabei um Neurofiborome, Schwannome,
spinale Meningeome und maligne Lymphome (FORTERRE et al., 2004). Trotz einer
gegebenenfalls mdglichen chirurgischen Behandlung ist die Prognose beim Hund ungunstig,
weil die Diagnose meist zu spat gestellt wird. Die Tumore lassen sich dann nicht vollstandig
entfernen und die Rezidivrate innerhalb eines Jahres nach der Operation ist sehr hoch
(BREHM et al., 1995; FORTERRE et al., 2004).

2.3 Regeneration peripherer Nerven

Im Gegensatz zum zentralen Nervensystem ist bei peripheren Nervenverletzungen eine

Regeneration mit vollstdndiger Funktionswiederherstellung méglich (STOLL et al., 2002). Die
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erfolgreiche Regeneration beinhaltet die Formation von axonalen Sprouts, das Auswachsen
von regenerierenden Axonen und die Reinnervation der urspriinglichen Zielstrukturen (IDE,
1996).

Voraussetzung fiir die Regeneration einer Nervenfaser ist das Uberleben der Nervenzelle
(MUIR, 2009). Dieses ist von verschiedenen Faktoren, wie der Lokalisation der Verletzung,
des Alters und der Art der Nervenzelle abhangig (FANSA und KEILHOFF, 2003). Je dichter am
Zellkérper die Lasion lokalisiert ist, desto geringer ist die Uberlebenschance der Nervenzelle.
Adulte Neurone sind widerstandsfahiger als juvenile. Spinale Motoneurone sind weniger
anfallig als Motoneurone der Gehirnnerven und sensible Neurone (FU und GORDON, 1997).
So gehen nach einer Lasion die Nervenzellen des N. facialis und des N. hypoglossus
haufiger zugrunde als die von spinalen Neuronen (FANSA und KEILHOFF, 2003). Weitere
Faktoren, die Einfluss auf die Prognose haben, sind der Verletzungsmechanismus (scharfe
Durchtrennungen heilen deutlich besser als stumpfe ZerreiBungen), die Zeitspanne zwischen
Trauma und chirurgischem Eingriff sowie das Alter und der Gesundheitszustand des
Patienten (FORTERRE, 2005).

2.3.1 Wallersche Degeneration

Wenn bei einer peripheren Nervenverletzung das Axon vom Zellkdrper getrennt wird,
degeneriert der distale Nervenstumpf schrittweise. Dieser Prozess wird als Wallersche
Degeneration bezeichnet (WALLER, 1851) und beinhaltet den Abbau des Axons und die
Phagozytose des Mpyelins. Wahrend der Wallerschen Degeneration wird durch eine
Umgestaltung des distalen Nervensegments ein Umfeld geschaffen, das ein erfolgreiches
Wiederauswachsen der regenerierenden Nervenfaser erlaubt (BOSSE et al., 2001).

Am Anfang der Wallerschen Degeneration steht die schnelle Degradation des Axoplasmas
und des Axolemms durch die Aktivierung von Proteasen (FANSA und KEILHOFF, 2003). Initial
schwillt das Axon an, dann zerféllt es in einzelne membranumgebene Fragmente (JOHNSON
et al., 2005). Die Fragmentation der Axone beginnt nahe der Lasion und schreitet nach distal
mit einer Geschwindigkeit fort, die mit der Dicke der Nervenfaser und der Lange der
Internodien korreliert. Sehr diinne Nervenfasern zeigen zuerst Degenerationserscheinungen,
dicke Fasern haufig erst wenn alle diinnen Fasern bereits in Ovoide zerfallen sind (LUBINSKA,
1977).

Der Zerfall des Myelins in Ellipsoide oder Ovoide beginnt nach 24 bis 48 Stunden (KOEPPEN,
2004). Die initialen Ovoide entstehen in der Mitte der Internodien, wahrend die Nervenfasern
an den Schndrringen noch langer ihre physiologische Gestalt beibehalten (LUBINSKA, 1977).
Nach 10 bis 21 Tagen erstreckt sich die Wallersche Degeneration bis zum Endorgan, z.B.
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der motorischen Endplatte, wo infolge der Denervierung die Muskelfasern atrophisch werden
(MUMENTHALER et al., 2007).

Bei der Wallerschen Degeneration spielen inflammatorische Zytokine, insbesondere TNF-q,
Interleukin (IL)-1a und IL-1B, Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF)
und IL-10 eine wichtige Rolle. TNF-a und IL-1a sind die ersten Proteine, die von den
Schwannzellen unmittelbar nach einer Nervenverletzung verstarkt synthetisiert und
sezerniert werden (AHMED et al., 2005). Sie leiten die molekularen und zelluldren Abldufe der
Wallerschen Degeneration ein (SHAMASH et al., 2002). Bereits innerhalb der ersten flnf
Stunden nach der Nervenverletzung ist auBerdem die Produktion des Makrophagen und
Schwannzellen aktivierenden GM-CSF erhdht (BE’ERI et al., 1998). TNF-a, IL-1a und IL-1B
tragen zur Rekrutierung der Makrophagen bei, die im intakten peripheren Nervensystem
sparlich und erst ab dem dritten Tag nach der Nervenverletzung reichhaltig vorhanden sind
(PERRY et al., 1987; REICHERT et al., 1994). Die rekrutierten Makrophagen produzieren nun
ihrerseits TNF-a, IL-1a und IL-13 (SHAMASH et al., 2002).

Da die Produktion von IL-10 nach der Nervenlasion schwach ist und sich erst ab dem dritten
Tag mit einem Maximum am siebten Tag steigert, wird IL-10 eine Funktion in der
Beendigung der Wallerschen Degeneration zugeschrieben (BE'ERI et al., 1998).

Es gibt Mutanten (wld), bei denen es durch eine verlangsamte Invasion von Makrophagen zu
einer verlangsamten Wallerschen Degeneration kommt (slow wallerian degeneration). Bei
wld-Mausen ist die Produktion von GM-CSF nach einer Nervenlasion gering (BE'ERI et al.,
1998) und die mMRNA-Expression von TNF-q, IL-1a und IL-13 erhéht (SHAMASH et al., 2002).
Daraus resultieren mdoglicherweise die fehlende Rekrutierung und Aktivierung von
Makrophagen und die damit einhergehende verzégerte Myelinphagozytose. Eine axonale
Regeneration kann jedoch auch bei wld-Mausen stattfinden. Die Zelltrimmer und der
myelinale Debris werden im Zuge der Wallerschen Degeneration sowohl von Schwannzellen
als auch von Makrophagen phagozytiert und somit beseitigt (REICHERT et al., 1994;
FERNANDEZ-VALLE et al., 1995; HIRATA und KAWABUCHI, 2002).

Damit periphere Nerven vollstdndig regenerieren kénnen, missen erst die beschriebenen
degenerativen Prozesse ablaufen. Wenn die Degeneration gestért ist, unterbleibt oder
verzdgert sich die Regeneration. Dabei spielt MAG eine Rolle, ein integraler Bestandteil
jeder Myelinscheide, welcher das Aussprossen der Axone aktiv verhindert (TANG et al., 2001;
QUARLES, 2007). Neue Ergebnisse zeigen, dass durch die reduzierte MAG-Synthese infolge
einer chronischen Nervenkompression innerhalb von peripheren Nerven die Formierung von

axonalen Sprouts geférdert wird (GUPTA et al., 2006).
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2.3.2 Schwannzellen und Nervenregeneration

Die axonunabhangige Uberlebensfahigkeit reifer Schwannzellen ist fiir die erfolgreiche
Regeneration peripherer Nerven nach einer Verletzung von entscheidender Bedeutung
(MEIER et al., 1999). Infolge einer Nervenverletzung verlieren die Schwannzellen im distalen
Stumpf den axonalen Kontakt und durchlaufen phéanotypische Veranderungen, d.h. sie
dedifferenzieren zu prae- oder nicht myelinisierenden Schwannzellen und beginnen zu
proliferieren (TORIGOE et al., 1996; FROSTICK et al., 1998; FANSA und KEILHOFF, 2003). Uber
welchen Mechanismus eine Nervenverletzung die Aktivierung von Schwannzellen induziert,
ist noch nicht vollstandig geklart. Jedoch wird vermutet, dass die Aktivierung spezifischer
Immunantworten eine besondere Rolle spielt (LEE et al., 2006).

Dedifferenzierte Schwannzellen steigern die Expression des p75-Neurotrophin-Rezeptors
und regenerationsassoziierter Proteine wie NGF, BDNF, NCAM (Neural Cell Adhesion
Molecule), NgCAM (Neuron-Glia Cell Adhesion Molecule), auch genannt L1, Laminin,
Tenaszin C und Fibronektin. Gleichzeitig wird ihre Produktion von Myelinkomponenten
herabgesetzt (HIRATA et al., 2001). Die proliferierenden Schwannzellen bilden Zellsaulen
innerhalb der Basalmembran aus, die sogenannten Biingnerschen Bénder (BUNGNER, 1891).
Diese dienen den regenerierenden Axonen als Leitschienen und dirigieren sie in ihrem
Wachstum.

Es wird vermutet, dass die Proliferation der Schwannzellen im distalen Nervensegment in
der frihen Phase der Wallerschen Degeneration méglicherweise durch von einwandernden
Makrophagen sezernierte Zytokine wie IL-1, PDGF, FGF-2 (Fibroblast Growth Factor-2) und
TGF-B induziert wird (FROSTICK et al.,, 1998; FANSA und KEILHOFF, 2003). Neben der
Proliferation férdert IL-1 auch die Synthese von NGF durch Schwannzellen. Im proximalen
Segment stellt der Verlust des axonalen Kontakis den Hauptstimulus fir die
Schwannzellproliferation dar (FROSTICK et al., 1998).

Die Proliferation der Schwannzellen erreicht ihr Maximum zwischen dem dritten und siebten
Tag (FANSA und KEILHOFF, 2003). HALL et al. (1997) untersuchten die sich andernde Anzahl
von Schwannzellen wahrend der Wallerschen Degeneration. Dabei betrug die absolute Zahl
der Schwannzellen pro einem mg feuchtem Gewebe eine Woche nach der
Nervendurchtrennung 5 x 10* und nach sechs Monaten 1,3 x 103. Der Mechanismus der
Eliminierung der Schwannzellen ist noch nicht geklart.

Um ein der Regeneration férderliches Umfeld zu schaffen, synthetisieren Schwannzellen
neurotrophe Faktoren und deren Rezeptoren (FROSTICK et al., 1998). RNA-Transkripte von
NGF, BDNF, NT3, CNTF und GDNF konnten in Schwannzell-Kulturen nachgewiesen werden
(FROSTICK et al., 1998).
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2.3.2.1 Neurotrophe Faktoren

In intakten Nerven werden neurotrophe Faktoren in der Peripherie produziert und retrograd
zum Nervenzellkdrper transportiert (IDE, 1996). Wenn die Kommunikation des Axons mit dem
Nervenzellkdrper durch eine L&sion unterbrochen wird, werden die Faktoren von den

Schwannzellen produziert (IDE, 1996).

2.3.21.1 Neurotrophine und ihre Rezeptoren

Sechs Neurotrophine wurden mittlerweile isoliert: NGF, BDNF, NT-3, NT-4/5, NT-6 und NT-7.
NT-6 und NT-7 wurden bislang nur in Fischen identifiziert und spielen daher vermutlich bei
Saugetieren keine Rolle (GOTz et al., 1994; NILSSON et al, 1998). Neurotrophine sind kleine
basische Polypeptide, die zwei unterschiedliche Klassen von Rezeptoren aktivieren.
Einerseits binden sie an high-affinity Tyrosinkinase-Rezeptoren (irkA, trkB und trkC
Tropomyosin-Related Kinase) und andererseits an einen low-affinity Nerve Growth Factor
Receptor (LNGFR, LNTR, p75-NTR). Der p75-NTR st ein 75 kDa schweres
Transmembranprotein. Er z&hlt zu den Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptoren (CHAO, 1994;
FRADE und BARDE, 1998). Charakteristisch fur diese Gruppe von Rezeptoren sind
cysteinreiche Extrazellulardomanen, die aus drei bis sechs Uber Disulfidbriicken
verbundenen Untereinheiten bestehen. Uber viele Jahre wurde der p75-NTR als ein nieder-
affiner spezifischer NGF-Rezeptor eingestuft, mittlerweile hat sich jedoch gezeigt, dass er
alle Neurotrophine mit der gleichen Affinitat bindet (RODRIGUEZ-TEBAR et al., 1991; CARTER
et al., 1996). Schwannzellen exprimieren NGF-Rezeptoren sowohl in vitro als auch in vivo
(TANIUCHI et al., 1986). Sowohl myelinisierende als auch nicht-myelinisierende canine
Schwannzellen weisen den p75-NTR auf (BOcCK et al., 2007), wahrend die trk-Tyrosinkinase-
Rezeptoren von Schwannzellen nicht exprimiert werden (FRADE und BARDE, 1998).

Im Zuge des axonalen Auswachsens und der Migration von Schwannzellen wahrend der
embryonalen Entwicklung sowie bei der Regeneration peripherer Axone nach einer
Nervenlasion spielt der p75-NTR eine wichtige Rolle (BENTLEY und LEE, 2000). Nach einer
Nervenlasion ist die Expression von Neurotrophinen und dem p75-NTR in den aktivierten
Schwannzellen deutlich erhéht (TANIUCHI et al., 1988; ANTON et al., 1994). Finf Tage nach
der Nervenverletzung steigt die Konzentration abrupt an, wahrend die Schwannzellen ihre
parallele Anordnung verlassen und zu migrieren beginnen (HIRATA et al., 2001). Die
Abwesenheit von p75-NTR verhindert sowohl axonales Wachstum in vitro als auch axonales
Wachstum und die Innervation der Zielorgane in vivo (BENTLEY und LEE, 2000). Auch in die
Remyelinisierung regenerierender Axone ist der p75-NTR involviert. Nach Verletzung des N.
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ischiadicus bei p75-NTR defizienten Mausen kommt es zu einer beeintrachtigten axonalen
Regeneration und Remyelinisierung (TOMITA et al., 2007). Diese Tiere weisen im Vergleich
zu Wildtyp-Mausen dinnere Myelinscheiden der regenerierten Axone mit niedrigerem Gehalt
an PO auf (SONG et al., 2006). Durch Blockierung des p75-NTR wird die Myelinisierung von
Neuronen in vitro gehemmt, wahrend sie durch Hemmung von trkC gesteigert wird
(COSGAYA et al., 2002).

Im Gegensatz zu den genannten Effekten kann die Bindung von Liganden an den p75-NTR
auch neuronale Apoptose induzieren (FRADE und BARDE, 1998; FRIEDMAN, 2000; BLOCHL
und BLOCHL, 2007). Die genannten gegenteiligen Effekte lassen sich durch die Vielzahl der
maoglichen Signaltransduktionswege erkléren. Die Aktivierung von p75-NTR durch NGF fihrt
zur Sphingomyelinhydrolyse und damit zur Produktion des zu den Sphingolipiden
gehdérenden second messengers Ceramid (DOBROWSKY, 1994; DOBROWSKY, 1995). Infolge
dessen kann der nukledre Faktor Kappa B (NF-kB) aktiviert werden (HIRATA et al., 2001),
was wiederum die Apoptose bedingt. Finf Untereinheiten bilden die homo- oder
heterodimeren NF-kB Faktoren: RelA, RelB, c-Rel, p50/p105 (NF-kB1) und p52/p100 (NF-
kB2) (CHEN und GREENE, 2004). Typischerweise erfolgt die Aktivierung von NF-kB durch
hintereinander geschaltete Phosphorylierungsschritte (VIATOUR et al., 2005). Dadurch
entstehende freie NF-kB Dimere kdnnen dann in den Zellkern translozieren und dort die
Transkription zahlreicher Zielgene regulieren. Nur die Bindung von NGF an den p75-NTR
fOhrt zu einer Aktivierung von NF-kB (CARTER et al., 1996). Obwohl NGF, BDNF und NT-3
mit der gleichen Affinitdt an p75-NTR binden, induziert folglich nur NGF in hoher
Konzentration die schnelle Apoptose (HIRATA et al., 2001). Die Aktivierung von NF-kB in
Schwannzellen unmittelbar nach experimentell induzierter Verletzung des N. ischiadicus wird
auBerdem in Verbindung gebracht mit einer Hemmung des anschlieBenden axonalen
Auswachsens (SMITH et al., 2009).

23.21.1.1 Nerve Growth Factor (NGF)

NGF stellt den Prototyp der Neurotrophine dar. Er wurde in den 50er Jahren entdeckt, als ein
Faktor, der das Uberleben von sympathischen und sensorischen spinalen Neuronen in vitro
ermdglicht (LEVI-MONTALCINI, 1987). Heute ist bekannt, dass die Apoptose von Neuronen
Uber die Aktivierung der Rezeptor-Tyrosinkinase trkA durch NGF verhindert wird. Im
Gegensatz dazu fuhrt NGF wahrend der embryonalen Entwicklung Uber die Aktivierung des
p75-NTR zur Apoptose von Neuronen (FRADE und BARDE, 1998; FRIEDMAN, 2000). Ein
intakter peripherer Nerv weist nur sehr geringe Konzentrationen von NGF und NGF-
Rezeptoren auf (FAWCETT und KEYNES, 1990). NGF wird aber sowohl wahrend der axonalen
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Entwicklung als auch wahrend der axonalen Regeneration vom Zielgewebe ausgeschuttet
und beeinflusst so das Auswachsen des Axons, das sich am Konzentrationsgefélle von NGF
orientiert. Die Konzentration von NGF zeigt ein Maximum zwischen dem zweiten und dem
dritten Tag nach der Verletzung. Dies korreliert mit der Invasion von Makrophagen und wird
durch das von den Makrophagen sezernierte IL-1 gesteuert (FROSTICK et al., 1998). An der
Stelle der Nervenlasion tragen auch die dort lokalisierten Schwannzellen zu der erhdhten
NGF-Konzentration bei (ABE et al., 2004).

2.3.2.1.1.2 Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF)

Physiologischerweise findet die starkste BDNF-Synthese im ZNS statt. Nach einer
peripheren Nervenverletzung ist jedoch auch eine gesteigerte Expression von BDNF in
Schwannzellen zu beobachten. Das Maximum der BDNF-Konzentration im Bereich der
Nervenlasion wird nach drei bis vier Wochen erreicht und betrégt das Zehnfache der NGF-
Konzentration (FROSTICK et al., 1998). Im distalen Nervensegment wurden zwei Wochen
nach der Verletzung erhéhte Gehalte von BDNF gefunden (BARDE et al., 1982).

Die Aktivierung des p75-NTR durch BDNF férdert die Myelinisation von Neuronen in vitro
und in sich entwickelnden peripheren Nerven in vivo (BENTLEY und LEE, 2000; CHAN et al.,
2001; COSGAYA et al., 2002) sowie die Differenzierung von Schwannzellen und die
Myelinisierung von regenerierenden Axonen (ZHANG et al., 2000). Die Blockierung von
endogenem BDNF beeintrachtigt die Myelinisierung regenerierender Nerven und flhrt zu
einer verschlechterten Nervenregeneration (ZHANG et al., 2000; CHAN et al., 2001; COSGAYA
et al.,, 2002). AuBerdem wirkt BDNF {ber den p75-NTR hemmend auf die Migration von
Schwannzellen (YAMAUCHI et al., 2004).

2.3.2.1.1.3  Neurotrophin-3 und Neurotrophin-4/5 (NT-3 und NT-4/5)

Neurotrophin-3 wirkt im Gegensatz zu BDNF hemmend auf die Myelinisierung peripherer
Nerven und stimulierend auf die Schwannzell-Migration (CHAN et al., 2001). Dieser Effekt
wird Ober trkC vermittelt (COSGAYA et al., 2002; YAMAUCHI et al., 2003; YAMAUCHI et al.,
2004). Neurotrophin-5 wurde nach seiner Entdeckung und Benennung als identisch mit
Neurotrophin-4 erkannt, aus diesem Grund wird in der Literatur haufig die Bezeichnung NT-
4/5 verwendet. Mehrere in vitro und in vivo Untersuchungen haben gezeigt, dass NT-3 und
NT-4/5 zu den wichtigsten Uberlebensfaktoren von Motoneuronen gehéren (SENDTNER et al.,

31



1996). NT-4/5 wird ahnlich wie BDNF ca. zwei Wochen nach einer Verletzung verstarkt
exprimiert (FROSTICK et al., 1998).

2.3.21.2 Neurokine, Neuropoetische Zytokine, Neuropoetine

Neurokine gehdren in die Familie der Zytokine. Sie bewirken eine gesteigerte Proliferation
von Zellen und férdern so nicht nur das Wachstum von Axonen, sondern sichern auch das
Uberleben von Neuronen (FANSA und KEILHOFF, 2003). Zu den Neurokinen zahlen der Ciliary
Neurotrophic Factor (CNTF), der Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a) und der Leukemia
Inhibitory Factor (LIF).

Neurokine spielen eine wichtige Rolle in entziindlichen Prozessen, die auch wesentlich an
der Wallerschen Degeneration beteiligt sind (SHAMASH et al., 2002).

In den Schwannzellen intakter adulter Nerven liegt CNTF in hohen Konzentrationen vor
(FROSTICK et al., 1998). CNTF ist 30 bis 60 Tage nach einer Denervierung in Schwannzellen
nicht mehr nachzuweisen und tritt erst mit der Reinnervation wieder auf. Es wird vermutet,
dass Schwannzellen den axonalen Kontakt bendtigen um CNTF zu synthetisieren (SMITH et
al., 1993). CNTF unterstiitzt das Uberleben und die Differenzierung einer Vielzahl von
Neuronen sowohl im zentralen als auch im peripheren Nervensystem (IDE, 1996; FANSA und
KEILHOFF, 2003).

2.3.2.1.3 Transforming Growth Factor Family

Zu dieser Familie gehéren mittlerweile 30 Faktoren. Unterschieden werden die Gruppe der
TGF-a- und TGF-B-Proteine. TGF-a wurde in Menschen und Nagetieren nachgewiesen. Die
transformierenden Wachstumsfaktoren-p (TGF-B) stellen eine Superfamilie von Proteinen
dar, die in der Entwicklung und Differenzierung des Nervensystems unterschiedlichste
Funktionen erflllen (HEUPEL, 2007).

Aufgrund ihrer Bedeutung bei immunologischen Vorgangen werden TGF-B zur Klasse der
Zytokine gezahlt (PREHN et al., 1993). AuBerdem spielen TGFs eine Rolle in der
Proliferationskontrolle verschiedener Zellen, weshalb sie auch den Wachstumsfaktoren
zugeordnet werden (MASSAGUE, 1990). Zusammen mit den in den letzten Kapiteln
vorgestellten Mitgliedern anderer Proteinfamilien gehdren sie zur Gruppe der Neurotrophen
Faktoren (HEFTI, 1997).

Bislang wurden 3 verschiedenen Isoformen (TGF-B 1 bis 3) bei Saugetieren identifiziert
(KINGSLEY, 1994). Im PNS von Saugetieren sind TGF- 1 bis 3 in verschiedenen
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Konzentrationen in den Zellen des neuromuskularen Systems, also in Motoneuronen,
Muskelzellen und Schwannzellen zu finden (MCLENNAN und KoOISHI, 2002). Schwannzellen
sezernieren TGF-B 1 bis 3 und exprimieren alle drei TGF-3-Rezeptoren (EINHEBER et al.,
1995; JIANG et al., 2000). Dabei wird die Menge der TGF-B-Isoformen in vitro differentiell
durch die Interaktion von Nerv und Schwannzellen reguliert, sodass die Konzentration von
TGF-B1 in Neuronen-Schwannzell-Ko-Kulturen im Gegensatz zu Schwannzell-Monokulturen
erniedrigt, die Konzentration von TGF- 3 erhéht und die Menge an TGF- 2 unverandert ist
(HEUPEL, 2007). Zu den etablierten Funktionen der Unterfamilie der TGF-B-Isoformen 1 bis 3
im Nervensystem gehéren die Kontrolle von Uberleben und Apoptose in Neuronen
(KRIEGLSTEIN, 2006).

TGF-B besitzt neben seiner Wirkung auf dopaminerge Neurone und auf Astrozyten Einfluss
auf die Proliferation (EINHEBER et al., 1995), Differenzierung (DAY et al., 2003) und Apoptose
von Schwannzellen (PARKINSON et al., 2001). Den einzelnen Isoformen lassen sich
bestimmte Funktionen zuweisen. So besitzt beispielsweise TGF-B 1 einen ausgepragten
Einfluss auf die Myelinisierung durch Schwannzellen (EINHEBER et al., 1995). TGF-B 1-
defiziente Mause weisen abnorme Myelinscheiden auf (DAY et al., 2003).

23.21.4 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

VEGF ist insbesondere als endogener proangiogener Faktor bekannt. In den letzten Jahren
hat sich jedoch gezeigt, dass VEGF nicht nur spezifisch auf Endothelzellen wirkt, sondern
auch positive Effekte auf Neuronen und Schwannzellen ausibt (BROCKINGTON et al., 2004;
NAMIECINSKA et al., 2005).

Die VEGF-Genfamilie umfasst sechs Faktoren: VEGF-A, haufig auch nur VEGF genannt,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E und Placenta Growth Factor (PIGF). Wahrend VEGF,
VEGF-B, VEGF-D, VEGF-E und PIGF hauptséachlich die BlutgefaBbildung beeinflussen, wirkt
VEGF-C Uberwiegend auf die Entwicklung und Erhaltung der LymphgeféaBe. VEGF, VEGF-B
und VEGF-C werden auBerdem ein Effekt auf Zellen des Nervensystems zugesprochen
(RAAB und PLATE, 2007).

Sieben VEGF-Isoformen sind bislang identifiziert worden: VEGFi,, VEGF45, VEGFieo,
VEGFi5, VEGF1g3, VEGFg9 und VEGF,e. Sie entstehen durch alternatives SpleiBen der
mRNA und bestehen jeweils aus der entsprechenden Anzahl Aminosauren. In den meisten
Geweben ist VEGF45 die Uberwiegende Form (NEUFELD et al., 1999; LANGE et al., 2003;
FERRARA, 2004).
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VEGF interagiert mit zwei Tyrosinkinase-Rezeptoren VEGF-Rezeptor-1 (VEGFR-1, Flt-1)
und VEGFR-2 (Flk-1, KDR), wahrend VEGF-C und VEGF-D auch an VEGFR-3 binden
(BROCKINGTON et al., 2004; RAAB und PLATE, 2007).

Des Weiteren fungieren die Neuropiline (NRP) -1 und -2, so genannte Nicht-Tyrosinkinase-
Rezeptoren als VEGF-Rezeptoren (ZACHARY, 2005). Uber NRP-1 férdert VEGF das
Auswachsen von Neuronen und verhindert deren Apoptose. Auch in der neuronalen
Entwicklung spielt VEGF via NRP-1 eine wesentliche Rolle (ROSENSTEIN und KRUM, 2004).
An Endothelzellen werden mitogene und angiogene Effekte von VEGF hauptsachlich tber
VEGFR-2 vermittelt, gleiches gilt fir die proliferationsférdernde Wirkung von VEGF auf
Neurone und Gliazellen (BROCKINGTON et al., 2004). Neben VEGFR-2 gilt Neuropilin-1 als
hauptsachlicher VEGF-Rezeptor im Nervensystem (ZACHARY, 2005).

VEGF stimuliert axonales Wachstum, erhéht die Uberlebensrate und Proliferation von
Schwannzellen und aktiviert deren Invasion in azelluldre Nerventransplantate (SONDELL et
al., 1999a; SONDELL et al., 1999b). Nach peripheren Nervenlasionen ist VEGF verantwortlich
fiir die Wiederherstellung der Blutzufuhr und unterstiitzt das Uberleben und die Regeneration
der Neurone (BROCKINGTON et al., 2004). Die Supplementierung von VEGF fiihrte bei Ratten
nach Lasionen des N. ischiadicus zu einer verbesserten intraneuralen Angiogenese und
beschleunigten axonalen Regeneration sowie einer gesteigerten Schwannzell-Migration
(HoBSON et al.,, 2000). Weiterhin ist bekannt, dass VEGF im Gebiet chronischer
Nervenkompressionen exprimiert wird. Wahrend der frihen Phase chronischer
Nervenkompressionen kommt es nicht zu axonaler Degradation, vielmehr ist eine starke
Proliferation der Schwannzellen zu beobachten, allerdings gefolgt von deren Apoptose und
vaskularen Veranderungen (GUPTA et al., 2005). Unterschiedliche VEGF-Konzentrationen
wurden zur Kultivierung von Neuronen-Schwannzell-Ko-Kulturen aus verschiedenen
Ganglien erprobt. Dabei zeigte sich ein maximaler Effekt hinsichtlich der Lange der
auswachsenden Axone und der Anzahl der vorhandenen Schwannzellen bei einer VEGF-
Konzentration von 10 bis 50 ng/ml. Bei den Spinalganglien erwies sich die VEGF-
Konzentration von 100 ng/ml am erfolgreichsten (SONDELL et al., 1999a).

23.2.1.5 Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2)

Der Fibroblastenwachstumsfaktor-2 (FGF-2) gehért zur FGF-Familie, zu der gegenwartig 23
verschiedene Polypeptide gezahlt werden. Diese Wachstumsfaktoren haben wahrend der
embryonalen Entwicklung groBen Einfluss auf die Proliferation, Migration und Differenzierung
diverser Zellen. Sie spielen auch im adulten Organismus eine wichtige Rolle zur
Aufrechterhaltung und Regeneration verschiedener Gewebe wie z.B. bei der Wundheilung,
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der Angiogenese und der Nervenregeneration (GROTHE und NIKKHAH, 2001; ORNITZ und
ITOH, 2001; MALECKI et al., 2004).

Bei Ratten existieren Isoformen mit einem Gewicht von 18 kDa, 21 kDa und 23 kDa, bei
denen es sich um verschiedene Translationsprodukte der gleichen mRNA handelt
(FLORKIEWICZ und SOMMER 1989). FGF-2 signalisiert Uber zwei Klassen von Rezeptoren:
niedrig-affine  Heparansulfatproteoglykane  (HSPGs) und  hoch-affine  Tyrosin-
Transmembranrezeptoren (FGFR-1 bis 4) (ASPLIN et al., 2001; GROTHE et al., 2006). FGF-2
und seine Rezeptoren FGFR-1 bis 3 werden von Spinalganglien, sensorischen Neuronen
und Schwannzellen des sich entwickelnden und adulten peripheren Nervensystems
exprimiert (GROTHE et al., 2001). FGFR-1 qilt als der wichtigste FGF-Rezeptor des
Nervensystems, da die meisten Funktionen Gber ihn vermittelt werden sollen (STACHOWIAK et
al., 1996; MEISINGER et al., 1996). Immunhistochemische Untersuchungen zur Expression
der FGFR-1 bis 4 in unterschiedlichen Zellen und Geweben wiesen in Schwannzellen
allerdings nur die Expression von FGFR-1 und FGFR-3 nach, wahrend FGFR-2 und FGFR-4
nicht gefunden wurden (HUGHES, 1997). Andere Studien zeigen, dass nach einer peripheren
Nervenverletzung die Konzentration von FGF-2 ebenso wie die Expression von FGFR-3 auf
der Seite der Lasion deutlich ansteigen (GROTHE et al., 1997; GROTHE et al., 2001; SCARLATO
et al., 2001). FGFR-3-defiziente Mause weisen im Vergleich zum Wildtyp im gesunden N.
ischiadicus die gleiche Anzahl myelinisierter Fasern auf, die Axone und die Myelinscheiden
haben allerdings einen geringeren Durchmesser (JUNGNICKEL et al., 2004). FGF-2-defiziente
M&use dagegen zeigen eine deutlich erhéhte Anzahl regenerierender Axone sowie erhdhte
Durchmesser von Axonen und Myelinscheiden, wahrend FGF-2-Uberexprimierende Mause
eine deutliche Hypomyelinisierung aufweisen (JUNGNICKEL et al., 2004). Im proximalen
Nervenstumpf konnte bei FGF-2-Uberexprimierenden Mausen auBerdem eine gesteigerte
Schwannzellproliferation  verbunden mit einer beschleunigten Nervenregeneration
nachgewiesen werden (JUNGNICKEL et al., 2006). Diese Beobachtung korreliert mit der
proliferationsférdernden Wirkung von FGF-2 auf Schwannzellen in vitro (DAvIS und
STROOBANT 1990; HAASTERT et al., 2007). Die positive Wirkung von FGF-2 auf die
Nervenregeneration konnte auch durch die Implantation von FGF-2-Uberexprimierenden
Schwannzellen nach einer Nervenverletzung gezeigt werden. Ratten, die FGF-2-transfizierte
Schwannzellen erhalten hatten, zeigten eine signifikant gréBere Anzahl regenerierender
Nervenfasern und myelinisierter Axone. Die Nervenregeneration war gegeniber der
Kontrollgruppe beschleunigt (TIMMER et al., 2003; TIMMER et al., 2004). In Untersuchungen
der verschiedenen FGF-2-Isoformen hinsichtlich méglicher unterschiedlicher Effekte in der
Nervenregeneration zeigte 21/23 kDa FGF-2 eine besonders férderliche Wirkung auf
sensorische Neurone (HAASTERT et al., 2006a).
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2.3.2.2 Zelladhdsionsmolekiile (Cell Adhesion Molecules, CAM)

CAM sind Membranproteine, die interzellulare Kontakte regulieren und mit den Proteinen der
extrazelluldaren Matrix interagieren. Sie vermitteln z.B. die Axon-Schwannzell-Anheftung
wahrend des Auswachsens regenerierender Axone entlang der Schwannzellsdule (IDE,
1996). Die Gene, die fir CAM codieren, werden von sich entwickelnden Neuronen verstarkt
exprimiert. Postnatal wird die Expression reduziert und findet nur im Zuge der axonalen
Regeneration nach einer Nervenverletzung verstarkt statt (ZHANG et al., 2000).

Im Nervensystem gibt es drei Familien von Adh&sionsmolekilen: die Immunglobulin-
Superfamilie einschlieBlich NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule), NgCAM (Neuronglia Cell
Adhesion Molecule), auch genannt L1, PO und MAG; die Cadherine und die Integrine (IDE,
1996; FANSA und KEILHOFF, 2003).

Die Axon-Schwannzell-Adhasion wird von Molekilen der Immunglobulin-Superfamilie wie N-
CAM, L1 und PO vermittelt. N-CAM und L1 sind sowohl auf den regenerierenden Axonen
einschlieBlich ihrer Wachstumskolben sowie auf der Oberflache von Schwannzellen
lokalisiert und interagieren miteinander (MARTINI et al., 1994). N-CAM vermittelt
kalziumunabhangige Zelladhasion und wird im peripheren Nervensystem von schmalen und
nicht-myelinisierten Neuronen und nicht myelinisierenden Schwannzellen exprimiert (LE
FORESTIER et al., 1993).

Die Expression von N-CAM und L1 ist im reifen myelinisierten Nerv vermindert, wahrend sie
in unmyelinisierten Nerven kontinuierlich exprimiert werden. Im Zuge der Regeneration
peripherer Nerven werden N-CAM und L1 sowohl auf den Oberflachen der Schwannzellen
reexprimiert, an denen sie miteinander in Kontakt stehen und die Blngnerschen Bander
bilden, als auch auf den Oberflachen, die an das regenerierende Axon angrenzen. Es wird
allerdings auch diskutiert, ob die gesteigerte L1-Expression nach einer Nervenverletzung die
Proliferation von Schwannzellen negativ reguliert (GUSEVA et al., 2009).

In vitro férdern L1 und N-Cadherin das Wachstum von Neuronen auf der Oberflache von
Schwannzellen (BIXBY et al., 1988; SEILHEIMER und SCHACHNER, 1988). N-Cadherin wird von
Schwannzellen nach einer Nervenlasion verstarkt gebildet und ist sowohl fir die Adhasion
der Schwannzellen untereinander als auch fir den Kontakt zwischen Schwannzellen und
regenerierenden Axonen verantwortlich. So tréagt es zur Stabilisierung der Blingnerschen
Béander bei.

Integrine sind Transmembran-Glykoproteine, die im Zellinneren mit dem Zytoskelett und
nach auBen mit der extrazellularen Matrix interagieren. Die B1-Integrin-Familie umfasst
Rezeptoren fir Kollagen, Fibronektin, Laminin und Tenascin. B1-Integrine sind wichtige
Regulatoren der Zellmorphologie, Proliferation und Differenzierung (ROCHE et al., 1997).
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In den letzten Jahren wurden noch einige weitere von Schwannzellen synthetisierte
Adhasionsproteine gefunden, diese sind jedoch noch nicht vollstandig identifiziert worden. Zu
diesen zahlt u.a. Ninjurin1, das nach peripheren Nervenverletzungen in Schwannzellen

deutlich induziert wird und ebenfalls das axonale Auswachsen férdert (ARAKI et al., 1996).

2.3.2.3 Molekiile der extrazellularen Matrix (Extracellular Matrix, ECM)

Die extrazellulare Matrix der Nervenfasern besteht aus zwei Hauptkomponenten: der
Basalmembran, die jede reife Schwannzelle umhdillt und dem im Endoneurium befindlichen
Kollagen. Die Basalmembran enthalt Typ IV und Typ V Kollagen (SHELLSWELL et al., 1979),
Laminin, Fibronektin, Entaktin und Heparansulfat-Proteoglykan (BUNGE, 1993). Das Kollagen
des Endoneuriums gehért dem Typ [, 1ll, IV und V an (CAREY et al., 1983).

Molekule der extrazellularen Matrix werden von Schwannzellen, Fibroblasten und den
Neuronen gebildet und dirigieren auswachsende Axone in ihrer Wegfindung.

Nach friheren Studien ist die Basalmembran Voraussetzung fir die Myelinisierung im
peripheren Nervensystem, neue Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass
Lamininsignale die Myelinisierung einleiten (PODRATZ et al., 2001; FELTRI und WRABETZ,
2005). Die Aktivierung des Integrin B1-Rezeptors durch Laminin initiiert die Myelinisierung
(PODRATZ et al., 2001). Die Blockierung dieses Rezeptors bewirkt eine Hemmung der
Myelinisierung in Schwannzell-Neuronen-Ko-Kulturen (FERNANDEZ-VALLE et al., 1994). Bei
Saugetieren existieren 15 Laminin-Isoformen, von denen verschiedene von Schwannzellen
exprimiert werden (COLOGNATO et al., 2005). Die Basalmembran von Schwannzellen enthalt
Laminin 2 und Laminin 8, wahrend im Bereich der Ranvierknoten und in den paranodalen
Regionen nur Laminin 10 zu finden ist.

Laminin und Fibronektin férdern das Neuronenwachstum in vitro (FAWCETT und KEYNES,
1990). Die positive Wirkung von Fibronektin auf die Nervenregeneration kann durch
Tenascin blockiert werden. Dieses wachstumshemmende Molekil wird nach einer
Verletzung von Schwannzellen des distalen Nervenstumpfs verstarkt gebildet. Es wird
vermutet, dass es Fehlaussprossungen vermeiden soll (PROBSTMEIER et al., 2001).

2.3.3 Axonale Regeneration

Wenn nach einer peripheren Nervenverletzung die Nervenzelle Uberlebt, so laufen

verschiedene morphologische und molekulare Veranderungen ab, die die Wandlung vom
ruhenden zum auswachsenden Axon bewirken (FANSA und KEILHOFF, 2003). Das verletzte
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Neuron stellt seine Proteinsynthese um, ahnlich wie wahrend der embryonalen Entwicklung
werden Zytoskelettproteine, Neurotrophine, Neurokine, neuronale Zelladh&sionsmolekiile
und Molekiile der extrazellularen Matrix verstarkt synthetisiert (FU und GORDON, 1997; STOLL
und MULLER, 1999; MAKWANA und RAIVICH, 2005).

Das Growth-Associated-Protein-43 (GAP-43) beispielsweise wird nur von Schwannzell-
Vorlaufern und reifen nicht-myelinisierenden Schwannzellen wahrend des Wachstums und
wahrend der Regeneration peripherer Nerven synthetisiert (CURTIS et al., 1992). Nach einer
Axotomie steigt die Expression des GAP-43 in motorischen und sensorischen Neuronen
innerhalb kurzer Zeit stark an und nimmt erst finf bis sechs Wochen spater wieder ab, wenn
die Reinnervation des Zielgewebes stattgefunden hat (ZHANG et al., 2000). Im Gegensatz zur
verstarkten Synthese der Zytoskelettproteine Aktin und Tubulin werden Neurofilamente
wahrend der Nervenregeneration reduziert synthetisiert (FANSA und KEILHOFF, 2003).
Begleitet werden die genannten molekularen Veranderungen von einer Umstrukturierung der
zelluldren Organisation. Stellenweise |6sen sich die Nissl-Schollen auf, der Nukleus verlagert
sich in die Peripherie des Perikaryons, die Nukleoli vergrdBern sich, die Zelle schwillt an, es
kommt zur Chromatolyse (LIEBERMAN, 1971).

Die Regeneration peripherer Nerven geht von den im proximalen Nervenstumpf gelegenen
Axonen aus. Innerhalb von Stunden beginnen Fasern aus dem Bereich des terminalen
Ranvierschen Schnirrings des proximalen Nervenstumpfs auszuwachsen (FAWCETT und
KEYNES, 1990; SJOBERG und KANJE, 1990), wobei die von Schwannzellen gebildeten
Blingnerschen Bander als Leitschienen dienen (IDE, 1996). Im distalen Nervenstumpf
werden einige Molekile wie z.B. NGF, BDNF und NT-3 verstarkt gebildet, die das
Auswachsen der Axone nach distal férdern und chemotaktisch die Richtung dieses
Auswachsens angeben. Je gr6Ber der zu Uberbriickende Defekt im Nerven ist, desto eher
kommt es zur Bildung von ungerichteten Kollateralen, die ihr Ziel nicht erreichen und wieder
degenerieren.

Das Auswachsen der Axone erfolgt Uber die Ausbildung eines Wachstumsendkolbens
(Wachstumskegel). Der Wachstumsendkolben ist sehr beweglich und besitzt zahlreiche
Filopodien, die sich in verschiedene Richtungen vorstrecken und wieder zurtckziehen
kénnen. Er ist mit Rezeptoren fir Zelladhasionsmolekile ausgestattet und interagiert mit den
Zelladhasionsmolekilen der Umgebung. Die Richtung des Wachstums hangt von den
Interaktionen zwischen den Rezeptoren und den entsprechenden Adhasionsmolekilen ab.
Mit Hilfe des Wachstumsendkolbens werden auBerdem neurotrophe Faktoren aufgenommen
und via retrograden axonalen Transport zum Nervenzellkérper beférdert (FROSTICK et al.,
1998).
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Die Geschwindigkeit der axonalen Regeneration betragt nach einem Nervenschnitt zwei bis
drei mm pro Tag und drei bis vier mm pro Tag nach einer Nervenquetschung (STOLL und
MULLER, 1999).

Wenngleich das Axon bei einer Nervenquetschung beschadigt wird, kann die Kontinuitat der
Schwannzellen, der Basalmembran und des Perineuriums erhalten bleiben. Dies erleichtert
die Nervenregeneration erheblich (JOHNSON et al.,, 2005). Die Remyelinisierung des
regenerierten Axons beginnt ungefahr acht Tage nach der Nervenlasion (FAWCETT und
KEYNES, 1990).

24 Chirurgische Behandlungsmdéglichkeiten peripherer Neuropathien

Verletzungen, Tumore und Quetschungen des peripheren Nervengewebes kbdnnen
neurochirurgische Eingriffe beim Hund erforderlich machen. Dabei sind die am haufigsten
betroffenen Nerven der N. radialis und der N. ischiadicus (FORTERRE, 2005).

241 Nervennaht, Neurorrhaphie, Koaptation

Wenn die beiden Nervenenden ohne Spannung aneinander gebracht werden kdnnen, ist die
direkte Adaptation der beiden Nervenstiimpfe durch eine Nervennaht der Therapiestandard.
Dies wird auch als Neurorrhaphie oder Koaptation bezeichnet (LOHMEYER et al., 2007).

Die haufigsten Indikationen fir eine Neurorrhaphie in der Veterindrmedizin sind Verletzungen
des N. radialis auf H6he des distalen Drittels des Humerus und des N. ischiadicus kaudal
des Os femoris (FORTERRE, 2005). Durch Mobilisierung der Nervenenden kann ein Defekt
von zwei cm ohne Spannung Uberbriickt werden, die Nahte erfassen nur das Epineurium.
Das Ergebnis hangt zum einen von der guten Apposition der Nervenenden ab, jedoch in
héherem MaBe von der Lokalisation der Lasion (FORTERRE, 2005).

24.2 Muskeltransposition

Bei der Muskeltransposition wird die Endsehne eines gesunden Muskels an den Ort der
Verletzung versetzt, die Funktion dieses Muskels wird dadurch derart veréndert, dass sie
funktional den Verlust des gelahmten Muskels ersetzt. Die Muskeltransposition kann bei
Plexus brachialis- und N. ischiadicus-Verletzungen eingesetzt werden. BENNETT und
VAUGHAN (1976) erzielten mit dieser Methode bei drei Hunden mit Verletzungen des N.
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radialis bzw. des N. fibularis zufrieden stellende Ergebnisse, bei zwei Patienten blieb die
Therapie jedoch erfolglos.

2.4.3 Neurotisation

Unter Neurotisation versteht man das Einbringen von Axonsprossen in ein vorher
denerviertes Gewebe (MUMENTHALER et al., 2007). Unterschieden werden die Nerv-Nerv-
Neurotisation, bei der ein proximaler innervierter Nervenstumpf an ein distales denerviertes
Nervenende transferiert wird, die Nerv-Muskel-Neurotisation (Verbindung eines proximalen
innervierten Nervenstumpfes mit einem denervierten Muskel), die Muskel-Muskel-
Neurotisation und die Muskel-Nerv-Neurotisation. Verletzungen des N. radialis und des N.
ischiadicus sowie Plexusverletzungen sind in der Tiermedizin die haufigsten Indikationen fur
eine Neurotisation (FORTERRE, 2005).

Die Muskel-Muskel-Neurotisation wurde in der Tiermedizin erfolgreich bei Funktionsausfall
des M. extensor digitorum communis infolge einer Radialislahmung angewandt. In einem Fall
wurde der M. pronator teres (CANO et al., 1986) und im anderen Fall der M. flexor carpi
radialis transpositioniert. CALVO et al. (1989) zeigten, dass die Ergebnisse der muskularen
Neurotisation makroskopisch, mikroskopisch und elektromyographisch den Ergebnissen der
primaren Nervennaht unterlegen sind.

Bei der nervalen Neurotisation, bei der ein gesunder Nerv zum distalen Abschnitt eines im
proximalen Teil irreversibel geschadigten Nervs transferiert wird (FREY et al., 1998), missen
zuerst das distale Segment des ladierten Nerven und der Spendernerv dargestellt und
freigelegt werden. Dann werden beide Nerven durchtrennt und anschlieBend das proximale
Ende des Spendernerven mit dem distalen Ende des ladierten Nervs anastomosiert wie bei
der Neurorrhaphie. Als Spendernerven gelten N. accessorius, N. phrenicus und Nn.
intercostales bei Plexus brachialis-Rekonstruktionen, N. medianus und N. ulnaris bei
Neurotisationen des N. radialis und der N. tibialis bei Neurotisationen des N. fibularis.
Grundlage der Neurotisation ist die Plastizitait des Nervensystems: die Funktion eines
Nerven wird von seinem Zielorgan bestimmt, sie ist anpassungsfahig. Der
UmwandlungsprozeB wird von einer zentralen Reorganisation im Gehirn begleitet und dauert
drei bis sechs Monate (FORTERRE, 2004). FORTERRE et al. (2001) erreichten mit dieser
Methode zufrieden stellende Ergebnisse bei der Behandlung von L&sionen einzelner Nerven,
nicht jedoch bei komplexen Nervenlasionen (Plexus brachialis-Abriss). In einer
experimentellen Studie von CASAUS et al. (1991) wurden die nervale Neurotisation und die
muskulare Neurotisation zur Behandlung von Radialislahmungen verglichen. Die Ergebnisse
beider Techniken waren ahnlich. Bei einem Vergleich zwischen Neurorrhaphie,
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Nerventransplantation und muskul&rer Neurotisation in einer anderen Studie wurden mit der
Neurorrhaphie und der Nerventransplantation die besten Ergebnisse erzielt (FREY et al.,
1982).

244 Nerventransplantation

Eine Nerventransplantation ist beim Hund indiziert nach schweren Nervenverletzungen mit
Substanzverlust und nach Tumorexzisionen. Sie dient Ublicherweise der Uberbriickung des
Defekts eines Hauptnervs wie des N. radialis oder N. ischiadicus (FORTERRE, 2005).

Ihrer Herkunft nach werden Nerventransplantate in Allo- und Autotransplantate unterteilt. Die
allogene Nerventransplantation (Transplantation kdrperfremder Nerven) fuhrt zu starken
Immunreaktionen, die nur durch eine kontinuierliche immunsuppressive Therapie unterdrickt
werden koénnen. Eine Immunsuppression sollte in traumatischen oder onkologischen
Situationen jedoch nicht erfolgen (EVANS, 2000), da sie zu teilweise lebensbedrohlichen
Nebenwirkungen fihren kann (FANSA et. al., 2002). Die Heilungserfolge allogener
Nerventransplantate sind Uberwiegend unbefriedigend (HEATH und RUTKOWSKI, 1998). Bei
einigen Patienten konnte jedoch eine vollstandige Wiederherstellung der Sensibilitat erzielt
werden (MACKINNON und HUDSON, 1992). In tierexperimentellen Studien wurden
Allotransplantationen unter medikamenteller Immunsuppression mit Cyclosporin, Sirolimus
(Rapamycin) und Tacrolimus (FK506) durchgefihrt (MYCKATYN und MACKINNON, 2004),
welchen neben der immunsuppressiven Wirkung auch neuroregenerative Eigenschaften
zugesprochen werden (UDINA et al., 2004).

Bei der autologen Nerventransplantation wird ein funktionstichtiger kérpereigener Nerv,
dessen Entnahme vertretbare Defizite hinterlasst, fiir die Uberbriickung des Nervendefekts
verwendet. Wenn eine spannungsfreie Naht nicht moglich ist, stellt die autologe
Nerventransplantation den Goldstandard zur Uberbriickung eines Nervendefekts dar
(MILLESI, 2000; EVANS, 2001; BATTISTON et al., 2005; REYES et al., 2005; LOHMEYER et al.,
2007; MuIr, 2009). Fur die funktionelle Wiederherstellung ist dabei die GroBe des Defekts
entscheidend. Bei Patienten mit Nervenlasionen < 20 mm ist eine moderate Regeneration zu
erwarten, L&sionen zwischen 20 und 40 mm flihren meist zu einer schwachen
Funktionserholung und bei Substanzverlusten > 40 mm bleibt die Regeneration gewoéhnlich
aus (REYES et al., 2005).

Ein Nerventransplantat stellt eine ideale Leitschiene fir die regenerierenden Axone dar, da
es als GerUst dient und gleichzeitig neurotrophe Faktoren produzierende Schwannzellen
und die Schwannzell-Basalmembran als ideales Wachstumssubstrat flr regenerierende
Axone liefert (LUNDBORG, 2003). Trotzdem erlangen nur 50% der Patienten durch eine
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autologe Nerventransplantation die Funktionalitdt des Versorgungsgebiets wieder (LEE und
WOLF, 2000).

Die Nachteile der autologen Nerventransplantation sind die begrenzte Anzahl der zur
Gewinnung von Autotransplantaten zur Verfligung stehenden Spendernerven und ihr meist
geringes Kaliber sowie eine zusatzliche Operation, neurologische Ausfélle an der Stelle der
Nervenentnahme, einhergehend mit Narben- und mdglicherweise schmerzhafter
Neurombildung (HEATH und RUTKOWSKI, 1998; EVANS, 2000; WEBER et al., 2000; FANSA und
KEILHOFF, 2003; WIBERG und TERENGHI, 2003; CIARDELLI und CHIONO, 2006).

2.5 Neue Behandlungsméglichkeiten peripherer Nervenldsionen

Aufgrund der genannten Nachteile der Nerventransplantation wird mit groBem Interesse
nach Alternativen in Form von geeigneten Nervenimplantaten gesucht, die als
Fiihrungskanale zur Uberbriickung von Nervendefekten dienen sollen.

In das Ende eines praformierten Réhrchens wird auf einer Seite der proximale und auf der
anderen Seite der distale Stumpf eines durchtrennten Nervs eingesetzt und mit wenigen
epineuralen Einzelheften befestigt. Dieses Verfahren wird auch Tubulisation genannt.

Neue Ergebnisse haben gezeigt, dass Nervenimplantate, die mit Schwannzellen beladen
sind, eine Erfolg versprechende Strategie bei der Rekonstruktion peripherer Nerven
darstellen (MAY et al., 2005; DE RUITER et al., 2009; HOOD et al., 2009). Schwannzellen
beschleunigen den Regenerationsprozess und ermdglichen im Vergleich mit azellularen
Leitschienen eine Nervenregeneration Uber langere Distanzen (RODRIGUEZ et al., 2000)
sowie eine verbesserte morphologische und funktionelle Wiederherstellung des Nerven
(BATTISTON et al.,, 2005). Zusatzlich kann die Nervenregeneration durch Injektion oder
gentherapeutische Uberexpression neurotropher Faktoren verbessert werden (WEIDNER et
al., 1999; DE RUITER et al., 2009).

Verschiedene Materialien in unterschiedlichen Ausfihrungen (hohl, gefillt, mit oder ohne
Zellen, teilweise zusatzlich mit neurotrophen Faktoren ausgestattet) wurden als artifizielle
Leitschienen zur Uberbriickung von unterschiedlich groBen Nervendefekten in zahlreichen
experimentellen Studien, in Tierversuchen und teilweise auch in klinischen Studien erprobt
(DE RUITER et al., 2009). Am haufigsten wurde die periphere Nervenregeneration mit Hilfe
von Leitschienen am Ischiasnerv der Ratte untersucht (CIARDELLI und CHIONO, 2006). Einen
entscheidenden Parameter bei der Untersuchung der peripheren Nervenregeneration stellt
die Lange des Nervendefekis dar. Bei der Ratte traten gelegentlich spontane
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Regenerationen bei Nervendefekten Gber eine Lange von 10 mm auf, die bei Defekten von
10 bis 15 mm ausblieben (LOHMEYER et al., 2007).

Zum klinischen Einsatz bei peripheren Nervendefekten sind inzwischen mehrere Produkte
aus verschiedenen abbaubaren Materialien erhéltlich (LOHMEYER et al., 2007), z.B. aus
Salubria Hydrogel (SaluBridge®; Salu Medica, Allanta, GA), Kollagen (NeuraGen®; Integra
LifeScience, Plainsboro, NJ) und Polyglykolsdure (GEM Neurotube®; Synovis Micro
Companies Alliance, St. Paul, MN) (LIETZ et al., 2006). Allgemein wurden gute Ergebnisse
bei Nervendefekistrecken unter 30 mm erzielt (IGNATIADIS et al., 2007, DE RUITER et al.,
2009). In Europa sind in der Humanmedizin momentan Nervenimplantate von bis zu 40 mm
Lange und einem Innendurchmesser von 10 mm zur Uberbriickung von
Nervendefektstrecken bis 30 mm zugelassen (LOHMEYER et al., 2007)

Als mdgliche Nervenleitschienen wurden natlrliche und synthetische, sowohl resorbierbare
als auch nicht resorbierbare Materialen, erprobt. Die in jlingerer Zeit favorisierten
Nervenréhrchen aus synthetischen Polymeren und Kollagen lieferten ebenblrtige Erfolge zu
autologen Nerventransplantaten, die Ergebnisse der unterschiedlichen Studien sind jedoch
schwer miteinander zu vergleichen, da sich die Tiermodelle, die Gr6Be der Nervendefekte
und die Evaluierungstechniken unterschieden (LOHMEYER et al., 2007; DE RUITER et al.,
2009).

2.5.1 Natiirliche Materialien

Den ersten beschriebenen Versuch der Rekonstruktion verletzter Nerven unternahm GLUCK
(1880). Jedoch blieb der Versuch, Nervendefekte beim Huhn und beim Kaninchen mit einem
ausgehdhlten Knochenstlick zu Uberbriicken, erfolglos. VANLAIR (1882) hingegen konnte in
seinen Experimenten bereits eine erfolgreiche Nervenregeneration durch den Einsatz eines
30 mm langen dekalzifizierten Knochenstiickes erzielen (BATTISTON et al., 2005).

Die erste Dokumentation der erfolgreichen Regeneration eines zehn mm langen resezierten
Teilsticks des N. ischiadicus beim Hund durch den Einsatz einer menschlichen
Oberarmarterie stammt von BUNGNER (1891). Der Einsatz von Arterien zur Tubulisation ist
limitiert, da sie in der erforderlichen Gr6Be von demselben Individuum meistens nicht ohne
ernsthafte Konsequenzen entnommen werden kénnen. Daher wurden in weiteren Studien
meist Venen eingesetzt. WREDE (1909) erzielte als erster eine funktionelle Wiederherstellung
des N. medianus bei einem Menschen durch den Einsatz eines 45 mm langen Venenstulcks.
In experimentellen und klinischen Studien konnten autologe Venentransplantate erfolgreich
zur Uberbriickung von kleinen Nervendefekten unter 30 mm eingesetzt werden (CHIU et al.,
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1982; WALTON et al., 1989; CHIU und STRAUCH, 1990). Nachteil der Venentransplantate ist
ihr geringer mechanischer Widerstand, durch den sie leicht kollabieren.

Um eine erfolgreiche Regeneration bei gréBeren Defekten zu erreichen, wurden Venen mit
Nervengewebe (TANG, 1995; KESKIN et al., 2004;) oder Skelettmuskulatur (BRUNELLI et al.,
1993; DI BENEDETTO et al.,, 1998; BATTISTON et al., 2000a; BATTISTON et al., 2000b)
kombiniert und so verschiedene so genannte ,kombinierte Venentransplantate® entwickelt.
Klinische Studien mit kombinierten Venentransplantaten zeigten zufrieden stellende
funktionelle Ergebnisse bei Gber 30 mm groBen Nervendefekien sensibler und gemischter
Neurone (BATTISTON et al., 2005).

In Studien am Kaninchen von ZHANG et al. (2002) und STRAUCH et al. (2001) gelang es
durch Venentransplantate, in die vorher eine Schwannzell-Suspension injiziert worden war,
bis zu 40 mm bzw. 60 mm groBe Nervendefekte erfolgreich zu tberbricken.

Auf der Suche nach neuen Erfolg versprechenden Materialien zur Nervenrekonstruktion
wurden azelluldre Venentransplantate mit Spinnenseide gefillt und mit Schwannzellen
beschickt. In vitro konnte eine erfolgreiche Adhasion und hohe Vitalitdt der Schwannzellen
erzielt werden, Versuche in vivo stehen noch aus (ALLMELING et al., 2006).

Der erste bekannte Einsatz von Skelettmuskel zur Uberbriickung peripherer Nervendefekte
erfolgte 1940. In Tierexperimenten flihrten Leitschienen aus frischem Muskelgewebe und
aus denaturiertem Muskelgewebe zu einer erfolgreichen Nervenregeneration (KRAUS und
REISNER, 1940). Autologe Sehnen wurden bei Ratten erfolgreich zur Uberbriickung von zehn
mm groBen Lasionen des N. ischiadicus eingesetzt (BRANDT et al., 1999). Durch die
Anreicherung der Sehnentransplantate mit autologen Schwannzellen wurde dabei das
Auswachsen der regenerierenden Axone signifikant beschleunigt (BRANDT et al., 2005).

Unter den natirlichen Polymeren wurden v.a. Molekile der extrazellularen Matrix erprobt,
allen voran Kollagen. In Kaninchen (KM et al., 1993), Mausen (NAVARRO et al., 1996), Ratten
(Kim et al., 1994) und Affen (ARCHIBALD et al., 1995, LI et al., 1992; MACKINNON und DELLON,
1990) wurden Kollagenréhrchen zur Uberbriickung von Nervendefekten eingesetzt. Bei Affen
konnten Defekte von bis zu 50 mm Lange erfolgreich tUberbriickt werden (ARCHIBALD et al.,
1995). An Ratten wurde die Wirkung von Schwannzellen, die in einem Kollagenréhrchen
kultiviert wurden, auf die Nervenregeneration untersucht. zehn mm groBe Defekte des N.
ischiadicus wurden entweder mit einem autologen Nerventransplantat oder mit einer mit
Schwannzellen ausgestatteten Leitschiene Uberbriickt. Die funktionellen Ergebnisse waren
vergleichbar, in den Schwannzellimplantaten war eine gréBere Anzahl myelinisierter Axone
auszumachen (Kim et al., 1994). ANSSELIN et al. (1997) zeigten, dass die Férderung der
Nervenregeneration auch von der Dichte der Schwannzellen im Implantat abhangt. Sie
rekonstruierten  Nervendefekte von 18 mm Lange am erfolgreichsten  mit
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Kollagenleitschienen, die mehr als 0,5 x 10° Schwannzellen enthielten. Schwannzellen der
Ratte wurden erfolgreich dreidimensional innerhalb eines Kollagengels kultiviert. Eingebettet
in Silikonréhrchen ordneten sich die Schwannzellen innerhalb des Gels selbststandig
longitudinal an und fihrten Uber eine Defektstrecke von finf mm im N. ischiadicus zu einer
verbesserten Nervenregeneration (PHILLIPS et al., 2005). Auch die Fillung der Réhrchen mit
Laminin (KAUPPILA et al., 1993) und Fibronektin (WHITWORTH et al., 1995) flhrte zur
erfolgreichen Nervenregeneration.

Mit gutem Erfolg wurden Chitosanréhrchen, die mit langsorientierten Polyglykolsaurefasern
geflllt waren, eingesetzt, um 30 mm groBe Defekte des N. ischiadicus bei Hunden zu
Uberbricken (WANG et al., 2005).

In zwei Studien an Katzen wurde Alginat zur Regeneration peripherer Nerven verwendet. Mit
gefriergetrocknetem Alginatgel wurde bei der Uberbriickung von 50 mm groBen Defekten
des N. ischiadicus eine erfolgreiche Regeneration erzielt (SUzUKI et al., 1999). Ebenso fihrte
der Einsatz von Alginat-Schwammen bei gleich groBen Defekten des N. facialis zu einer
funktionellen Wiederherstellung (WU et al., 2002).

Poly-3-Hydroxybutyrat (PHB) ist ein biodegradierbares Polymer natirlichen Ursprungs,
welches als artifizielle Leitschiene in einer Studie an Kaninchen zur Uberbriickung von bis zu
40 mm groBen Defekten des N. fibularis untersucht wurde. Die Nervenregeneration war den
autologen Nerventransplantaten Uberlegen (YOUNG et al., 2002). Durch die Flllung der PHB-
Leitschienen mit in Alginat-Hydrogel suspendiertem GGF wurde die Nervenregeneration des
N. fibularis Uber Defektstrecken von 20 mm und 40 mm weiter verbessert (MOHANNA et al.,
2003; MOHANNA et al., 2005).

2.5.2 Synthetische nicht resorbierbare Materialien

Vom ersten Einsatz synthetischer Leitschienen zur Rekonstruktion von Verletzungen des N.
radialis beim Menschen berichtete GARRITY (1955). Der Versuch der Nervenrekonstruktion
mit Hilfe von Polyethylen, Polyvinyl und Gummi bei Gber 70 mm groBen Nervendefekten
verlief allerdings erfolglos (FIELDs et al., 1989; BATTISTON et al., 2005). Seitdem sind viele
synthetische, nicht resorbierbare Produkte in unterschiedlichen Modellen und teilweise im
klinischen Einsatz erprobt worden.

Silikon ist in dieser Stoffgruppe das am weitaus haufigsten verwendete Material. DAHLIN und
LUNDBORG (2001) demonstrierten eine erfolgreiche  Nervenregeneration durch
Silikonréhrchen bei der Uberbriickung kleiner Defekte von unter fiinf mm im menschlichen N.
ulnaris und N. medianus. Bei langeren Strecken jedoch war diese Technik selten erfolgreich
(LUNDBORG et al., 1982a; LUNDBORG et al., 1982b). Es gibt allerdings Fallberichte Uber den
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erfolgreichen klinischen Einsatz von Silikonréhrchen, um bis zu 30 mm groBe Nervendefekte
zu Uberbriicken (BRAGA-SILVA, 1999). Eine positive Beeinflussung der Nervenregeneration
lieB sich durch die Fillung von Silikonréhrchen mit longitudinal angeordneten Laminin- und
Kollagengelen bei sechs mm groBen Defekten des N. ischiadicus in Mausen (VERDU et al.,
2002) erzielen, ebenso wie mit kollagen-, laminin- und fibronektingefillten Silikonréhrchen
zur Uberbriickung von zehn mm langen Defektstrecken des N. ischiadicus bei Ratten (CHEN
et al., 2000). Am gleichen Modell bewirkte die Injektion von Pyrroloquinolin-Quinon (PQQ),
einem zu den B-Vitaminen z&hlenden Antioxidans in das Silikonréhrchen, eine verbesserte
Nervenregeneration gegenlber leeren Silikonréhrchen (LIU et al., 2005).

CASPERS (2004) untersuchte die Regeneration erektiler Nerven von Ratten durch
Silikonleitschienen, die mit autologen Schwannzellen gefiillt waren, im Vergleich zu leeren
Silikonréhrchen und Transplantaten des N. genitofemoralis. Die Ratten, denen
Silikonprothesen mit Schwannzellen eingesetzt wurden, zeigten gegentber den
Vergleichsgruppen deutlich bessere Erektionsraten (Erektionen bei 91% der Stimulationen
im Vergleich zu 30 bis 50% in den Kontrollgruppen) und in histologischen Untersuchungen
deutlich dickere und in ihrem Aufbau kompaktere regenerierte Nerven.

In einem neuartigen System wurden Schwannzellen in Matrigel dreidimensional kultiviert.
Silikonréhrchen, die mit diesen Schwannzellen beflllt waren, bewirkten im N. ischiadicus der
Ratte Uber eine Defektstrecke von zehn mm eine verbesserte Nervenregeneration
gegeniber Implantaten aus Silikon, gefillt mit Matrigel und herkémmlich kultivierten
Schwannzellen (2D) (KM et al., 2007).

Nicht resorbierbare synthetische Materialien kdnnen zu Problemen wie Entzindungen und
Fibrosen (Fremdkdrperreaktionen) sowie Kompressionen der Nervenenden fihren (LIETZ et
al., 2006; CIARDELLI und CHIONO, 2006). Aus diesem Grund missen nicht resorbierbare
Transplantate haufig in einer zweiten Operation wieder entfernt werden (DELLON, 1994;
WANG et al., 2005).

25.3 Synthetische resorbierbare Materialien

Gegeniber nicht resorbierbaren Materialien stellen synthetische resorbierbare Materialien im
Hinblick auf ihre Eignung als artifizielle Nervenimplantate gegenwartig die Erfolg
versprechende Alternative dar. Verschiedene synthetische Polymere wie Polyglykolsaure
(PGA), Polylactid (PLA), Polylactid-co-polyglykolsaure (PLPG), Poly-e-caprolacton (PCL) und
Polylactid-e-caprolacton (PLC) wurden in zahlreichen Studien experimentell und klinisch
erprobt.
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In experimentellen Studien an Kaninchen wurde PGA bereits vor Gber 20 Jahren erfolgreich
zur Uberbriickung von Nervendefekten des N. tibialis eingesetzt (MOLANDER et al., 1982;
MOLANDER et al., 1983). Ebenfalls erfolgreich wurden mit PGA bei Affen 30 mm groBe
Defekte des N. ulnaris tGberbrickt (DELLON und MACKINNON, 1988) und bei Menschen mit
gleich groBen Defekten digitaler Nerven zufrieden stellende, der Nerventransplantation
vergleichbare Ergebnisse erzielt (MACKINNON und DELLON, 1990). Der Einsatz von PGA-
Leitschienen mit und ohne Schwannzellen im Vergleich zu autologen Nerventransplantaten
an Ratten brachte keine den autologen Nerventransplantaten &aquivalenten Ergebnisse
(EVANS et al., 2002, HADLOCK et al., 2000). An Hunden dagegen wurden mit Kollagen gefiillte
PGA-Réhrchen zur Uberbriickung von 15 mm groBen Nervendefekten mit gegeniiber
autologen Transplantaten Uberlegenem Ergebnis eingesetzt (NAKAMURA et al., 2004).
Gleichartige Implantate gewahrleisteten bei Hunden zur Uberbriickung acht mm groBer
Nervendefekte ebenfalls eine zufrieden stellende Nervenregeneration (MATSUMOTO et al.,
2000).

Der Einsatz eines mit einem Kollagen-Schwamm gefiliten PGA-Rdhrchens zur
Uberbriickung von Nervendefekten erwies sich bei zwei Menschen als erfolgreich. Die
Eingriffe fuhrten bei einem 20 mm Defekt des N. digitalis proprius und bei einer 65 mm
groBen Lasion des N. peronaeus superficialis zu einer erfolgreichen Wiederherstellung der
Funktion (INADA et al., 2004). Auch in einer gréBeren klinischen Studie mit 98 Patienten und
136 Durchtrennungen digitaler Nerven erwies sich der Einsatz von PGA zur
Nervenrekonstruktion als sehr effektiv. In dieser Untersuchung wurden die Lasionen
vergleichend entweder mit einer End-zu-End-Anastomose, einem Nerventransplantat oder
einer PGA-Leitschiene (Neurotube®) behandelt. Bei Nervendefekten unter vier mm und Uber
acht mm waren die Ergebnisse der Behandlung mit der PGA-Leitschiene denen der End-zu-
End-Anastomose und der Nerventransplantation Gberlegen (WEBER et al., 2000).

Im in vitro und in vivo Rattenmodell wurden PLA-Leitschienen mit Mikrorillen in der inneren
Oberflache im Vergleich zu glatten PLA-R&hrchen sowie gerillten und glatten
Chitosanréhrchen getestet. Es wurde deutlich, dass die Schwannzellen in vitro eine bessere
Ausrichtung in den gerillten Réhrchen zeigten und die Nervenregeneration bei den gerillten
PLA-Rd&hrchen im Vergleich zu den glatten PLA-Réhrchen Gberlegen war (HSU et al., 2007).
Der Einsatz von autologen Schwannzellen in einer Leitschiene aus PLC zur Uberbriickung
von sechs mm langen Defekten im N. ischiadicus von Mausen fuhrte zu einer guten
Nervenregeneration, die im Vergleich zu autologen Nerventransplantaten jedoch knapp
unterlag (RODRIGUEZ et al., 2000).

In einer anderen Studie an Ratten wurden bei der Uberbriickung von zehn mm langen

Defekistrecken des N. ischiadicus mit hohlen PCL-Implantaten den autologen
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Nerventransplantaten vergleichbare Ergebnisse erzielt, wahrend lamininbeschichtete PCL-
Implantate deutlich schlechtere Ergebnisse lieferten (CHIANG et al., 2005).

2.6 Isolierung und Kultivierung von Schwannzellen

Zahlreiche Studien zeigen, dass geeignete Tragermatrices, die als Leitschienen dienen und
mit autologen Schwannzellen beladen sind, die Nervenregeneration nachhaltig verbessern
kénnen. Voraussetzung zur Entwicklung eines solchen Implantats ist es, in einem kurzen
Zeitraum eine ausreichend groBe und mdglichst reine Population von funktionell aktiven,
autologen Schwannzellen zu kultivieren.

Zahlreiche Arbeiten beschreiben die Isolierung, Vermehrung und Identifizierung von
Schwannzellen aus Nervengewebe von Ratten (z.B. MORRISSEY et al., 1991; GUENARD et al.,
1992; ANSSELIN et al., 1995, ANSSELIN et al., 1997; VROEMEN und WEIDNER, 2003; MAURITZ et
al., 2004; HAASTERT et al., 2007), Mausen (z.B. VERDU et al, 2000), Kaninchen (z.B. STRAUCH
et al., 2001; ZHANG et al., 2002) und Menschen (z.B. ASKANAS et al., 1980; RUTKOWSKI et al.,
1992; MORRISSEY et al.,1995a; MORRISSEY et al.,1995b; CASELLA et al., 1996; TURNBULL,
2005; HAASTERT et al., 2006b; HAASTERT et al., 2007).

Schwannzellen des Hundes wurden erstmals an der Klinik und Poliklinik fir kleine Haustiere
der FU-Berlin von PAULS (2003) isoliert, identifiziert und kultiviert. Die von PAULS (2003)
entwickelte Reexplantier-Methode zur Kultivierung caniner Schwannzellen stltzt sich im
Wesentlichen auf die Protokolle der Kultivierung von Schwannzellen aus folgenden Arbeiten:
MORRISSEY et al., 1991; RUTKOWSKI et al., 1992; GUENARD et al., 1992; MORRISSEY et al.,
1995a; MORRISSEY et al., 1995b und CASELLA et al., 1996.

MORRISSEY et al. (1991) demonstrierten die Uberlegenheit der Reexplantier-Methode
gegenuber der sofortigen Dissoziation des Nervenmaterials im Hinblick auf die erzielte
Zellausbeute. Im Zuge der Reexplantier-Methode wurden in dieser Untersuchung ca. 1 mm?2
groBe Nervenexplantate aus Nn. ischiadici von Ratten gewonnen, in Petrischalen mit 35 mm
Durchmesser explantiert (10 bis 15 pro Schale) und mit Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM) bei 37° und 7% CO, inkubiert. Die Explantate wurden Uber vier bis finf Wochen,
immer wenn sich ein gleichmaBiger Zellrasen um sie herum gebildet hatte (alle sieben bis
zehn Tage), in neue Petrischalen mit frischem Medium umgesetzt. AnschlieBend erfolgte die
Verdauung der Explantate durch Inkubation mit 1,25 U/ml Dispase und 0,05% Kollagenase
dber Nacht im Warmeschrank. Nach der Dissoziation wurden die Zellen auf Poly-L-Lysin
(PLL) beschichtete Deckglaschen ausgesat und dem Medium 20 pg/ml GGF und 2 pM
Forskolin zugegeben.
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Weitere sieben bis zehn Tage spater wurden die Zellen trypsiniert, auf neue PLL-
beschichtete Deckglaschen umgesetzt und anti-S100 immunzytochemisch markiert.

Mit dieser Reexplantier-Methode wurde in einem Zeitraum von flnf bis sechs Wochen eine
Zellausbeute von 2 x 10* Zellen pro einem mg Ausgangsmaterial und 97% Schwannzellen
erzielt, wahrend die sofortige Dissoziation nur 1 x 108 Zellen pro einem mg Ausgangsmaterial
mit einem Schwannzell-Anteil von 10-40% erbrachte.

Die Reexplantier-Methode wurde von ASKANAS et al. (1980) entwickelt. Damals konnte
bereits gezeigt werden, dass durch das wiederholte Umsetzen der Nervenexplantate sowohl
die Zellausbeute wie auch der Schwannzell-Anteil erheblich gesteigert werden kann.

Die Grunde hierfir liegen in der Verringerung der Fibroblasten-Anzahl durch das stetige
Umsetzen der Explantate in frische Petrischalen und das damit verbundene Verbleiben der
ausgewanderten Fibroblasten in den alten Petrischalen. Zuséatzlich verringerte sich der
Verlust an Schwannzellen, der bei sofortiger Dissoziation auf die enge Bindung der
Schwannzellen mit den axonalen Segmenten zuriickzufihren ist. AuBerdem ermdglicht die
Reexplantier-Methode den Ablauf der Wallerschen Degeneration in vitro. Dies wirkt
stimulierend auf die Proliferation der Schwannzellen (MORRISSEY et al., 1991).

Der Nachteil dieser Methode ist der lange Zeitraum, der benétigt wird, um diese Kulturen zu
etablieren. Aus diesem Grund wurden zur Optimierung der Isolierung und Vermehrung
humaner Schwannzellen die direkte Dissoziation und die Reexplantier-Methode miteinander
kombiniert. Hierbei werden die Nervenexplantate nach ein bis zwei Wochen Inkubation
dissoziiert. Dieser Zeitraum hat sich als ausreichend erwiesen, um die Proliferation der
Schwannzellen durch die Wallersche Degeneration zu stimulieren und gleichzeitig die
schnell aus den Explantaten auswandernden Fibroblasten zu eliminieren (TURNBULL, 2005).
RuTKkowskKi et al. (1992) isolierten humane Schwannzellen aus Biopsien des N. suralis. Um
die Proliferation der Fibroblasten zu hemmen und gleichzeitig die Vermehrung der
Schwannzellen zu férdern, wurde den Nervenexplantaten vor der Dissoziation sieben Tage
0,1 pg/ml Choleratoxin zugesetzt. Dies flhrte zu einer 25-fachen Steigerung der
Zellausbeute gegenliber der sofortigen Dissoziation.

Choleratoxin bewirkt eine Aktivierung der Adenylatzyklase und fihrt so zu einem Anstieg des
intrazellularen cAMP-Spiegels. Der Zusatz von cAMP-erhéhenden Agenzien hat sich als eine
effektive Methode erwiesen, um das Fibroblastenwachstum in humanen Zellkulturen zu
hemmen (ESPINOZA und WHARTON, 1986). Ahnliche Effekte wurden bei anderen Substanzen,
die ebenfalls die intrazellulare cAMP-Konzentration erhéhen, wie Forskolin,
Isobuthylmethylxanthine (IBMX) und 8-Bromo-cAMP, beobachtet (RUTKOWSKI et al., 1995).
Auch zur Férderung der Proliferation von Schwannzellen der Ratte wurden diese Agenzien
erfolgreich eingesetzt (RAFF et al., 1978).
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Die maximale Schwannzellproliferation erzielten RUTKOWSKI et al. (1992) mit dem
gleichzeitigen Einsatz von Choleratoxin, Forskolin und GGF. Mit dieser Methode konnte eine
Zellausbeute von 2 bis 6 x 10* Zellen pro einem mg Ausgangsgewebe mit einem
Schwannzell-Anteil von 90% erreicht werden.

In Anlehnung an die Technik von MORRISSEY et al. (1991) kultivierten GUENARD et al. (1992)
Schwannzellen aus Nn. ischiadici von adulten Ratten. Am Tag nach der Dissoziation wurde
das serumhaltige Medium durch ein Mitogen-Medium bestehend aus DMEM, FBS, Forskolin
(2 pM) und Pituitary Extract (PEX) (10 pg/ml) ersetzt, in dem die Zellen weitere vier bis sechs
Tage kultiviert wurden. Zur Identifizierung wurden die Schwannzellen mit dem 217C-
Antikdrper, einem selektiven Marker fir NGF-Rezeptoren und dem S-100-Antikdrper
markiert. Der Schwannzell-Anteil betrug 97%.

MORRISSEY et al., (1995) kultivierten Schwannzellen aus der Ratte und dem Menschen. Die
Methodik orientierte sich an MORRISSEY et al. (1991). Den Ratten-Schwannzellen wurde 2
mM Forskolin und 20 mg/ml PEX zugesetzt, die humanen Schwannzellen wurden mit
Forskolin (1 ym), Choleratoxin (100 ng/ml) und Heregulin (10 nM) kultiviert.

Die Identifizierung der Schwannzellen erfolgte durch die immunzytochemische Markierung
des p75-NTR, die Reinheit der humanen Schwannzell-Kulturen betrug 99%.

CASELLA et al. (1996) isolierten und vermehrten humane Schwannzellen aus adulten
peripheren Nerven (Nn. intercostales, N. phrenicus und Nerven des Plexus lumbosacralis).
Die Kultivierung erfolgte nach der Reexplantier-Methode. Die Nervenexplantate wurden in
serumhaltigem DMEM mit Zusatz von 2 pM Forskolin und 10 nM Heregulin inkubiert. Die
Explantate wurden nach maximal 28 Tagen mit 0,05% Kollagenase und 0,25% Dispase Uber
18 Stunden verdaut. Nach der Dissoziation wuchsen die Schwannzellen in Heregulin- und
Forskolin-haltigem Medium auf Kollagen- und Laminin-beschichtetem Untergrund besser als
auf Poly-L-Lysin.

2.6.1 Identifizierung von Schwannzellen

Die ldentifizierung von Schwannzellen in vitro erfolgt haufig Gber die immunzytochemische
Markierung des S-100-Proteins. Hierdurch lassen sich Schwannzellen von anderen nicht-
neuralen Zellen, die in peripheren Nerven vorkommen, unterscheiden. S-100 ist eine Gruppe
von recht kleinen Proteinen (Molekllmasse 9-13 kDa), die Kalzium-lonen binden und in
Abhéangigkeit von der intrazellularen Kalziumkonzentration andere Proteine z.B. durch
Phosphorylierungen aktivieren. Wahrend andere Proteine ausfallen, bleiben S-100-Proteine
in 100% gesattigter Ammoniumsulfatlésung l6slich, von dieser Eigenschaft leitet sich ihr
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Name ab. Von den S-100-Proteinen sind die Monomere a und B bekannt. Da die meisten S-
100-Proteine als Dimere vorliegen, ergeben sich die Kombinationen aa, a3 und BB.

Wahrend die verschiedenen S-100-Proteine jeweils in vielen Geweben gefunden werden, ist
die Expression von S-1008 v.a. auf das Nervensystem (Schwannzellen, Astrozyten)
beschrankt.

Der zur Markierung von Schwannzellen sehr haufig eingesetzte S-100-Antikérper flhrte bei
caninen Schwannzellen zu keiner spezifischen immunopositiven Reaktion (PAuULS, 20083;
PAULS et al., 2004). Er konnte folglich zur Identifizierung caniner Schwannzellen bisher nicht
etabliert werden.

Ein weiteres Protein, das von Schwannzellen, aber von keinen anderen Zellen innerhalb des
peripheren Nervs exprimiert wird, ist der p75-NTR (siehe 2.3.2.1.1). Im Gegensatz zur
Detektion des S-100-Proteins erlaubte die Markierung dieses Rezeptors eine sichere
Identifizierung von caninen Schwannzellen in vitro. In den Untersuchungen von PAULS (2003)
konnte ein monoklonaler AK aus dem Kaninchen, der gegen den humanen p75-NTR
gerichtet war, erfolgreich fir canine Schwannzellen etabliert werden.

2.6.2 Methoden zur Maximierung der Reinheit von Schwannzell-Kulturen

2.6.2.1 Magnetisch aktivierte Zelltrennung (MACS)

Eine schnelle und effektive Methode individuelle Zellpopulationen aus einer gemischten
Zellpopulation zu selektieren, ist die magnetisch aktivierte Zelltrennung (magnetic-activated
cell separation, MACS). Spezifische Oberflachenantigene werden mit entsprechenden
Antikérpern, die mit magnetischen Perlen konjugiert sind, markiert, anschlieBend erfolgt die
Separation entlang einer magnetischen Saule, an der die konjugierten Zellen haften bleiben
(MILTENYI et al., 1990).

VROEMEN und WEIDNER (2003) untersuchten die Effizienz der MACS zur Aufreinigung von
Schwannzell-Kulturen aus Nervenbiopsien von adulten Ratten. Nach einer Woche
Kultivierung wurden die Nervenexplantate dissoziiert. Durch Inkubation der Mischkultur mit
dem spezifischen p75-NTR-Antikérper und einem magnetisch konjugierten Sekundar-
Antikérper wurden die Schwannzellen separiert und 95% reine Schwannzell-Kulturen erzielt.
Die Eliminierung der Fibroblasten mit Hilfe eines spezifischen a-Thy1 Antikérpers und einem
magnetischen Zweitantikérper erbrachte in einer anderen Studie 99% reine Schwannzell-
Kulturen, ebenfalls aus adulten Ratten (HAASTERT et al., 2006b)
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2.6.2.2 Cold Jet

Eine schon é&ltere, relativ einfache Methode, um Schwannzell-Kulturen mit einem hohen
Reinheitsgrad zu gewinnen, stellt der ,Cold Jet* (JIRSOVA et al., 1997) dar. Diese Technik
basiert auf der Beobachtung, dass Schwannzellen und Fibroblasten unterschiedlich auf
einen Kalteschock reagieren und unterschiedliche Adhasionseigenschaften besitzen.
Primare Zellkulturen wurden aus fétalen Spinalganglien von Ratten gewonnen. Nach sechs
Tagen wurden die Zellen erst behutsam mit 4°C kaltem PBS gewaschen und dann mit 4°C
kaltem Medium (berschichtet (Bottenstein-Sato-Medium). Durch drei- bis flinfmalige
Triturierung l6sten sich die Schwannzellen und nur wenige Fibroblasten vom Schalenboden,
sie konnten mit dem Medium in neue Kulturschalen Uberfihrt werden. Auf diese Weise
lieBen sich 95% reine Schwannzell-Kulturen gewinnen, nach einem weiteren Durchgang lag
die Reinheit der Kulturen bei ca. 99%. Das Bottenstein-Sato-Medium erwies sich als
besonders geeignet, da die fétalen Schwannzellen der Ratte in serumfreiem Medium
wuchsen, die fétalen Fibroblasten jedoch nicht. Die beschriebene Methode konnte
erfolgreich auf die Kultivierung von adulten Schwannzellen des Menschen und der Ratte
dbertragen werden. Als serumfreies Medium wurde in diesen Studien allerdings ein
Melanozyten-Wachstums-Medium eingesetzt (HAASTERT et al., 2006b; HAASTERT et al.,
2007).
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Zellen und Materialien

3.1

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden im Laufe der eigenen Untersuchungen aus

Zellen

insgesamt 15 Nervenbiopsien von 9 verschiedenen Hunden isoliert und expandiert.

3.2

Lésungen fiir die Zellkultur

Lésungen Bezugsquelle

Dimethylsulfoxid (DMSO)

DNase

Fetales Bovines Serum (FBS)

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)
Hyaluronidase

Kollagen G

Kollagenase

Melanocyte Growth Medium

Partricin

Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml)
Phosphate Buffered Salt Solution (PBS)
Poly-L-Lysin (PPL)

Trypsin-EDTA

Trypsin-Neutralisierungslésung

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

MP Biomedicals,
Eschwege
CellSystems
Biotechnologie Vertrieb
GmbH, St. Katharinen
Biochrom AG, Berlin

Sigma Aldrich GmbH,
Taufkirchen

Sigma Aldrich GmbH,
Taufkirchen

Sigma Aldrich GmbH,
Taufkirchen
Biochrom AG, Berlin

Sigma Aldrich GmbH,
Taufkirchen
PromoCell GmbH,
Heidelberg

Biochrom AG, Berlin

Sigma Aldrich GmbH,
Taufkirchen
Biochrom AG, Berlin

Sigma Aldrich GmbH,
Taufkirchen

Sigma Aldrich GmbH,
Taufkirchen
PromoCell GmbH,
Heidelberg

53




3.3 Zusammensetzungen verwendeter Kulturmedien und des

Verdauungsansatzes
3.3.1 Erhaltungsmedium DMEM+

Komponente Menge
Fetales Bovines Serum 5,0 ml
L-Glutamin 0,5 ml
Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml) 0,5 ml
Partricin 0,5 ml
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)  ad 50 ml

3.3.2 Melanozyten-Wachstums-Medium + (MM+)
Komponente Menge
Partricin 0,5 ml
Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml) 0,5 ml
Melanocyte Growth Medium ad 50 ml

3.3.3 Selektivmedium nach J. Pauls

Forskolin 50 pl
PEX 5l
Choleratoxin 10 pg
Heregulin 10 nM
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)  ad 50 ml




3.3.4 Einfriermedium

Komponente

DMEM+ oml

DMSO iml

3.35 Verdauungsansatz zur Dissoziation der Nervenexplantate

Faktoren Menge

Hyaluronidase 0,1%ig 300 pl

Kollagenase 0,1%ig 30 pl

DNase 0,1%ig 100 pl

Trypsin 0,1%ig 30 pl

PBS ad 3 ml

34 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien Bezugsquelle

Aceton Biesterfeld, Dahlwitz-
Hoppegarten

Cacodylsaure Natriumsalz Trihydrat Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe

3,3’-Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid Sigma-Aldrich GmbH,

Tabletten (DAB) Taufkirchen

Eosinlésung Eosin gelblich, Merck
Eurolab GmbH, Darmstadt

Epon-Glycidether Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe

Formalin 37%ig Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe

Glutaraldehyd Agar Scientific, Essex,
England

Glycerin-Gelatine Th. Geyer Berlin GmbH,
Berlin

Hamalaun nach Mayer (Hamatoxylin) Fluka-Chemie, Buchs,
Schweiz

HCI (0,1 M) Merck Eurolab GmbH,
Darmstadt
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3.5

3.5.1

Kaliumdichromatlésung
Kaliumferrocyanid
Kanadabalsam
Methanol

Methylenblau
Osmiumtetroxid
Paraplast
Paraformaldehyd
Propylenoxid
Proteinblockierungsreagenz, serumfrei
SteptABComplex/HRP
Trypanblaulésung
TRIS-Puffer

Xylol

Merck Eurolab GmbH,
Darmstadt

Merck Eurolab GmbH,
Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe

Th. Geyer Berlin GmbH,
Berlin

Merck Eurolab GmbH,
Darmstadt

Chem Pur, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe

Merck Eurolab GmbH,
Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe

DAKO, Glostrup,
Danemark

DAKO Diagnostika,
Hamburg

Sigma Aldrich GmbH,
Taufkirchen
Fluka-Chemie, Buchs,
Schweiz

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe

Zusammensetzung verwendeter Gebrauchslésungen zur Erstellung der

Semidiinnschnitte

Cacodylat-Puffer

Cacodylsaure Natriumsalz Trihydrat
Aqua dest.

HCI (0,1 M)

8,56 g
ad 200 ml

auf pH 7,2 - 7,4 einstellen
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3.5.2 Karnovsky-Lésung

Faktoren Menge

Paraformaldehyd 2,0%
Glutaraldehyd 2,5%
Cacodylatpuffer 0,1 M ad 100%

3.6 Antikérper und Kontrollseren

3.6.1 Priméarantikérper
Antikorper Bezugsquelle
Anti-Human p75 pAb, monoklonal, aus dem Promega, Madison, USA
Kaninchen

Anti-Human Flk-1 (A-3), monoklonal, aus der Santa Cruz Biotechnology
Maus Inc., Heidelberg

Anti-Human FGFR-3 (C-15), monoklonal, aus Santa Cruz Biotechnology

dem Kaninchen Inc., Heidelberg
3.6.2 Sekundarantikérper
Antikorper Bezugsquelle
Ziege anti-Kaninchen, Biotin-konjugiert Santa Cruz Biotechnology
Inc., Heidelberg
Schaf anti-Maus, Biotin-konjugiert DAKO Diagnostika,
Hamburg
3.6.3 Kontrollseren

Bezugsquelle

Mausserum (Negative Control) DAKO, Glostrup,
Danemark

Kaninchenserum (Negative Control) DAKO, Glostrup,
Danemark
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3.7 Proliferations-Assays

Bezugsquelle

BrdU-Assay GE Healthcare Bio-
Sciences GmbH, Miinchen
CellTiter Blue®, Resazurin-Resorufin-Assay Promega, Madison, USA
3.8 Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterial Bezugsquelle
6-Lochplatten (pro Vertiefung 34,6 mm) Iwaki, Tokyo, Japan
24-Lochplatten (pro Vertiefung 15,5 mm) Iwaki, Tokyo, Japan

96-Lochplatten
Beemkapseln
Deckglaser, rund, 12 mm
Glaspetrischalen
Kryoréhrchen

Pasteurpipetten

Serologische Pipetten
Skalpellklingen

Superfrostobjekttrager

Zentrifugenréhrchen 15 ml

Zentrifugenréhrchen 50 ml

Iwaki, Tokyo, Japan
PLANO, Marburg

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe

Dunn Labortechnik GmbH,
Asbach

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe

Pinzetten Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe
Pipettenspitzen Eppendorf, Wesseling-

Berzdorf

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe
Gerhard Menzel
Glasbearbeitungswerk
GmbH & Co,
Braunschweig

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe




3.9 Geréate

Absaugevorrichtung fur Zellkulturen NeolLab Migge
Laborbedarf, Berlin

Feuchtkammer Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe

Invertmikroskop Zeiss, Jena

Kohlendioxid-Begasungsbrutschrank (Heraeus) Heraeus Holding GmbH,
Berlin

Mikrotom (Leica Histoslide 2000 R) Leica Mikrosysteme
Vertrieb GmbH, Wetzlar

Hamozytometer GLW, Wirzburg

Pipette 2-20pl Eppendorf, Wesseling-
Berzdorf

Pipette 20-200pl Eppendorf, Wesseling-
Berzdorf

Pipette 100-1000pl Eppendorf, Wesseling-
Berzdorf

8-Kanalpipette 20-200pl Eppendorf, Wesseling-
Berzdorf

Plattenreader FLUOROstar OPTIMA BMG-Labtech, Jena

Reinraumwerkbank (BDK-S100) Laborteam Schultheiss
GmbH & Co. KG, Miinchen

Stickstofftank (RS SERIES) Air Liquide Kryotechnik
GmbH, Dusseldorf

Ultramikrotom Ultracut E Reichert-Jung, Wien,
Osterreich

Wasserbad (1083) Gesellschaft fur
Labortechnik GmbH,
Burgwedel

Zentrifuge (Varifuge RF) Heraeus Sepatech,
Osterode
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4 Methoden

41 Entnahme von Nervenbiopsien

Von insgesamt neun Hunden unterschiedlichen Alters wurden unmittelbar nach dem Tod
Biopsien des N. radialis und des N. ischiadicus in einer Lange von ca. vier cm enthommen
(Tabelle 1).

Die Entnahme der Nervenbiopsien und die Praparation des Nervengewebes erfolgten in
geschlossenen Raumen und unter sterilen Bedingungen. Alle Zellkulturarbeiten wurden an
einer sterilen Reinraumwerkbank durchgeflhrt.

I el
Schéferhund 10 Jahre  weiblich euthanasiert N. radialis
' Osteosarkom
Terrier-Mischling 0 Tage weiblich bei der Geburt  N. radialis
verstorben N. ischiadicus
Terrier-Mischling 0 Tage mannlich bei der Geburt  N. radialis
verstorben N. ischiadicus
Rottweiler 5 Jahre weiblich euthanasiert N. radialis
' Diskopathie
Irischer Wolfshund 6 Jahre mannlich euthanasiert N. radialis
' Lymphom N. ischiadicus
Staffordshire- 0 Tage weiblich bei der Geburt  N. radialis
' Mischling verstorben N. ischiadicus
7 Flatcoated Retriever 11 Jahre  mannlich euthanasiert N. radialis
. Osteosarkom N. ischiadicus
Golden Retriever 2 Jahre mannlich euthanasiert N. radialis
' Hydrocephalus  N. ischiadicus
Schéaferhund 8 Jahre mannlich euthanasiert N. radialis
' Diskopathie
Tabelle 1:
Ubersicht Gber die neun Hunde, von denen unmittelbar nach dem Tod Biopsien des N. radialis
und des N. ischiadicus in einer Lange von ca. vier cm entnommen wurden
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Abb.1 (a und b):

a) Zugang zum N. radialis durch Fenestration des Caput laterale des M. triceps
brachii nach Entfernung der Haut im Bereich des Oberarmes
b) Entnahme einer Biopsie des N. radialis

Abb. 2 (a und b):

a) Zugang zum N. ischiadicus durch Fenestration des M. biceps femoris nach
Entfernung der Haut im Bereich des Oberschenkels
b) Entnahme einer Biopsie des N. ischiadicus
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Bis auf drei Hunde, von denen nur Biopsien des N. radialis genommen werden konnten,
wurden stets Parallelansétze beider Nerven durchgefiihrt. vier Hunde waren weiblich, finf
Hunde mannlich. Das Alter der Tiere variierte von 0 Tagen (bei der Geburt verstorben) bis zu
11 Jahren, so dass sowohl Zellkulturen neonataler/juveniler als auch adulter Tiere gewonnen
werden konnten.

Die Nervenbiopsien wurden nur von Tieren enthommen, die an keiner offensichtlichen
peripheren Neuropathie oder systemischen Erkrankung bzw. Infektionskrankheit, die mit
einer peripheren Neuropathie einhergehen kénnte, litten.

4.2 Histologische Untersuchungen

4.2.1 Hamatoxylin/Eosin-Farbung (HE)

Bei den in dieser Arbeit verwandten Gewebeproben handelte es sich zum einen um das auf
die beschriebene Weise entnommene canine Nervengewebe und zum anderen um canine
Sohlenballen als Kontrollgewebe. Die Gewebe wurden unmittelbar nach der Entnahme in
5%igem Formalin fixiert. Zur Entwasserung durchliefen die Proben zunachst eine
aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80%, 96%, 100%), ein Alkohol-Xylol-Zwischenmedium und
Xylol. AnschlieBend wurden sie manuell in Paraplast eingebettet. Die Aushartung der
Paraplastbléckchen fand bei 4° C Gber 24 Stunden im Kihlschrank statt.

Mit einem Mikrotom wurden von den angefertigten Paraplastbléckchen Gewebeschnitte mit
einer Dicke von finf um hergestellt, auf Superfrost-Objekttrager aufgezogen und bei 37° C
getrocknet. Die Paraplastschnitte dienten den histologischen und immunhistochemischen
Farbungen, die Auswertung erfolgte am Lichtmikroskop.

Die HE-Farbung erfolgte nach einem in der Routinediagnostik verwendeten
Standardprotokoll: Zunéchst wurden die Schnitte zehn Minuten in Xylol entparaffiniert und
Uber eine absteigende Alkoholreihe (100%, 95%, 80%, 70%) und destilliertes Wasser
rehydratisiert. Der nachste Schritt war die Kernfarbung. Hierfir wurden die Praparate fur finf
Minuten in Hamalaun nach Mayer gefarbt und anschlieBend in Leitungswasser geblaut.
Dann erfolgte die Gegenfarbung der Praparate mit einer 0,1%igen wassrigen Eosinlésung fur
finf Minuten. Nach der Entwésserung Uber eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80%, 95%,
100%) und Xylol wurden die Schnitte mit Kanadabalsam eingedeckt.
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4.2.2 Osmiumtetroxid-Hamatoxylin-Farbung

Von jedem Nerven wurden aus einer praparierten Nervenfaser Semidlnnschnitte zur
Darstellung der Feinstruktur angefertigt. Dazu wurden die praparierten Fasern tber Nacht in
Karnovsky-Lésung bei 4°C eingelegt. Am nachsten Tag folgte nach einem 30-minltigen
Waschen der Proben in 0,1 M Cacodylat-Puffer die Fixierung und Kontrastierung mit 1%
Osmiumtetroxid und 1,5% Kaliumferrocyanid (in 0,1 M Cacodylat-Puffer) fir zwei Stunden
bei 4°C. Nach erneutem Spllen der Fasern flr ca. zehn Minuten in 0,1 M Cacodylat-Puffer
wurden sie in einer aufsteigenden Alkoholreihe von 50%, 70%, 80%, 90% und 100% und
Propylenoxid jeweils 15 Minuten dehydratisiert. Dann folgte die Einbettung in Epon, hierftr
wurden die Proben in einem Propylen-Epon-Gemisch (1:1) fir zwei Stunden und
anschlieBend in reinem Epon Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. In Beemkapseln
eingebettet wurden die Proben am nachsten Tag in frischem Epon bei 60°C polymerisiert.
Von den auspolymerisierten Epon-Bléckchen wurden mit einem Ultramikrotom ein ym dicke
SemidUnnschnitte angefertigt. Die Auswertung erfolgte am Lichtmikroskop.

Zur Darstellung der Markscheiden wurde die Osmiumtetroxid-H&amatoxylin-Methode, eine
spezielle, sehr empfindliche Markscheidenfarbung nach O. SCHULTZE (1968), durchgefihrt.
Dazu wurden feine Nervenfasern nach der Praparation in 4%igem Formalin Gber Nacht fixiert
und am nachsten Tag dreimal in destilietem Wasser gewaschen. Es folgte eine
Nachfixierung und Kontrastierung mit 1%iger Osmiumtetroxidlésung. AnschlieBend wurden
das Osmiumtetroxid aus den Proben in 1%iger Kaliumdichromatlésung Gber 24 Stunden
ausgewaschen und die Fasern in 50%igen Alkohol tbertragen. Nach 30 Minuten wurden die
Nerven dann fir drei Tage in eine 0,5%ige Hamatoxylinlésung bei Raumtemperatur
eingelegt. AnschlieBend erfolgte ein dreimaliges Waschen der Nervenfasern in 70%igem
Alkohol flr jeweils zehn Minuten und eine Dehydratisierung der Proben in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 80%, 90%, 100% und Propylenoxid). Die Einbettung in
Epon erfolgte in der Weise, wie sie bei der Erstellung von Semidiinnschnitten beschrieben

wurde.
4.3 Isolierung, Kultivierung und Purifikation caniner Schwannzellen
4.3.1 Praparation der Nervenbiopsien

Unmittelbar nach der Entnahme wurden die Nervenbiopsien in steriles, gekUhltes (4°C) PBS
Uberfihrt und gekihlt zGgig zur weiteren Verarbeitung ins Labor transportiert.
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Zur Praparation wurden die Nerven in Glaspetrischalen gegeben, mit HBSS (4°C)
Uberschichtet und unter sterilen Bedingungen mit Hilfe von feinen Pinzetten und Kanllen
unter dem Lichtmikroskop bei LupenvergréBerung weitestgehend vom Bindegewebe befreit
und mit einer Skalpellklinge in ca. ein bis zwei mm groBe Explantate zerteilt.

3 S d
Ty ] JJIQI// )
At Ay
Abb. 3 (a bis d):
a: Die Nervenbiopsie wird in HBSS Uberfihrt
b: Entfernung des Epineuriums
C: Zerteilung der praparierten Nervenfasern in ca. ein bis zwei mm groBe
Explantate
d: Verteilung der Explantate auf die Vertiefungen einer kollagenbeschichteten
4.3.2 Explantieren der Nervenbiopsien

Die Nervenexplantate einer jeden Nervenbiopsie wurden auf die Vertiefungen einer
kollagenbeschichteten 6-Lochplatte in den Konzentrationen 10 bis 15 Explantate pro
Vertiefung verteilt. Fir die Beschichtung wurde ein ml einer 2:1-Lésung aus destilliertem
Wasser und Kollagen in jede Vertiefung gegeben und diese 90 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgezogen und die Beschichtung zweimal mit
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PBS gewaschen. Um die Anheftung der Explantate am kollagenbeschichteten Boden zu
gewahrleisten, wurden diese erst zehn Minuten nach Uberfilhrung in die Platten vorsichtig
mit einem ml Medium (DMEM+) Gberschichtet.

Vergleichend wurde auBerdem die Kultivierung der Explantate in einem serumfreien
Melanozyten-Wachstums-Medium (MM+) erprobt.

Die mit dem Medium Uberschichteten Explantate wurden unter Standardbedingungen bei
37,0°C, 5% CO0, und 90% Luftfeuchtigkeit inkubiert.

4.3.3 Passagieren der Explantate

Im wdchentlichen Abstand und nachdem sich um die Explantate ein konfluenter Monolayer
aus migrierenden Zellen gebildet hatte, wurden diese in neue kollagenbeschichtete
Vertiefungen von 6-Loch-Platten umgesetzt und wiederum nach zehn Minuten vorsichtig mit
einem ml Medium Uberschichtet. Die nach dem ersten und nach dem zweiten Umsetzen der
Explantate ausgewanderten Zellkulturen wurden erhalten und gemé&B der Beschreibung
unter 4.3.6 aufgereinigt.

In Anlehnung an die Isolierung humaner Schwannzellen wurden die Explantate eine Woche
nach dem zweiten Umsetzen, also nach 21 Tagen, dissoziiert.

434 Dissoziation der Explantate

Zur Dissoziation wurden alle Explantate einer Vertiefung in ein Zentrifugenr6hrchen mit drei
ml Verdauungsansatz, bestehend aus Hyaluronidase (0,1%ig), Kollagenase (0,1%ig), DNase
(0,1%ig), Trypsin (0,1%ig) und PBS gegeben und bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Alle 15
Minuten erfolgte ein manuelles leichtes Schitteln der Réhrchen. Nach zwei Stunden wurden
die Ansatze bei 800 rpm zehn Minuten lang zentrifugiert. AnschlieBend wurden der
Uberstand abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Dann wurden die Réhrchen erneut
bei 800 rpm fiir zehn Minuten zentrifugiert und der Uberstand abgezogen. AbschlieBend
wurden die Zellen eines Réhrchens mit einem ml DMEM+ oder MM+ durchmischt und in eine
kollagenbeschichtete Vertiefung einer 6-Lochplatte ausgesét.
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4.3.5 Trypsinierung der aus den Explantaten gewonnenen Zellen

Vor der Trypsinierung wurde das Medium von den Zellen abgesaugt und die Zellen einmal
mit PBS gewaschen. Dann wurden 0,5 ml Trypsin pro Vertiefung auf die Zellen gegeben und
dieses ca. eine Minute zur Einwirkung Uberlassen. Dabei wurde der Kulturplattenboden von
unten mit den Fingern beklopft und unter dem Mikroskop beobachtet, wie sich die aufgrund
ihrer Morphologie identifizierten Schwannzellen vom Boden Iésten, wahrend der gréBte Teil
der morphologisch als Fibroblasten identifizierten Zellen noch haften blieb. Zu diesem
Zeitpunkt wurde die Reaktion gestoppt. Dies geschah bei Kultivierung der Zellen in DMEM+
durch die Zugabe von 0,5 ml Medium bzw. nach erfolgter Kultivierung im serumfreien MM+
durch die Zugabe von 0,5 ml Trypsin-Neutralisierungslésung pro Vertiefung. Die vom
Zellkulturschalenboden abgelésten  Zellen wurden mit der Flussigkeit in  ein
Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und anschlieBend bei 1050 rpm fir finf Minuten zentrifugiert.
Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellen dann wieder in DMEM+ bzw. MM+
suspendiert und in neue kollagenbeschichtete Kulturschalen ausgesat. Nach drei bis zehn
Tagen wurden die Zellen erneut kurzzeitig trypsiniert. Durch wiederholte kurzzeitige

Trypsinierungen wurden aufgereinigte canine Schwannzell-Kulturen gewonnen.

4.3.6 Kryokonservierung der aus den Explantaten gewonnenen Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen zunachst mit PBS gewaschen, dann mit 0,5 ml Trypsin
vom Kulturschalenboden gelést und in ein Zentrifugenréhrchen Uberfihrt. Nachdem das
Réhrchen bei 1050 rpm fiinf Minuten zentrifugiert worden war, wurde der Uberstand
abgesaugt und die Zellen im Einfriermedium (siehe 3.3.4) resuspendiert und in Kryoréhrchen
dberfuhrt. Diese wurden in einem Styropor-Behalter langsam auf -70°C herunter gekihlt und
nach zwei Tagen in flissigen Stickstoff Gberfuhrt.

4.4 Immunzytochemischer Nachweis von p75-NTR, VEGFR-2 und FGFR-3

Far die immunzytochemischen Untersuchungen wurden die Zellen in mit
kollagenbeschichteten Glasplattchen bestickten Vertiefungen von 24-Lochplatten ausgesat
und zehn Tage kultiviert.

Nach Entfernung des Kulturmediums wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Dann
folgte eine funf Minuten dauernde Fixierung mit gekihltem Methanol-Aceton (1:1) und

anschlieBender Entfernung der Fixierldésung, danach fand ein erneutes zweimaliges
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Waschen mit PBS statt. Im n&chsten Schritt wurde die endogene Peroxidase durch die
Inkubation der Zellen mit 0,3% H,O, in Methanol Uber finf Minuten blockiert, anschlieBend
erfolgte wieder ein zweimaliges Spulen der Zellen mit PBS. Um unspezifische Bindungen
des Antikdrpers zu vermeiden, wurden die Zellen anschlieBend fir 20 Minuten mit einem
Proteinblocker bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Entfernung des Proteinblockers erfolgte
eine Uberschichtung der Zellen mit 150 pl des jeweiligen Primarantikérpers (anti-p75-NTR,
anti-VEGFR-2 oder anti-FGFR-3).

Als optimale Verdinnung des monoklonalen, gegen den humanen p75-NTR gerichteten
Antikérper aus dem Kaninchen zur immunzytochemischen Markierung caniner
Schwannzellen, wird eine Konzentration von 1:150 angegeben (PAULS, 2003; PAULS et al.,
2004). Aus diesem Grund wurden im ersten Versuchsdurchgang fir den genannten
Primarantikérper die Verdinnungen 1:100, 1:200, 1:500 und 1:1000 gewahlt. Hierbei war
eine immunopositive Reaktion aller Zellen zu beobachten. Um eine Unterscheidung
zwischen Schwannzellen und Fibroblasten zu gewahrleisten, erfolgte in weiteren Versuchen
eine héhere Verdinnung des AK auf die Konzentrationen 1:400, 1:800, 1:1000, 1:1500 und
1:2000. Eine eindeutige, selektive Markierung der Schwannzellen wurde mit der Verdinnung
1: 1500 erzielt (Tabelle 2).

Der monoklonale humane VEGFR-2-Antikérper aus der Maus kam an den caninen
Schwannzellen in den Konzentrationen 1:50, 1:100, 1:200 und 1:400 zum Einsatz. Da auch
bei einer Verdinnung von 1:400 eine deutliche immunopositive Reaktion der Zellen zu
erkennen war, wurde diese Konzentration als ausreichend angesehen (Tabelle 2).

In den Konzentrationen 1:50, 1:100, 1:200 und 1:400 wurde der humane polyklonale FGFR-
3-Antikérper aus dem Kaninchen eingesetzt. Auch die héchste Verdinnung des Antikérpers
bewirkte eine deutliche immunopositive Reaktion der Schwannzellen. Daher wurde diese flr
die Untersuchungen verwendet (Tabelle 2).

Anti-Human p75 pAb, monoklonal, aus dem 1:1500
Kaninchen

Anti-Human Flk-1 (A-3), monoklonal, aus der 1:400
Maus

Anti-Human FGFR-3 (C-15), polyklonal, aus 1:400
dem Kaninchen

Tabelle 2:

Auflistung der verwendeten Primérantikérper (anti-p75-NTR, anti-VEGFR-2 und
anti-FGFR-3) und ihrer eingesetzten Konzentrationen bei den
immunzytochemischen Untersuchungen in vitro

Die Zellen wurden in einer feuchten Kammer bei 4°C unter Lichtausschluss Uber 24 Stunden
mit dem Primarantikdrper inkubiert. AnschlieBend wurden diese dreimal mit PBS gewaschen
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und dann mit dem jeweiligen biotinylierten Sekundéarantikdrper (150 pl pro Vertiefung)
inkubiert.
Die Sekundarantikérperverdiinnung betrug in allen Fallen 1:200 (Tabelle 3).

Sekundarantikorper

Ziege anti-Kaninchen, biotinyliert 1:200
Schaf anti-Maus, biotinyliert 1:200
Tabelle 3:

Auflistung der verwendeten Sekundarantikérper und ihrer eingesetzten
Konzentrationen bei den immunzytochemischen Untersuchungen in vitro

Nach 30 Minuten Einwirkzeit bei Raumtemperatur und zweimaligem Waschen mit PBS
erfolgte die Zugabe von 150 pl Streptavidin-Biotin-Komplex pro Vertiefung mit wiederum 30
Minuten Einwirkzeit. Es folgten zwei weitere PBS-Waschungen und die Reaktion wurde mit
Diaminobenzidin (DAB) sichtbar gemacht. Der Ansatz hierfiir entstand durch Vermischung
von 10 mg DAB mit 50 ml TRIS-Puffer (pH 7,6) und 25 pl H202 (30%ig). Eine Uberpriifung
des Endes der Reaktion fand durch lichtmikroskopische Kontrolle nach finf Minuten statt. Im
Anschluss wurden die Zellkerne mit Hamalaun nach Mayer farblich kontrastiert.

Zum Abschluss wurden die Zellen einmal mit destilliertem Wasser gewaschen. Die
Glasplattchen wurden mit einer Pinzette vorsichtig aus der Kulturschale abgehoben und mit
der bewachsenen Seite auf einen Objekitrager gelegt. Als Einbettmedium fir die
bewachsenen Glasplatichen diente Glycerin-Gelatine.

Parallel zu den immunzytochemischen Untersuchungen wurden zur Uberpriifung der
eindeutigen Bindung des Sekundarantikdrpers stets Kontrollen des Detektionsystems
durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen anstelle des Primarantikérpers mit Kaninchenserum
bzw. Mausserum oder PBS inkubiert. Die Zellen zeigten keine unspezifischen
Bindungsreaktionen (Abb. 4 bis 9).

Neben den Untersuchungen in vitro wurden die Detektionssysteme (anti-p75-NTR, anti-
VEGFR-2, anti-FGFR-3) an histologischen Schnitten von caninem Nervengewebe und
caninem Sohlenballen als Positivkontrolle erprobt.

An den Gewebeschnitten wurden die Primarantikérper in den Verdinnungen 1:100 und
1:200 eingesetzt (Tabelle 4).

Die Sekundarantikérper kamen wieder in der Konzentration 1:200 zum Einsatz (Tabelle 5).

Alle Konzentrationen fihrten zu einer eindeutigen Markierung.

68



4 5
. o
2
6 7
8 9

Abb. 4 bis 9:

Abb. 4/5: Kontrollen des p75-NTR-AK an caninen Schwannzellen, Lichtmikroskop 400 x,
Einsatz von Kaninchenserum (Abb. 4) bzw. PBS (Abb. 5) anstelle des
Primarantikérpers

Abb. 6/7: Kontrollen des VEGFR-2-AK an caninen Schwannzellen, Lichtmikroskop 400 X,
Einsatz von Mausserum (Abb. 6) bzw. PBS (Abb. 7) anstelle des Primarantikdrpers

Abb. 8/9: Kontrollen des FGFR-3-AK an caninen Schwannzellen, Lichtmikroskop 400 x,

Einsatz von Kaninchenserum (Abb. 8) bzw. PBS (Abb. 9) anstelle des
Priméarantikérpers

In Abb.4 und 5 zeigen die Zellen minimale unspezifische Bindungsreaktionen, in den Abb. 6 bis 9
sind die Zellen frei von unspezifischen Reaktionen.
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Anti-Human p75 pAb, monoklonal, aus dem 1:100, 1:200
Kaninchen

Anti-Human Flk-1 (A-3), monoklonal, aus der 1:100, 1:200
Maus

Anti-Human FGFR-3 (C-15), polyklonal, aus 1:100, 1:200
dem Kaninchen

Tabelle 4:

Auflistung der verwendeten Primarantikérper und ihrer eingesetzten
Konzentrationen bei den immunhistochemischen Untersuchungen an caninem
Nervengewebe und caninem Sohlenballen

Ziege anti-Kaninchen, biotinyliert 1:200

Schaf anti-Maus, biotinyliert 1:200

Tabelle 5:

Auflistung der verwendeten Sekundarantikérper und ihrer eingesetzten
Konzentrationen bei den immunhistochemischen Untersuchungen an caninem
Nervengewebe und caninem Sohlenballen

Zur Kontrolle des Detektionsystems wurden die Gewebeschnitte von Nerv und Sohlenballen
parallel zu den immunhistochemischen Untersuchungen anstelle des Primarantikdrpers mit
Kaninchenserum bzw. Mausserum oder PBS inkubiert.

Die Kontrollen der Gewebeschnitte zeigten keine unspezifischen Reaktionen (Abb. 10 bis
15).
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Abb. 10 bis 15:
Abb. 10/11:

Abb. 12/13:

Abb. 14/15:

Kontrollen des p75-NTR-AK am histologischen Langsschnitt caninen Nervengewebes,
Lichtmikroskop 400 x, Einsatz von Kaninchenserum (Abb. 10) bzw. PBS (Abb. 11)

anstelle des Primarantikérpers

Kontrollen des VEGFR-2-AK am histologischen Léngsschnitt caninen

Nervengewebes, Einsatz von Mausserum (Abb. 12), Lichtmikroskop 200 x oder PBS

(Abb. 13), Lichtmikroskop 400 x anstelle des Primarantikérpers

Kontrollen des FGFR-3-AK am histologischen Langsschnitt caninen Nervengewebes,
Einsatz von Kaninchenserum (Abb. 14), Lichtmikroskop 200 x oder PBS (Abb. 15),

Lichtmikroskop 400 x anstelle des Prim&rantikérpers

Die Zellen zeigen keine unspezifischen Bindungsreaktionen.
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Die immunhistochemische Markierung caniner Schwannzellen durch den p75-NTR-

Antikérper wurde am Nervenschnitt am Semidunnschnitt der caninen Nervenfasern erprobt.

Bei den immunzytochemischen Untersuchungen an den Zellen hatte sich die Verdinnung

des Primarantikérpers von 1:1500 bewahrt, aus diesem Grund wurde diese Verdinnung

auch flr die Untersuchungen an den Semidinnschnitten gewahlt. Der Sekundéarantikérper

kam wieder in der Konzentration 1:200 zum Einsatz.

Auch hier wurden parallel zu den immunzytochemischen Untersuchungen Kontrollen des

Detektionsystems durchgefiihrt und die Semidiinnschnitte anstelle des Primarantikérpers mit

Kaninchenserum oder PBS inkubiert.

Die Kontrollen zeigten geringgradige unspezifische extrazellulare Reaktionen, aber keine

unspezifischen zelluldren Reaktionen (Abb. 16 und 17).

16
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Abb. 16/17:

Kontrollen des p75-NTR-
AK an
Semidiinnschnitten einer
Nervenfaser des caninen
N. radialis,
Lichtmikroskop 400 x,
Einsatz von
Kaninchenserum (Abb.
16) bzw. PBS (Abb. 17)
anstelle des
Priméarantikbrpers, keine
unspezifischen zellulare
Bindungsreaktionen
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Beim Einsatz des p75-NTR-Antikérpers am histologischen Schnitt des caninen
Sohlenballens wurde eine spezifische immunopositive Reaktion der GefédBe sowie eine
unspezifische Farbung der Keratinozyten in der Epidermis deutlich (Abb. 18).
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f &£ GefaBe und der
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Mittels VEGFR-2-Antikdérper wurde eine spezifische immunopositive Reaktion der

Endothelzellen der GefaBe ersichtlich, auch die Keratinozyten der Epidermis wurden
markiert (Abb. 19).

Der Einsatz des FGFR-3-Antikdrpers flhrt zu einer spezifischen Markierung der Epidermis
und der in der Lederhaut gelegenen merokrinen Drisen (Abb. 20).

Abb. 20:
Histologischer
Schnitt eines
caninen
Sohlenballens,
anti-FGFR-3-
Markierung,
immunopositive
Reaktion der
GefaBe, der
merokrinen
Driisen in der
Dermis und der
Keratinozyten in
der Epidermis,
Konzentration des
Primarantikérpers
1:200,
Lichtmikroskop
50 x und 100 x

Auch am histologischen Schnitt des caninen Sohlenballens erfolgten Kontrollen des
Detektionsystems, bei denen anstelle des Primarantikbrpers Mausserum bzw.
Kaninchenserum oder PBS eingesetzt wurden, die Kontrolle zeigte keine unspezifischen
Bindungen (Abb. 21 bis 26).
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Abb. 21 bis 26:
Abb. 21/22:

Abb. 23/24:

Abb. 25/26:

Die Kontrollen zeigen keine unspezifischen Bindungen.

Kontrollen des p75-NTR-AK am histologischen Schnitt des caninen Sohlenballens,
Lichtmikroskop 200 x, Einsatz von Kaninchenserum (Abb. 21) oder PBS (Abb. 22)

anstelle des Primarantikérpers

Kontrollen des VEGFR-2-AK am histologischen Schnitt des caninen Sohlenballens,

Lichtmikroskop 200 x, Einsatz von Mausserum (Abb. 23) oder PBS (Abb. 24)

anstelle des Primarantikérpers

Kontrollen des FGFR-3-AK am histologischen Schnitt des caninen Sohlenballens,
Lichtmikroskop 100 x, Einsatz von Kaninchenserum (Abb. 25) bzw. PBS (Abb. 26)

anstelle des Primarantikérpers
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4.5 Quantitative Analyse der proliferativen Effekte von VEGF und FGF-2 auf
canine Schwannzellen

Die quantitativen Analysen wurden in den aufgereinigten und kryokonservierten Kulturen
durchgeflihrt. Als Wachstumsfaktoren wurden die proangiogenen Faktoren VEGF und FGF-2
gewahlt. Die quantitative Analyse ihrer proliferativen Effekte erfolgte mit Hilfe verschiedener
Proliferations-Assays, die nachstehend genauer beschrieben werden.

4.5.1 Prinzipien der verwendeten Proliferations-Assays

4.5.1.1 BrdU-Assay

Zellproliferation erfolgt durch Zellteilung, wobei grundsatzlich der Teilung von Zellen die
Replikation ihrer DNA vorausgeht. Die Messung neu synthetisierter DNA gibt deshalb
Auskunft Uber die Zellproliferation.

Zur DNA-Synthese benétigt die Zelle verschiedene Einzelbausteine wie z.B. das Nukleotid
Thymidin. In diesem Assay wird den Zellen 5-Bromo-2’-Deoxyuridin (BrdU) mit dem Medium
angeboten, welches nun wahrend der Replikation anstelle von Thymidin in die DNA
eingebaut wird.

Das in den eigenen Untersuchungen verwendete BrdU-Assay enthalt alle im Folgenden
angegeben Lésungen. Nach Inkubation mit 10 yM BrdU pro Vertiefung bei 37° C im
Brutschrank wurden die Zellen 24 Stunden spater durch Zugabe von 200 pl Fixierlésung fr
30 Minuten bei Raumtemperatur fixiert und denaturiert. AnschlieBend erfolgte eine 30-
mindtige Inkubation mit Blockpuffer (200 pl/Vertiefung). Dann wurde der Puffer entfernt, 100
pl 1:100 verdinnte Antikoérperlésung auf die Zellen gegeben und diese 90 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Der verwendete Antikérper ist Peroxidase-konjugiert und markiert
spezifisch das in die DNA eingebaute BrdU. Nach dreimaligem Waschen mit Pufferlésung
wurden 100 pl Substrat (Tetramethylbenzidin (TMB)) zugegeben und zehn Minuten bei
Raumtemperatur abgewartet, bis sich eine hellblaue Farbung entwickelt hatte. Die Reduktion
des Tetramethylbenzidins wurde durch Zugabe von 25 ul 1 M Schwefelsaure beendet. Durch
die Schwefelsdure schlug die Farbe in ein helles gelb um, die Absorption wurde innerhalb
von flnf Minuten im Plattenreader bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen und als
optische Dichte (OD) angegeben, welche sich .unter standardisierten Bedingungen
proportional zur Zellzahl verhalt.
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Um aus den gemessenen OD-Werten auf die Zellzahl schlieBen zu kénnen, wurde ein
Standard erstellt. Hierflr wurden zunachst in einem Vorversuch per Neubauer-Zahlkammer
gezahlte Zellen in der Konzentration 1000, 2000, 3000, 4000 und 5000 Zellen/ml ausgesat.
Nach 12 Stunden wurden diese Zellen wieder abtrypsiniert und erneut per Neubauer-
Zahlkammer gezahlt. Die ermittelten Zellzahlen waren anndhernd unverandert. Dieser
Vorversuch diente der Uberpriifung, ob die ausgesate Zellzahl mit der 12 Stunden spater mit
dem BrdU-Assay zu bestimmenden Zellzahl gleichzusetzen ist.

Zur Erstellung des Standards wurden die caninen Schwannzellen nach der Aussaat drei
Tage in DMEM+ kultiviert. Dann wurden dem Medium BrdU zugegeben und die Zellen flr 24
Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt
und in den Konzentrationen 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900,
bzw. 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 8000 und 9000 Zellen pro Vertiefung einer
96-Lochplatte ausgesét. Diesen Zellen wurde unter Zugabe von DMEM+ Uber 12 Stunden
die Mdglichkeit gegeben, am Kulturschalenboden zu haften. Danach wurde das Assay nach
den Angaben des Herstellers vollendet und bei 450 nm die OD bestimmt.

Da diese Versuche im Plattenreader als Standard-Messungen durchgefihrt wurden, konnte
aus den gemessenen Werten der optischen Dichte und den dazu gehdrigen bekannten
Standardkonzentrationen der ausgesaten Zellen einer gemessenen OD eine errechnete
Zellzahl zugeordnet werden.

Der Zusammenhang zwischen der Standardkonzentration (Concentration) und der
gemessenen OD ist in der folgenden Grafik dargestellt. Der Korrelationskoeffizient dieser
beiden Variablen betragt r = 0,946821.

\
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CONCENTRATIONS

Diagramm 1:

Auf der Y-Achse ist die OD (optische Dichte) aufgetragen, die X-Achse gibt die
Standardkonzentration (Concentration), also die Zellzahl an, der Korrelationskoeffizient
betragt r = 0,946821.
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Prinzipiell schwankt der Korrelationskoeffizient zwischen —1 und 1. Bei einem Wert von +1
(bzw. —1) besteht ein vollstandig positiver (bzw. negativer) linearer Zusammenhang zwischen
den betrachteten Merkmalen.

Wenn r = 1, liegen alle Punkte auf einer steigenden Geraden (die Steigung ist beliebig, aber
positiv). Wenn r = =1, liegen sie auf einer fallenden Geraden (Steigung beliebig, negativ).
Wenn r nahe bei 1 liegt (z.B. r = 0.9), liegen alle Punkte eng um eine steigende Gerade.
Wenn r nahe bei —1 liegt (z.B. r = -0.9), liegen alle Punkte eng um eine fallende Gerade.

Standardkonzentration | errechnete Zellzahl
in 1000er Schritten

1000 759,358
2000 1829,224
3000 2679,827
4000 6288,971
5000 5656,240
6000 6688,518
7000 7036,555
8000 6556,960
9000 8641,005

Standardkonzentration | errechnete Zellzahl
in 100er Schritten

1000 240,783

1100 1417,845

1200 909,014

1300 635,457

1400 1172,826

1500 306,910

1600 899,965

1700 2045,007

1800 2897,002

1900 2838,532

Tabelle 6:

Gegeniiberstellung der Standardkonzentrationen (per
Neubauer-Zahlkammer ausgezdhlte Zellzahl) und den
zugehdrigen aus den OD-Werten des BrdU-Assay
errechneten Zellzahlen
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Die bei der Etablierung des Standards fir den BrdU-Assay ausgesaten
Standardkonzentrationen und die daraus errechnete Zellzahlen sind der Tabelle 6 zu
entnehmen.

Dieser Standard wurde in allen unter Anwendung des BrdU-Assay durchgefiihrten
Versuchen transferiert, um in den unterschiedlichen Proliferations-Versuchen aus den

gemessenen OD-Werten die entsprechenden Zellzahlen zu errechnen.

4.5.1.2 Resazurin-Resorufin-Assay (CellTiter-Blue-Assay ®)

Grundlage dieses Proliferations-Assay ist eine Redox-Reaktion. Resazurin ist ein ungiftiger,
wasserléslicher, blauer Farbstoff mit niedriger intrinsischer Fluoreszenz, der von lebenden
Zellen aufgenommen und durch die mitochondriale Laktat-Dehydrogenase irreversibel zum
pinkfarbenen Resorufin reduziert wird, welches eine hohe Fluoreszenz besitzt.

Die Menge des gemessenen Resorufins lasst auf die metabolische Aktivitat der Zellen
schlieBen und unter standardisierten Bedingungen auch eine Aussage Uber die Zellzahl zu.
Zur Auswertung wurde die Fluoreszenz des Resorufins bei einer Wellenldnge von 544 nm
(Exzitation) bzw. 590 nm (Emission) gemessen und in relativen Fluoreszenzeinheiten (RFE)
angegeben.

Wichtig war dabei, diese Messungen beim gleichen ,Gain® also derselben Verstarkung
durchzufihren wie bei der Erstellung des Standards fiir das Resazurin-Resorufin-Assay
(CellTiter-Blue ® (CTB)), damit mit Hilfe eines Standardtransfers aus den gemessenen RFE
auf die Zellzahl geschlossen werden konnte.

Auch bei der Etablierung eines Standards fir den CTB-Assay wurden canine Schwannzellen
in DMEM+ in definierten Konzentrationen von 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600,
1700, 1800, 1900 bzw. 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 8000 und 9000 Zellen
pro Vertiefung einer 96-Lochplatte ausgesat.

Am nachsten Tag wurden 20 pl Resazurin in jede Vertiefung gegeben und die Zellen weitere
vier Stunden inkubiert. Zur Auswertung wurde die Fluoreszenz des Resorufins bei einer
Wellenlange von 544 nm (Exzitation) bzw. 590 nm (Emission) gemessen.

Da diese Versuche im Plattenreader wieder als Standard-Messungen durchgefihrt wurden,
lieBen sich aus den gemessenen relativen Fluoreszenzeinheiten und den dazu gehdrigen
bekannten Standardkonzentrationen der ausgesaten Zellen die entsprechenden Zellzahlen
errechnen.

Der Zusammenhang zwischen der Standardkonzentration (Concentration) und der
gemessenen RFE (Units) ist im Folgenden grafisch dargestellt. Der Korrelationskoeffizient
dieser beiden Variablen betragt r = 0,989808.
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Diagramm 2:

Auf der Y-Achse sind die relativen Fluoreszenzeinheiten RFE (Units) aufgetragen, die
X-Achse gibt die Standardkonzentration (Concentration), also die Zellzahl an, der
Korrelationskoeffizient betragt r = 0,989808.

Der Standard wurde in allen unter Anwendung des CTB-Assay durchgefiihrten Versuchen
transferiert, um in den unterschiedlichen Proliferations-Versuchen aus den gemessenen RFE
Zellzahlen zu errechnen. Damit solch ein Standardtransfer mdéglich war, mussten die
Versuche und der zugehdrige Standard immer beim selben ,Gain” durchgefiihrt werden.

Die bei der Etablierung des Standards fir den Resazurin-Resorufin-Assay ausgesaten
Standardkonzentrationen und die daraus errechneten Zellzahlen sind der Tabelle 7 zu

entnehmen.

Standardkonzentration | errechnete Zellzahl
(in 1000er Schritten)

1000 917,353
2000 1577,567
3000 2126,507
4000 3913,239
5000 5030,794
6000 6086,918
7000 7480,582
8000 7757,347
9000 9027,931
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Standardkonzentration | errechnete Zellzahl

(in 100er Schritten)

1000 878,877

1100 894,399

1200 1611,890

1300 1325,068

1400 1422,789

1500 2386,220

1600 1959,267

1700 1804,270

1800 1656,268

1900 1642,714

Tabelle 7:

Gegenlberstellung der Standardkonzentrationen (per
Neubauer-Zahlkammer ausgezahlte Zellzahl) und den
zugehorigen aus den RFE des CTB-Assay kalkulierten
Zellzahlen

4.5.2 Quantifizierung des proliferativen Effekts von VEGF und FGF-2 auf

canine Schwannzellen

Zur Ermittlung der jeweiligen Konzentration, die zu einer maximalen Proliferation von
Schwannzellen fihrt, wurden zun&chst separat unterschiedliche Verdiinnungen von VEGF
und FGF-2 getestet. In Anlehnung an Untersuchungen von SONDELL et al. (1999a, 1999b), in
denen VEGF zur Kultivierung von Schwannzellen der Ratte erfolgreich in einer Konzentration
von 50 ng/ml und FGF-2 mit 10 ng/ml (MAURITZ et al., 2004; HAASTERT et al., 2007)
Verwendung fand, wurden in dieser Untersuchung VEGF und FGF-2 jeweils in den
Konzentrationen 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml eingesetzt. Im n&chsten Schritt
wurden dann Kombinationen von verschiedenen Konzentrationen von VEGF und FGF-2
untersucht. Zum Einsatz kamen 10 ng/ml VEGF kombiniert mit 10 ng/ml FGF-2, 10 ng/ml
VEGF kombiniert mit 50 ng/ml FGF-2, 10 ng/ml VEGF kombiniert mit 100 ng/ml FGF-2, 50
ng/ml VEGF kombiniert mit 10 ng/ml FGF-2, 50 ng/ml VEGF kombiniert mit 50 ng/ml FGF-2,
50 ng/ml VEGF kombiniert mit 100 ng/ml FGF-2, 100 ng/ml VEGF kombiniert mit 10 ng/ml
FGF-2, 100 ng/ml VEGF kombiniert mit 50 ng/ml FGF-2 und 100 ng/ml VEGF kombiniert mit
100 ng/ml FGF-2 (Tabelle 8).
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VEGF-Konzentration FGF-2-Konzentration
in ng/ml in ng/ml

5
10
50
100
5
10
50
100
10 10
10 50
10 100
50 10
50 50
50 100
100 10
100 50
100 100
Tabelle 8:
Tabellarische Darstellung der eingesetzten
Konzentrationen und Kombinationen von VEGF und
FGF-2 zur Untersuchung des proliferativen Effekts dieser
beiden Wachstumsfaktoren auf canine Schwannzellen

Die Versuche zur Proliferation caniner Schwannzellen erfolgten mit den isolierten,
aufgereinigten und kryokonservierten caninen Schwannzell-Kulturen in den Passagen 4 bis
6. Um ein moglichst schnelles Auftauen der Zellen ohne Schaden zu gewahrleisten, wurden
die Kryoréhrchen mit den gefrorenen Zellen im Wasserbad bei 37°C geschwenkt, bis sich die
Zellsuspension verflussigte. Diese wurde dann vorsichtig in ein vorbereitetes
Zentrifugenréhrchen mit 10 ml DMEM+ Uberfihrt und bei 1050 rpm finf Minuten zentrifugiert.
Nach Entfernung des Uberstandes wurde das Zellpellet in 1 ml DMEM+ geldst. Mit Hilfe der
Neubauer-Zahlkammer konnte nun die Zellzahl pro ml ermittelt werden, die Zellen wurden
sodann in einer Dichte von 10% Zellen pro Vertiefung in kollagenbeschichtete 96-Loch-Platten
ausgesat.

Nachdem die Zellen sich Gber Nacht am Kulturschalenboden angeheftet hatten, wurde das
Erhaltungsmedium durch 100 pl der unterschiedlichen Wachstumsmedien mit den
genannten Konzentrationen von VEGF und FGF-2 (Tabelle 8) ersetzt.

In den Wachstumsmedien wurden die Zellen drei Tage kultiviert. Jede Wachstumsfaktoren-
Konzentration wurde stets gleichzeitig in sechs Vertiefungen erprobt und alle Versuche
wurden dreimal mit jedem Proliferations-Assay wiederholt.

Bei Anwendung des BrdU-Assay wurde am Morgen des dritten Tages die BrdU-Lésung des
Kits mit dem jeweiligen Medium auf 1:1000 verdiinnt und davon 100 pl in jede Vertiefung
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gegeben. Nach 24 Stunden Inkubation im Brutschrank wurde das Assay (wie unter 4.5.1.1
beschrieben) vollendet. Durch den Transfer des erstellten Standards fur das BrdU-Assay in
die Ergebnisse der Proliferationsversuche konnten aus den gemessenen OD-Werten die
Zellzahlen ermittelt werden.

Bei Anwendung des CTB-Assay wurde am Morgen des vierten Tages 20 pl Resazurin in
jede Vertiefung gegeben. Nach sechs Stunden Inkubation im Brutschrank fand die
Auswertung (wie unter 4.5.1.2 beschrieben) statt. Durch den Transfer des erstellten
Standards fiir den CTB-Assay in die Ergebnisse der Proliferationsversuche konnten aus den
gemessenen RFE die Zellzahlen ermittelt werden.

Die Auswertung der Ergebnisse aller Untersuchungen zum proliferativen Effekt von VEGF
und FGF-2 auf canine Schwannzellen erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS (Version
14.0).

Weil davon auszugehen ist, dass Zellzahlen im Allgemeinen nicht symmetrisch verteilt sind,
wurden die in den Proliferationsversuchen erzielten Zellzahlen auf logarithmischer Ebene
betrachtet (IgZZ), dies erlaubt die Anwendung der parametrischen Statistik.

Fir die einzelnen Wachstumsfaktoren und ihre Kombinationen wurde eine dreifaktorielle
Varianzanalyse, die die Variablen ,Proliferations-Assay“, ,Versuchsdurchgang“ und
~Wachstumsfaktor-Konzentration® enthielt, durchgefihrt. Dabei zeigten sich jeweils
signifikante Wechselwirkungen zwischen Assay und Durchgang sowie zwischen Assay und
Konzentration (p<0.001). Aus diesem Grund wurden die Daten anschlieBend pro Assay bzw.
pro Durchgang mit Hilfe zweifaktorieller Varianzanalysen untersucht.

Diese Analysen zeigten jedoch ebenfalls, dass die Zellzahlen in den interessierenden
Konzentrationsstufen in den drei Durchgangen und den beiden Assays so unterschiedlich
waren, dass die Faktoren Durchgang und Assay nicht sinnvoll zusammengefasst werden
konnten. Folglich wurde der Einfluss der unterschiedlichen Konzentrationen der
Wachstumsfaktoren auf die erzielten Zellzahlen fiir jeden Wachstumsfaktor, jedes Assay und
jeden Durchgang mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse untersucht.

Zeigten sich in der Varianzanalyse Unterschiede in den erzielten Zellzahlen zwischen den
unterschiedlichen Konzentrationen der Wachstumsfaktoren, so wurde der Scheffé-Test
angewendet. Zusatzlich wurde auf den einzelnen Konzentrationsstufen von VEGF und FGF-
2 der jeweilige Effekt der Wachstumsfaktoren verglichen, dies geschah mit dem t-Test.

Die Ergebnisse jedes Assays und jedes Versuchsdurchgangs wurden in Form von
Streudiagrammen mit arithmetischem Mittelwert dargestellt. Zur besseren Ubersicht wurden
die Mittelwerte und Standardabweichungen der Ergebnisse auch in tabellarischer Ansicht
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abgebildet. Die grafische Darstellung der Ergebnisse der Varianzanalysen erfolgte mit
Fehlerbalken, die ein Konfidenzintervall von 95 % umfassen.

Insgesamt wurden umfangreiche statistische Tests verwendet um die Daten zu beschreiben
und Kriterien zu erhalten um Unterschiede zu definieren. Aus diesem Grund kdnnen
statistisch signifikante Differenzen auch zufallig sein und dirfen nicht verallgemeinert

werden.
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5 Ergebnisse

5.1 Identifizierung von Nervengewebe und caninen Schwannzellen

5.1.1 Identifizierung des Nervengewebes

Die Identifizierung des Nervengewebes in den gewonnenen Biopsien aus dem N. radialis
und N. ischiadicus erfolgte anhand morphologischer Parameter. Dazu wurden Langs- und
Querschnitte des entnommenen Gewebes angefertigt und mittels der HE-Farbung
dargestellt. Von den praparierten Nervenfaserblindeln wurden Semidinnschnitte angefertigt
und einer Osmiumtetroxid-Hamatoxylin-Farbung unterzogen.

Im HE-geférbten Querschnitt zeigte sich der typische Aufbau eines Nervs, welcher vom
Epineurium umgeben und durch das Perineurium in Nervenfaserblndel gegliedert ist, die
vom Endoneurium umgebene Axone und Schwannzellen enthalten (Abb. 27 und 30).

Abb. 27:
Querschnitt durch einen caninen N. radialis, HE-Farbung, Lichtmikroskop 100 x;
1=Epineurium, 2=Perineurium, 3=Nervenfaserbiindel, 4=Axon, 5=Schwannzellkern
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Im Langsschnitt der Nerven lieBen sich in der HE-Farbung Axone, Ranviersche Schnirringe,
Fibroblasten und Schwannzellen anhand ihrer Kerne identifizieren (Abb. 28, 29 und 32).

Abb. 28 und 29:

Langsschnitt durch einen caninen N. radialis, HE-Farbung, Lichtmikroskop 100 x

(Abb. 28) und 200 x (Abb. 29); 1=Axon, 2=Fibroblastenkern, 3=Schwannzellkern,
4=Ranvierscher Schnlirring
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Im Vergleich zur HE-Farbung wurden durch die Osmiumtetroxid-Hamatoxylin-Farbung in den
Semidinnschnitten der Nervenfaserbiindel die Markscheiden sichtbar gemacht (Abb. 31 und
33).

Abb. 30:
Querschnitt durch
einen caninen

N. radialis,
HE-Farbung,
Lichtmikroskop
200 x;
1=Epineurium,
2=Perineurium,
3=Endoneurium,
4=Axon mit
Myelinscheide,
5=Schwannzellkern

Abb. 31:
Querschnitt durch
ein
Nervenfaserbiindel
eines caninen N.
radialis,
Osmiumtetroxid-
Hamatoxylin-
Farbung,
Lichtmikroskop
320 x;
1=Perineurium,
2=Myelinscheide,
3=Schwannzellkern
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Abb.32:
Langsschnitt durch
einen caninen N.
radialis, HE-
Farbung,
Lichtmikroskop

200 x;

1=Axon,
2=Fibroblastenkern,
3=Schwannzellkern

Abb. 33:
Langsschnitt durch
ein
Nervenfaserbiindel
eines caninen N.
radialis,
Osmiumtetroxid-
Hamatoxylin-
Farbung,
Lichtmikroskop
320 x;
1=Myelinscheide
2=Schwannzellkern

5.1.2 Identifizierung der Schwannzellen innerhalb des Nervengewebes

Die Identifizierung der Schwannzellen innerhalb des Nervengewebes erfolgte mit Hilfe des
fir canine Schwannzellen etablierten monoklonalen p75-NTR-Antikérpers aus dem
Kaninchen (PAULS, 2003; PAULS et al., 2004), welcher Schwannzellen, nicht aber
Fibroblasten markiert.

88



Abb. 34:

Histologischer Langsschnitt eines caninen Nerven: Immunzytochemische Markierung
caniner Schwannzellen im Nervengewebe mit Hilfe des p75-NTR-AK (Pfeile),
Verdiinnung des Priméarantikérpers 1:200, Lichtmikroskop 400 x

Abb. 35:

Semidunnschnitt einer Nervenfaser des caninen N. radialis: anti-p75-NTR markierte
canine Schwannzellen (Pfeile), Verdiinnung des Primarantikérpers 1:1500,
Lichtmikroskop 400 x
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Sowohl innerhalb des Nervengewebes als auch in den Semidinnschnitten der
Nervenfaserblindel zeigte sich eine deutliche immunopositive Reaktion, die den
Schwannzellen zugeordnet wurde (Abb. 34 und 35).

5.2 Gewinnung von caninen Schwannzell-Kulturen

5.2.1 Morphologische Identifizierung caniner Schwannzellen in vitro

Die gewonnenen Nervenexplantate des caninen N. radialis und N. ischiadicus wurden in

DMEM+ oder MM+ Kkultiviert. Nach zwei bis drei Tagen waren die ersten aus den
Nervenexplantaten auswachsenden Zellen zu beobachten, die sich im Laufe einer Woche zu

einem Zellrasen rund um die Nervenexplantate verdichteten (Abb. 36).

Abb. 36:
Nervenexplantat des caninen N. radialis mit auswachsenden Zellen (Pfeile), 5 Tage in DMEM+
inkubiert, Phasenkontrastmikroskop 50 x
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Hierbei zeigte sich ein prinzipieller Unterschied beim Emigrieren der Zellen aus
Nervenexplantaten adulter und juveniler Hunde (Abb. 37 und 38). Bei Inkubation der
Nervenexplantate in DMEM+ bestanden die auswandernden Zellen bei den adulten
Nervenexplantaten in der ersten Woche nur vereinzelt aus Schwannzellen, wahrend diese

bei juvenilen Nervenbiopsien die Uberwiegende Population darstellten.

Abb.37:
Explantat des
N. radialis von
einem
juvenilen
Hund, 7 Tage
in DMEM+
kultiviert,
emigrierende
Fibroblasten
(2) und
Schwann-
zellen (1)

Abb. 38:
Explantat des
N. radialis von
einem adulten
Hund, 7 Tage
in DMEM+
kultiviert,
emigrierende
Fibroblasten

()
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Die Kultivierung der Nervenexplantate in den beiden verschiedenen Medien beeinflusste

sowohl die Morphologie als auch die Konzentration der auswandernden Zellen.

5.2.1.1 Morphologische Identifizierung caniner Schwannzellen bei Kultivierung

in DMEM+

Bei Inkubation der Nervenexplantate in DMEM+ (Abb. 39 und 40) waren die auswachsenden

Zellen anhand ihrer Morphologie lichtmikroskopisch zwei unterschiedlichen Zelltypen

zuzuordnen, die als Schwannzellen und Fibroblasten angesprochen wurden.
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Abb. 39/40:
Nervenexplantat des N.
radialis mit
auswachsenden Zellen, 7
Tage nach dem ersten
Umsetzen, in DMEM+
kultiviert,
Phasenkontrast-
mikroskop 100 x, zentral
gelegenes
Nervenexplantat, in
dessen direkter
Umgebung anhand der
Morphologie
Uberwiegend
Fibroblasten (1) zu
identifizieren sind

(Abb. 39), peripherer
Bereich des Zellrasens
um das Explantat,
Uberwiegend aus
Schwannzellen (2)
bestehend (Abb.40)




Schwannzellen stellen sich in vitro typischerweise schlank, spindelférmig, bipolar mit langen
Zellauslaufern dar und haben verhaltnismaBig wenig Zytoplasma, die Morphologie der
Fibroblasten dagegen ist deutlich flachenhafter, die Zellkérper sind grdBer, meist dreieckig
und weisen verhaltnismaBig wesentlich mehr Zytoplasma auf.

Bei der Kultivierung in DMEM+ waren in allen Ansatzen die ersten auswachsenden
Schwannzellen innerhalb der ersten zwei bis drei Tage nach dem ersten Umsetzen der
Nervenexplantate morphologisch identifizierbar. lhre Zahl steigerte sich nach dem zweiten
Umsetzen.

Nach der anschlieBenden enzymatischen Dissoziation behielten die Schwannzellen ihre
bipolare, spindelférmige Morphologie bei (Abb. 41).
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Abb. 41:

Canine Schwannzell-Kultur aus dem N. radialis, kultiviert in DMEM+, sechs
Tage nach Dissoziation der Nervenexplantate, Uberwiegend bipolare
Morphologie caniner Schwannzellen (Pfeile), Phasenkontrastmikroskop 200 x

5.2.1.2 Morphologische ldentifizierung caniner Schwannzellen bei Kultivierung
in MM+

Wourden die Nervenexplantate in MM+ inkubiert (Abb. 42 und 43), so war im Vergleich zur
Kultivierung mit DMEM+ ein deutlich diinnerer Zellrasen aus auswachsenden Zellen um die
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Nervenexplantate herum lichtmikroskopisch zu erkennen, welcher jedoch von Anfang an fast
ausschlieBlich von bipolaren Zellen gebildet wurde, die als Schwannzellen identifiziert
wurden. Auffallig war hier, dass diese Zellen deutlich 1angere Zellauslaufer aufwiesen als bei
Inkubation in DMEM+.

Diese Morphologie und der hohe Anteil an Schwannzellen bei insgesamt jedoch geringerer
Gesamtzellausbeute blieben auch nach dem Explantieren und der Dissoziation bestehen.

Abb. 42/43:
Nerven-
explantat des
caninen N.
radialis 7 Tage
nach dem
ersten
Umsetzen,
kultiviert in
MM+,
Phasenkon-
trastmikroskop
100 x;

Bei den
auswachsen-
den Zellen
handelt es sich
Uberwiegend
um
Schwannzellen,
die eine extrem
lang gestreckte
Morphologie
aufweisen
(Pfeile).
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5.2.2 Immunzytochemische Identifizierung caniner Schwannzellen in vitro

Die aus den Nervenexplantaten gewonnen Zellkulturen bestanden zunachst aus zwei sich

morphologisch deutlich unterscheidenden Zellpopulationen.

44

Abb. 44/45:

Mischkultur aus

dem caninen N.

radialis, Passage
2, einzelne

_/’/ canine

' Schwannzellen

(Pfeile), anti-p75-

NTR markiert,

Konzentration

45 || des Primar-

antikérpers

1: 1500,

- Lichtmikroskop
a 320 x (Abb. 45)

’ und 240 x (Abb.
46)
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Mit Hilfe des p75-NTR-Antikérpers wurden die spindelférmigen, bipolaren Zellen mit ihren
langen Fortsatzen immunzytochemisch eindeutig als Schwannzellen identifiziert. Die
immunopositive Reaktion umfasste stets gleichmaBig die gesamte canine Schwannzelle
einschlieBlich ihrer langen Zellauslaufer (Abb. 44 bis 49).

Die sich deutlich unterscheidenden Zellen, die morphologisch Fibroblasten ahnelten, wurden
mit diesem Antikérper nicht markiert. Die Identifizierung der Schwannzellen anhand ihrer
typischen Morphologie konnte durch die Immunzytochemie bestatigt werden.

] 46
oy
A S

Mischkultur aus
dem caninen N.
radialis, Passage
A/ \ 3, canine
- Schwannzellen
(Pfeile), anti-p75
markiert,
47 Konzentration
des Primar-
antikorpers
1: 1500,
' . Lichtmikroskop

400 x

’ i Abb. 46/47:
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In Passage 1 nach der Dissoziation wurden nur einzelne Schwannzellen in einer

Uberwiegend aus nicht markierten Zellen bestehenden Mischkultur identifiziert (Abb. 44 und
45).

Abb. 48/49:
Mischkultur aus
dem caninen N.
radialis, zum
Uberwiegenden
Anteil aus anti-
p75-NTR
markierten
Schwannzellen
bestehend
(Pfeile), Passage
4, Konzentration
des

Primar-
antikérpers
1:1500,
Lichtmikroskop
400 x

Die Abbildungen 46 und 47 zeigen eine Mischkultur in Passage 3. Eine Gberwiegend aus
Schwannzellen bestehende Mischkultur zeigen die Abbildungen 48 und 49. Hier handelt es
sich um Kulturen aus dem caninen N. radialis in Passage 4.
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5.2.3 Purifikation caniner Schwannzell-Kulturen

Die durch Auswachsen von Zellen aus den Nervenexplantaten oder nach Dissoziation der
Nervenexplantate gewonnenen Zellkulturen wiesen lichtmikroskopisch einen sehr
unterschiedlich groBen Anteil an Schwannzellen auf. Ziel der weiteren Behandlung dieser
Mischkulturen war es, die Konzentration der Schwannzellen zu maximieren.

Die Gewinnung maximal aufgereinigter Schwannzell-Kulturen wurde durch den Einsatz von

MM+ in Kombination mit kurzzeitiger Trypsinierung verwirklicht.

5.2.3.1 Purifikation caniner Schwannzellen durch Inkubation in MM+

Grundsétzlich ist zu beobachten, dass beim Einsatz von serumfreiem MM+ die Dichte der

gesamten Zellpopulation deutlich geringer ist als unter Verwendung von serumhaltigem
DMEM+.

Abb. 50:

Mischkultur aus dem caninen N. radialis, bestehend aus Schwannzellen (1) und
Fibroblasten (2), deutliche Anreicherung von Schwannzellen, Passage 3, MM+,
ausgepragte bipolare Morphologie der Schwannzellen, Phasenkontrastmikroskop
200 x
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Abb. 51:

Mischkultur aus dem caninen N. radialis, bestehend aus Schwannzellen (1) und
Fibroblasten (2), deutliche Anreicherung von Schwannzellen, Passage 3, MM+,
ausgepragte bipolare Morphologie der Schwannzellen, Phasenkontrastmikroskop
200 x

Jedoch hat sich gezeigt, dass die Wachstumsbedingungen im MM+ fiir Fibroblasten deutlich
ungunstiger sind als fir Schwannzellen. Daher war es mdglich, den Anteil der caninen
Schwannzellen an der Gesamtzellpopulation durch Inkubation im MM+ zu erhéhen (Abb. 50
und 51).

5.2.3.2 Purifikation caniner Schwannzellen durch kurzzeitige Trypsinierung

RoutinemaBig werden adhérente Zellen mit Hilfe von Trypsin vom Kulturschalenboden
geldst, um sie umzusetzen. Im Laufe der Untersuchungen zeigte sich, dass Fibroblasten und
Schwannzellen unterschiedlich stark am Zellkulturschalenboden haften. Durch eine kurze
Einwirkzeit des Trypsins wurden die Schwannzellen vom Untergrund geldst, wahrend noch
der Uberwiegende Teil der Fibroblasten am Kulturschalenboden haftete. Somit wurden mit
Hilfe wiederholter kurzzeitiger Trypsinierung immer reinere Schwannzell-Kulturen gewonnen
(Abb. 52 bis 57).
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Abb. 52:
Mischkultur aus
dem caninen N.
ischiadicus,
bestehend aus
Fibroblasten (2)
und
Schwannzellen
(1), Passage 1,
DMEM+,
Phasenkontrast-
mikroskop 200
x; Fibroblasten
dominieren

Abb. 53:
Mischkultur aus
dem caninen N.
ischiadicus,
bestehend aus
Fibroblasten (2)
und
Schwannzellen
(1), Passage 2,
DMEM+,
Phasenkontrast-
mikroskop 200
X;
Uberwiegender
Fibroblasten-
anteil

Je nach Kultivierungsmedium waren unterschiedlich viele Trypsinierungen notwendig, um
reine Schwannzell-Kulturen zu gewinnen. Unter Einsatz des MM+ waren die Fibroblasten
bereits nach zwei Trypsinierungen eliminiert, wahrend bei Kultivierung in DMEM+ die Zellen

bis zu viermal umgesetzt werden mussten.
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Abb. 54/55:
Schwannzell-Reinkultur aus dem caninen N.
Phasenkontrastmikroskop 320 x

radialis,

Passage 4, DMEM+,
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Schwannzell-Reinkultur aus dem caninen N. radialis, Passage 5, DMEM+,

Phasenkontrastmikroskop 100 x

Abb. 56/57:
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5.2.4 Morphologie und Vitalitat caniner Schwannzellen vor und nach
Kryokonservierung

Die aufgereinigten Schwannzell-Kulturen wurden sowohl vor der Kryokonservierung als auch
nach dem Auftauen phasenkontrastmikroskopisch untersucht. Es zeigte sich keinerlei
Veranderungen der Zellmorphologie. Auch nach der Konservierung in flissigem Stickstoff
konnten die caninen Schwannzellen weiter expandiert und passagiert werden (Abb. 58 und
59).

Abb. 58/59:
Schwannzell-
Reinkulturen aus
dem N. ischiadicus
kultiviert in
DMEM+, vor
(Abb.58) und nach
(Abb.59)
Kryokonservierung
(Passage 5 und
6),
Phasenkontrast-
mikroskop 320 x




5.3 Morphologie und Proliferation caniner Schwannzellen durch den Einsatz
der Wachstumsfaktoren VEGF und FGF-2

Neben der Gewinnung von Reinkulturen war die maximale Expansion der caninen
Schwannzellen in einem méglichst kurzen Zeitraum Ziel der vorliegenden Arbeit.

Als Wachstumsfaktoren wurden VEGF und FGF-2, welche auch als proangiogene Faktoren
bekannt sind, gewahlt, da fir diese Faktoren ebenso eine besondere proliferative Wirkung
auf die Zellen des Nervensystems beschrieben wurde.

5.3.1 Nachweis der Expression der Rezeptoren fiir die eingesetzten
Wachstumsfaktoren VEGF und FGF-2

Da fir die Wirkung von Wachstumsfaktoren die Expression der entsprechenden Rezeptoren
eine Voraussetzung ist, galt es, zunachst die in der Literatur fir Schwannzellen
beschriebenen Rezeptoren VEGFR-2 und FGFR-3 nachzuweisen.

In den zur Untersuchung herangezogenen caninen Schwannzell-Kulturen wurden beide
Rezeptoren immunzytochemisch detektiert.

Far den VEGFR-2 war im Bereich des Zytoplasmas um den Zellkern herum die
immunopositive Reaktion der caninen Schwannzellen am deutlichsten ausgepragt, auch die
Zellfortsatze wiesen eine Markierung auf, die Zellkerne selbst blieben unmarkiert (Abb. 60).
Im Gegensatz dazu zeigten die anti-FGFR-3-markierten Zellen die intensivste
immunopositive Reaktion in der Kernregion und im Bereich des Zytoplasmas um den
Zellkern, wobei hier auch die Zellkerne deutlich angefarbt waren (Abb. 61).

Die immunopositive Reaktion des VEGFR-2 am Nervengewebsschnitt fiel vergleichsweise
schwach aus. Es konnte keine eindeutige Markierung der Zellkerne nachgewiesen werden,
diese Beobachtung korreliert mit den immunzytochemischen Untersuchungen an den
caninen Schwannzellen in vitro. Markiert wurden verschiedene Strukturen innerhalb des
Nervengewebes, vermutlich sowohl Zytoplasma-Anteile der Fibroblasten als auch der
Schwannzellen, damit wurde gezeigt, dass der VEGFR-2 innerhalb des Nervs exprimiert wird
(Abb. 62).

Bei Anwendung des FGFR-3-Antikérpers am caninen Nervenschnitt wiesen verschiedene
Strukturen eine deutlich immunopositive Reaktion auf, der FGFR-3 wird folglich innerhalb
des Nervs exprimiert (Abb. 63).
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Abb. 60:
Canine Schwannzellen aus dem N. ischiadicus mit anti-VEGFR-2 markiert,
Primarantikérperkonzentration 1:400, Lichtmikroskop 400 Xx, immunopositive
Reaktion der caninen Schwannzellen v.a. im Bereich des Zytoplasmas um den
Zellkern und der Zellfortsatze, unmarkierte Zellkerne

61

.
.
Abb. 61:

Anti-FGFR-3 markierte canine Schwannzellen, Verdiinnung des Primarantikérpers
1:400, Lichtmikroskop 400 x, intensive immunopositive Reaktion der
Schwannzellkerne und des Zytoplasmas einschlieBlich der Zellfortsatze
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Abb. 62:

Langsschnitt durch canines Nervengewebe: immunhistochemische anti-
VEGFR-2-Markierung verschiedener Strukturen, bei denen es sich vermutlich
sowohl um Zytoplasma-Anteile von Schwannzellen als auch von Fibroblasten
handelt (Pfeile), die Zellkerne bleiben unmarkiert, Verdinnung des
Primé&rantikéroers 1:100. Lichtmikroskop 400 x.

Abb. 63:

Langsschnitt durch canines Nervengewebe: anti-FGFR-3-immunhisto-
tochemische Markierung verschiedener Strukturen, bei denen es sich
vermutlich sowohl um canine Schwannzellen als auch um Fibroblasten handelt
(Pfeile), Verdiinnung des Primarantikérpers 1:400, Lichtmikroskop 400 x.
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5.3.2 Morphologie caniner Schwannzellen unter dem Einfluss der eingesetzten
Wachstumsfaktoren VEGF und FGF-2

Die caninen Schwannzellen wurden in DMEM+ mit dem Zusatz von VEGF oder FGF-2 in
den Konzentrationen 5, 10, 50 oder 100 ng/ml Uber einen Zeitraum von zwei Wochen
inkubiert. Im Verlauf dieser Untersuchungen zeigten sich dabei keine Veranderungen in der

Morphologie der Zellen.

Abb. 64:
Canine
Schwannzellen
kultiviert in
DMEM+ mit 50
ng/ml VEGF.
Typische
spindelférmige
bipolare
Morphologie der
Schwannzellen,
Phasenkontrast-
mikroskop 200 x

Abb. 65:
Canine
Schwannzellen
kultiviert in
DMEM+ mit 50
ng/ml FGF-2.
Typische
bipolare,
spindelférmige
Morphologie der
Schwannzellen,
Phasenkontrast-
mikroskop 200 x




Diese erschienen ebenso spindelférmig und bipolar wie bei der Kultivierung in DMEM+ ohne
den Zusatz von Wachstumsfaktoren (Abb. 64 und 65).

5.3.3 Proliferation caniner Schwannzellen unter dem Einfluss der eingesetzten
Wachstumsfaktoren VEGF und FGF-2

In den ersten Untersuchungen zum proliferationsférdernden Effekt von VEGF und FGF-2
wurden diese beiden Faktoren separat in den Konzentrationen 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml
und 100 ng/ml in DMEM+ im Vergleich zu DMEM+ ohne den Zusatz von Wachstumsfaktoren
untersucht. AnschlieBend erfolgte die quantitative Analyse des proliferativen Effektes aller
genannten Kombinationen von VEGF und FGF-2 in den Konzentrationen 10 ng/ml, 50 ng/ml
und 100 ng/ml. Alle Versuche wurden sowohl mit dem BrdU-Assay als auch mit dem
Resazurin-Resorufin-Assay durchgefiihrt und jeweils dreimal wiederholt. Die Zellen wurden
hierfiir in einer Konzentration von 10° pro Vertiefung ausgest.

5.3.3.1 Proliferation caniner Schwannzellen unter dem Einfluss von VEGF

Zur Untersuchung des proliferationsférdernden Effekts von VEGF auf canine Schwannzellen
wurde jede VEGF-Konzentration parallel sechsfach getestet und dreimal wiederholt
(Diagramme 3 bis 8).

Die arithmetischen Mittel der IgZZ stiegen mit beiden verwendeten Proliferations-Assays
beim Einsatz von 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml VEGF in DMEM+ mit
zunehmender Konzentration von VEGF bis 50 ng/ml an. In allen Untersuchungen war das
arithmetische Mittel der IgZZ bei einer VEGF-Konzentration von 50 ng/ml am héchsten. Eine
weitere Steigerung der VEGF-Konzentration auf 100 ng/ml brachte keine Zunahme der IgZZ
der caninen Schwannzellen. Vielmehr lag der Mittelwert der mit 100 ng/ml erzielten 1gZZ in
allen Wiederholungen unter dem, der mit 50 ng/ml VEGF erreicht wurde. Die Schwannzellen,
die nur mit DMEM+ kultiviert wurden, dienten als Negativkontrolle und wiesen stets die
geringste IgZZ auf. Schaut man sich den Mittelwert der IgZZ beim Zusatz von 50 ng/ml
VEGF zu DMEM+ an, so lag dieser mit dem BrdU-Assay in der ersten Durchfiihrung des
Versuchs bei 3,6628 (Diagramm 3), in der zweiten Wiederholung bei 3,7929 (Diagramm 4)
und in der dritten Wiederholung bei 3,4878 (Diagramm 5).
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Diagramme 3-8:

Ergebnisse des proliferativen Effekts von VEGF auf canine
Schwannzellen, ermittelt mit Hilfe des BrdU- und des CTB-
Assay:

VEGF wurde in den Konzentrationen 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml
und 100 ng/ml eingesetzt. Die Streudiagramme zeigen die
Ergebnisse des sechsfachen parallelen Ansatzes jeder
Konzentration, auBerdem ist fir jede Konzentration der Mittelwert
der erzielten 19ZZ angegeben. Die hdchste mittlere 19ZZ wurde
jeweils mit 50 ng/ml VEGF erzielt.

Die Diagramme 3, 4, 5 zeigen die Ergebnisse der dreimaligen
Durchfiihrung desselben Versuchs mit Hilfe des BrdU-Assay, die
Diagramme 6, 7, 8 zeigen die Ergebnisse der dreimaligen
Durchfiihrung desselben Versuchs mit Hilfe des CTB-Assay.
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Die logarithmischen Zellzahlen der nur in DMEM+ kultivierten Schwannzellen waren dabei in
allen Versuchsdurchgangen recht konstant mit im arithmetischen Mittel 3,2504 (Diagramm
3), 83,2692 (Diagramm 4) und 3,2515 (Diagramm 5).

Der Mittelwert der mit dem CTB-Assay in 50 ng/ml VEGF ermittelten logarithmischen
Zellzahlen war in den ersten beiden Versuchsdurchgangen relativ vergleichbar mit 3,3183
(Diagramm 6) und 3,3782 (Diagramm 7). Bei der dritten Versuchsdurchfiihrung wurde im
Mittel eine héhere IgZZ von 3,6597 erzielt (Diagramm 8). Diese Tendenz lasst sich auch in
den Mittelwerten der IgZZ bei Kultivierung in DMEM+ ersehen. In den ersten beiden
Versuchsdurchfihrungen lagen diese bei 3,0125 (Diagramm 6) und 3,1017 (Diagramm 7), im
dritten Versuchsdurchgang dagegen bei 3,5594 (Diagramm 8). Die Ergebnisse beider
Proliferations-Assays und aller Versuchsdurchgange sind der Tabelle 9 zu entnehmen.

witewert | N ___|Standardabweichung

BrU 0 ng/ml 3.2504 6 0.11891
5 ng/ml 3.4811 6 0.17461

10 ng/ml 3.5502 6 0.15483

50 ng/mld 3.6628 6 0.13044

100 ng/ml 3.6143 6 0.15565

2 0 ng/ml 3.2692 6 0.10140

5 ng/ml 3.5993 6 0.09935

10 ng/ml 3.7390 6 0.15624

50 ng/ml 3.7929 6 0.08670

100 ng/ml 3.7800 6 0.14106

3 0 ng/ml 3.2515 6 0.11772

5 ng/ml 3.3783 6 0.06182

10 ng/ml 3.4563 6 0.07863

50 ng/ml 3.4878 6 0.06243

100 ng/ml 3.4465 6 0.05334

CTB 1 0 ng/ml 3.0125 6 0.25732
5 ng/ml 3.2366 6 0.13855

10 ng/ml 3.3461 6 0.10497

50 ng/ml 3.3183 6 0.24668

100 ng/ml 3.3251 6 0.14369
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2 0 ng/ml 3.1017 6 0.19450
5 ng/ml 3.2718 6 0.18001
10 ng/ml 3.3725 6 0.12936
50 ng/ml 3.3782 6 0.16518
100 ng/ml 3.3583 6 0.09440
3 0 ng/ml 3.5594 6 0.04376
5 ng/ml 3.5917 6 0.10261
10 ng/ml 3.6169 6 0.06276
50 ng/ml 3.6597 6 0.08153
100 ng/ml 3.5950 6 0.12845

Tabelle 9:

Ergebnisse des proliferativen Effekts von VEGF auf canine Schwannzellen: Alle Versuche wurden
mit beiden Proliferations-Assays durchgefihrt, sechsfach angesetzt (N=6) und dreimal wiederholt,
angegeben sind arithmetisches Mittel und Standartabweichung der erzielten IgZZ fir die jeweils
eingesetzte Konzentration von VEGF.

Sowohl zwischen den Wiederholungen desselben Versuchs als auch zwischen den beiden
verwendeten Proliferations-Assays zeigen die Ergebnisse insgesamt starke Schwankungen
zwischen den ermittelten IgZZ.

Die mit dem CTB-Assay ermittelten IgZZ waren im Vergleich zu den mit dem BrdU-Assay
ermittelten Zellzahlen in den ersten beiden Versuchsdurchfiihrungen niedriger, aber im
dritten  Versuchsdurchgang hdéher (Diagramme 9 und 10). Zwischen den
Versuchsdurchgangen zeigten sich bei Verwendung des BrdU-Assay starkere
Schwankungen als bei Nutzung des CTB-Assay. Hier waren die Ergebnisse im ersten und
zweiten Durchlauf sehr konstant, im dritten Durchgang lagen die ermittelten 1gZZ dagegen
héher (Diagramme 9 und 10).

Mit beiden Proliferations-Assays und in allen Versuchsdurchgangen wurde jedoch die
maximale mittlere 1gZZ innerhalb des jeweiligen Versuchsdurchgangs mit der VEGF-

Konzentration von 50 ng/ml erzielt.

111



BrdU

Durchgang
1

—2
—3

4,00

logZZ

3,00

2,00

4,00~

logZZ
_'_

3,00~

2,00

10
T T T T T
0 ngiml 5 ng/ml 10 ngml 50 ngml 100 ng#nl
Konzentration
(VEGF)

Fehlerbalken zeigen 95,0% Konfidenzintervall(e) des Mittelwerts

Diagramme 9 und 10:

Ergebnisse der drei Versuchsdurchgidnge zur Ermittlung des
proliferativen Effekts von VEGF auf canine Schwannzellen, ermittelt mit
Hilfe des BrdU- und des CTB-Assay:

Mit dem CTB-Assay (Diagramm 10) wurden in den ersten beiden
Versuchsdurchfihrungen niedrigere 1gZZ, im dritten Versuchsdurchgang
jedoch héhere IgZZ als mit dem BrdU-Assay (Diagramm 9) ermittelt.

Mit beiden Proliferations-Assays und in allen Versuchsdurchgangen wurde
jedoch die maximale mittlere 1gZZ innerhalb des jeweiligen Durchgangs bei
Kultivierung der caninen Schwannzellen in 50 ng/ml VEGF erzielt.
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Aufgrund der signifikanten Wechselwirkungen in der dreifaktoriellen Varianzanalyse
zwischen ,Konzentration* und ,Assay” sowie zwischen ,Assay” und ,Durchgang“ wurden die
Daten pro Assay bzw. pro Durchgang mit Hilfe zweifaktorieller Varianzanalysen ausgewertet.
Da die ermittelten Zellzahlen in den unterschiedlichen Durchgangen und mit den beiden
Assays so unterschiedlich waren, konnten sie nicht sinnvoll zusammengefasst werden, die
Auswertung fand deshalb separat fir jeden Assay und jeden Durchgang statt.

In den sich ergebenden sechs einfaktoriellen Varianzanalysen zeigten sich signifikante
Unterschiede in den ermittelten Zellzahlen zwischen den unterschiedlichen
Konzentrationsstufen von VEGF. (a = 0.05). Die signifikanten paarweisen Vergleiche nach
Scheffé sind in der Tabelle 10 zusammengefasst.

_ mittlere Differenzen der IgZZ, die signifikant von Null
Vergleich verschieden sind (Scheffé Test, a = 0.05)

Durchgang 1 Durchgang 2 Durchgang 3
BrdU CTB BrdU CTB BrdU CTB
5 ng/ml - 0 ng/ml 0.3302
10 ng/ml - 0 ng/ml 0.2998 0.4698 0.2049
50 ng/ml - 0 ng/ml 0.4124 0.5237 0.2364
100 ng/ml - O ng/ml 0.3640 0.5108 0.1951

10 ng/ml - 5 ng/ml
50 ng/ml - 5 ng/ml
100 ng/ml - 5 ng/ml
50 ng/ml - 10 ng/ml
100 ng/ml - 10 ng/ml
100 ng/ml - 50 ng/ml

Tabelle 10:

Untersuchung der signifikanten Unterschiede in den erzielten 1gZZ bei Kultivierung der caninen
Schwannzellen in DMEM+ gegeniber der Inkubation der Zellen in unterschiedlichen
Konzentrationen von VEGF und zwischen den unterschiedlichen VEGF-Konzentrationen

Bei Verwendung des BrdU-Assay lieBen sich im ersten und dritten Durchgang jeweils
statistisch signifikante Unterschiede der ermittelten IgZZ zwischen den in DMEM+ kultivierten
Zellen und den Zellen, die in DMEM+ mit dem Zusatz von VEGF in den Konzentration 10
ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml Kkultiviert worden waren, feststellen. Im zweiten
Versuchsdurchgang wurden statistisch signifikant unterschiedliche 1gZZ bei Kultivierung der
Zellen in DMEM+ im Vergleich zur Inkubation der Zellen in 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml und
100 ng/ml VEGF ermittelt. Die erzielten IgZZ bei Kultivierung in den unterschiedlichen VEGF-
Konzentrationen unterschieden sich in allen drei Versuchsdurchgangen nicht signifikant
voneinander.
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Die 1gZZ, welche mit Hilfe des CTB-Assay bei Kultivierung caniner Schwannzellen in
DMEM+, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml VEGF ermittelt wurden, unterschieden
sich in allen drei Versuchsdurchgangen nicht signifikant voneinander (Tabelle 10).

5.3.3.2 Proliferation caniner Schwannzellen unter dem Einfluss von FGF-2

Zur Untersuchung des proliferationsférdernden Effekts auf canine Schwannzellen kam auch
FGF-2 in den Konzentrationen 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml zum Einsatz, mit
beiden Proliferations-Assays wurde jede dieser Konzentration parallel sechsfach getestet
und dreimal wiederholt (Diagramme 11 bis 16). Wieder war mit beiden verwendeten
Proliferations-Assays beim Einsatz von 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml FGF-2 in
DMEM+, den arithmetischen Mittelwert betrachtend, mit zunehmender Konzentration des
FGF-2 bis 50 ng/ml auch ein Anstieg der IgZZ messbar. In allen Untersuchungen wurde die
héchste 1gZZ caniner Schwannzellen mit einer FGF-2-Konzentration von 50 ng/ml erreicht.
Eine weitere Steigerung der FGF-2-Konzentration auf 100 ng/ml brachte keine weitere
Zunahme der IgZZ caniner Schwannzellen. Vielmehr lag der Mittelwert der mit 100 ng/ml
erzielten 1gZZ in allen Wiederholungen unter dem, der mit 50 ng/ml FGF-2 erreicht wurde.
Die Schwannzellen, die nur mit DMEM+ kultiviert wurden, dienten als Negativkontrolle und
wiesen stets die geringste IgZZ auf (Diagramme 11 bis16).

Schaut man sich den Mittelwert der logarithmischen Zellzahlen beim Zusatz von 50 ng/ml
FGF-2 zu DMEM+ an, so wurden mit dem BrdU-Assay bei der ersten Durchfihrung des
Versuchs eine 1gZZ von 3.7877 (Diagramm 11), beim zweiten Durchgang von 3.8580
(Diagramm 12) und beim dritten Versuchsdurchgang von 3.5540 erzielt (Diagramm 13). Die
lgZZ der nur in DMEM+ kultivierten Schwannzellen waren dabei in allen drei
Versuchsdurchgangen sehr konstant mit einem arithmetischen Mittelwert von 3.4036
(Diagramm 11), 3.3964 (Diagramm 12) und 3.3826 (Diagramm 13).

Wie auch in den Versuchen mit VEGF war der Mittelwert der mit dem CTB-Assay bei 50
ng/ml FGF-2 ermittelten logarithmischen Zellzahlen in den ersten beiden
Versuchsdurchgangen vergleichbar mit 3.5885 (Diagramm 14) und 3.6322 (Diagramm 15).
Bei der dritten Versuchsdurchfihrung wurde im Durchschnitt eine héhere IgZZ von 3.8023
erzielt (Diagramm 16). In den ersten beiden Versuchsdurchfihrungen war die IgZZ der in
DMEM+ kultivierten Schwannzellen im arithmetischen Mittel sehr gering, namlich bei 2.4882
(Diagramm 14) und 3.0165 (Diagramm 15), im dritten Versuchsdurchgang dagegen lag sie
bei 3.4996 (Diagramm 16).
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Diagramme 11-16:

Ergebnisse des proliferativen Effekts von FGF-2 auf canine
Schwannzellen, ermittelt mit Hilfe des BrdU- und des CTB-
Assay:

FGF-2 wurde in den Konzentrationen 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml
und 100 ng/ml eingesetzt. Die Streudiagramme zeigen die
Ergebnisse des 6-fachen parallelen Ansatzes jeder Konzentration,
auBerdem ist fir jede Konzentration der Mittelwert der erzielten
IgZZ angegeben. Die maximale mittlere IgZZ wurde jeweils mit 50
ng/ml FGF-2 erzielt.

Die Diagramme 11, 12, 13 zeigen die Ergebnisse der dreimaligen
Durchfihrung desselben Versuchs mit Hilfe des BrdU-Assay, die
Diagramme 14, 15, 16 zeigen die Ergebnisse der dreimaligen
Durchfiihrung desselben Versuchs mit Hilfe des CTB-Assay.
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Durchgang Mittelwert Standardabwelchung

BrdU 0 ng/ml 3.4036 6 0.16772
5 ng/ml 3.5437 6 0.15626

10 ng/ml 3.6857 6 0.08256

50 ng/ml 3.7877 6 0.04448

100 ng/ml 3.7543 6 0.12644

2 0 ng/ml 3.3964 6 0.17790
5 ng/ml 3.5326 6 0.08507

10 ng/ml 3.6211 6 0.10039

50 ng/ml 3.8580 6 0.05686

100 ng/ml 3.8243 6 0.06455

3 0 ng/ml 3.3826 6 0.14587
5 ng/ml 3.3548 6 0.05383

10 ng/ml 3.4359 6 0.07313

50 ng/ml 3.5540 6 0.14022

100 ng/ml 3.4351 6 0.07545

CTB 1 0 ng/ml 2.4882 6 0.63077
5 ng/mi 3.1785 6 0.29441

10 ng/ml 3.4089 6 0.09435

50 ng/ml 3.5885 6 0.20886

100 ng/ml 3.6217 6 0.08334

2 0 ng/ml 3.0165 6 0.35870
5 ng/mi 3.2263 6 0.19879

10 ng/ml 3.5226 6 0.13363

50 ng/ml 3.6322 6 0.08022

100 ng/ml 3.3234 6 0.26597

3 0 ng/ml 3.4996 6 0.13668
5 ng/mi 3.5624 6 0.13640

10 ng/ml 3.7212 6 0.10541

50 ng/ml 3.8023 6 0.04419

100 ng/ml 3.7479 6 0.11350

Tabelle 11:

Ergebnisse des proliferativen Effekts von FGF-2 auf canine Schwannzellen: Alle Versuche wurden
mit beiden Proliferations-Assays durchgefihrt, sechsfach angesetzt (N=6) und dreimal wiederholt,
angegeben sind arithmetisches Mittel und Standartabweichung der erzielten IgZZ fiir die jeweils
eingesetzte Konzentration von FGF-2.
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Die Ergebnisse beider Proliferations-Assays und aller Versuchsdurchgange sind der Tabelle

11 zu entnehmen.

Auch diese Ergebnisse zeigen insgesamt eine starke Schwankung in den ermittelten 1gZZ
sowohl zwischen den Wiederholungen desselben Versuchs als auch zwischen den beiden
verwendeten Proliferations-Assays. Wieder waren die mit dem CTB-Assay ermittelten 19ZZ
im Vergleich zu den mit dem BrdU-Assay ermittelten IgZZ in den ersten beiden
Versuchsdurchfihrungen niedriger, aber im dritten Versuchsdurchgang hdéher. Innerhalb
eines Assays zeigten sich zwischen den Versuchsdurchgangen bei Verwendung des BrdU-
Assay starkere Schwankungen als bei Nutzung des CTB-Assay (Diagramme 17 und 18). Mit
beiden Proliferations-Assays und in allen Versuchsdurchgangen wurde die mittlere maximale
IgZZ innerhalb des jeweiligen Versuchsdurchgangs mit der FGF-2-Konzentration von 50
ng/ml erzielt.

Wieder wurden die Daten aufgrund der signifikanten Wechselwirkungen in der 3- und 2-
faktoriellen Varianzanalyse separat flr jeden Assay und jeden Durchgang ausgewertet.

In den sich ergebenden sechs einfaktoriellen Varianzanalysen zeigten sich auch fir FGF-2
signifikante Unterschiede in den ermittelten Zellzahlen zwischen den unterschiedlichen
Konzentrationsstufen von FGF-2. (a = 0.05). Die signifikanten paarweisen Vergleiche nach
Scheffé sind in der Tabelle 12 zusammengefasst.
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Diagramme 17 und 18:

Ergebnisse der drei Versuchsdurchgidnge zur Ermittlung des
proliferativen Effekts von FGF-2 auf canine Schwannzellen, ermittelt
mit Hilfe des BrdU- und des CTB-Assay:

Mit dem CTB-Assay (Diagramm 18) wurden in den ersten beiden
Versuchsdurchflihrungen niedrigere IgZZ, im dritten Versuchsdurchgang
jedoch héhere IgZZ als mit dem BrdU-Assay ermittelt.

Mit beiden Proliferations-Assays und in allen Versuchsdurchgangen wurde
die maximale mittlere 1gZZ innerhalb des jeweiligen Versuchsdurchgangs
mit 50 ng/ml FGF-2 erzielt.

118




mittlere Differenzen der IgZZ, die signifikant von Null
Vergleich verschieden sind (Scheffé Test, a = 0.05

Durchgang 1 Durchgang 2 Durchgang 3

BrdU CTB BrdU CTB BrdU CTB
5 ng/ml - 0 ng/ml .6902
10 ng/ml - 0 ng/ml 0.2821 0.9207 0.2247 0.5061 0.2215
50 ng/ml - 0 ng/ml .03840 1.1003 0.4616 0.6157 0.3026
100 ng/ml - 0 ng/ml .03507 1.1335 0.4279 0.2483
10 ng/ml - 5 ng/ml
50 ng/ml - 5 ng/ml 0.2440 0.2398
100 ng/ml - 5 ng/ml 0.2917
50 ng/ml - 10 ng/ml 0.2369

100 ng/ml - 10 ng/ml

100 ng/ml - 50 ng/ml

Tabelle 12:

Untersuchung der signifikanten Unterschiede in den erzielten 1gZZ bei Kultivierung der caninen

Schwannzellen in DMEM+ gegeniber der Inkubation der Zellen in unterschiedlichen
Konzentrationen von FGF-2 und zwischen den unterschiedlichen FGF-2-Konzentrationen

Mit dem BrdU-Assay wurden in den ersten beiden Versuchsdurchgangen statistisch
signifikante Unterschiede der ermittelten IgZZ zwischen den in DMEM+ kultivierten Zellen
und den Zellen, die in DMEM+ mit dem Zusatz von FGF-2 in den Konzentration 10 ng/ml, 50
ng/ml und 100 ng/ml kultiviert worden waren, festgestellt. Bei den Zellen, die in DMEM+ mit
dem Zusatz von FGF-2 inkubiert wurden, zeigten sich statistisch signifikante Unterschiede in
den erzielten I9ZZ bei Inkubation der caninen Schwannzellen in 5 ng/ml und 50 ng/ml FGF-2.
Im zweiten Versuchsdurchgang zeigten sich auBerdem statistisch signifikante Unterschiede
bei den erzielten IgZZ zwischen den in 5 ng/ml und 100 ng/ml FGF-2 kultivierten Zellen,
sowie beim Vergleich zwischen den in 10 ng/ml und 50 ng/ml FGF-2 kultivierten Zellen.
Zwischen den im dritten Versuchsdurchgang ermittelten IgZZ waren keine statistisch
signifikanten Unterschiede festzustellen.

Statistisch signifikante Unterschiede wurden zwischen den IgZZ, die mit Hilfe des CTB-Assay
ermittelt wurden, in allen drei Versuchsdurchgangen festgestellt. Im ersten Durchlauf
unterschieden sich die IgZZ der in DMEM+ kultivierten Zellen und der Zellen, die in DMEM+
mit dem Zusatz von FGF-2 in den Konzentration 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml
kultiviert worden waren signifikant. Im zweiten Durchgang bestand ein signifikanter
Unterschied in der I9ZZ bei Kultivierung in DMEM+ im Vergleich zur Kultivierung in DMEM+
mit FGF-2 in den Konzentrationen 10 ng/ml und 50 ng/ml. Im dritten Durchlauf unterschieden
sich die IgZZ bei Kultivierung in DMEM+ signifikant von den IgZZ bei Kultivierung in DMEM+
mit 10 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml. Zwischen den IgZZ bei Kultivierung in DMEM+ mit
dem Zusatz von 5 ng/ml und 50 ng/ml war ebenso ein statistisch signifikanter Unterschied zu
verzeichnen (Tabelle 12).
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5.3.3.3 Proliferation caniner Schwannzellen: VEGF versus FGF-2

Vergleicht man die Mittelwerte der mit den verschiedenen Wachstumsfaktoren erzielten 19ZZ,
so fallt auf, dass bei Kultivierung der Zellen in 50 ng/ml FGF-2 eine hdhere IgZZ ermittelt
wurde als bei Inkubation der Zellen in 50 ng/ml VEGF.

Mittels des t-Tests wurden die mit VEGF und FGF-2 in den Konzentrationen 5 ng/ml, 10
ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml erzielten IgZZ untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass bei
Kultivierung der caninen Schwannzellen in 50 ng/ml FGF-2 signifikant héhere 1gZZ erzielt
wurden, als bei Inkubation in 50 ng/ml VEGF (a = 0.05).

5.3.34 Proliferation caniner Schwannzellen unter dem Einfluss von VEGF und
FGF-2

Nach der Untersuchung des proliferativen Effekts von VEGF und FGF-2 als alleinigem
Wachstumsfaktor wurden im Folgenden VEGF und FGF-2 in Kombination hinsichtlich ihres
stimulierenden Effekts auf canine Schwannzellen untersucht. Dabei wurden die
Konzentrationen der Wachstumsfaktoren, mit denen die hdchsten Zellzahlen erzielt worden
waren (10 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml in DMEM+), in allen méglichen Kombinationen
eingesetzt. Als Negativkontrolle kam DMEM+ ohne den Zusatz von VEGF und FGF-2 zum
Einsatz. Auch hier wurde mit beiden Proliferations-Assays jede dieser Konzentration parallel
sechsfach getestet und die Untersuchung dreimal wiederholt (Diagramme 19 bis 24).

Im Ergebnis flhrte eine geringere VEGF-Konzentration in Kombination mit héheren FGF-2-
Konzentrationen zu den héchsten mittleren IgZZ. Den arithmetischen Mittelwert betrachtend
wurde mit beiden Proliferations-Assays die héchste 1gZZ caniner Schwannzellen entweder
mit der Kombination von 10 ng/ml VEGF und 50 ng/ml FGF-2 oder 10 ng/ml VEGF und 100
ng/ml FGF-2 erzielt.

Schaut man sich den Mittelwert der logarithmischen Zellzahlen beim Zusatz von 10 ng/ml
VEGF und 50 ng/ml FGF-2 zu DMEM+ an, so lag dieser mit dem BrdU-Assay bei der ersten
Durchfiihrung des Versuchs bei 3,7642 (Diagramm 19), beim zweiten Durchgang héher bei
4,0184 (Diagramm 20) und beim dritten Versuchsdurchgang wieder mit der ersten
Durchfiihrung vergleichbar bei 3,6211 (Diagramm 21). Die mittleren IgZZ der nur in DMEM+
kultivierten Schwannzellen zeigten die gleiche Tendenz, sie waren im ersten und dritten
Versuchsdurchgang bei 3,5548 (Diagramm 19) und 3,4796 (Diagramm 21) vergleichbar, bei
der zweiten Versuchsdurchfiihrung dagegen bei 3,8993 (Diagramm 20).
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Diagramme 19-24:

Ergebnisse des proliferativen Effekts von VEGF in
Kombination mit FGF-2 auf canine Schwannzellen,
ermittelt mit Hilfe des BrdU- und des CTB-Assay:

VEGF und FGF-2 wurden kombiniert in
unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt. Die
Streudiagramme zeigen die Ergebnisse des 6-fachen
parallelen Ansatzes jeder Kombination, auBerdem ist fir
jede Kombination der Mittelwert der erzielten IgZZ
angegeben.

Die héchste mittlere IgZZ wurde jeweils mit 10 ng/ml
VEGF kombiniert mit 50 ng/ml FGF-2 oder 100 ng/ml
FGF-2 erzielt.

Die Diagramme 19, 20, 21 zeigen die Ergebnisse der
dreimaligen Durchfiihrung desselben Versuchs mit Hilfe
des BrdU-Assay, die Diagramme 22, 23, 24 zeigen die
Ergebnisse der dreimaligen Durchfiihrung desselben
Versuchs mit Hilfe des CTB-Assay.
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Die erzielten 1gZZ der caninen Schwannzellen bei Kultivierung in 10 ng/ml VEGF in
Kombination mit 100 ng/ml FGF-2 waren mit 3,8381 (Diagramm 19) und 3,6187 (Diagramm
21) in der ersten und dritten Versuchsdurchfiihrung ebenfalls vergleichbar und lagen
innerhalb des Versuchsdurchgangs jeweils knapp unter der IgZZ, die mit 10 ng/ml VEGF und
50 ng/ml FGF-2 erzielt wurde. Im zweiten Versuchsdurchgang wurde mit 10 ng/ml VEGF und
100 ng/ml VEGF mit 4,0963 eine noch héhere IgZZ caniner Schwannzellen erzielt als mit 10
ng/ml VEGF in Kombination mit 50 ng/ml FGF-2 (Diagramm 20).

Die mit dem CTB-Assay ermittelten IgZZ der caninen Schwannzellen, die in DMEM+ kultiviert
wurden, waren in allen drei Versuchsdurchgangen vergleichbar und betrugen 4,0506
(Diagramm 22), 4,0351 (Diagramm 23) und 4,0193 (Diagramm 24). Auch mit der
Kombination aus 10 ng/ml VEGF und 50 ng/ml FGF-2 wurden mit 4,2656 (Diagramm 22),
4,2423 (Diagramm 23) und 4,2408 (Diagramm 24) sehr vergleichbare IgZZ erzielt.

Eine starkere Abweichung zeigte sich in der IgZZ bei Kultivierung in 10 ng/ml VEGF und 100
ng/ml FGF-2. Hier wurde im ersten Versuchsdurchlauf mit 4,1700 eine geringere IgZZ als mit
der Kombination von 10 ng/ml VEGF und 50 ng/ml FGF-2 erzielt (Diagramm 22). Im zweiten
und dritten Versuchsdurchgang waren die erzielten 19ZZ mit 4,2018 (Diagramm 23) und
4,3211 (Diagramm 24) héher gegenlber den mit 10 ng/ml VEGF und 50 ng/ml FGF-2
erreichten  Zellzahlen. Die Ergebnisse beider Proliferations-Assays und aller
Versuchsdurchgénge sind der Tabelle 13 zu entnehmen.

VEGF und FGF-2

BrdU 1 0 ng/ml 3.5548 6 0.06350
10 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2 3.5529 6 0.07758

10 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2 3.7642 6 0.15213

10 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2 3.8381 6 0.13954

50 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2 3.5795 6 0.10903

50 ng/ml VEGF + 50 ng/m| FGF-2 3.7558 6 0.09225

50 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2 3.7386 6 0.12057

100 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2 3.7501 6 0.12247

100 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2 3.6888 6 0.06292

100 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2 3.6888 6 0.06292

2 0 ng/ml 3.8993 6 0.05135
10 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2 3.9916 6 0.05870

10 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2 4.0184 6 0.08815
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CTB

10 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
50 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
50 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2
50 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
0 ng/ml

10 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
10 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2
10 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
50 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
50 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2
50 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2

0 ng/ml

10 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
10 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2
10 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
50 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
50 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2
50 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
0 ng/ml

10 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
10 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2
10 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
50 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
50 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2
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4.0963
3.8063
3.7797
3.8127
3.9723
3.8429
3.5162
3.4796
3.5762
3.6211
3.6187
3.3964
3.3618
3.3284
3.3278
3.2836
3.1191
4.0506

4.1153
4.2656
4.1700
4.0753
4.0715
4.1546
4.0656
4.1292
3.9109
4.0351
4.1119
4.2423
4.2018
4.0069
4.0531
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0.07200
0.07965
0.04917
0.16468
0.08662
0.11020
0.37038
0.10288
0.09341
0.09447
0.04843
0.07235
0.16041
0.07631
0.11923
0.09455
0.10587
0.02688

0.01787
0.02372
0.07644
0.04375
0.04178
0.06694
0.02088
0.03267
0.46597
0.02851
0.03288
0.02996
0.10051
0.05877
0.02284



50 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2 3.7810 6 0.65551
100 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2 4.0435 6 0.03395
100 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2 4.0629 6 0.04249
100 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2 3.7693 6 0.56288
3 0 ng/ml 4.0193 6 0.01406
10 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2 4.0801 6 0.04525
10 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2 42408 6 0.04050
10 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2 43211 6 0.02362
50 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2 41268 6 0.03090
50 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2 41514 6 0.05551
50 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2 41128 6 0.08287
100 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2 4.0925 6 0.03969
100 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2 4.0722 6 0.10049
100 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2 3.2725 6 0.80274

Tabelle 13:

Ergebnisse des proliferativen Effekts von VEGF in Kombination mit FGF-2 auf canine
Schwannzellen: Alle Versuche wurden mit beiden Proliferations-Assays durchgefiihrt, sechsfach
angesetzt (N=6) und dreimal wiederholt, angegeben sind arithmetisches Mittel und
Standartabweichung der erzielten IgZZ fur die jeweils eingesetzte Konzentration von VEGF und FGF-
2.

Die Ergebnisse zeigten wieder starke Schwankungen zwischen den beiden verwendeten
Proliferations-Assays. Mit dem CTB-Assay wurden im Vergleich zum BrdU-Assay in allen
Versuchsdurchgangen hoéhere 1gZZ erzielt (Diagramme 25 und 26). Die Ergebnisse der 3
Versuchsdurchgange waren sehr konstant (Diagramm 26). Bei Verwendung des BrdU-Assay
variierten die Ergebnisse zwischen den Wiederholungen desselben Versuchs starker
(Diagramm 25).

Bemerkenswert bleibt aber, dass trotz aller Schwankungen mit beiden Proliferations-Assays
und in allen Versuchsdurchgangen die maximale mittlere IgZZ innerhalb des jeweiligen
Versuchsdurchgangs mit 10 ng/ml VEGF in Kombination mit FGF-2 in der Konzentration 50
ng/ml oder 100 ng/ml erzielt wurde.
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Diagramme 25 und 26:

Ergebnisse der drei Versuchsdurchgange zur Ermittlung des
proliferativen Effekts von VEGF in Kombination mit FGF-2 auf
canine Schwannzellen, ermittelt mit Hilfe des BrdU- und des
CTB-Assay:

Mit dem CTB-Assay wurden im Vergleich zum BrdU-Assay in allen
Versuchsdurchgangen hoéhere IgZZ erzielt, die Ergebnisse der drei
Versuchsdurchgange waren sehr konstant (Diagramm 26).

Bei Verwendung des BrdU-Assay variierten die Ergebnisse zwischen
den Wiederholungen desselben Versuchs (Diagramm 25).

Mit beiden Proliferations-Assays und in allen Versuchsdurchgangen
wurde die maximale mittlere 1gZZ innerhalb des jeweiligen
Versuchsdurchgangs mit 10 ng/ml VEGF in Kombination mit FGF-2 in
der Konzentration 50 ng/ml oder 100 ng/ml erzielt.
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Wieder wurden die Daten aufgrund der signifikanten Wechselwirkungen in der drei- und
zweifaktoriellen Varianzanalyse separat fir jeden Assay und jeden Durchgang ausgewertet.
In den sich ergebenden sechs einfaktoriellen Varianzanalysen zeigten sich signifikante
Unterschiede in den ermittelten IgZZ zwischen den unterschiedlichen Kombinationen von
VEGF und FGF-2 (a = 0.05). Die signifikanten paarweisen Vergleiche nach Scheffé sind in
der Tabelle 14 zusammengefasst.

_ mittlere Differenzen der IgZZ, die signifikant von
Vergleich Null verschieden sind (Scheffé Test, a = 0.05)
Durchgang 1 Durchgang 2 Durchgang 3
BrdU CTB BrdU CTB BrdU CTB

10 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2

- 0 ng/ml

10 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2

- 0 ng/ml

10 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2 0.2833
- 0 ng/ml

50 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2

- 0 ng/ml

50 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2

- 0 ng/ml

50 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2

- 0 ng/ml

100 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2

- 0 ng/ml

100 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2

- 0 ng/ml

100 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2

- 0 ng/ml 0.3831 0.7468

10 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2
- 10 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
10 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
- 10 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2  0.2852
50 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
- 10 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
50 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2
- 10 ng/ml VEGF + 10 ng/m|l FGF-2
50 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
- 10 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
- 10 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2

- 10 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2 0.2926
100 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
- 10 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2 0.4754 0.4570 0.8076

10 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
- 10 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2
50 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
- 10 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2
50 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2

- 10 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2 0.2593
50 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
- 10 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2 0.2927
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100 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
- 10 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2
- 10 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
- 10 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2
50 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2

- 10 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
50 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2

- 10 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
50 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
- 10 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
- 10 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2
- 10 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
- 10 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
50 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2

- 50 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
50 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
- 50 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
- 50 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2

- 50 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
- 50 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
50 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2

- 50 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2

- 50 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2

- 50 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
- 50 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2

- 50 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2

- 50 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
- 50 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2

- 100 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
- 100 ng/ml VEGF + 10 ng/ml FGF-2
100 ng/ml VEGF + 100 ng/ml FGF-2
- 100 ng/ml VEGF + 50 ng/ml FGF-2

0.5022

0.5801

0.4561

0.2933

0.3375

0.5020

0.2569

0.2903

0.2909

0.3351

0.4996

0.2772

0.9684

1,0486

0.8544

0.8789

0.8403

0.8201

0.7997

Tabelle 14:

Untersuchung der signifikanten Unterschiede in den erzielten IgZZ bei Kultivierung der caninen

Schwannzellen in DMEM+ gegenulber

der

Inkubation der

in unterschiedlichen

Kombinationen von VEGF und FGF-2 und zwischen den unterschiedlichen Kombinationen von

VEGF und FGF-2
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Mit dem BrdU-Assay zeigten sich im ersten Versuchsdurchgang statistisch signifikante
Unterschiede der ermittelten 1gZZ zwischen den in DMEM+ kultivierten Zellen und den
Zellen, die in DMEM+ mit dem Zusatz von 10 ng/ml VEGF und 100 ng/ml FGF-2 inkubiert
worden waren. Auch zwischen den IgZZ der mit der Kombination 10 ng/ml VEGF und 10
ng/ml FGF-2 sowie 10 ng/ml VEGF und 100 ng/ml FGF-2 behandelten Zellen zeigten sich
signifikante Unterschiede. Im zweiten Durchgang wurde die geringste 1gZZ mit der
Kombination 100 ng/ml VEGF und 100 ng/ml FGF-2 erzielt. Diese unterschied sich
signifikant von den IgZZ bei Kultivierung in DMEM+ sowie der erzielten IgZZ bei Inkubation in
DMEM+ und 10 ng/ml VEGF mit 10 ng/ml FGF-2 und 10 ng/ml VEGF mit 50 ng/ml FGF-2
sowie 10 ng/ml VEGF mit 100 ng/ml FGF-2 und 100 ng/ml VEGF mit 10 ng/ml FGF-2. Mit
dem Zusatz von 100 ng/ml VEGF und 100 ng/ml FGF-2 zu DMEM+ wurde auch im dritten
Versuchsdurchlauf die geringste IgZZ erreicht, sie unterschied sich wieder signifikant von der
erzielten IgZZ bei Kultivierung in DMEM+. Auch zwischen den durch Inkubation in
unterschiedlichen Kombinationen von VEGF und FGF-2 erzielten 1gZZ waren teilweise
signifikante Unterschiede festzustellen. Dies war der Fall bei der Kombination von 10 ng/ml
VEGF und 10 ng/ml FGF-2 im Vergleich zu 100 ng/ml VEGF und 100 ng/ml FGF-2 sowie
100 ng/ml VEGF und 50 ng/ml FGF-2, ebenso bei 10 ng/ml VEGF und 50 ng/ml FGF-2 im
Vergleich zu 50 ng/ml VEGF und 50 ng/ml FGF-2, 50 ng/ml VEGF und 100 ng/ml FGF-2,
100 ng/ml VEGF und 10 ng/ml FGF-2, 100 ng/ml VEGF und 50 ng/ml FGF-2 sowie 100
ng/ml VEGF und 100 ng/ml FGF-2.

Auch zwischen der erzielten IgZZ bei Inkubation in 10 ng/ml VEGF und 100 ng/ml FGF-2 im
Vergleich zu den erzielten IgZZ bei Kultivierung in 50 ng/ml VEGF und 50 ng/ml FGF-2, 50
ng/ml VEGF und 100 ng/ml FGF-2, 100 ng/ml VEGF und 10 ng/ml FGF-2, sowie 100 ng/ml
VEGF und 50 ng/ml FGF-2, als auch 100 ng/ml VEGF und 100 ng/ml FGF-2 zeigten sich
signifikante Unterschiede.

Die 1gZZ bei Kultivierung in 50 ng/ml VEGF und 10 ng/ml FGF-2 unterschieden sich
signifikant von der bei Inkubation in 100 ng/ml VEGF und 100 ng/ml FGF-2.

Statistisch signifikante Unterschiede wurden zwischen den IgZZ, die mit Hilfe des CTB-Assay
ermittelt wurden, in den ersten beiden Versuchsdurchgangen nicht festgestellt. Im dritten
Durchlauf unterschieden sich die IgZZ der in DMEM+ mit 100 ng/ml VEGF und 100 ng/ml
FGF-2 inkubierten Zellen und der Zellen, die in reinem DMEM+ kultiviert wurden signifikant
voneinander. Auch die Unterschiede der erzielten IgZZ zwischen den in 100 ng/ml VEGF und
100 ng/ml FGF-2 kultivierten Zellen und den IgZZ, die mit jeder anderen Kombination der
beiden Wachstumsfaktoren erzielt wurden, waren statistisch signifikant (Tabelle 14).
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5.3.3.5 Proliferation caniner Schwannzellen: VEGF und FGF-2 versus
Kombinationen von VEGF und FGF-2

Die Mittelwerte der IgZZ, die bei Kultivierung der caninen Schwannzellen in der Kombination
aus 10 ng/ml VEGF mit 50 ng/ml FGF-2 oder 100 ng/ml FGF-2 erzielt wurden, waren im
direkten Vergleich héher als die bei Kultivierung in 50 ng/ml VEGF oder 50 ng/ml FGF-2
erzielten Zellzahlen, allerdings waren in diesen Versuchen auch die IgZZ der in reinem
DMEM+ kultivierten Zellen héher; nur einmal wurde mit Hilfe des BrdU-Assay ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen der erzielten IgZZ bei Kultivierung in DMEM+ und der
Inkubation in 10 ng/ml VEGF und 100 ng/ml FGF-2 nachgewiesen (Tabelle 14).

Die Ergebnisse der ermittelten 1gZZ bei Inkubation der caninen Schwannzellen in
unterschiedlichen Kombinationen von VEGF und FGF-2 wurden aus diesem Grund nicht
direkt mit den Ergebnissen der Kultivierung caniner Schwannzellen in VEGF oder FGF-2
verglichen.
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6 Diskussion

Die vorhandenen operativen  Versorgungsmdglichkeiten  traumatisch  bedingter
Nervenlasionen, welche bei Hunden den gréBten Anteil peripherer Nervenerkrankungen
darstellen, flhren bis heute Uberwiegend zu unbefriedigenden funktionellen Ergebnissen.
Studien an Ratten und Mausen haben gezeigt, dass mit autologen Schwannzellen beladene
artifizielle Nervenimplantate eine viel versprechende Behandlungsstrategie darstellen (MAY
et al., 2005; HooD et al., 2009; DE RUITER et al., 2009). Wichtigste Voraussetzung fir die
Entwicklung solcher Implantate ist die Isolierung reiner autologer Schwannzell-Kulturen und
deren Expansion in vitro.

Da bislang noch kein entsprechendes Modell fir den Hund existiert, wurde im Rahmen
dieser Arbeit eine Methode zur Isolierung und Purifikation caniner Schwannzell-Kulturen
entwickelt. Zusatzlich wurde geprift, ob die Wachstumsfaktoren VEGF und FGF-2, fir
welche in der Literatur eine proliferative Wirkung auf Schwannzellen beschrieben wird
(SONDELL et al., 1999a; SONDELL et al., 1999b; SCHRATZBERGER et al., 2000; DAVIS und
STROOBANT, 1990; HAASTERT et al., 2007), zur Expansion der caninen Schwannzell-Kulturen
geeignet sind.

Als Resultat wurde ein Leitschema zur Isolierung und Expansion caniner Schwannzell-
Kulturen unter Einsatz von VEGF und FGF-2 entwickelt.

6.1 Von der Nervenbiopsie zur Schwannzell-Kultur

Auf dem Weg der Entwicklung der Methode =zur effektiven Kultivierung caniner
Schwannzellen galt es zuerst steriles Nervengewebe zu gewinnen. Aus diesen
Nervenbiopsien wurden Zellen isoliert, bei denen es sich zunachst um Mischkulturen
handelte. Der nachste wichtige Schritt bestand in der Purifikation dieser Mischkulturen zu
reinen Schwannzell-Kulturen.

In jedem Abschnitt dieses Prozesses mussten spezifische Probleme Gberwunden werden.

6.1.1 Gewinnung der Biopsien — Gefahr der Kontamination

Bei Priméarisolierungen besteht die gréBte Gefahr der Kontamination des Zellmaterials bei
der Entnahme der Nervenbiopsien durch die Keimflora der Tierkérper (VIERCK et al., 2000).
Dieses Risiko verringerte sich nur geringgradig bei der Praparation der Nervenbiopsien,
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welche unter Zuhilfenahme eines Lupenmikroskops erfolgen musste und daher nicht unter
der Reinraumwerkbank durchgefiihrt werden konnte.

Die weitere Bearbeitung der gewonnenen Nervenexplantate erfolgte unter Zellkultur-tblichen
Bedingungen. Zur Verhinderung einer bakteriellen Kontamination wurden dem
Zellkulturmedium Penicillin und Streptomycin als Antibiotikum zugesetzt.

Da in den aus den ersten beiden Tieren gewonnenen Zellkulturen eine Kontamination mit
Hefepilzen auftrat, wurde bei allen folgenden Isolierungen und Kultivierungen dem
Kulturmedium von Anfang an prophylaktisch Partricin als Antimykotikum zugeflgt, um einem
erneuten Pilzbefall vorzubeugen (RIMAROLI und BRUZZESE, 2000).

6.1.2 Identifizierung der Biopsien — Nachweis des charakteristischen
strukturellen Aufbaus des Nervengewebes

Im Rahmen der histologischen Untersuchung der entnommenen Biopsien wurde mittels HE-
Farbung das Ausgangsmaterials eindeutig als Nervengewebe, bestehend aus Axonen,
Bindegewebe und Schwannzellen, identifiziert. Zur Herstellung der Nervenexplantate wurden
die entnommenen Nervenbiopsien so prapariert, dass mdglichst viel Bindegewebe entfernt
wurde. In anderen Studien wird diese Praparation als ,Befreiung von Epi- und Perineurium®
beschrieben (PAuLS, 2003; PAULS et al. 2004). Jedoch zeigte sich in den histologischen
Untersuchungen, dass die gewonnenen Nervenfaserbliindel noch weitestgehend vom

Perineurium umhullt waren.

Die  Osmiumtetroxid-Hamatoxylin-Farbung wurde verwendet, um Myelinscheiden
nachzuweisen. Das Schwermetall Osmium liegt im neutralen pH-Bereich stark positiv
geladen vor und hat damit eine hohe Affinitat zu negativ geladenen Elementen, wie
beispielsweise den negativ geladenen Phosphaten der Phospholipidmembran der Zellen
(BERG et al., 2007). Da die Myelinscheide aus Stapeln von Schwannzell-Membranen
besteht, wird sie mit Hilfe dieser Farbung dargestellt. Auf diese Weise wurde an den
SemidUnnschnitten gezeigt, dass es sich um myelinisierte Nerven handelte.

Zur Detektion von Schwannzellen werden routinemaBig hauptsachlich zwei verschiedene
Antikérper verwendet, zum einen gegen das intrazellulare Kalzium-bindende Protein S-100
(MORRISSEY et al., 1991; ANSSELIN et al., 1995; FANSA et al., 2003), zum anderen gegen den
p75-NTR (YASUDA et al., 1987; VROEMEN und WEIDNER, 2003).
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Canine Schwannzellen wurden bislang nur eindeutig Gber den p75-NTR identifiziert, die
Markierung des S-100-Proteins verlief erfolglos (PAULS, 2003; PAULS et al., 2004).

Daher wurden sowohl in den histologischen Schnitten des gesamten Nervs als auch in den
Semidlinnschnitten der praparierten Nervenfaserblindel die Schwannzellen
immunhistochemisch mit anti-p75-NTR markiert und in situ identifiziert. Bei der Behandlung
der Semidinnschnitte fiel neben der eindeutigen spezifischen Markierung der
Schwannzellen eine geringgradige unspezifische braunliche Farbung des gesamten
Praparats auf. Da diese unspezifischen Reaktionen jedoch sowohl bei der Reaktion als auch
bei den Kontrollen deutlich wurden, konnten sie nicht durch den Primérantikdrper bedingt
sein, sondern kénnen unspezifischen Bindungen des Sekundarantikbrpers zugeschrieben

werden.

6.1.3 Explantation der Nervenbiopsien mit anschlieBender Dissoziation -
Vor- und Nachteile gegeniiber der sofortigen Dissoziation

Bei der Gewinnung von Schwannzell-Kulturen aus Nervenexplantaten ist eine prinzipielle
Unterscheidung zwischen zwei unterschiedlichen Methoden zu treffen. Zum einen die
sofortige Dissoziation der Nervenbiopsien und zum anderen die Reexplantier-Methode, bei
der zunachst die Nervenexplantate inkubiert und wiederholt umgesetzt werden. Die
Dissoziation der Explantate findet bei der letztgenannten Methode erst zu einem spéteren
Zeitpunkt statt.

Der in der Literatur beschriebene Vorteil der Reexplantier-Methode gegentiber der sofortigen
Dissoziation des Nervenmaterials liegt in der héheren Zellausbeute (ASKANAS et al., 1980;
MORRISSEY et al., 1991). Durch das Umsetzen der Explantate in frische Petrischalen und das
Verbleiben der ausgewanderten Fibroblasten in den alten Petrischalen verringert sich der
Fibroblasten-Anteil. In den inkubierten Nervenexplantaten lauft die Wallersche Degeneration
in vitro ab. Diese wirkt stimulierend auf die Proliferation der Schwannzellen (MORRISSEY et
al., 1991).

Der Nachteil der Reexplantier-Methode ist der lange Zeitraum, der durch das wiederholte
Umsetzen der Nervenexplantate bendtigt wird. Bei der Isolierung und Vermehrung humaner
Schwannzellen hat sich eine Verkirzung der Reexplantier-Phase als optimale Prozedur zur
Gewinnung mdglichst reiner Schwannzell-Kulturen mit hoher Zellzahl herausgestellt. Die
Nervenexplantate werden bereits nach ein bis zwei Wochen Inkubation dissoziiert, dies hat
sich als ausreichend erwiesen, um die Proliferation der Schwannzellen durch die Wallersche
Degeneration zu stimulieren sowie die schnell aus den Explantaten auswandernden
Fibroblasten zu eliminieren (TURNBULL, 2005).
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In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode zur Isolierung caniner Schwannzellen aus der
von PAULS (2003) fir canine Schwannzellen etablierten Reexplantier-Methode entwickelt.
Jedoch wurde die Reexplantier-Phase in Anlehnung an die Methode der Isolierung humaner
Schwannzellen auf 21 Tage reduziert und auf diesen Zeitraum standardisiert. Die eigenen
Untersuchungen zeigten, dass dieser Zeitraum gendgte, um nach der Dissoziation der
Nervenexplantate eine geeignete Zellpopulation zu erhalten.

Die Nervenexplantate einer jeden Nervenbiopsie wurden auf die Vertiefungen einer
kollagenbeschichteten Kulturplatte verteilt. Fir das Auswachsen der Zellen aus den
Nervenexplantaten war es wichtig, dass die Explantate an der Kollagenbeschichtung des
Kulturschalenbodens haften blieben. Wenn sich Explantate l6sten und im Medium
schwammen, wuchsen keine Zellen aus. Es zeigte sich, dass die Anhaftung der Explantate
von ihrer GréBe abhangig und bei einer Lange der Nervenexplantate von unter zwei mm
gewahrleistet war. Zusatzlich lieB sich die Effektivitat der Anheftung erhéhen, indem die von
PAuLs (2003) angegebene Wartezeit von finf Minuten zum Anheften der Explantate auf
zehn Minuten verlangert wurde, bevor die Explantate vorsichtig mit dem Medium
Uberschichtet wurden.

AuBer in DMEM+ wurden die Nervenexplantate auch in MM+ inkubiert. Dieses Medium
wurde bereits erfolgreich zur Kultivierung von Schwannzellen der Ratte und des Menschen
eingesetzt (MAURITZ et al., 2004; HAASTERT et al., 2006b; HAASTERT et al., 2007). In den
eigenen Untersuchungen zeigte sich, dass bei Inkubation der Explantate in serumfreiem
MM+ die Konzentration an Schwannzellen bei den auswachsenden Zellen deutlich héher war
als bei Inkubation in DMEM+. Die gesamte Zellausbeute in MM+ war allerdings so gering,
dass fir eine effiziente Gewinnung caniner Schwannzell-Kulturen aus den préaparierten

Nervenexplantaten die Reexplantation in serumhaltigem DMEM+ empfehlenswert ist.

Bei der enzymatischen Behandlung der Nervenexplantate im Rahmen der eigenen
Untersuchungen erfolgte nicht immer eine vollstandige Dissoziation der Nervenstrukturen. In
Einzelfallen blieben im Uberstand weiBe fadenartige Schlieren zuriick. Mdglicherweise waren
in diesen Fallen gréBere Explantate enthalten und die Inkubationszeit im Verdauungsansatz
war nicht ausreichend, um das Nervengewebe zu dissoziieren. Da bei langerer Inkubation
jedoch die Gefahr bestand, die Zellen zu zerstéren, wurde die Dauer nicht verlangert. In
anderen Untersuchungen wurde die Dissoziation der Nervenexplantate durch eine geringere
Dosierung der Verdauungsenzyme (Kollagenase 0,05%ig und Dispase 0,25%ig), aber eine
langere Inkubationsdauer von 12 bis 18 Stunden, empfohlen (MORRISSEY et al., 1991;
RuTKOwsKI et al., 1992; CASELLA et al., 1996).
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6.1.4 Purifikation der aus den Nervenexplantaten hervorgegangenen
Mischkulturen - Gewinnung reiner Schwannzell-Kulturen

Nach der Isolierung war die Purifikation der Mischkulturen zu reinen Schwannzell-Kulturen
ein wesentliches Ziel dieser Arbeit.

In Vorversuchen wurden die nach Dissoziation der Nervenexplantate gewonnenen
Mischkulturen in einem fur canine Schwannzellen empfohlenen Selektivmedium kultiviert
(PAULS, 2003; PAULS et al., 2004). Dieses Medium enthielt Substanzen (Forskolin, PEX,
Choleratoxin und Heregulin), die selektiv proliferationsférdernd auf Schwannzellen und
gleichzeitig inhibierend auf das Fibroblastenwachstum wirken sollen. Die Kombination aus
Heregulin mit cAMP-steigernden Substanzen (Choleratoxin und Forskolin) fihrte auch bei
adulten humanen Schwannzellen zu selektiven proliferationsférdernden Bedingungen (LEVI
et al., 1995). Dieser Effekt wurde in den eigenen Untersuchungen fir canine Schwannzellen
nicht bestatigt. Vielmehr kam es zu einer schnellen Uberwucherung der Schwannzellen
durch die Fibroblasten, die eine nachvollziehbare Vermehrung der Schwannzellen unmdglich
machte.

Eine weitere, relativ einfache Methode, um Schwannzell-Kulturen mit einem hohen
Reinheitsgrad zu gewinnen, wird als ,Cold Jet“ bezeichnet (JIRSOVA et al., 1997). Hier
werden die unterschiedlichen Adhasionseigenschaften von Schwannzellen und Fibroblasten
als Reaktion auf einen Kélteschock ausgenutzt. Auf diese Weise lieBen sich 95-99% reine
Ratten-Schwannzell-Kulturen gewinnen. Auch auf die Purifikation von humanen adulten
Schwannzell-Kulturen konnte diese Methode erfolgreich Ubertragen werden (HAASTERT et
al., 2007). Der Versuch der Anwendung des ,Cold Jets® bei caninen Schwannzell-Kulturen
war in den eigenen Untersuchungen nicht erfolgreich, es war keine zuverlassige Ablésung
der Schwannzellen vom Kulturschalenboden méglich.

Eine andere Herangehensweise zur Anreicherung von Schwannzellen in einer Schwannzell-
Fibroblasten-Mischkultur stellt der Einsatz von Cytosin-Arabinosid (Ara-C) dar, einem
Zytostatikum, welches das Fibroblastenwachstum hemmt. Ara-C hat aber bei haufiger
Verabreichung auch einen zytotoxischen Effekt auf adulte humane Schwannzellen gezeigt
(CALDERON-MARTINEZ et al., 2002). In anderen Untersuchungen wurde durch Ara-C sowohl
ein hemmender Effekt auf die Proliferation von sowohl Fibroblasten als auch Schwannzellen
festgestellt (HAASTERT et al., 2007). Im Mittelpunkt der eigenen Untersuchungen stand
jedoch die Suche nach einer geeigneten Methode innerhalb der Mischkulturen
Schwannzellen anzureichern und gleichzeitig Fibroblasten zu eliminieren, die frei von
zytotoxischen Effekten sein sollte.

Im Zuge der Vermehrung der aus den Nervenexplantaten isolierten caninen Schwannzellen

zeigte sich ein Phdnomen, welches zur Purifikation der Schwannzell-Kulturen herangezogen
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werden konnte. Nachdem sich ein gleichmaBiger Zellrasen in den Zellkulturschalen gebildet
hatte, wurden die Zellen mit Hilfe von Trypsin vom Kulturschalenboden gelést, um sie auf
jeweils drei Zellkulturschalen zu verteilen. Wahrend das Trypsin auf die Zellen einwirkte, lie3
sich im Phasenkontrastmikroskop beobachten, wie die Zellen ihre Anheftung zum Boden
verloren und sich abrundeten. Auffallig dabei war, dass dies bei den Schwannzellen nach
sehr kurzer Zeit (max. eine Minute) einsetzte, wahrend der GroBteil der Fibroblasten erst
nach einer deutlich langeren Einwirkzeit des Trypsins (mehrere Minuten) mit der Ablésung
vom Kulturschalenboden begann. Eine mdégliche Erklarung fir die unterschiedliche
Anheftung der Zellen am Kulturschalenboden liegt in der sehr verschiedenartigen
Morphologie von Fibroblasten und Schwannzellen. Schwannzellen sind spindelférmig und
sehr lang gezogen, sie besitzen sehr wenig Zytoplasma und lange Fortsatze und nehmen
damit eine relativ kleine Flache am Boden ein. Fibroblasten stehen dagegen mit inrem sehr
viel héheren Zytoplasma-Anteil und viel weniger ausgebildeten Fortsatzen Uber eine sehr viel
breitere Flache mit ihrem Untergrund in Kontakt. Fibroblasten sind auBerdem bekannt flr
ihre Kollagensynthese und gelten als Quelle fur eine Vielzahl weiterer extrazellularer
Matrixproteine (CAMELLITI et al., 2005). Dies kénnte zu einer stabileren Verbindung der
Fibroblasten mit der Kollagenbeschichtung des Kulturschalenbodens fihren als es bei
Schwannzellen der Fall ist. Diese produzieren zwar auch extrazellulare Matrixmolekile,
jedoch nicht in den gleichen Mengen wie Fibroblasten.

Aufgrund dieses Phanomens lieBen sich mittels wiederholter kurzzeitiger Trypsinierungen

zuverlassig immer reinere Schwannzell-Kulturen gewinnen.

Wahrend der Phase der Anreicherung der caninen Schwannzell-Kulturen durch wiederholte
kurzzeitige Trypsinierungen empfahl sich die Verwendung des Melanozyten-Wachstums-
Mediums (MM+), da durch die Kultivierung in diesem serumfreien Medium eine sehr viel
effektivere Anreicherung der Schwannzellen erzielt wurde, Grund hierfir war in erster Linie,
das schlechte Wachstum der Fibroblasten unter serumfreien Bedingungen.

Dass Schwannzellen in einem Melanozyten-Wachstums-Medium kultivierbar  sind,
Uberrascht wenig, wenn man bedenkt, dass sowohl Schwannzellen wie auch Melanozyten
der gleichen Zellpopulation, namlich den Zellen der Neuralleiste entstammen. In
Untersuchungen zur Kultivierung von Schwannzellen des Menschen und der Ratte wurden
verschiedene serumfreie Medien vergleichend untersucht (MAURITZ et al., 2004; HAASTERT et
al., 2006b; HAASTERT et al., 2007). Nach diesen Studien wird ein Melanozyten-Wachstums-
Medium mit Zusatz von Forskolin, FGF-2 und PEX als optimal angesehen, um Schwannzell-
Kulturen mit hohem Reinheitsgrad zu erzielen. Nach der Erfahrung dieser Autoren kénnen
nur serumfreie Medien die Uberwucherung der Schwannzellen durch Fibroblasten
unterdriicken (MAURITZ et al., 2004; HAASTERT et al., 2007). Andere Autoren geben zur
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Kultivierung von Schwannzellen eindeutig serumhaltigen Medien den Vorzug (KEILHOFF et
al., 1999; CASELLA et al., 2000; FANSA et al., 2003).

DAviIs und STROOBANT (1990) beschrieben die Entwicklung einer ausgepragten
spindelférmigen Gestalt der Schwannzellen bei Kultivierung in serumfreiem Medium. Diese
Veranderung der Morphologie wurde bestatigt und zeigte sich bei Inkubation der
Schwannzellen in MM+ im Gegensatz zu DMEM+ dadurch, dass die Zellkérper der
Schwannzellen noch schmaler wurden, die Zellfortsatze deutlich langer waren und kaum

noch Zytoplasma auszumachen war.

Die immunzytochemische Identifizierung caniner Schwannzellen wurde auch in vitro mit Hilfe
des monoklonalen p75-NTR-Antikérpers aus dem Kaninchen, der gegen humane Zellen
gerichtet ist, durchgefiihrt. Mit diesem Antikérper wurden die spindelférmigen bipolaren
Zellen ausnahmslos markiert, wahrend Zellen anderer Morphologie nicht markiert wurden.
Ab Passage 4 war eine deutliche Anreicherung der markierten spindelférmigen bipolaren
Zellen zu beobachten, welche ab Passage 6 die gesamte Zellpopulation darstellte.

Anhand der immunzytochemischen Untersuchung wurde somit bestatigt, dass
Schwannzellen in vitro anhand ihrer spindelférmigen bipolaren Morphologie identifiziert
werden kénnen und dass ab Passage 6 reine Schwannzell-Kulturen erzielt wurden.

6.2 Einfluss von VEGF und FGF-2 auf die Morphologie und Proliferation
caniner Schwannzellen

In den letzten Jahren sind viele Parallelen zwischen dem GefaB- und dem Nervensystem
aufgedeckt worden, sodass sich das Bild der Wachstumsfaktoren, die ehemals aufgrund
ihrer Wirkung auf das eine oder das andere System entdeckt wurden, durch ihre
Uberlappenden Effekte verandert hat (ZACHARY, 2005).

Aus der groBen Anzahl der in der Literatur zur Kultivierung von Schwannzellen eingesetzten
Wachstumsfaktoren wurden in dieser Arbeit die sowohl auf die Zellen des GeféB- als auch
Nervensystems wirkenden Zytokine VEGF und FGF-2 ausgewahlt, um hinsichtlich ihres
morphologischen sowie proliferativen Effekts auf canine Schwannzellen untersucht zu

werden.
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6.2.1 Der VEGF-Rezeptor VEGFR-2 und FGF-2-Rezeptor FGFR-3 werden von
caninen Schwannzellen exprimiert

VEGF interagiert mit zwei Tyrosinkinase-Rezeptoren VEGF-Rezeptor-1 (VEGFR-1, Flt-1)
und VEGFR-2 (Flk-1, KDR) (BROCKINGTON et al., 2004; RAAB und PLATE 2007). Die
proliferationsférdernde Wirkung von VEGF auf Neurone und Gliazellen wird hauptséchlich
dber VEGFR-2 vermittelt (BROCKINGTON et al., 2004). Aus diesem Grund wurde in der
vorliegenden Untersuchung immunzytochemisch die Expression von VEGFR-2 durch canine
Schwannzellen mit Hilfe eines monoklonalen Antikérpers aus der Maus, der gegen den
humanen VEGFR-2 gerichtet ist, untersucht. Im Ergebnis konnte die Expression von
VEGFR-2 durch canine Schwannzellen in vitro und in situ eindeutig nachgewiesen werden.
Dabei scheinen die Rezeptoren im Bereich des Zytoplasmas um den Zellkern am dichtesten

konzentriert zu sein, die Zellkerne wurden nicht markiert.

Die Expression von FGFR-1 und FGFR-3 durch Schwannzellen wurde Dbereits
nachgewiesen. In der gleichen Untersuchung konnten FGFR-2 und FGFR-4 auf
Schwannzellen nicht gefunden werden (HUGHES, 1997). Andere Studien zeigen, dass nach
einer peripheren Nervenverletzung die Konzentration von FGF-2 ebenso wie die Expression
von FGFR-3 auf Seiten der Lasion deutlich ansteigen (GROTHE et al., 1997; GROTHE et al.,
2001; SCARLATO et al., 2001). Da Schwannzellen in vitro keinen Kontakt zu Neuronen haben
und proliferieren, entsprechen sie am ehesten dem Zustand dedifferenzierter Schwannzellen
nach einer Nervenlasion. Aus diesem Grund wurde fir die immunzytochemische
Untersuchung der Expression eines FGF-2-Rezeptors durch canine Schwannzellen ein AK
gegen den FGFR-3 gewahlt.

Der FGFR-3 scheint sehr speziesspezifisch zu sein, monoklonale AK aus der Maus, die
gegen den FGFR-3 des Menschen gerichtet sind, zeigen nach Angaben der Hersteller keine
Kreuzreaktivitat mit Ratte, Maus und Rind. Kommerziell sind monoklonale AK gegen den
caninen FGFR-3 nicht erhaltlich. Aufgrund der starken speziesabhangigen Konservierung
dieses Rezeptors wurde in der vorliegenden Arbeit ein polyklonaler Antikérper aus dem
Kaninchen gegen den humanen FGFR-3 verwendet.

Positivkontrollen des FGFR-3-AK wurden am histologischen Schnitt des caninen
Sohlenballens und am Nervenschnitt durchgefihrt. Zu beobachten war dabei in der
vorliegenden Arbeit eine spezifische Markierung der Epidermis und der epithelialen Zellen,
der speziell in unbehaarten Hautbezirken vorkommenden merokrinen Drisen (tubulare
Knaueldrisen) der Lederhaut (LIEBICH, 2004). Es existieren verschiedene Isoformen des
FGFR-3, die durch alternatives SpleiBen entstehen. Speziell von epithelialen Zellen wird
auch schon frihzeitig in der embryonalen Entwicklung der FGFR-3-lllb exprimiert
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(WUECHNER et al., 1996; L'HOTE und KNOWLES, 2005). Die spezielle Affinitat des FGFR-3-
[llb zu epithelialen Zellen lieB sich am histologischen Schnitt des caninen Sohlenballens

nachvollziehen.

6.2.2 VEGF und FGF-2 stabilisieren die charakteristische bipolare Morphologie
caniner Schwannzellen in vitro

Der Zusatz aller erprobten VEGF- und FGF-2-Konzentrationen zu DMEM+ wirkte sich auch
bei Kultivierung Uber einen Zeitraum von 14 Tagen nicht auf die Morphologie der caninen
Schwannzellen aus. Im Phasenkontrastmikroskop erschienen sie stets bipolar, schlank und
spindelférmig mit wenig Zytoplasma um den Zellkern und langen Auslaufern wie bei der
Kultivierung in DMEM+ ohne den Zusatz von Wachstumsfaktoren.

Zu Veranderungen der Morphologie von Schwannzellen, die in Anwesenheit von VEGF
kultiviert wurden, fanden sich in der Literatur keine Angaben. Bei FGF-2 Uberexprimierenden
Schwannzellen konnten allerdings Veranderungen des Phéanotyps beobachtet werden, je
nachdem welche Isoform Uberexprimiert wurde. So wiesen 21 kDa und 23 kDa FGF-2
Uberexprimierende Schwannzellen eine flache, verhaltnismaBig zytoplasmareichere,
fibroblastenahnliche Morphologie mit kurzen Fortsatzen auf. Das Erscheinungsbild der 18
kDa Isoform Uberexprimierenden Schwannzellen blieb dagegen unverandert (GROTHE et al.,
1998). Veranderungen in der Schwannzell-Morphologie von der bipolaren spindelférmigen
Gestalt hin zu einem fibroblastendhnlichen Phanotyp wurden in anderen Studien mit der
Differenzierung zu myelinisierenden Schwannzellen in Zusammenhang gebracht (JESSEN
und MIRSKY, 1991).

6.2.3 VEGF und FGF-2 stimulieren die Proliferation caniner Schwannzellen

Aufgrund seiner positiven Effekte auf Neuronen und Gliazellen wird VEGF heute nicht nur als
proangiogener Faktor, sondern auch als neurotropher und neuroprotektiver Faktor gesehen
(BROCKINGTON et al., 2004; NAMIECINSKA et al., 2005; ZACHARY, 2005).

Nach einer Nervenlasion wird VEGF im Verletzungsgebiet verstarkt exprimiert (SCARLATO et
al., 2003). VEGF fordert die Migration von Schwannzellen und das Uberleben von
Schwannzellen in vitro (SCHRATZBERGER et al., 2000). VEGF stimuliert axonales Wachstum,
erhdht die Uberlebensrate und Proliferation von Schwannzellen und aktiviert deren Invasion
in azellulare Nerventransplantate (SONDELL et al., 1999a; SONDELL et al., 1999b).
Insbesondere Hypoxie fuhrt zur verstarkten Expression von VEGF durch Gliazellen
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(ZACHARY, 2005). Auch wahrend der Embryogenese spielt VEGF eine entscheidende Rolle
fir die koordinierte Entwicklung des GeféB- und Nervensystems (BROCKINGTON et al., 2004).
In peripheren Nerven werden FGF-2 und die FGFR-3 lberwiegend von Schwannzellen, aber
auch von einwandernden Makrophagen gebildet (CLAUS et al., 2003). AuBer in sensorischen
Neuronen werden FGF-2 und seine Rezeptoren in den Spinalganglien auch von
Satellitenzellen exprimiert. FGF-2 stimuliert die Proliferation von Schwannzellen und inhibiert
die Myelinisierung der Neurone in vivo (GROTHE und NIKKHAH, 2001). Bei FGF-2-
Uberexprimierenden Mausen konnte eine gesteigerte Schwannzellproliferation verbunden mit
einer beschleunigten Nervenregeneration im proximalen Nervenstumpf nachgewiesen
werden (JUNGNICKEL et al., 2006). Auch in vitro férdert FGF-2 die Proliferation von
Schwannzellen (DAVIS und STROOBANT 1990; HAASTERT et al., 2007).

Da Schwannzellen einerseits FGF-2 produzieren und auf der anderen Seite FGF-2 die
Proliferation ~ von  Schwannzellen  férdert, wird ein auto- und parakriner
Wirkungsmechanismus des FGF-2-Systems angenommen (DAvVIS und STROOBANT 1990;
HAASTERT et al., 2007).

FGF-2 wurde in verschiedenen Studien bei der Kultivierung von Schwannzellen zur
Steigerung ihrer Proliferation erfolgreich eingesetzt (DAVIS und STROOBANT, 1990; MULLER-
OSTERMEYER et al., 2001; MAURITZ et al., 2004; HAASTERT et al., 2007).

6.2.3.1 Eingesetzte canine Schwannzell-Kulturen zum Nachweis des
proliferativen Effekts von VEGF und FGF-2

Insgesamt wurde in der vorliegenden Arbeit Nervenmaterial von neun verschiedenen
Hunden gewonnen. Entsprechend der Unterschiede in GrdBe, Gewicht und Alter der Hunde,
die als Nervenspender dienten, war auch das als Ausgangsmaterial dienende
Nervengewebe sehr heterogen. Um dennoch eine so weit reichende Standardisierung wie
moglich zu gewahrleisten, wurden nur Nervenbiopsien des N. radialis und des N. ischiadicus
verwendet. Die Lange aller Biopsien betrug ca. vier cm. Der Durchmesser der
unterschiedlichen Nerven korrelierte mit der KérpergréBe des Spenders. Bei der Praparation
zeigte sich, dass in dickeren Nerven proportional mehr Fett- und Bindegewebe im
Ausgangsmaterial vorhanden war.

Far die Zusammensetzung des Nervengewebes kénnte auch das Alter des jeweiligen
Nervenspenders eine entscheidende Rolle spielen. Mdglicherweise weisen Nerven von
Neugeborenen verhaltnismaBig mehr Schwannzellen sowie weniger Fett- und Bindewebe
auf, als das Nervengewebe adulter Individuen. Zellen juveniler Organismen besitzen
auBerdem ein hdheres Proliferationspotential als Zellen adulter Organismen (SMITH et al.,
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2002). In den eigenen Untersuchungen stammten die Nervenbiopsien in drei Fallen von sehr
jungen Hunden. In den aus juvenilen Nerven gewonnenen Zellkulturen waren im Gegensatz
zu den Zellkulturen aus adulten Nerven bereits beim ersten Auswachsen von Zellen aus den
Explantaten Schwannzellen zu identifizieren.

Der Anteil des Bindegewebes an den Nervenexplantaten wurde auch von der Praparation
des Nervengewebes beeinflusst. Die Praparation erfolgte so exakt wie mdglich, wie sich aber
an den Semidinnschnitten zeigte, konnte das Perineurium um die Nervenfaserblindel nicht
vollstdndig entfernt werden. Der in Abhangigkeit vom Ausgangsgewebe variierende Anteil
von Fett- und Bindegewebe |asst sich durch keine noch so exakte Praparation vermeiden.
Die aus dem Ausgangsmaterial gewonnenen Zellkulturen waren entsprechend inhomogen.
Diese Mischkulturen wurden durch wiederholte kurzzeitige Trypsinierungen aufgereinigt so
dass aus allen Nervenbiopsien reine Schwannzell-Kulturen gewonnen wurden.

Es waren somit Passagierungen notwendig, um die Schwannzellen innerhalb der Kulturen
anzureichern. Zur Standardisierung der Proliferationsversuche war ein ausreichender,
einheitlicher Zellpool notwendig, welcher durch die Vermehrung der reinen Schwannzell-
Kulturen bis zur Passage 4 bis 6 realisiert wurde.

Auch far den Einsatz in vitro expandierter Schwannzellen in artifiziellen Nervenimplantaten
zur Uberbriickung von Nervendefekten ist eine mehrfache Passagierung der Zellen
notwendig, um eine ausreichende Zellzahl zu erzielen.

Jedoch birgt die wiederholte Zellvermehrung in vitro immer die Gefahr der Entdifferenzierung
von Zellen bis hin zur Transformation zu Tumorzellen (FUNK et al., 2007).

Aus diesem Grund untersuchten FUNK et al. (2007) die Alterung von Ratten-Schwannzellen
in vitro. Verglichen wurden die Eigenschaften von ,jungen® Schwannzellen (Passage 5-11)
und ,alten® Schwannzellen (Passage 25-30) hinsichtlich ihrer Proliferationsrate, ihrer
Markermolekile, ihres proliferationsférdernden Effekts auf Axone und ihres Karyotyps
(Gesamtheit aller erkennbaren Chromosomeneigenschaften). Alle  Schwannzellen
exprimierten die Marker- Proteine p-75 und S-100. Die in Gegenwart der ,alten®
Schwannzellen auswachsenden Axone wiesen fast die doppelte Lange auf gegenliber den
Axonen, die in Ko-Kultur mit ,jungen® Schwannzellen inkubiert wurden, auBerdem war die
Proliferationsrate ,alter* Schwannzellen deutlich héher. Schwannzellen in den Passagen 5-
11 wiesen einen normalen diploiden Chromosomensatz von 42 Chromosomen auf, in den
Passagen 25-30 war der Chromosomensatz meist hyperploid mit durchschnittlich 68,7
Chromosomen pro Zelle. Die Autoren dieser Studie empfehlen aufgrund dieser
Veranderungen Schwannzellen fir den Einsatz in artifiziellen Nervenimplantaten nicht tber
Passage 11 zu vermehren.

Legt man die Klassifizierung von FUNK et al.,, (2007) zugrunde, so wurden in der
vorliegenden Untersuchung nur ,junge” Schwannzellen verwendet (Passage 4-6).
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6.2.3.2 Eingesetzte Methoden zum Nachweis des proliferativen Effekts von
VEGF und FGF-2

Die Proliferation von Zellen lasst sich anhand von Zellzahlen bestimmen. Werden Zellen in
einer bekannten Konzentration ausgesat, Uber einen definierten Zeitraum inkubiert und
anschlieBend erneut gezahlt, so lasst dies einen Riickschluss auf die Proliferation der Zellen
zu.

In den eigenen Studien sollte der proliferative Effekt von VEGF und FGF-2 auf canine
Schwannzellen untersucht werden. Dazu wurden die aufgereinigten Schwannzell-Kulturen
nach der Kryokonservierung in einer bekannten Konzentration ausgesat und Uber einen
definierten Zeitraum in unterschiedlichen Konzentrationen und Kombinationen von VEGF
und FGF-2 inkubiert. Es galt also sowohl die Ausgangszellzahl als auch die nach der
Inkubation in den Wachstumsfaktoren erzielte Zellzahl zu bestimmen.

Eine Mdglichkeit der Bestimmung von Zellzahlen ist die Zahlung per Neubauer-Zahlkammer.
Zur Zahlung der Ausgangszellzahl der caninen Schwannzellen konnte diese Methode gut
angewendet werden. Zur Bestimmung der durch die Inkubation in den Wachstumsfaktoren
erzielten Zellzahl war sie jedoch nicht geeignet, da die Zellen fir die Z&hlung in der
Neubauer-Zahlkammer abtrypsiniert werden missen und nicht in den Kulturschalen gezahit
werden kdénnen. Der Nachteil des Abtrypsinierens von Zellen liegt zum einen darin, dass
dabei immer Verluste entstehen, d.h. niedrigere Zellzahlen bestimmt werden als die
tatsachlich erzielten, zum anderen wére diese Methode bei der Vielzahl der einzelnen
Vertiefungen bei Verwendung der 96-Lochplatten nicht praktikabel gewesen.

Um Zellen ohne Trypsinierung innerhalb der Zellkulturplatten zu z&hlen, empfiehlt sich die
Verwendung von Detektionssystemen in Form von Proliferations-Assays. In dieser
Untersuchung wurden hierfiir der BrdU-Assay und der Resazurin-Resorufin-Assay (CellTiter-
Blue-Assay ® (CTB)) eingesetzt.

Das Prinzip des BrdU-Assay basiert auf dem direkten Einbau von BrdU (5-Bromo-2’-
Deoxyuridin) anstelle des Nukleotids Thymidin in die DNA der Zellen. Die anschlieBend an
die Inkubation der Zellen in den Wachstumsfaktoren nachweisbare Menge BrdU ist folglich
ein direktes MaB flr die Menge neu synthetisierter DNA der Zellen und gibt somit Auskunft
Uber ihre Proliferation.

In verschiedenen Studien, die BrdU zur Untersuchung der Proliferation von Schwannzellen
verwendeten, wurden unterschiedliche Inkubationszeiten von 18 Stunden (RUTKOWSKI et al.,
1992; RUTKOWSKI et al., 1995), 20 Stunden (DONG et al., 1997), 24 Stunden (MORRISSEY et
al.,, 1991; LEvi et al., 1995; CASELLA et al., 1996; FANSA et al., 1999; CASELLA et al., 2000)
und 3 Tagen (SCARPINI et al., 1988) gewahlt. Nach LEvI et al. (1995) ist eine 18- bis 24-
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stindige Inkubation mit BrdU ausreichend, da der Zellzyklus der meisten Saugetierzellen in
vitro in diesem Rahmen liegt. Daher wurden in den eigenen Untersuchungen die
Schwannzell-Kulturen 24 Stunden mit BrdU inkubiert.

Der BrdU-Assay erfordert mehrere aufeinander folgende Arbeitschritte, wodurch daraus
resultierende Pipettier-Ungenauigkeiten kaum vermeidbar sind. Da aus diesem Grund
Schwankungen in den Ergebnissen zu erwarten waren, wurden alle Untersuchungen parallel
mit einem zweiten Assay, dem CTB-Assay durchgefihrt.

Der CTB-Assay wird nur in wenigen Arbeitsschritten durchgefiihrt. Er basiert auf der
Reduktion von Resazurin zu Resorufin. Resazurin, ein ungiftiger blauer Farbstoff, wird von
lebenden Zellen aufgenommen und durch die mitochondriale Laktat-Dehydrogenase
irreversibel zum rosafarbenen Resorufin reduziert. Die Menge des gemessenen Resorufins
lasst auf die metabolische Aktivitat der Zellen schlieBen.

Geht man davon aus, eine in ihrer metabolischen Aktivitat einheitliche Zellpopulation zu
untersuchen, so erlaubt die Menge des gemessenen Resorufins den Rlckschluss auf die
Zellzahl. Ein Nachteil dieses Assays ist folglich, dass nicht direkt die DNA der Zellen
nachgewiesen wird. Mdgliche Ungenauigkeiten kénnen z.B. durch unterschiedlich dicht
besiedelte Zellkulturschalen hervorgerufen werden. In dinn besiedelten Vertiefungen der
Zellkulturplatte ist normalerweise die Stoffwechselaktivitdt der Zellen héher als in dicht
bewachsenen Vertiefungen, da Zellen in einem nahrstoffreichen Milieu eine hdhere
Stoffwechselaktivitat besitzen.

Der Einsatz beider Proliferations-Assays diente der Relativierung ihrer Vor- und Nachteile.
Die parallele Anwendung beider Assays in den gleichen Versuchen zur Untersuchung des
proliferativen Effekts von VEGF und FGF-2 auf canine Schwannzellen ermdglicht einen
direkten Vergleich der Ergebnisse. Dartiber hinaus sollte auf diesem Wege die Aussagekraft
der Ergebnisse Uberprift werden.

6.2.3.3 Eingesetzte Konzentrationen von VEGF und FGF-2 zum Nachweis des
proliferativen Effekts von VEGF und FGF-2

In der Literatur wird in zwei Studien der Einsatz von VEGF in Neuronen-Schwannzell-Ko-
Kulturen bzw. Schwannzell-Kulturen beschrieben (SONDELL et al., 1999a; SONDELL et al.,
1999b und SCHRATZBERGER et al., 2000). Die Studien von SCHRATZBERGER et al. (2000)
zielten darauf ab, den Einfluss unterschiedlicher VEGF-Konzentrationen auf die Migration
von Schwannzellen zu untersuchen. Dabei konnte eine Dosisabhangigkeit, mit einem
Maximum der Schwannzell-Migration bei einer VEGF-Konzentration von 10 bis 500 ng/ml,
gezeigt werden.
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SONDELL et al. (1999a) untersuchten in Neuronen-Schwannzell-Ko-Kulturen die Wirkung von
VEGF in den Konzentrationen 5 ng/ml, 10 ng/ml, 30 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml und 200
ng/ml auf die Lange der auswachsenden Axone und die Anzahl der vorhandenen
Schwannzellen. Die héchste Anzahl an Schwannzellen wurde dabei mit den VEGF-
Konzentrationen 10 ng/ml und 50 ng/ml erzielt. Fur die eigenen Untersuchungen wurden
deshalb diese beiden Konzentrationen aufgegriffen und um eine niedrigere (5 ng/ml) und
eine héhere (100 ng/ml) VEGF-Konzentration ergénzt.

Damit erfolgten die Untersuchungen zum proliferativen Effekt von VEGF auf canine
Schwannzellen mit den Konzentrationen 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml in
DMEM+. Als Negativkontrolle wurden in jedem Versuchsdurchgang Schwannzellen mit
reinem DMEM+ inkubiert.

Obwohl die absoluten Zellzahlen starken Schwankungen unterlagen, war mit beiden
verwendeten Proliferations-Assays in allen Versuchsdurchgangen, den arithmetischen
Mittelwert betrachtend, mit zunehmender Konzentration von VEGF bis 50 ng/ml ein Anstieg
der IgZZ messbar. Eine weitere Steigerung der VEGF-Konzentration auf 100 ng/ml brachte
keine weitere Zunahme der Zellzahl der caninen Schwannzellen. Vielmehr lag der Mittelwert
der mit 100 ng/ml erzielten Zellzahlen in allen Wiederholungen unter dem, der mit 50 ng/ml
VEGF erreicht wurde.

Die IgZZ, welche mit Hilfe des CTB-Assay bei Kultivierung caniner Schwannzellen in reinem
DMEM+, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml VEGF ermittelt wurden, wiesen in allen
drei Versuchsdurchgangen keine signifikanten Unterschiede auf.

Die Differenzen zwischen den mit dem BrdU-Assay ermittelten 1gZZ waren dagegen
innerhalb von zwei Versuchsdurchgangen zwischen den Negativkontrollen und den Zellen,
die mit VEGF in den Konzentration 10 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml kultiviert worden
waren, statistisch signifikant. In einem Versuchsdurchgang waren die Unterschiede der
ermittelten IgZZ sogar zwischen allen eingesetzten Wachstumsfaktorkonzentrationen
signifikant.

Die Ergebnisse der eigenen Untersuchungen zeigen somit, dass die hdchste VEGF-
Konzentration nicht die maximale Zellausbeute zur Folge hatte. Auch in der Untersuchung
von SONDELL et al., (1999a) brachte nicht die héchste VEGF-Konzentration den maximalen
Effekt. Die Autoren dieser Arbeit auBern die Vermutung, dass eine zu hohe exogene VEGF-
Zufuhr mdoglicherweise zu einer Reduktion der Expression von VEGF-Rezeptoren,
insbesondere des VEGFR-2, fiihrt. Durch zu hohe VEGF-Konzentrationen ist auBerdem ein
inhibierender Effekt auf die Proliferation der caninen Schwannzellen im Sinne einer
Substrathemmung denkbar.
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FGF-2 wurde in verschiedenen Studien bei der Kultivierung von Schwannzellen zur
Steigerung ihrer Proliferation in der Konzentration 10 ng/ml erfolgreich eingesetzt (DAvVIS und
STROOBANT, 1990; MULLER-OSTERMEYER et al., 2001; MAURITZ et al., 2004; HAASTERT et al.,
2007). Untersuchungen unterschiedlicher FGF-2-Konzentrationen hinsichtlich ihres
proliferativen Effekts auf Schwannzellen liegen nicht vor. In Anlehnung an die fir VEGF
gewahlten Konzentrationen wurden in den eigenen Untersuchungen zum proliferativen Effekt
unterschiedlicher Konzentrationen von FGF-2 auf canine Schwannzellen die
Konzentrationen 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml gewahlt.

Obwohl die absoluten Zellzahlen auch hier starken Schwankungen unterlagen, war mit
beiden verwendeten Proliferations-Assays in allen Versuchsdurchgéngen, den
arithmetischen Mittelwert betrachtend, mit zunehmender Konzentration von FGF-2 bis 50
ng/ml ein Anstieg der IgZZ messbar. Eine weitere Steigerung der FGF-2-Konzentration auf
100 ng/ml brachte keine weitere Zunahme der Zellzahl der caninen Schwannzellen. Vielmehr
lag der Mittelwert der mit 100 ng/ml erzielten Zellzahl in allen Wiederholungen unter dem, der
mit 50 ng/ml FGF-2 erreicht wurde.

Statistisch signifikante Unterschiede der mit dem BrdU-Assay ermittelten Zellzahlen lieBen
sich in zwei Versuchsdurchgangen zwischen den Negativkontrollen und den Zellen, die mit
FGF-2 in den Konzentration 10 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml kultiviert worden waren,
feststellen. Bei den Zellen, die mit FGF-2 inkubiert wurden, zeigten sich statistisch
signifikante Unterschiede in den erzielten Zellzahlen zwischen dem Einsatz von 5 ng/ml und
50 ng/ml FGF-2. In einem dieser beiden Versuchsdurchgange zeigten sich auBerdem
statistisch signifikante Unterschiede bei den erzielten Zellzahlen zwischen den in 5 ng/ml und
100 ng/ml FGF-2 kultivierten Zellen, sowie beim Vergleich zwischen den in 10 ng/ml und 50
ng/ml FGF-2 kultivierten Zellen.

Statistisch signifikante Unterschiede wurden zwischen den Zellzahlen, die mit Hilfe des CTB-
Assay ermittelt wurden, in allen drei Versuchsdurchgangen ermittelt. In einem Durchlauf
unterschieden sich die Zellzahlen der Negativkontrollen und der Zellen, die mit FGF-2 in den
Konzentration 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml kultiviert worden waren, signifikant.
Im zweiten Durchgang bestand ein signifikanter Unterschied in der Zellzahl der
Negativkontrollen im Vergleich zur Kultivierung mit FGF-2 in den Konzentrationen 10 ng/ml
und 50 ng/ml. Im dritten Durchlauf unterschieden sich die Zellzahlen der Negativkontrollen
signifikant von den Zellzahlen bei Kultivierung mit 10 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml FGF-2.
Zwischen den Zellzahlen bei Kultivierung mit 5 ng/ml und 50 ng/ml FGF-2 war ebenso ein
statistisch signifikanter Unterschied zu verzeichnen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass durch Inkubation der Zellen in 50 ng/ml FGF-2 eine hbhere
Zellausbeute erzielt wurde als mit der in den anderen Studien verwendeten Konzentration
von 10 ng/ml (MAURITZ et al., 2004; HAASTERT et al., 2007). Diese Tendenz lieB sich mit
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beiden Proliferations-Assays in allen Versuchsdurchgangen ermitteln. Die Differenz
zwischen den ermittelten Zellzahlen bei Kultivierung der Zellen in 10 ng/ml FGF-2 und 50
ng/ml FGF-2 war allerdings nur in einem Versuchsdurchgang mit dem BrdU-Assay
signifikant.

Vergleicht man die ermittelten Zellzahlen aus den drei Versuchsdurchgangen, so zeigt sich
in beiden verwendeten Proliferations-Assays, dass die arithmetischen Mittelwerte der
erzielten IgZZ sowohl unter Einsatz von DMEM+ als auch bei gleichen Konzentrationen von
VEGF und FGF-2 in den ersten beiden Versuchsdurchgangen vergleichbar waren und bei
Verwendung des CTB-Assay unter den Werten des BrdU-Assay lagen. Der dritte
Versuchsdurchgang unterschied sich jedoch sowohl beim Vergleich der erzielten IgZZ
zwischen den beiden Assays als auch zwischen den Versuchsdurchgangen von den beiden
vorangegangenen. Hier zeigten sich bei Verwendung des BrdU-Assay nur Parallelen
zwischen den Zellzahlen bei den Schwannzell-Kulturen, die nur in DMEM+ (Negativkontrolle)
inkubiert wurden, wahrend die erzielten Zellzahlen unter dem Einfluss von beiden
Wachstumsfaktoren bei allen verwendeten Konzentrationen insgesamt niedriger waren. Die
mit dem CTB-Assay ermittelten Zellzahlen hingegen waren im dritten Durchlauf in allen
Ansatzen durchgehend héher als in den ersten beiden Durchlaufen, also auch bei den
Kulturen, die als Negativkontrolle mit DMEM+ inkubiert wurden.

Da jeder Versuchsdurchlauf parallel mit beiden Proliferations-Assays am selben Tag
durchgefiihrt wurde, ist eine Beeintrachtigung der Ergebnisse durch Einflisse
unterschiedlicher Tage auszuschlieBen, tageszeitliche Unterschiede sind als mdégliche
Einflussgr6Ben dagegen denkbar, sind aber auszuschlieBen, da mit dem einen
Proliferations-Assay hdhere 1gZZ und mit dem anderen niedrigere 1gZZ gemessen wurden
als in den vorherigen Untersuchungen. Eine mdgliche Erklarung far die abweichenden
Ergebnisse im dritten Versuchsdurchgang kdnnte in den verwendeten Zellkulturen liegen.
Insgesamt wurden in allen Proliferations-Versuchen canine Schwannzell-Kulturen in den
Passagen 4-6 eingesetzt. Die verwendeten Zellkulturen waren in ihrer Passage und in ihrer
Reinheit standardisiert, sie entstammten aber verschiedenen Hunden. Da die beiden
verwendeten Assays auf der Messung zweier verschiedener Proliferationsparameter
basieren, weist die Abweichung der Ergebnisse des dritten Durchlaufs auf Unterschiede in
diesen Eigenschaften bei den eingesetzten Kulturen hin. Mit dem BrdU-Assay wird die
wahrend der Inkubationsphase von 24 Stunden gebildete DNA quantifiziert und damit die
Replikationsrate bestimmt. Mit dem CTB-Assay hingegen wird der Umsatz von Resazurin zu
Resorufin durch die mitochondriale Laktat-Dehydrogenase gemessen, welcher durch die
Anzahl und Aktivitdt der Mitochondrien bestimmt wird und somit ein MaB fir die
metabolische Aktivitdt der Zellen darstellt. Wahrend die Replikationsrate im direkten
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Zusammenhang mit der Zellteilung steht, unterliegt die metabolische Aktivitat auch
unabhangig von der Zellteilung einer adaptationsbedingten Dynamik. Daher stellt das BrdU-
Assay eine sensitivere Methode zur Bestimmung der Proliferation von Zellen dar (MAGHNI et
al., 1999).

Die im dritten Durchlauf verwendete Schwannzell-Kultur wies somit gegentiber den beiden
Kulturen, die in den vorangegangenen Versuchdurchgédngen eingesetzt wurden, eine
geringere Proliferationsrate auf. Dies wird insbesondere dadurch bestarkt, dass die ermittelte
Zellzahl in den Negativkontrollen mit denen in den vorangegangenen Durchlaufen
vergleichbar war, wahrend die Zellzahlen aller mit den Wachstumsfaktoren behandelten
Ansatze niedriger waren. Jedoch zeigte diese Schwannzell-Kultur eine per se hdhere
metabolische Aktivitat, was vor allem dadurch deutlich wird, dass auch die Werte in den
Negativkontrollen Gber denen lagen, welche in den ersten beiden Durchldufen gemessen
wurden. Interessant ist hierbei, dass die im dritten Versuchsdurchlauf verwendete
Schwannzell-Kultur dem altesten Hund (11 Jahre) entstammte.

Die Analyse der Ergebnisse fuhrt somit zu der Schlussfolgerung, dass sowohl VEGF als
auch FGF-2 in einer Konzentration von 50 ng/ml in DMEM+ den starksten Effekt auf die
Proliferation caniner Schwannzellen hat.

Zusatzlich wurde auf den einzelnen Konzentrationsstufen von VEGF und FGF-2 der jeweilige
Effekt der Wachstumsfaktoren mit Hilfe des t-Tests verglichen. Dabei zeigte sich, dass bei
Kultivierung der caninen Schwannzellen in 50 ng/ml FGF-2 signifikant héhere 1gZZ erzielt
wurden, als bei Inkubation in 50 ng/ml VEGF.

Auf Grundlage dieser Ergebnisse muss zur effektiveren Kultivierung caniner Schwannzellen
dem Einsatz von 50 ng/ml FGF-2 gegenuber der Inkubation der Zellen in 50 ng/ml VEGF der
Vorzug gegeben werden.

6.2.3.4 Eingesetzte Kombinationen von VEGF und FGF-2 zum Nachweis des
proliferativen Effekts von VEGF und FGF-2

Untersuchungen zum kombinierten Einsatz von VEGF und FGF-2 zur Kultivierung von
Schwannzellen erfolgten erstmals im Rahmen dieser Studie.

Da beim separaten Einsatz von VEGF und FGF-2 eine Konzentration von 5 ng/ml nur in
einem einzigen Fall eine signifikant héhere IgZZ im Vergleich zur Negativkontrolle aufwies,
wurden fir diese Untersuchungen beide Wachstumsfaktoren in den Konzentrationen 10
ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml in DMEM+ in jeder Mdglichkeit mit einander kombiniert. Als
Negativkontrolle wurden auch in diesen Versuchen Schwannzellen mit reinem DMEM+
inkubiert.
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Die einzelnen Versuchsdurchgéange zeigten in ihren Ergebnissen extrem starke
Schwankungen. Den Mittelwert betrachtend wurde mit beiden Proliferations-Assays die
héchste Anzahl caniner Schwannzellen in drei Versuchsansatzen mit der Kombination von
10 ng/ml VEGF und 50 ng/ml FGF-2 und in anderen drei Versuchsansatzen mit 10 ng/ml
VEGF und 100 ng/ml FGF-2 erzielt. Es wurde nur in einem einzigen Versuch ein signifikanter
Unterschied zwischen den arithmetischen Mittelwerten der IgZZ der in 10 ng/ml VEGF in
Kombination mit 100 ng/ml FGF-2 inkubierten Schwannzellen zu den Negativkontrollen
festgestellt. Jedoch flihrte keine Kombination der beiden Wachstumsfaktoren gegentber der
separaten Kultivierung der Schwannzellen in 50 ng/ml VEGF oder FGF-2 zu einer signifikant
héheren IgZZ.

In  Untersuchungen zur Induktion von GefaBwachstum zur Therapie ischamischer
Herzerkrankungen wurde der Einfluss von VEGF und FGF-2, sowohl getrennt voneinander
als auch in Kombination, auf die Angiogenese und Arteriogenese im ischamischen
Kaninchenmyokard untersucht. Es zeigte sich bei VEGF und FGF-2 eine signifikante
Steigerung der Kapillardichte. Die kombinierte Gabe von VEGF- und FGF-2 erwies sich in
diesen Untersuchungen den Einzelfaktoren VEGF und FGF Uberlegen (BREDOW, 2006).

Zur effektiven Kultivierung caniner Schwannzellen wird auf Basis der eigenen Daten der
Einsatz von 50 ng/ml VEGF oder FGF-2 getrennt voneinander empfohlen und nicht eine der
erprobten Kombinationen.

6.3 Leitschema zur Isolierung und Expansion caniner Schwannzell-Kulturen
unter Einsatz von VEGF und FGF-2

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer Methode zur effektiven Kultivierung caniner
Schwannzellen. Aus den eigenen Untersuchungen wurde ein Leitschema zur Isolierung und

Expansion caniner Schwannzell-Kulturen unter Einsatz von VEGF und FGF-2 entwickelt.

1. Sterile Entnahme und Praparation des Nervengewebes, Erstellung von einem mm

groBen Nervenexplantaten
2. Inkubation der Nervenexplantate in DMEM+, wéchentliches Umsetzen der Explantate

(nach dem Umsetzen der Explantate zehn Minuten warten und anschlieBend
vorsichtig mit dem Medium Uberschichten)
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3. Gewinnung von Mischkulturen durch enzymatische Dissoziation der Explantate nach

21 Tagen
4. Kultivierung der Mischkulturen im Melanozyten-Wachstums-Medium (MM+)
5. Gewinnung reiner Schwannzell-Kulturen durch zweimalige kurzeitige Trypsinierung

der Kulturen nach jeweils drei Tagen Inkubation in MM+

5. Kultivierung der reinen Schwannzell-Kulturen in DMEM+ mit Zusatz von 50 ng/ml
FGF-2 und Passagierung der Zellen bis maximal zur Passage 11

6.4 Tissue-Engineering zur Herstellung artifizieller Nervenimplantate —
Vorteile gegeniiber der autologen Nerventransplantation

Ein ideales Nervenimplantat sollte eine geringe Antigenitat besitzen, biodegradierbar und
leicht zu vaskularisieren sein, sowie eine gute Sauerstoffdurchlassigkeit aufweisen. Des
Weiteren sollten Kompressionen der Nervenenden vermieden werden (EVANS, 2001; DE
RUITER et al., 2009).

Die autologe Nerventransplantation stellt zurzeit die Methode der Wahl fur die chirurgische
Behandlung peripherer Nervenldsionen dar, wenn die Nervenenden nicht spannungsfrei
adaptiert werden kénnen (MILLESI, 2000; EVANS, 2001; BATTISTON et al., 2005; REYES et al.,
2005; LOHMEYER et al., 2007). Jedoch ist sie nicht komplikationslos. Zum einen ist die Anzahl
der zur Gewinnung von Autotransplantaten zur Verflgung stehenden Spendernerven
begrenzt, zum anderen erfordert die Entnahme des Spendernervs eine zusatzliche
Operation, die mit neurologischen Ausfallen an der Stelle der Nervenentnahme und mit
Narben- und modglicherweise schmerzhafter Neurombildung einhergeht (HEATH und
RuTkowskI, 1998; EVANS, 2000; WEBER et al., 2000; FANSA und KEILHOFF, 2003; WIBERG
und TERENGHI, 2003; CIARDELLI und CHIONO, 2006).

Aufgrund der genannten Risiken wird weltweit intensiv an anderen Mébglichkeiten zur
Behandlung von Verletzungen im peripheren Nervensystem geforscht. Beachtliche Erfolge
wurden teilweise mit in  Tissue-Engineering-Verfahren hergestellten, artifiziellen
Nervenimplantaten erzielt.

Tissue-Engineering ist die Konstruktion eines Gewebes aus lebenden Zellen und einem
Gerist fir diese Zellen. Beim Tissue-Engineering flr Nervengewebe werden in vitro
kultivierte, lebende Zellen wie z.B. Schwannzellen, in einem Gerlst verankert und dann

wieder in ein in vivo-System implantiert (FANSA et al., 2002). In vitro isolierte und expandierte

148



Schwannzellen sind die Voraussetzung fir die Herstellung solcher artifizieller
Nervenimplantate.

Far die Anwendbarkeit der Methode zur Gewinnung reiner Schwannzell-Kulturen sind die
benétigte Zeitdauer und die im Rahmen der Isolierung und Expansion erzielten Zellzahlen
von besonderem Interesse. Bis zur Behandlung einer Nervenlasion sollte ein Zeitraum von
sechs bis neun Monaten nicht Uberschritten werden, da ab diesem Zeitpunkt die Atrophie
des Zielmuskels soweit vorangeschritten ist, dass eine Wiederherstellung der Funktion
aussichtslos ist (FREY et al., 1998). Die erforderliche Zellzahl fir die Beladung artifizieller
Nervenimplantate mit Schwannzellen wird in der Literatur in einem Bereich von 5 x 10°
Schwannzellen/ml (HADLOCK et al., 2000) bis 40 - 160 x 10° Schwannzellen/m| (GUENARD et
al., 1992) angegeben.

In den eigenen Untersuchungen wurde zunachst ein Zellpool purifizierter caniner
Schwannzell-Kulturen angelegt. Nach einer zwischenzeitlichen Kryokonservierung dieser
Zellen folgte die Expansion der caninen Schwannzell-Kulturen mit den Wachstumsfaktoren
VEGF und FGF-2 in verschiedenen Konzentrationen und Kombinationen.

Die benétigte Zeitdauer von der Entnahme der Nervenbiopsie bis zur Schwannzell-Reinkultur
mit ausreichend hoher Zellzahl kann aufgrund der sinndienlichen experimentellen Struktur
der eigenen Untersuchungen nicht angegeben, sondern nur berechnet werden.

Die Reexplantier-Phase nahm 21 Tage in Anspruch. Die Zeitspanne der Anreicherung der
Schwannzellen mittels wiederholter kurzzeitiger Trypsinierungen und unter Verwendung von
Melanozyten-Wachstums-Medium erstreckte sich maximal Gber 14 Tage. Die Steigerung der
Proliferation caniner Schwannzellen durch Inkubation in VEGF oder FGF-2 wurde nach drei
Tagen untersucht. Alle Phasen zusammengefasst, ist es mit der in dieser Arbeit entwickelten
Methode mdéglich, innerhalb von sechs Wochen reine canine Schwannzell-Kulturen zu
zuchten.

Die aus einer Nervenbiopsie erzielten Zellzahlen nach der Aufreinigung der Schwannzell-
Kulturen lagen bei ca. 8 x 10° Zellen/ml (Passage 6). Bei einer maximalen Steigerung der
Zellzahlen unter Einsatz von 50 ng/ml FGF-2 von 10* Zellen/ml auf 20 x 10* Zellen/ml
innerhalb von drei Tagen, kann von einer abschlieBenden Gesamtmenge von ca. 40 x 10°
Zellen/ml ausgegangen werden.

Fasst man die aus einer Nervenbiopsie isolierten caninen Schwannzell-Kulturen zusammen,
so sind die erzielten Zellzahlen mit Sicht auf die Literaturangaben (GUENARD et al., 1992;
HADLOCK et al., 2000) ausreichend.

149



Der Einsatz artifizieller ~ Nervenimplantate  birgt gegenlber der autologen
Nerventransplantation einige Vorteile:

- Bei der autologen Nerventransplantation werden die transplantierten Nerven
durch Wallersche Degeneration abgebaut, bevor Axone von proximal einwachsen
kénnen. Dies entfallt bei einem artifiziellen Transplantat.

- Eine Zweitoperation mit neurologischen Defiziten an der Entnahmestelle ist nicht
notwendig.

- In die artifizielle Leitschiene kdnnen regenerationsférdernde Zellen und/oder
regenerationsférdernde Faktoren eingebracht werden.

- Die Wahl von Lange und Durchmesser artifizieller Implantate ist beliebig.

- Weniger Nahtmaterial bedingt eine geringere Traumatisierung des Nervs.

- Durch die Verhinderung des Einwanderns narbengewebsbildender Zellen bleibt
die intraneurale Narbenbildung gering, das ungerichtete Auswachsen
regenerierender Neurone wird verhindert.

- Es besteht eine bessere Heilungschance durch eine weitgehende Immobilisierung
der Nervenstimpfe.

Trotz der genannten Vorteile artifizieller Nervenimplantate und obwohl teilweise signifikante
Erfolge erzielt werden konnten, sind diese bislang nicht in der Lage, das
Regenerationsniveau autologer Transplantate zu Ubertreffen. Ein Ansatzpunkt zur
Optimierung artifizieller Nervenimplantate ist die gentherapeutische Modifikation der
Schwannzellen mit dem Ziel, eine erhdhte Produktion neurotropher Faktoren oder
extrazellularer Matrixproteine hervorzurufen. Die Implantation von NGF-Uberexprimierenden
Schwannzellen konnte im Vergleich zu nicht-transfizierten Schwannzellen in einem
Rickenmarklasionsmodell adulter Ratten das axonale Wachstum deutlich steigern (WEIDNER
et al. 1999). Auch NT-3-lberexprimierende Schwannzellen flhrten im Rattenmodell nach
einer Rickenmarksdurchtrennung zu einer deutlich verbesserten Regeneration und
Remyelinisierung der Axone (ZHANG et al. 2007). Nach der Durchtrennung des N. ischiadicus
zeigten Ratten, die FGF-2-transfizierte Schwannzellen erhalten hatten, eine signifikant
gréBere Anzahl regenerierender Nervenfasern und myelinisierter Axone. (TIMMER et al.,
2003; TIMMER et al., 2004). Gleiches gilt fir GDNF-Uberexprimierende Schwannzellen nach
einer Lasion des N. ischiadicus im Rattenmodell (LI et al., 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine effektive Methode zur Isolierung, Purifikation und
Expansion caniner Schwannzellen entwickelt. Aus der Vielzahl der in der Literatur zur
Steigerung der Proliferation von Schwannzellen eingesetzten Wachstumsfaktoren, wurden
VEGF und FGF-2 ausgesucht, hinsichtlich ihres proliferativen Effekts auf canine
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Schwannzellen untersucht und mit 50 ng/ml die Konzentration ausgemacht, die den gréBten
Effekt brachte. Weitere Untersuchungen werden nétig sein, um zu erfahren, ob sich die
Proliferation caniner Schwannzellen in vitro durch andere Wachstumsfaktoren noch weiter
optimieren lasst. In dieser Untersuchung wurden keine morphologischen Veranderungen der
caninen Schwannzellen durch den Einsatz von VEGF und FGF-2 beobachtet, jedoch birgt
jeder Einsatz von Mitogenen die Gefahr der Transformation der behandelten Zellen. Vor
einem klinischen Einsatz in vitro kultivierter caniner Schwannzellen missen diese unbedingt
hinsichtlich Funktionalitat und ihres Transformationspotentials untersucht werden.

Diese derzeit im Fokus der aktuellen Forschung stehenden Untersuchungen auf diesem
Gebiet sind die wichtigste Voraussetzung dafir, dass im Tissue-Engineering Verfahren
hergestellte artifizielle Nervenimplantate moglicherweise die aktuellen

Versorgungsmdglichkeiten peripherer Nervenverletzungen ersetzen kénnen.
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7 Zusammenfassungq

Da die verschiedenen chirurgischen Versorgungsmadglichkeiten peripherer Nervenlasionen
sowohl in der Humanmedizin als auch in der Veterindrmedizin oftmals zu unbefriedigenden
funktionellen Ergebnissen flhren, besteht die dringende Notwendigkeit neuer
Behandlungsstrategien. Eine viel versprechende Alternative stellen mit Schwannzellen
beladene artifizielle Nervenimplantate dar. Voraussetzung fir die Entwicklung solcher
Implantate fir den Hund ist die Isolierung reiner caniner Schwannzell-Kulturen und deren
Expansion in vitro.

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung einer effektiven Methode zur Isolierung, Purifikation
und Expansion caniner Schwannzell-Kulturen. Als Resultat der eigenen Untersuchungen
wurde ein Leitschema zur Isolierung und Expansion caniner Schwannzell-Kulturen unter
Einsatz von VEGF und FGF-2 entwickelt.

Von insgesamt neun Hunden unterschiedlichen Alters wurden unmittelbar nach dem Tod
Biopsien des N. radialis und des N. ischiadicus in einer Lange von ca. vier cm entnommen.
Das Nervengewebe wurde unter sterilen Bedingungen prépariert und in ein bis zwei mm
groBe Explantate zerteilt. Vergleichend wurde die Kultivierung der Explantate in
serumhaltigem DMEM+ und serumfreiem MM+ erprobt, wobei sich in dieser Phase der
Einsatz von DMEM+ empfahl.

Die Nervenexplantate wurden woéchentlich passagiert und nach 21 Tagen mit einem
Verdauungsansatz bestehend aus Hyaluronidase, Kollagenase, DNase und Trypsin
enzymatisch dissoziiert. Aus den so erhaltenen Mischkulturen wurden mit Hilfe wiederholter
kurzzeitiger Trypsinierungen und Inkubation der Kulturen in MM+ effektiv reine Schwannzell-
Kulturen gewonnen.

Die immunzytochemische Identifizierung der Schwannzellen sowohl in vitro als auch in situ
im histologischen Schnitt caninen Nervengewebes erfolgte mit dem flr canine
Schwannzellen etablierten p75-NTR-Antikérper, welcher Schwannzellen, nicht aber
Fibroblasten markiert.

Der proliferative Effekt von VEGF und FGF-2 wurde in den purifizierten und
kryokonservierten Schwannzell-Kulturen untersucht. Alle Versuche wurden sechsfach
angesetzt und dreimal wiederholt. Die quantitative Analyse der proliferativen Wirkung
erfolgte stets parallel mit Hilfe des BrdU-Assay und des Resazurin-Resorufin-Assay.
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Zunachst wurde der proliferationsférdernde Effekt von VEGF und FGF-2 in den
Konzentrationen 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml im Vergleich zu DMEM+ ohne
den Zusatz von Wachstumsfaktoren (Negativkontrolle) separat voneinander untersucht.
Obwohl die absoluten Zellzahlen starken Schwankungen unterlagen, war bei beiden
Wachstumsfaktoren  mit  beiden  verwendeten  Proliferations-Assays in  allen
Versuchsdurchgangen, den arithmetischen Mittelwert betrachtend, mit zunehmender
Konzentration von VEGF und FGF-2 bis 50 ng/ml ein Anstieg der ermittelten logarithmischen
Zellzahl (IgZZ) messbar. Eine weitere Steigerung der Wachstumsfaktor-Konzentration auf
100 ng/ml brachte keine Zunahme der Zellzahl. Sowohl VEGF als auch FGF-2 hatten in der
Konzentration 50 ng/ml in DMEM+ den starksten Effekt auf die Proliferation caniner
Schwannzellen.

AuBerdem wurden bei Kultivierung der caninen Schwannzellen in 50 ng/ml FGF-2 signifikant
héhere Zellzahlen erzielt als bei Inkubation in 50 ng/ml VEGF. Deshalb muss zur effektiveren
Kultivierung caniner Schwannzellen dem Einsatz von 50 ng/ml FGF-2 gegenuber der
Inkubation der Zellen in 50 ng/ml VEGF der Vorzug gegeben werden.

Da beim separaten Einsatz von VEGF und FGF-2 eine Konzentration von 5 ng/ml nur in
einem einzigen Fall eine signifikant héhere IgZZ im Vergleich zur Negativkontrolle aufwies,
wurden die Wachstumsfaktoren in den Konzentrationen 10 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml in
DMEM+ in jeder Mdglichkeit mit einander kombiniert. Als Negativkontrolle wurden auch in
diesen Versuchen Schwannzellen mit reinem DMEM+ inkubiert.

Mit beiden Proliferations-Assays wurde im arithmetischen Mittel die héchste Anzahl caniner
Schwannzellen in drei Versuchsansatzen mit der Kombination von 10 ng/ml VEGF und 50
ng/ml FGF-2 und in den anderen drei Versuchsansatzen mit 10 ng/ml VEGF und 100 ng/ml
FGF-2 erzielt. Nur in einem einzigen Versuch wurde ein signifikanter Unterschied zwischen
den arithmetischen Mittelwerten der IgZZ der in 10 ng/ml VEGF in Kombination mit 100 ng/ml
FGF-2 inkubierten Schwannzellen im Vergleich zu den Negativkontrollen festgestellt.
Verglichen mit der separaten Kultivierung der Schwannzellen in 50 ng/ml VEGF oder 50
ng/ml FGF-2 fihrte keine der gewahlten Kombinationen aus beiden Wachstumsfaktoren zu
einer signifikant hdheren IgZZ.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine effektive Methode zur Isolierung, Purifikation und
Expansion caniner Schwannzellen unter Anwendung von VEGF und FGF-2 entwickelt.

Ob sich die Proliferation caniner Schwannzellen in vitro durch andere Wachstumsfaktoren
noch optimieren lasst, ist in weiteren Untersuchungen herauszufinden. Vor einem klinischen
Einsatz in vitro kultivierter caniner Schwannzellen in artifiziellen Nervenimplantaten sollten
diese auBerdem unbedingt hinsichtlich ihrer Funktionalitat und ihres

Transformationspotentials untersucht werden.
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8 Summary

Effective cultivation of canine Schwann cells using VEGF and FGF-2 for
reconstruction of peripheral nerve lesions

Current surgical techniques to restore normal peripheral nerve function remain unsatisfying
in veterinary as well as in human medicine, indicating a need for new treatment strategies.
Schwann cell coated tubular implants present one promising option. The development of
such artificial grafts for the dog requires the isolation and in vitro expansion of pure canine
Schwann cell cultures.

The study aimed to establish an effective method for isolation, purification and expansion of
canine Schwann cell cultures. The research results produced a guideline for such isolation,
purification and expansion with the help of VEGF and FGF-2.

Nerve biopsies from nine dogs of different ages were extracted from the N. radialis and N.
ischiadicus directly after euthanasia. The biopsy length was about four cm. Nerves were
prepared under sterile conditions and cut into pieces of one to two mm. Comparing serum
added DMEM+ and serumfree MM+ as media for cultivation, serum added DMEM+ is
recommended in this stage.

The explants were passaged weekly and dissociated after 21 days with a digestion medium
containing hyaluronidase (0.1%), collagenase (0.1%), DNase (0.1%) and trypsin. Mixed cell
cultures were obtained after dissociation. Pure cultures of canine Schwann cells were gained
by repeated short trypsination and incubation in MM+.

Schwann cells in vitro and in situ were identified by immunolabeling with an established
antibody to p75-NTR, which marks Schwann cells but not fibroblasts.

The proliferative effect of VEGF and FGF-2 was examined in the purified and cryoconserved
Schwann cell cultures. All experiments were done six-fold and repeated three times.
Quantitative analyses of the proliferative effect were done using two different detection
systems, the BrdU assay and the Resazurin-Resorufin assay.

First the proliferative effect of VEGF and FGF-2 was tested separately in the concentrations
of 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml and 100 ng/ml, and compared to DMEM+ without growth
factors (the negative control).

Despite high variabilities of the absolute cell counts, an increase in arithmetic mean of the
logarithmic cell count (IgCC) with increasing concentrations of VEGF and FGF-2 up to 50
ng/ml was detected in both proliferation assays and in all passages, for both growth factors.
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An enhancement in growth factor concentration of up to 100 ng/ml did not lead to higher
amounts of Schwann cells. Concentrations of 50 ng/ml in both VEGF and FGF-2 contained
the strongest proliferative effect on canine Schwann cells.

Furthermore, incubation of canine Schwann cells in 50 ng/ml FGF-2 resulted in a significantly
higher cell count compared to incubation in 50 ng/ml of VEGF. Therefore, cultivation of
canine Schwann cells in 50 ng/ml FGF-2 recommends itself.

Separate Schwann cells in 50 ng/ml FGF-2 concentrations of 5 ng/ml lead to a significantly
higher IgCC in only one of the cases compared to the negative control group. Due to this
effect, the growth factor concentrations of 10 ng/ml, 50 ng/ml and 100 ng/ml in DMEM+ were
combined in each possible iteration. The negative control group of canine Schwann cells
were incubated in DMEM+ again.

The highest arithmetic mean of canine Schwann cells for both proliferation assays was
reached with 10 ng/ml VEGF combined with 50 ng/ml FGF-2 in three of the cases, and with
10 ng/ml VEGF combined with 100 ng/ml FGF-2 in the three remaining cases. A significant
difference in the IgCC between incubation in 10 ng/ml VEGF and 100 ng/ml FGF-2 and
incubation in the negative control group was only detected in one case.

None of the combinations used led to a significantly higher IgCC compared to incubation of
Schwann cells in 50 ng/ml FGF-2. The incubation in 50 ng/ml VEGF or in 50 ng/ml FGF-2 is
recommended over other tested combinations for effective cultivation of canine Schwann
cells.

The study developed an effective method for isolation, purification and expansion of canine
Schwann cells including VEGF and FGF-2. Further examination is required to determine
whether the proliferation of canine Schwann cells in vitro can be optimized by other growth
factors. Before such in vitro cultivated Schwann cells can be used in artificial transplants,
their functionality and transformation potential also need to be tested.
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Abkilrzungen

a

Abb.
AK
Aqua dest.
Ara-C
ARIA
B
BDNF
BrdU
bzw.

C

C6

Cc7

C8

ca.

cm
CAM
cAMP
CNTF
C0,
CRD-NRG-1
CTB
DAB
DMEM
DMSO
DNA
E-Cadherin
ECM
EGF
ErB
FB
FBS
FGF-2

Alpha

Abbildung

Antikérper

destilliertes Wasser
Cytosin-Arabinosid

Acetylcholine Receptor Inducing Activity
Beta

Brain-Derived Neurotrophic Factor
Bromodeoxyuridine
beziehungsweise

Celsius

sechste Zervikalnervenwurzel

siebte Zervikalnervenwurzel

achte Zervikalnervenwurzel

circa

Zentimeter

Cell Adhesion Molecule

Cyclic Adenosine Monophosphate
Ciliary Neurotrophic Factor
Kohlendioxid

Cyteine-rich Domain-Neuregulin-1
CellTiter-Blue®

Diaminobenzidin

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleic Acid

epitheliale Cadherin

Extracellular Matrix

Epidermal Growth Factor

Epidermal Growth Factor Receptor-Family
Fibroblast

Fetal Bovine Serum
Fibroblast Growth Factor-2
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FGFR
GAP-43
GGF
GDNF
GM-CSF
H,SO,
HBSS
HCI
HE-Féarbung
HRG
HSPGs
IBMX

IL
IGF-2
kDa

L5

L6

L7

g

IlgCC
lgZZ
LIF
LNGFR
LNTR

MACS
MAG
MBP

mRNA

Fibroblast Growth Factor Receptor
Growth-Associated-Protein-43
Glial Growth Factor

Glial Cell Line-Derived Neurotrophic Factor
Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor
Schwefelsaure

Hanks' Balanced Salt Solution
Salzsaure
Hamatoxylin/Eosin-Farbung
Heregulin

Heparan Sulfate Proteoglycans
Isobuthylmethylxanthine
Interleukin

Insulin Like Growth Factor-2

Kilo Dalton

finfte Lumbalnervenwurzel
sechste Lumbalnervenwurzel
siebte Lumbalnervenwurzel
Logarithmus zur Basis 10
logarithmic Cell Count
logarithmische Zellzahl

Leukemia Inhibitory Factor
low-affinity Nerve Growth Factor Receptor
low-affinity Neurotrophin Receptor
Mol

Musculus

magnetic-activated cell separation
Myelin-Associated Glycoprotein
Myelin Basic Proteins

Milliliter

Millimol

Millimeter

Mikroliter

Mikrometer

Mikromol
Melanozyten-Wachstums-Medium
Messenger RNA
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N. Nervus

NCAM Neural Cell Adhesion Molecule
NgCAM Neuron-Glia Cell Adhesion Molecule
NDF Neu Differentiation Factor

NF-K Nuclear Factor Kappa

NGF Nerve Growth Factor

nm Nanometer

nM Nanomol

NRG Neuregulin

NRP Neuropiline

NT Neurotrophin

oD optische Dichte

PO Protein Zero

p75-NTR p75-Neurotrophin Receptor

PBS Phosphate Buffered Salt Solution
PCL Poly-e-Caprolacton

PDGF Platelet Derived Growth Factor
PEX Pituitary Extract

PGA Polyglycolic Acid, Polyglykolsaure
PHB Poly-3-Hydroxybutyrat

PI. Plexus

PLA Polylactic Acid, Polymilchsaure
PLC Polylactid-e-Caprolacton

PLL Poly-L-Lysin

PLPG Polylactid-co-Polyglykolsaure
PMP-22 Peripheral Myelin Protein-22

PNS peripheres Nervensystem

PQQ Pyrroloquinolin-Quinon

r Korrelationskoeffizient

rER raues Endoplasmatisches Retikulum
RFE relative Fluoreszenzeinheit

RNA Ribonucleic Acid

rpm rounds per minute

ST erste Sakralnervenwurzel

SMDF Sensory and Motoneuron Derived Factor
SZ Schwannzelle

TGF Transforming Growth Factor
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Th1
Th2
TMB
TNF-a
Trk
TRIS-Puffer
u.a.
v.a.
VEGF
VEGFR
wid

z.B.
ZNS

erste Thorakalnervenwurzel

zweite Thorakalnervenwurzel
Tetramethylbenzidin
Tumor-Nekrose-Faktor-alpha
Tropomyosin-Related Kinase
Tris(hydroxymethyl)-Aminomethane
unter anderem

vor allem

Vascular Endothelial Growth Factor
Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
Wallersche Degeneration

zum Beispiel

zentrales Nervensystem
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