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Einleitung

| Einleitung

Verletzungen im peripheren Nervensystem (PNS) werden beim Menschen hidufig durch Un-
fille verursacht, insbesondere durch Verkehrsunfille. Dabei kann es durch stumpfe oder
scharfe Traumata zur Quetschung oder auch zur Durchtrennung von einzelnen Nerven oder
ganzer Nerven-Plexus (wie zum Beispiel des Plexus brachialis) kommen. Bei vollstindiger
Durchtrennung der nervalen Strukturen kommt es zwangsldaufig zum Funktionsausfall der
Sensorik und der Motorik in den betroffenen Endorganen.

Ohne einen operativen Eingriff kann in einer solchen Situation die sensorische und motori-
sche Funktion nicht wiederhergestellt werden. Nach der Diagnose einer Nervendurchtrennung
liegt das Primirziel darin, ohne groeren Zeitverlust eine spannungsfreie Anastomose der
Nervenstiimpfe herzustellen, da es zunehmend zu degenerativen Prozessen in den geschiadig-
ten Nerven und der denervierten Muskulatur kommt. Lange Verzogerungen zwischen dem
Zeitpunkt der Lasion und der Adaption der Nervenstiimpfe sind limitierende Faktoren fiir die
Regeneration, da sich das distale Segment zum Narbengewebe umbildet und es zur Muskela-
trophie aufgrund fehlender Innervation kommt (Barras et al. 2002). Beim Menschen liegt die
maximal tolerierbare Zeitspanne bei 18 Monaten nach der Nervendurchtrennung (Welch
1996), wobei breite individuelle Schwankungen bestehen, die auch abhéngig von der Art der
Lision sind (Mumenthaler & Stohr 2003).

In schweren Fillen, in denen ein groferer Substanzverlust im Nerven vorliegt und keine di-
rekte End-zu-End-Anastomose moglich ist, besteht die Alternative in der Implantation von
autologem (korpereigenem) Gewebe (Dijkstra et al. 2000). Dieser chirurgischen Moglichkeit
sind allerdings Grenzen gesetzt, so entsteht ein Funktionsverlust in dem Ursprungsgebiet des
Spendernervens, weshalb nicht unbegrenzt Spendergewebe eingesetzt werden kann (Evans
2001, Fansa et al. 2003 b). Dieses wird besonders deutlich, wenn es sich um gro3e und um-
fassende Substanzverluste handelt. Auch gewihrleistet diese Methode keine vollstindige
Wiederherstellung der motorischen beziehungsweise der sensorischen Funktion (Zhang et al.
2005). Es kann auch zu Fibrosierungen im Nahtbereich oder zur Fehlaussprossung der Axone
kommen. Ebenso kann eine schlechte Revaskularisierung der Transplantate die Regeneration

negativ beeinflussen (Fansa et al. 1999, Keilhoff et al. 1999).
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Auch die alternative Verwendung allogener (Transplantation von Geweben zwischen nicht-
verwandten Individuen) Nerventransplantate ist aufgrund von immunologischen AbstoBungs-
reaktionen seitens des Empfingers nur bedingt einsetzbar (Mosahebi et al. 2002). Probleme
bereitet dabei auch die dauerhaft erforderliche systemische Applikation von Immunsuppressi-
va (Fansa et al. 1999), durch die der Organismus anfillig fiir Infektionskrankheiten wird und
die Gefahr des Auftretens bosartiger Erkrankungen steigt. Die Quote einer erfolgreichen
Funktionswiederherstellung nach allogener Transplantation ist geringer im Vergleich zur au-
tologen Transplantation (Heath & Rutkowski 1998, Huang & Huang 2006).

Eine Alternative zu der Transplantation ganzer Nervenabschnitte ist das Tissue Engineering.
Hierbei handelt es sich um ein Verfahren zum Gewebeersatz, bei dem synthetische Materia-
lien (z.B. Silikon, Polylacticacid) mit biologischen Komponenten (z.B. Schwann-Zellen)
kombiniert werden. Im Fall der Rekonstruktion peripherer Nerven kann es sich dabei um ein
schlauchférmiges Interponat fiir ein zielgerichtetes axonales Wachstum handeln, das mit re-
generationsunterstiitzenden Zellen (z.B. Schwann-Zellen), Wachstumsfaktoren und/oder ext-
razelluldarer Matrix gefiillt ist (Evans 2001, Fansa et al 2003 a, Schmidt et al. 2003, Lundborg
et al. 2004).

Schwann-Zellen spielen eine zentrale Rolle in der peripheren Nervenregeneration (Ansselin et
al. 1998 a, Mosahebi et al 2001, Calderon-Martinez et al. 2002, Fansa et al. 2003 b) und soll-
ten aus diesem Grunde in dem Interponat vorhanden sein (Fansa et al. 2003 b, Lundborg et
al. 2004) (s. auch 2.1.-2.3.).

Einen groBen Einfluss auf das neuronale Wachstum haben neurotrophe Substanzen, die die
axonale Regeneration fordern (Aebischer et al. 1989, Ansselin et al. 1997, Fansa et al. 2000,
Fine et al. 2002, Haastert et al. 2006 a). In vorangegangenen Studien des Institutes fiir Neu-
roanatomie der MHH wurde der Einfluss des Fibroblastenwachstumsfaktors-2 (FGF-2) auf
die Regeneration peripherer Nerven iiber weite Distanzen untersucht (Timmer et al. 2003, Li-
pokatic 2005, Haastert et al. 2006 b). Fiir diese Untersuchungen wurde ein Tiermodell an der
adulten Ratte etabliert. Adulten Ratten wird dabei einseitig der N. ischiadicus durchtrennt und
genetisch modifizierte Schwann-Zellen, die sich in einem Silikon-Rohrchen befinden, implan-
tiert. Der Nervus (N.) ischiadicus einer Ratte ist ab einer kritischen Distanz von iiber 12 mm

Linge nicht mehr in der Lage, diesen Ausfall eigenstindig zu regenerieren, da die entstandene
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Liicke zwischen den Nervenstiimpfen nicht spontan iiberbriickt werden kann (Lundborg et al.
1982 a, Fine et al. 2002, Zhang et al. 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurden neonatale Ratten-Schwann-Zellen in vitro zur Uberexpres-
sion von brain derived neurotrophic factor (BDNF) und Neurotrophin-3 (NT-3) transfiziert
und diese Zellen dann mittels eines synthetischen Nerveninterponates zwischen dem proxima-
len und dem distalen Nervenstumpf des N. ischiadicus der adulten Ratte implantiert. Die da-
bei zu iiberbriickende Distanz betrug 13 mm.

Der Einfluss von BDNF und NT-3 auf die funktionelle Regeneration im peripheren Nerven-
system wurde vergleichend zu den bisherigen Studien mit FGF-2 mittels Laufmusterbestim-
mung (motorische Regeneration) und Sensibilitdtstests (sensorische Regeneration) untersucht.
AnschlieBend erfolgte eine morphometrische Analyse der regenerierten myelinisierten Axone
in semidiinnen Querschnitten durch das regenerierte Gewebe.

Eine solche zell-basierte Therapie peripherer Nervenverletzungen ist nicht nur in der human-
medizinischen Klinik, sondern auch in der Veterindrmedizin denkbar.

Hier sind meistens Kleintiere nach Frakturen, Schuss-, Bissverletzungen, Verkehrsunfillen,
Fensterstiirzen, Tumoren oder durch iatrogenes Verschulden betroffen. Dabei kann es zu
Quetschungen, partiellen oder auch kompletten Zusammenhangstrennungen ganzer Nerven-
Plexus kommen. Lahmungen peripherer Gliedmafennerven gehen mit Bewegungs- und Sen-
sibilitidtsstorungen einher. Bei Hunden werden neben einer Muskelatrophie, zusitzlich
Muskelfibrose mit Sehnenverkiirzung, Schiirfwunden und Phlegmonen im dorsalen Pfotenbe-
reich und Autotomieverhalten (Selbstverstimmelung der betroffenen Gliedmalle) beobachtet,
so dass die Prognose fiir den Erhalt der Gliedmale als schlecht zu bezeichnen ist. Hiufig wird
nach vier bis sechs Monaten die Gliedmale amputiert (Welch 1996).

Dieser Situation kann aber entgegengewirkt werden, wenn unmittelbar nach dem Trauma, das
zur Nervenldsion fiihrte, mit physikalischer Therapie begonnen wird, z.B. mit krankengym-
nastischen MafBnahmen (z.B. Schwimmen, Massage, Warmezufuhr) oder elektronischer Mus-
kelstimulation (Bonath & Prieur 1998) zur Erhaltung der denervierten Muskulatur. Mit Hilfe
der elektrischen Stimulation kann die Regenerationszeit im Falle einer Axonotmesis deutlich
verkiirzt werden (Rozman et al. 2000).

Damit bei Hunden spiter eine klinische Anwendung des oben fiir die Ratte beschriebenen

Regenerationsmodells durchgefiihrt werden kann, bestand der 2. Teil der vorliegenden Arbeit
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in der Etablierung eines Versuchsprotokolls zur Isolation caniner Schwann-Zellen aus dem N.
ischiadicus euthanasierter Hunde und in der Etablierung der Kultivierung und genetischen
Modifikation dieser Zellen. Die Schwierigkeiten bei der Kultivierung adulter caniner
Schwann-Zellen lagen zum einen in der Kontamination der Kulturen durch proliferierende
Bindegewebszellen (Fibroblasten) und zum anderen in der geringen Teilungsaktivitdt der
Schwann-Zellen. Im Rahmen der Arbeit wurden verschiedene Verfahren zur Aufreinigung ge-
testet, um eine hochst-mogliche Reinheit der caninen Schwann-Zell-Kulturen zu erzielen.

Zur Aufreinigung der Schwann-Zellen mussten die in dem Nerven vorhandenen Fibroblasten
aus den Kulturen entfernt werden. Nach Priddegeneration des Nerven in vitro und anschlie-
Bender mehrmaliger Aufreinigung wurden die caninen Schwann-Zellen kultiviert und ver-
mehrt.

Nach jeder Aufreinigung wurden die Zellen morphologisch mithilfe von Antikdrpern charak-
terisiert (Pauls 2003, Streit 2006) und die Anzahl der Schwann-Zellen im Verhiltnis zu den
Fibroblasten bestimmt. Im Anschluss wurden die Schwann-Zellen genetisch durch eine

Elektroporation modifiziert und zur Feststellung der Transfektionseffizienz erneut untersucht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die spezifische Funktion von BDNF und NT-3 bei der
peripheren Nervenregeneration iiber gro3e Distanzen in vivo zu untersuchen. Dafiir wurden in
einer 3-Monats-Studie iiberexprimierende neonatale Schwann-Zellen in einem Silikonrohr-
chen in die Liicke zwischen proximalen und distalen Stumpf des linksseitigen N. ischiadicus
adulter Ratten implantiert. Der Regenerationserfolg wurde quantitativ und qualitativ mit Hilfe
funktioneller Tests und morphometrischer Analysen beurteilt.

Fiir die Voraussetzung der Entwicklung eines Nervenimplantates fiir den Hund sollten aus
Nervenbiopsien adulter Hunde eine Population adulter caniner Schwann-Zellen gewonnen

werden, die eine moglichst hohe Reinheit aufwies und genetisch modifiziert werden konnte.
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2.1 Nervensystem und Nervengewebe

Die Funktionen des Korpers unterliegen einem stidndigen Kontroll- und Steuerungssystem, an
dem neben dem endokrinen System und dem Immunsystem auch das Nervensystem beteiligt
ist. AuBere Reize werden zum Beispiel vom Nervensystem aufgenommen, weitergeleitet, ver-
arbeitet, gespeichert und motorische Reaktionen dadurch initiiert.

Man unterteilt das Nervensystem (NS) in ein zentrales Nervensystem (ZNS) und ein periphe-
res Nervensystem (PNS). Zum ZNS zihlt man das Gehirn und das Riickenmark einschlie3lich
ihrer Hiillen, zum peripheren Nervensystem gehoren die Spinalnerven, Gehirnnerven, die ve-
getativen Nerven einschlieBlich ihrer Ganglien und die Spinalganglien (Dorsal root ganglia =
DRGs, mit sensorischen Nervenzellkorpern) (Schnoor et al. 2001).

Ab Ende der zweiten Embryonalwoche entsteht das ZNS aus der Neuralplatte. Diese senkt
sich in der Mitte zur Neuralrinne ein, die Rénder schieben sich weiter auf und verschlief3en
sich schlieBlich zum Neuralrohr. Wihrend der Ausbildung zum Neuralrohr 16sen sich aus
dem Verband Zellen, die sich seitlich zur Neuralleiste formieren und aus denen u.a. die Spi-
nalganglien, vegetative Ganglien und die Schwann-Zellen (SZ) entstehen.

Die Spinalnerven konnen in Segmental- und Plexusnerven unterteilt werden. Dabei gliedern
sich die Segmentalnerven in Dorsal- und Ventralédste. Die Plexusnerven entstehen aus dem
Zusammenfluss der Ventralidste mehrerer Spinalnerven. In diesem Nervengeflecht findet ein
Faseraustausch der beteiligten motorischen Ventralnerveniste statt.

Nervenzellen sind die kleinste Funktionseinheit des NS und fiir die Erregungsbildung und
Weiterleitung zustidndig. Sie bilden langgestreckte Fortsidtze (Dendriten, Axone) aus, die iiber
komplexe Verkniipfungen (Synapsen) Signale an andere Zellen weitergeben. Die Dendriten
nehmen eine Erregung in der Umgebung auf (afferente Erregungsleitung), leiten diese zum
Soma (Zellkorper/ Perikaryon) des Neurons weiter, von dem die Erregung iiber das Axon
weitergeleitet wird (efferente Erregungsleitung - Ubertragung von einem Neuron zum nichs-
ten bzw. zum Erfolgsorgan). Diese komplette Einheit bezeichnet man als Neuron.

Synapsen sind interzelluldre Kontaktstellen, an denen chemische oder elektrische Impulse von

einem Neuron zum nichsten oder direkt an das Erfolgsorgan iibertragen werden. Die chemi-
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schen Synapsen kommen am héufigsten vor. Uber Neurotransmitter (z.B. Noradrenalin, Ace-
tylcholin) werden Nervenimpulse von dem prisynaptischen Axonteil iiber den synaptischen
Spalt auf den postsynaptischen Teil (z.B. Dendriten, Perikaryon, Erfolgsorgan) iibermittelt.
Bei den Nervenzellen unterscheidet man unipolare Nervenzellen, mit nur einem entwickeltem
Fortsatz (Axon). Diese kommen in der Netzhaut des Auges vor. Bipolare Nervenzellen, die
einen Dendriten und ein Axon besitzen, sind in der Riechschleimhaut oder im Innenohr zu
finden. Pseudounipolare Nervenzellen, die nur einen Stammfortsatz besitzen, der sich in Axon
und Dendriten teilt und myelinisiert ist, entwickeln sich embryologisch aus bipolaren Nerven-
zellen und befinden sich in sensiblen Spinalganglien. Die hdufigste Zahl der Neurone im ZNS
sind die multipolaren Nervenzellen. Diese Zellen haben ein sternformiges Aussehen aufgrund
der Ausbildung eines Axons und mehrerer Dendriten, die unterschiedlich verzweigt sein kon-
nen. Sie sind z.B. im Riickenmark (Motoneurone) oder im Kleinhirn zu finden (Liebich
1999).

Eine Nervenfaser setzt sich aus einem zentralen Achsenzylinder, der aus einem Axon besteht,
und einer dufleren Hiille zusammen, die von den Gliazellen gebildet werden. Die Gliazellen
dienen der Stabilitit, Erndhrung und teilweise der elektrischen Isolation von Axonen durch
Bildung einer Myelinscheide. Im PNS wird diese Hiille von den SZ gebildet, im ZNS von den
Oligodendrozyten. Man unterscheidet dabei markhaltige Nervenfasern (Gliazellen umbhiillen
die Nervenzellfortsidtze durch mehrfache zytoplasmatische Wickelungen) von marklosen Ner-
venfasern (hier stiilpt sich die Nervenfaser nur in das Zytoplasma der Gliazelle ein, keine la-
melldre Schichtung, kein Myelin).

Durch die Bildung einer Hiille um das zentrale Axon wird die Ausbreitungsgeschwindigkeit
eines Aktionspotentials liber der Nervenfaser erhoht. Die konzentrischen Lagen der Plasma-
membranen der SZ sind verantwortlich fiir die elektrische Isolation, je dicker die Lagen-
schicht ist, desto schneller werden Aktionspotentiale geleitet. Die Erregungsleitungsge-
schwindigkeit im myelinisierten Nerven ist ca. 60fach hoher als im nicht-myelinisierten Ner-
ven (Liillmann-Rauch 2003). Die Bildung der Nervenscheiden wird als Myelinisierung (Lie-
bich 1999) bezeichnet. Dabei formt eine SZ nur die Myelinhiille um ein Axon im PNS auf ei-
ner Ldnge von ca. 1 mm. Die SZ legt sich von auBlen an ein Axon an, stiilpt sich iiber den
Achsenzylinder und verlagert diesen nach innen. Die gegeniiberliegenden Oberflichenmemb-

ranen nihern sich einander an und verschmelzen zum Mesaxon. Ranvier-Schniirringe zeigen
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das Ende einer jeden SZ an. An diesen Stellen liegt der Achsenzylinder auf einer Linge von
ca. 0,5 um frei, ohne Gliahiille, vor. Der Abschnitt zwischen den Schniirringen wird als In-
ternodium bezeichnet. Die Unterbrechung der Myelinscheide ermoglicht die schnelle, saltato-
rische Erregungsausbreitung.

Das Myelin wurde 1864 durch Rudolf Virchow nach der griechischen Bezeichnung ,,myelos*
fiir Mark benannt, da er im Mark des Gehirns auBBerordentlich viel von dieser Substanz fand.
Periphere Nervenfasern werden funktionell bedingt durch unterschiedliche Querdurchmesser
und Leitungsgeschwindigkeit in drei Gruppen unterteilt:

— Gruppe A: markhaltig, hohe Leitungsgeschwindigkeit (15 - 120 m/sec)

— Gruppe B: schwach myelinisiert, mittlere Leitungsgeschwindigkeit (3 - 15 m/sec)

—  Gruppe C: marklos, niedrige Leitungsgeschwindigkeit (max 2 m/sec)

Jede Nervenfaser ist von mindestens einer, meist von mehreren Bindegewebshiillen umgeben.
Jeder Nervenfaser liegt eine Basalmembran an, die von den umgebenen SZ gebildet wird.
Beides ist von einem feinfibrillirem Netz lockeren Bindegewebes umgeben. Dieses ist die in-
nere Nevenhiille (Endoneurium). Zusammen mit der Basalmembran bildet es die Endoneural-
scheide. Mehrere Nervenfasern werden von konzentrisch geschichteten Bindegewebssepten
(Perineurium) zusammengefasst. Oberflidchlich wird der gesamte Nerv von einer derben,
dichten Bindegewebsschicht umfasst (Epineurium), von der lockeres Bindegewebe mit Fett-
gewebe als Paraneurium in die Umgebung ausstrahlt und somit der Fixierung der Nerven an
Nachbarstrukturen dient. Periphere Nervenfasern stehen iiber ventrale motorische und dorsale
sensible Wurzeln mit dem Riickenmark und damit mit dem ZNS in Verbindung (Liebich

1999).
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Abbildung 1: Halbschematische Darstellung eines gemischten (motorische und sensorische
Fasern) peripheren Nerven.

1 Nervenfaserbiindel, 2 Nervenfaser quer (Axon mit Hiillen), 3 Endoneurium, 4 Kapillare, 5
Perineurium, 6 Epineurium

In der AusschnittsvergroBerung: a marklose und b markhaltige Nervenfaser mit 7 Schwann-
Zelle, 8 Mesaxon, 9 Axon, 10 Markscheide, 11 Endoneuralscheide

(modifiziert aus: Nickel et al., 1991, Lehrbuch der Anatomie der Haustiere, Band 1V, 3. Auf-

lage, Verlag Paul Parey, Deutschland)

2.2 Verletzungen peripherer Nerven, De- und Regeneration

Sowohl in der Human- als auch in der Veterindrmedizin sind hdufig Unfélle Ausloser fiir Ver-
letzungen im PNS. Durch einen Aufprall mit hoher kinetischer Energie (z.B. Verkehrsunfall)

kommt es zu einer ruckartigen Bewegung der Wirbelsdule bzw. einer maximalen Abduktion
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und/oder kaudaler Traktion der betroffenen GliedmaBe. Im giinstigeren Fall wird der Nerv
oder der Nervenplexus nur gedehnt, hiufiger reifit er aber aus dem Riickenmark aus (Forterre
& Brunnberg 2003). Aber auch Nervenkompression durch falsche Lagerung wihrend einer
Operation, Tumorbildung, virale Infektionen oder iatrogenes Verschulden kénnen Ursachen
sein (Stoll & Muller 1999), ebenso wie Biss-, Pfdahl- und Schussverletzungen bei Haustieren
(Welch 1996, Forterre et al. 2001, Forterre & Brunnberg. 2003). Dabei ist zwischen scharfen
(Stich-, Schnittverletzungen) und stumpfen (Dehnungsschiden) Verletzungen zu unterschei-
den (Stohr & Kraus 2002).

Die Behandlung, der Behandlungserfolg und die selbstindige Regeneration im peripheren
Nerven sind von der Art der Schidigung, der Stoffwechsellage in dem betroffenem Gebiet,
der Entfernung der Lasion vom Zellkorper, dem Alter und der betroffenen Spezies abhéngig.
Dabei stellt die Durchtrennung eines Nerven, bei der gleichzeitig Endo-, Peri- und Epineuri-
um, der GefidBapparat und die Neuriten in ihrer Kontinuitét zerstort sind, die hochsten Rege-
nerationsanspriiche (Dietzmann 1990).

Erste Versuche, Nervenverletzungen operativ wiederherzustellen, wurden schon 1608 von
Ferrara durchgefiihrt, aber erst im 19. Jahrhundert kam es zu ansehnlichen Bemiihungen in
der Nervenwiederherstellung. Als Millesi 1960 mit der Mikrochirurgie begann, fiihrte dies zur
Verbesserung der operativen Nervenregeneration (Schmidt & Leach 2003, Chalfoun et al.

2006).

2.2.1 Arten der Nervenlasionen

Ein peripherer Nerv verliert seine Funktion, wenn er die Fahigkeit zur Reiziibertragung verlo-
ren hat. Dementsprechend hat Seddon schon 1943 verschiedene Typen von Nervenldsionen
unterschieden.

1. Neurapraxia: Nervaler Leitungsblock ohne degenerative Veridnderungen an der betroffe-
nen Nervenfaser, zum Beispiel durch Kompression des Nervengewebes infolge falscher oder
zu langer Lagerung bei Operationen (Stohr & Kraus 2002). Es erfolgt keine Durchtrennung
der Axone und damit auch keine Waller-Degeneration (siche 2.2.2). Diese Art der Schidi-
gung hat eine giinstige Prognose. Sie ist die mildeste Form (Burnett & Eric 2004) und inner-

halb von Tagen bis Wochen kommt es in der Regel zu einer Restitutio ad integrum (Kingham
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& Terenghi 2006), es sei denn, die Nervenfasern stehen unter kontinuierlichem &@uB3erem
Druck (z.B. durch einen Tumor). Dann ist eine Operationsindikation gegeben, da die zu er-
wartende Regeneration ausbleibt. In der Veterindrmedizin geht Welch (1996) davon aus, dass
es sich um eine Neurapraxia handelt, wenn die motorische oder sensorische Funktion inner-
halb eines Monats wiederkehrt.

2. Axonotmesis: Unterbrechung des Axonverlaufes mit einer folgenden Waller-Degene-
ration, ohne dass Endo- und Perineurium und die Basalmembran der SZ betroffen sind. Durch
Erhalt der endoneuralen Strukturen sprossen die Axone gerichtet aus. Dadurch kommt es zur
Besserung, aber der Zeitraum ist ldanger als bei der Neurapraxia. Eine Operationsindikation ist
nicht unbedingt gegeben (Mumenthaler & Stohr 2003).

3. Neurotmesis: partielle oder totale Zusammenhangstrennung des Nervens inklusive sei-
ner Hiillen. Dieses fiihrt ebenfalls zur Waller-Degeneration. Ein operativer Eingriff ist in ei-
nem solchen Fall unumginglich, da die Axone durch Neurombildung und den Verlust der me-
senchymalen Fiihrung nicht ihr Zielorgan erreichen konnen. Axone wachsen u.U. in verkehrte
Richtungen und innervieren Muskelfasern, zu denen sie vorher keinen Kontakt hatten (Synki-
nesis) (Kingham & Terenghi 2006). Voraussetzung fiir eine operative End-zu-End-
Anastomose der Nervenstiimpfe ist, dass der Abstand nicht zu grof} ist, damit keine Zugbelas-
tung auf die adaptierten Nerven einwirken kann. Falls es bei Hunden innerhalb von 3 Mona-
ten nicht zu einer verbesserten sensorischen oder motorischen Funktion kommt, kann man
von einer Neurotmesis ausgehen, die zu einer schlechten Prognose mit eventueller Indikation
zur Amputation der betroffenen Gliedmalle fiihrt (Welch 1996, Forterre et al. 2001).
Sunderland hat 1951 die Schidigungen weiter differenziert: Nach seiner Definition entspricht
die Neurapraxie dem Grad I, die Axonotmesis dem Grad II und die Neurotmesis hat er in
Grad III bis Grad V unterteilt.

— Grad III: Lasion der endoneuralen Strukturen, Peri- und Epineurium sind aber intakt. Es
ist nicht gesichert, dass die Axone auf jeden Fall das richtige Erfolgsorgan erreichen werden.
GroBere Abweichungen werden allerdings durch das intakte Perineurium begrenzt. Es besteht
die Aussicht auf unvollstindige Funktionsriickkehr.

- Grad IV: Kontinuititsunterbrechung des Perineuriums, die Kontinuitit besteht nur noch

aufgrund des Epineuriums. Eine spontane Regeneration wire denkbar, aber eine niitzliche
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Funktionsriickkehr ist nur duBerst selten, so dass eine Indikation fiir einen operativen Eingriff
geben ist.

—  Grad V: Dieser Grad kennzeichnet einen totalen Verlust der Kontinuitét. Eine operative
End-zu-End-Anastomose ist notwendig, sofern die Distanz der Nervenstiimpfe nicht zu grof3
ist.

Der Moglichkeit der End-zu-End-Anastomose getrennter Nervenstiimpfe sind allerdings
Grenzen gesetzt. Bei Verletzungen mit glatter Durchtrennung der Nerven bzw. bei geringem
Substanzverlust ist eine spannungslose Anastomose das Mittel der Wahl. Wenn der Substanz-
verlust allerdings zu grof ist oder aufgrund von Nervenretraktion keine Spannungsfreiheit er-
reicht werden kann, besteht die Moglichkeit der Transplantation von autologem Nervengewe-
be zur Uberbriickung der Nervenliicke (Flores et al. 2000, Ijkema-Paassen et al. 2002). Diese
Methode ist zurzeit der ,,Gold Standard* (Schmidt & Leach 2003, Lundborg 2004). Das Prin-
zip ist dabei, die Funktion eines weniger wertvollen Muskels zu opfern, indem der innervie-
rende Nerv entnommen wird, um die Funktion eines Empfingernervens und -muskels wie-
derherzustellen, was ohne chirurgische Transplantation nicht moglich wire (Midha 2004).
Trotz allem wird aber in den meisten Féllen die Funktionsfihigkeit nicht das Niveau wie vor
der Verletzung erreichen konnen (Frostick et al. 1998).

Diese chirurgische Therapie ist allerdings nur mit Einschrinkungen durchfiihrbar. Der Emp-
fdnger- und der Spendernerv differieren qualitativ (motorisch/sensibel). Bedingt durch die
Explantation der Spendernerven aus einem unverletzten Areal des Korpers entsteht in diesem
urspriinglichen Versorgungsgebiet ein Funktionsverlust oder es kommt sekundér zu Deforma-
tionen (Fansa et al. 1999, Evans 2001, Mosahebi et al. 2002). Sollten grofflichige Nervenla-
sionen vorliegen, konnen diese aufgrund der begrenzten Menge an Spendergewebe nicht voll-
standig mit autologem Gewebe chirurgisch versorgt werden. Bei der Transplantation alloge-
ner Nerven besteht die Gefahr, dass der Empfinger Krankheiten des Spenders iibernimmt
(Schmidt & Leach 2003) oder das Spenderorgan aus immunologischen Griinden abstdft. Das
Unterbinden einer AbstoBung des Transplantates gelingt nur iiber die Gabe immunosuppres-
siver Substanzen. Die Erfolge der Allotransplantation bleiben aber hinter denen der Auto-
transplantation zuriick (Mumenthaler & Stohr 2003) bzw. der Erfolg der Transplantation ist

ungewiss (Huang & Huang 2006).
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Axone besitzen die Fihigkeit, nach einer Nervendurchtrennung iiber die Nervenliicke zwi-
schen den beiden Nervenstimpfen hinweg zu regenerieren. Diese Fahigkeit ist aber davon
abhingig, wie grof die Distanz zwischen den Nervenstiimpfen ist. Die axonale Regeneration
beginnt am proximalen Nervenstumpf, wihrend im distalen Stumpf die Waller-Degeneration
ablauft (Fansa et al. 1999, Mumenthaler & Stohr 2003). Das Axonwachstum kann bei leichte-
ren Verletzungen schon nach 24 Stunden festgestellt werden, bei schweren erst nach Wochen.
Die axonale Regeneration liegt bei maximal 1-3 mm pro Tag, ist aber abhingig vom Axon-
wachstum (nimmt ab, je weiter die Axonspitze vom Zellkern entfernt ist) und von der Ner-

venverletzung (Burnett & Eric 2004).

2.2.2 Waller-Degeneration

Kommt es, in Folge eines Traumas, zur Kontinuititsunterbrechung des Axons, setzen an die-
ser Stelle Degenerations- und Regenerationsvorginge ein. 1850 beschrieb der Physiologe Au-
gust Waller als Erster die Vorgidnge im léasionierten Nerven (Waller 1850).

Die Durchtrennung einer Nervenfaser fiihrt zur Degeneration ihres distalen Abschnittes. Der
Ablauf der Degeneration wird durch Faserart, Spezies, Alter des Individuums, Temperatur
und Entfernung von der Lésionsstelle bestimmt. Die Latenz bis zum Beginn der Degeneration
wird fiir diinne Markfasern mit 25 Stunden, fiir dicke Fasern mit 45 Stunden angegeben. Die
Geschwindigkeit des distalen Fortschreitens betrégt fiir dilnne Axone 250 mm pro Tag, fiir di-
cke 46 mm pro Tag. Nach Auflosung der Axone kommt es auch zur Auflésung der Myelin-
scheide, an deren Abbau sowohl SZ selbst, als auch einwandernde Makrophagen (Monozy-
ten) beteiligt sind. Gleichzeitig zum Abbau des Myelins beginnen die SZ ab dem zweiten bis
vierten Tag nach der Lésion zu einem nicht-myelinisierenden Phinotypen zu dedifferenzieren
und zu proliferieren. Der Hohepunkt der Proliferationsphase wird um den 12. Tag erreicht.
Die SZ verbleiben innerhalb der zerfallenen Nervenfaser (Neurilemm), proliferieren und bil-
den hier langsorientierte Zellsdulen, die sogenannten Biingner-Bénder (siehe 2.2.3) (Verdu et
al. 2000, Fansa et al. 2003 a, Mumenthaler & Stohr 2003, Burnett & Eric 2004, Mauritz et al.
2004, Kingham & Terenghi 2006, Chen et al. 2007).

Gleichzeitig mit den Degenerationsvorgingen im distalen Nervenstumpf treten degenerative

Verdnderungen auch im proximalen Bereich der Lisionsstelle auf. Diese umfassen jedoch nur
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wenige Myelin-Segmente, meist degenerieren die Axone retrograd bis zum néchsten Ranvier-
Schniirring proximal der Lasionsstelle. Die Abbauvorginge sind denen im distalen Abschnitt
gleich. Die SZ beginnen zu proliferieren und wachsen in distale Richtung aus. Sollte es nicht
zu einer Reinnervation im distalen Bereich kommen, atrophieren proximal gelegene Axone
im Verlauf von Monaten. Nach Jahren degenerieren die atrophierten Nervenfasern (Mu-
menthaler & Stohr 2003). In Folge der atrophierten Nervenfasern kommt es zur Abnahme der
Muskelmasse. Atrophieren die zur Gelenkstabilitit notwendigen Muskeln, kann es zur Ge-

lenkinstabilitdt und zu spéteren degenerativen Gelenkerkrankungen kommen.

Abbildung 2: Phasen der De- und Regeneration einer Markfaser im peripheren Nerven

a: Beginn der Waller-Degeneration nach Durchtrennung der Markfaser; b: Waller-
Degeneration erstreckt sich bis zum Endorgan, beginnender Atrophie der Muskelfaser durch
Denervierung, Bildung des Biingner-Bandes durch proliferierende SZ, Makrophagen beteili-
gen sich an der Verdauung der Abbauprodukte; c: mehrere Monate nach Durchtrennung A-

xonsprossen sind teilweise wieder in die Biingner-Binder gewachsen, aber ihr Zielgebiet noch
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nicht erreicht; d: Reinnervation des Endorgans (Muskelfaser), kollaterale Axonsprossen, die
nicht das Endorgan erreicht haben, bilden sich zuriick; e: Neurombildung

1: Perykaryon, 2: Axon, 3: SZ, 4: Basalmembran der SZ, 5: SZ-Mitose, 6: Markscheide, 7:
Markscheidenabbauprodukte, 8: Makrophagen, 9: Biingner-Bénder, 10: Muskelfaser, 11: Bin-
degewebsnarbe, 12: Neurom

(modifiziert aus: Mumenthaler & Stohr, 2003, Lisionen peripherer Nerven und radikulire

Syndrome. Stuttgart, New York, Georg Thieme Verlag)

2.2.3 Regenerationsvorgange

Die Regenerationsvorginge in peripheren Nerven sind im hohen Mal} abhingig vom Zeit-
punkt der Diagnose sowie von Grofle, Art und Schweregrad der Schidigung, ortlichen Stoff-
wechselbedingungen und der Entfernung des Lésionsortes vom Zellleib. Voraussetzungen fiir
eine Regeneration sind unter anderem das Uberleben des Perikaryons, Aussprossung von A-
xonregeneraten aus dem proximalen Stumpf, Streckenwachstum der neuen Axone und zielge-
richtetes Wachstum zum Erfolgsorgan (Dietzmann 1990). Ein optimales Zusammenspiel von
Neuron, SZ, Makrophagen und Zielorgan sind fiir die Regeneration nétig (Fansa et al. 2003
a). Ebenso notwendig fiir die Regeneration sind vitale SZ, fehlen diese, kommt es aufgrund
des verminderten neurotrophen (Erndhrung des Nervengewebes) und neurotropen (auf das
Nervensystem einwirkend) Einflusses zu einer deutlich verschlechterten Regeneration (Ansse-
lin et al. 1998 a, Fansa et al. 2000). Durch die Zufuhr neurotropher Stoffe kann das Axon-
wachstum und die Regeneration erheblich beschleunigt werden (Ansselin et al. 1998 a).
Wihrend im distalen Stumpf die Waller-Degeneration abliuft, geht vom proximalen Nerven-
stumpf die Regeneration von degenerierten Axonen aus, die in Kontakt zu iiberlebenden Neu-
ronen stehen. Innerhalb von wenigen Tagen bildet sich hier eine Verdickung (Wachstumskol-
ben), aus der mehrere kollaterale Axonsprossen auswachsen.

Fiir die Regeneration ist es notwendig, dass die auswachsenden Axone den distalen Nerven-
stumpf erreichen konnen. Dafiir wachsen die proliferierenden SZ des distalen Stumpfes pilz-
formig in Richtung des proximalen Stumpfes, um so den Axonsprossen entgegen zu kommen.
Erreichen letztere den distalen Stumpf, wachsen sie in die Biingner-Binder ein, die dann als

Leitschiene zum Zielorgan dienen (Stoll & Muller 1999, Stoll et al. 2002, Mumenthaler &
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Stohr 2003). So wird eine zielgerichtete Regeneration méglich und die Funktion wiederherge-
stellt.

Die Geschwindigkeit der axonalen Regeneration bei der adulten Ratte im N. ischiadicus be-
trigt 2,1 mm pro 24 Stunden (Dietzmann 1990), wihrend sie beim Menschen zwischen 1 und
5 mm pro Tag liegt (Mumenthaler & Stohr 2003). Die schnellsten Wachstumsgeschwindig-
keiten werden in proximalen Nervenabschnitten festgestellt, und mit zunehmender Distanz
vom neuronalen Zellkdrper wird die Geschwindigkeit langsamer. Verdu et al. haben 2000 den
Einfluss des Alters des betroffenen Individuums auf die Regeneration untersucht und festge-
stellt, dass das PNS altersbedingten Storungen unterliegt und funktionelle Defizite, aufgrund
von strukturellen und biochemischen Verinderungen, in einem langsamen progressiven Ver-
lust von Neuronen und Nervenfasern resultieren. Der gesamte Ablauf der Regeneration inklu-
sive der Waller-Degeneration ist bei dlteren im Vergleich zu jiingeren Individuen verzogert.
Die Konzentration von neurotrophen Faktoren ist ebenso vermindert wie der axonale Trans-
port von Proteinen, die wichtig fiir die Regeneration sind.

Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Nervenregeneration ist, dass die Axone retrograd, d.h.
proximal der Lisionsstelle, nicht weiter degenerieren, sondern in einer groBen Anzahl vor-
handen bleiben. Ferner haben, neben den lokalen mechanischen Bedingungen, auch lokale
Milieubedingungen (Fu et al. 1997) groen Einfluss auf die Regeneration. Eine gute Durch-
blutung (Versorgung mit Sauerstoff, Elektrolyten, Nihrstoffen), neurotrophe Faktoren und
Neurotransmitter fithren zur erneuten Ausdifferenzierung und nicht zur Atrophie oder Dege-
neration der Nervenfaser.

Kommt es zu einer Regeneration, die morphometrisch und neurophysiologisch messbar ist, ist
die Funktionalitit dennoch nicht mehr dieselbe wie vor der Lésion. So kann es zum Beispiel
zu einer verringerten Nervenleitgeschwindigkeit, bedingt durch verkiirzte internodale Abstén-
de zwischen den Ranvier-Schniirringen, kommen. Auch die vollstindige funktionelle Regene-
ration der atrophierten Muskulatur bleibt u.U. aus und es kann auflerdem zur Fehlinnervation
kommen, wenn regenerierende Axone in eine falsche Leitschiene einwachsen (Mumenthaler
& Stohr 2003).

Erreichen die von proximal auswachsenden Axone die Biingner-Binder des distalen Stumpfes
nicht, z.B. wenn die zu iiberbriickende Distanz zu grof} ist oder eine operative Adaption aus-

bleibt, fehlt ithnen damit eine Leitschiene. Sie verlieren damit ihre proximo-distale Ausrich-
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tung, wachsen knéuelartig durcheinander, zum Teil auch wieder in den proximalen Stumpf
ein, und bilden mit dem Narbenbindegewebe ein Narbenneurom (Mumenthaler & Stohr
2003). Die Tendenz zur Neurombildung ist individuell unterschiedlich. Neurome konnen

Ausloser fiir Phantomschmerzen sein.

2.2.4 Bedeutung der Schwann-Zellen wahrend der Regeneration

Neben der Proliferation und der Phagozytose beginnen SZ im Verlauf der Waller-
Degeneration Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren zu exprimieren, aulerdem bilden sie
Zelladhidsionsmolekiile und extrazelluldre Matrix, zu der z.B. Laminin, Fibrin und Plasmino-
gen gehoren. Durch die Sekretion von Zytokinen und Zelladhésionsmolekiilen sorgen die SZ
fiir ein ideales neurotrophes, d.h. die Regeneration forderndes Milieu. Uber die Zelladhiisi-
onsmolekiile wie z.B. neural cell adhesion molecule (N-CAM), L1 und N-cadherin, die auf
der Oberflache der SZ exprimiert werden, wird der Kontakt zwischen dem auswachsenden
Axonkegel und Molekiilen der extrazelluldren Matrix hergestellt und die Wachstumsfaktoren,
Rezeptoren und Zelladhésionsmolekiile werden wieder herunterreguliert. Die SZ beginnen die
Phase der Remyelinisierung auf Grund des Kontaktes zwischen Axolemm und SZ (Chen et al.
2007).

SZ konnen genetisch derart modifiziert werden, dass sie vermehrt regenerationsférdernde
Substanzen exprimieren (Timmer et al. 2003, Haastert et al. 2006 b, Haastert et al. 2007 b).
Der Gentransfer stellt eine Moglichkeit dar, um durch das gesteigerte Vorhandensein von
Wachstumsfaktoren einen Einfluss auf bestimmte Zielzellen zu erreichen. Somit kénnen in
einem Interponat vorhandene, genetisch modifizierte SZ die Regeneration positiv beeinflus-
sen (siche 2.5).

Das Fehlen oder eine zu geringe Zahl (Ansselin et al. 1998 a) von vitalen SZ in einem Trans-
plantat vermindert aufgrund schlechter neurotroper und -tropher Bedingungen die Regenera-
tion (Fansa et al. 2000, Burnett & Eric 2004, Chalfoun et al. 2006) bzw. sollten SZ in einem
Gewebeersatz neben einem Geriist fiir axonale Proliferation, Wachstumsfaktoren und extra-
zelluldrer Matrix enthalten sein (Evans 2001, Lundborg 2004). In Abwesenheit von SZ kann
der distale Nervenstumpf nicht geniigend neurotrophe Substanzen produzieren, um die von

proximal auswachsenden Axone zu aktivieren (Ansselin et al. 1998 a).
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2.2.5 Neurotrophe Faktoren und ihre Funktion in der peripheren Nervenregene-

ration

Neurotrophe Faktoren gehoren zu der gro3en Gruppe der Zytokine, zu denen z.B. auch Inter-
leukine, Chemokine oder Tumornekrosefaktoren gehoren. Zytokine gehoren zu einer Gruppe
von Polypeptiden, welche die Proliferation, Regeneration und die Differenzierung von Zellen
fordern (Ansselin et al. 1998 a, Boyd & Gordon 2002). Zytokine wirken iiber einen rezeptor-
vermittelten auto-, para- und/oder intrakrinen Mechanismus entweder auf den gleichen Zell-
typ, auf andere Zellen oder auf die sezernierende Zelle selbst. Hiufig werden Zytokine im ge-
sunden Gewebe auf niedrigem Niveau exprimiert und bei einer hochmetabolischen Situation
(Trauma, Entziindung) kommt es zu einem Anstieg der Konzentrationen (Terenghi 1999,
Zhang & Lineaweaver 2002).

Neurotrophe Faktoren sind also Proteine, die fiir das neuronale Uberleben, Axonwachstum,
fiir die Differenzierung und fiir die Neurotransmission wichtig sind (Barras et al. 2002, Lykis-
sas et al. 2007). Sie werden aufgrund ihrer molekularen, biochemischen und funktionellen
Eigenschaften unterteilt. Die Neurotrophine wie nerve growth factor (NGF), brain derived
neurotrophic factor (BDNF), neurotrophin-3 (NT-3) und neurotrophin-4/5 (NT-4/5), sind z.B.
kleine basische Polypeptide (Frostick et al. 1998). Sie binden an 2 Typen von Rezeptoren: al-
le binden mit niedriger Affinitdt an den Neurotrophin-Rezeptor p75 (p75SNTR) und mit hoher
Affinitdt an spezifische Tyrosinkinase Rezeptoren (Trk), NGF an TrkA, BDNF und NT-4/5
an TrkB, NT-3 an TrkC (Boyd & Gordon 2003, Chen et al. 2007). Die Trk-Rezeptoren geho-
ren zur Familie der Tropomyosin-Kinase-Rezeptoren, wihrend die p75-Rezeptoren der Tu-
mor-Nekrose-Factor-a-Rezeptor-Familie zuzuordnen sind (Boyd & Gordon 2003). Die Sig-
nalkaskaden beider Rezeptorenarten interagieren miteinander, was fiir die Wirksamkeit der
Neurotrophine wichtig ist.

Die Neurotrophine besitzen unterschiedliche Aufgaben, die sich teilweise iiberschneiden (7e-
renghi 1999):

Der Prototyp eines neurotrophen Faktors, NGF, wurde 1951 von Viktor Hamburger, Stan Co-
hen und Rita Levi-Montalcini isoliert, dieses Neurotrophin wird erstmalig 6 Stunden nach ei-

ner Nervenverletzung hochreguliert, ein weiteres Mal 3 Tage spiter und hilt diese erhohte
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Konzentration fiir ca. 2 Wochen (Zigmond et al. 1999, Boyd & Gordon 2003, Lykissas et al.
2007, Michalski et al. 2008).

BDNF wurde als weiteres Neurotrophin 1982 von Yves-Alain Barde, David Edgar und Hans
Thoenen aus adulten Schweine-Gehirnen isoliert und ist mit NGF verwandt (Zigmond et al.
1999). Die BDNF-Synthese ist normalerweise im ZNS am hochsten. Kommt es zu einer Zu-
sammenhangstrennung in einem peripheren Nerven, steigt die Konzentration von BDNF nach
3-7 Tagen an und erreicht nach 3-4 Wochen ihre hochsten Werte (Frostick et al. 1998, Zhang
& Lineaweaver 2002, Boyd & Gordon. 2003, Michalski et al. 2008). Omura et al. haben 2005
festgestellt, dass die BDNF-Expression am hochsten nach einer Neurotmesis und am niedrigs-
ten nach einer Neurapraxia war. Ebenso wie BDNF, werden die spezifischen Neurotrophin-
Rezeptoren durch denervierte SZ schnell hochreguliert (Boyd & Gordon 2002).

Die Konzentrationswerte von NT-3 verhalten sich anders. Es ist im Normalfall in ZNS und
PNS reichlich vorhanden, um dann bei einer Verletzung innerhalb von 6-12 Stunden zunéchst
abzufallen und nach ca. 2 Wochen wieder die physiologische Konzentration zu erreichen
(Frostick et al. 1998, Zhang & Lineaweaver 2002, Boyd & Gordon 2003). Omura et al.
(2005) haben dagegen nur eine Konzentrationsabnahme von NT-3 bei einer Neurotmesis und
der Axonotmesis, aber nicht bei einer Neurapraxia gemessen.

Der Fibroblastenwachstumsfaktor (FGF-)2 ist ein weiterer neurotropher Faktor und Mitglied
der FGF-Familie, die aus insgesamt 22 Mitgliedern besteht. Es ist ebenso wichtig fiir die Ent-
wicklung peripherer Nerven als auch fiir die de- und regenerative Prozesse ldsionierter Ner-
ven. Nach einer Verletzung im PNS wird die FGF-2-Expression in den Nervenstiimpfen

hochreguliert und die Regeneration unterstiitzt.

NGF: stimuliert die Nervenregeneration und ist ein axonales Fithrungsmole-
kiil.
NT-3: stimuliert die Nervenregeneration, ist ein axonales Fiihrungsmolekiil

und stimuliert das Neuritenwachstum.

NT-4/5: stimuliert die Nervenregeneration.

BDNEF: ist essentiell fiir die Nervenregeneration, erhoht den Durchmesser und
die Myelindicke regenerierter Axone.

FGF-2: stimuliert SZ-Aktivitit und Neuritenwachstum.
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In dieser Studie wurden die Faktoren BDNF und NT-3 verwendet, um diese mit Studien des
Institutes direkt vergleichen zu konnen (Verwendung von FGF-2; Timmer et al. 2003, Lipoka-
tic 2005, Haastert et al. 2006 b). Beide Faktoren haben einen Einfluss auf die Regeneration
im PNS.

2.3 Kiinstliche Nerveninterponate

Kiinstliche Nerveninterponate sollen als Leitschiene fiir regenerierende Axone dienen (Heath
& Rutkowski 1998, Huang & Huang 2006, Pfister et al. 2007) und den wachsenden Nerven
vor umliegendem Gewebe, z.B. Narbenbildung, schiitzen. Einige grundsitzliche Eigenschaf-
ten sollen Interponate besitzen: sie sollen leicht mit Hilfe mikrochirurgischer Techniken zu
implantieren sein, miissen sterilisierbar, sollten biokompatibel und membrandurchlissig sein.
Im Laufe der Jahre sind eine Vielzahl unterschiedlicher Gewebearten zum Uberbriicken peri-
pherer Nervenldsionen untersucht worden. Dabei muss man zwischen natiirlichen und synthe-
tischen Materialien unterscheiden. Zunichst galt die Aufmerksamkeit den natiirlichen Venen-
und Muskelschlduchen als Interponat. Sie haben den groen Vorteil der Biokompatibilitit, ge-
ringer toxischer Effekte und der Migrationsforderung von regenerationsfordernden Zellen. Zu
den natiirlichen Materialien zéhlen auch z.B. Laminin, Fibrin oder Kollagen. Die syntheti-
schen Materialien haben den Vorteil, dass sie in Form, Stabilitit, physikalischen Eigenschaf-
ten, Oberfldchenbeschaffenheit, Abbaubarkeit und Membrandurchlédssigkeit den jeweiligen
Bediirfnissen angepasst werden konnen (Evans 2001, Schmidt & Leach 2003, Lundborg 2004,
Chalfoun et al. 2006).

Weitere Unterschiede werden zwischen resorbierbaren und nicht-resorbierbaren Materialien
gemacht. Die nicht-resorbierbaren Materialien haben den Nachteil, dass ein zweiter operativer
Eingriff nach erfolgter Regeneration notwendig wird, um das Interponat wieder zu entfernen.
Nicht-resorbierbare Materialien konnen zu Langzeitkomplikationen wie Fibrosierung, Infek-
tionen oder chronischer Nervenkompression fiithren (Heath & Rutkowski 1998, Huang & Hu-
ang 2006). Zu den nicht-resorbierbaren Materialien zédhlen z.B. Silikon, Polyvinylchlorid, E-
thylenvinylacetat. Silikon ist ein bisher lang genutztes Material in der Forschung, das aller-

dings wenig permeabel und pords ist, was zu einem Sauerstoffdefizit innerhalb einer ge-
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schlossenen Silikonkammer fiithrt. Dennoch handelt es sich bei dem experimentellen Einsatz
von Silikon als Nerveninterponat um ein etabliertes Standardmodell (Lundborg 1982 a)

Hiufig verwendete resorbierbare Materialien sind z.B. Poly-L-Lactide, Poly-L-
glycolsdurelactid, Polyglactin. Sie unterscheiden sich z.B. in ihrer Membrandurchlédssigkeit
oder in der Art und der Zeitspanne ihres Abbaus, die Abbauprodukte fithren aber auch teil-

weise zu starken Entziindungsreaktionen (Schmidt & Leach 2003).

2.3.1 Beflllung der Interponate - Tissue engineering

In der Vergangenheit wurden in vielen experimentellen Studien der Unterschied in den Befiil-
lungsmoglichkeiten untersucht. Es hat sich dabei gezeigt, dass Interponate, die mit regenerati-
onsfordernden Substanzen (extrazelluldre Matrix, neurotrophe Faktoren) und/oder Zellen be-
fiillt wurden, bessere Ergebnisse als leere bzw. nicht diese Faktoren enthaltenden Interponate
aufwiesen (Burnett & Eric 2004, Chalfoun et al. 2006, Haastert et al. 2006 a, Chen et al.
2007, Pfister et al. 2007).

Zu den Bestandteilen der extrazelluldren Matrix zdhlen Kollagen, Fibrin und Laminin. Die
Proteine spielen eine wichtige Rolle in der axonalen Entwicklung und bei der Wiederherstel-
lung (Heath & Rutkowski 1998, Huang & Huang 2006). Sie verbessern die Ausdehnung der
Axone durch Axon-Axon- bzw. durch Axon-Schwann-Zellen-Interaktionen (Frostick et al.
1998). Fansa et al. (2003 a) haben festgestellt, dass Laminin das Auswachsen der Neuriten
und die neuronale Differenzierung beeinflusst. Fehlt Laminin in dem Interponat, vermindert
es trotz Anwesenheit von SZ die Regeneration. Laminin ist eines der wichtigsten Proteine der
Remyelinisierung. Es kommt zu falscher SZ-Differenzierung, wenn es nicht vorhanden ist,
und ist entscheidend fiir die Proliferation, Differenzierung und das Uberleben von SZ (Chen

et al. 2007).

2.4 Ziel der Arbeit

Die wissenschaftlichen Erkenntnisse iiber die Regeneration des peripheren Nervensystems
nach einer Nervenverletzung mit groBem Substanzverlust sind weiter vorangeschritten, aber

die Behandlungsmoglichkeiten sind noch immer unzureichend. Ziel dieser Arbeit war es, in
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in-vivo-Studien zur peripheren Nervenregeneration iiber weite Distanzen am Modell des N.
ischiadicus der adulten Ratte die Effekte einer Uberexpression von BDNF und NT-3 durch
transplantierte SZ auf die funktionelle und morphologische Nervenregeneration nach groem
Substanzverlust zu untersuchen.

Da aus der Literatur bekannt ist, dass SZ und neurotrophe Faktoren einen positiven Effekt auf
die Regeneration haben, wurden SZ in ein Silikonrohrchen, das als Leitschiene fiir Axone
dienen soll, eingebracht. Die SZ wurden genetisch modifiziert, damit sie BDNF bzw. NT-3
tiberexprimieren und das Ausmall der Nervenregeneration im Vergleich zu physiologischen
SZ nach einer Versuchsdauer von 3 Monaten ausgewertet.

In vorangegangenen Studien wurde der Einfluss des Fibroblastenwachstumsfaktors-2 (FGF-2)
auf die Regeneration peripherer Nerven iiber weite Distanzen untersucht (Timmer et al. 2003,
Lipokatic 2005, Haastert et al. 2006 b). Fiir diese Untersuchungen wurde ein Tiermodell der
adulten Ratte etabliert. Adulten Ratten wird dabei einseitig der N. ischiadicus durchtrennt und
die genetisch modifizierten SZ in einem Silikon-Rohrchen implantiert, um eine Distanz von
13 mm zu iiberbriicken.

Die Moglichkeiten der transplantations-chirurgischen Therapie von Nervenverletzungen sind
auch in der Veterindrmedizin denkbar. Um fiir Hunde eine klinische Anwendung des Regene-
rationsmodell, wie es fiir die Ratte beschrieben ist, zu ermdglichen, bestand der zweite Teil
der Arbeit in der Etablierung von Methoden zur Isolation, Kultivierung, Anreicherung und

genetischer Modifikation adulter caniner SZ aus dem N. ischiadicus von Hunden.
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Teil A) In-vivo-Studien zur peripheren Nervenregeneration iiber weite Distanzen am Modell

des Nervus ischiadicus der adulten Ratte - somatischer Gentransfer von BDNF und NT-3.

3.1 Versuchstiere

Insgesamt 28 weibliche Sprague-Dawley-Ratten wurden von Charles River Wiga GmbH,
Sulzfeld, Deutschland bezogen. Die Tiere waren zu Versuchsbeginn ca. 8 Wochen alt und
wogen 195 bis 230 g. Die Ratten wurden im Zentralen Tierlabor (ZTL) der Medizinischen
Hochschule Hannover in Gruppenhaltung von 4 Tieren unter Standardlaborbedingungen bei
einer Raumtemperatur von 22 £ 2°C, einer Luftfeuchtigkeit von 55 + 5% und einem Beleuch-
tungszeitraum von 6.00-18.00 h MEZ in Makrolon-Kifigen (Typ IV S) auf Standardeinstreu
fir Labortiere (Altromin, Altrogge, Lage, BRD) gehalten und bekamen Altromin-
Haltungsfutter (Altrogge, Lage, BRD) und Wasser ad libitum. (Tierversuchsgenehmigung
Aktenzeichen 33H-42505-05/947 bei der Bezirksregierung Hannover).

3.1.2 Versuchsdesign

Die Versuchstiere erhielten, nachdem der linksseitige N. ischiadicus durchtrennt worden war,
ein Silikonrohrchen als Nervenimplantat. Diese Silikonrohrchen waren unterschiedlich be-
fiillt: als Grundsubstanz enthielten alle Matrigel, in dem neonatale SZ suspendiert wurden.
Die neonatalen SZ wurden genetisch transfiziert, so dass sie BDNF (BDNF, n = 12) und NT-3
(NT-3, n = 12) iiberexprimierten. In der Kontrollgruppe wurden nicht-transfizierte SZ ver-
wendet (SZ, n = 4). Im Beobachtungszeitraum von 3 Monaten wurden die funktionelle moto-
rische Regeneration anhand einer Laufmusterbestimmung und die sensible Regeneration mit
Hilfe eines Schmerzreflextestes evaluiert. Zusitzlich wurden die Qualitiit der regenerierten
Neurone mithilfe eines retrograden Neuronenmarkers (Dil) dargestellt, elektrophysiologische

Messungen durchgefiihrt und die Implantate morphometrisch untersucht.
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3.1.3 Zellkulturtechnik

Die zu implantierenden SZ wurden aus den Nn. ischiadici neonataler Ratten nach einem in
dem Labor etablierten Protokoll (Timmer et al. 2003, Haastert et al. 2005) entnommen. Die
Aufreinigung der Kulturen erfolgte in Gegenwart cytosine arabinoside (Ara-C) und mittels
Thy-1 Antikorper gekoppelter Dynabeads. Die gewonnenen Zellen wurden kultiviert, die Pro-
liferation durch Forskolin-(FK)-Zugabe angeregt. Mit Antikorper gegen den Schwann-Zell-
Marker S100 wurde die Reinheit der Kulturen immunzytochemisch bestimmt. Die Transfek-
tion der SZ wurde mit Metafectene ™ (Biontex) durchgefiihrt. Die DNA wurde in das Plasmid
pCineo kloniert (Haastert et al. 2006 b). Die erfolgreiche Uberexpression von BDNF und
NT-3 wurde im Verlauf der Kultivierung und unmittelbar vor der Transplantation im Ver-
gleich zu physiologischen SZ mittels ELISA nachgewiesen. Nach sukzessivem Serumentzug
und Kultivierung im serumfreien Medium wurden die Zellen direkt vor der Implantation in
Matrigel resuspendiert und, sobald der proximale Stumpf in dem Silikonrohrchen adaptiert

wurde, mit einer Pipette in das Silikonrohrchen verbracht.

3.1.4 Operationstechnik/ Implantation

Die Eroffnung des Operationsfeldes und die Implantation des Tubes wurden von Frau Dr.
Haastert durchgefiihrt, wihrend die Operationsvorbereitung, der Wundverschluss und die
Operationsnachsorge von mir verrichtet wurden.

Im Verlauf der operativen Eingriffe wurden die Tiere zum Schutz vor Unterkiihlung auf ein
Heizkissen gelegt und die Augen zum Schutz vor Austrocknung mit Panthenolsalbe bedeckt.
Fiir den Eingriff wurde ein Operationsmikroskop (OPMI) zur Hilfe genommen.

Jeweils ein Tier wurde durch CO,-Einleitung in einem Makrolon-Kifig Typ III kurzzeitig be-
tdubt, um die intraperitoneale Injektion von Chloralhydrat (370mg/kg Korpergewicht) zur
Narkotisierung zu ermoglichen. Der narkotisierten Ratte wurde die laterale Seite der linken
Hintergliedmale rasiert, gesdubert und mit 70%igem Alkohol desinfiziert. Das Operationsfeld
wurde mit steriler Inzisionsfolie abgeklebt. Die Haut wurde parallel zum Femur, ca. 0,3 mm
kaudal hiervon, auf einer Linge von 2-3 cm mit einem Skalpell (No. 21) durchtrennt. Um den
N. ischiadicus freizulegen, wurden die Muskelbduche der Mm. semitendinosus und biceps

femoris stumpf mit einer Metzenbaumschere getrennt. Der Nerv wurde vom umliegenden
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Bindegewebe mit Hilfe einer VANNAS-Mikroschere und Uhrmacherpinzetten (Dumont No.
5) befreit und proximal der Trifurkation in N. tibialis/N. fibularis/ N. suralis durchtrennt.
Dann wurde das Silikonrohrchen mit SZ in Matrigel befiillt. Das eingebrachte Volumen war
von der vorhandenen Zellzahl abhingig (Endkonzentration 114.286 Zellen/ul Matrigel) und
lag bei 14-21 pl pro Implantat. Die implantierte Zellzahl pro Silikonréhrchen betrug: BDNF =
1.600.000 Zellen, NT-3 = 2.360.000 Zellen, SZ = 2.100.000 Zellen.

Der proximale Nervenstumpf wurde durch Einziehen eines epineuralen Knopfheftes (Ethilon-
Faden 9/0) 2 mm in das 16 mm lange Silikonrdhrchen eingebracht und befestigt. Der distale
Stumpf wurde 1 mm in das Rohrchen eingebracht und ebenfalls mit einem Knoptheft befes-
tigt. AnschlieBend wurden die Muskelbduche mit resorbierbarem Faden (Dexon, 3/0) wieder
adaptiert und die Haut mit nicht-resorbierbarem Faden (Ethilon, 4/0) durch Donaty-Hefte ver-
schlossen.

Die Tiere wurden im Anschluss an die Operation warm gehalten und einzeln aufgestallt. Erst
am folgenden Tag wurden die Ratten in der urspriingliche Gruppenordnung wieder zusam-
mengesetzt. Dabei wurden gleichzeitig das Allgemeinbefinden und auch das Autotomie-
verhalten kontrolliert. Diese Uberpriifung erfolgte nachfolgend in regelmiBigen Abstinden.
Zeigten die Ratten ein Autotomieverhalten, wurde der betroffene Fufl mit Antibei3-Spray

(wirksamer Bestandteil: Oleum foetidum animale) eingespriiht.

3.1.5 Analyse der funktionellen Regeneration

Um iiber 3 Monate den Verlauf der motorischen Regeneration zu bestimmen, wurden 3 Tage
vor der Operation, 3 Tage nach der Operation und danach alle 3 Wochen, Abdriicke der Hin-
terpfoten genommen, mit denen der Sciatic Function Index (SFI) berechnet wurde. Um die
sensorische Regeneration zu testen, wurde ein reflektorisches Zuriickziehen der getesteten

HintergliedmalBe auf einen durch eine Kaniilenspitze vermittelten Schmerz-/Druckreiz erfasst.

3.1.5.1 Motorische Regeneration

1982 entwickelten De Medicaneli et al. eine Methode, die zur Bestimmung des Regenerati-

onserfolges motorischer Funktionen nach einer Lésion des N. ischiadicus genutzt werden
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kann. Diese nicht-invasive Methode wurde von Bain et al. (1989) modifiziert und als Sciatic
Function Index (SFI) bezeichnet (Evans 2001, ljkema-Paassen et al. 2004, Haastert et al.
2006 b). Der SFI driickt iiber eine Berechnung unterschiedlicher Parameter der Pfoten beider
HintergliedmaBen die Funktionstiichtigkeit des lddierten N. ischiadicus aus. Es werden dazu
im Vergleich der linke und der rechte FuBabdruck der HintergliedmaBle gemessen, und zwar
der Abstand zwischen der 1. und der 5. Zehe (Toe Spread, TS), der Abstand zwischen der 2.
und der 4. Zehe (Intermediate Toe Spread, ITS) und der Abstand zwischen der 3. Zehe und
der Ferse (Print Length, PL) (Klapdor et al. 1997).
Die gemessenen Werte werden in folgende Formel zur SFI-Berechnung eingesetzt:
SFI = - 38,3 x (EPL - NPL)/NPL

+109,5 x (ETS — NTS) / NTS

+ 13,3 x (EITS — NITS) / NITS

-8,8
EPL/ NPL = Abstand 3. Zehe - Ferse liasionierter/ nicht-ldsionierter Fufl ; ETS/ NTS = Ab-
stand 1. Zehe — 5. Zehe ladsionierter/ nicht-lasionierter Fuf3 ; EITS/ NITS = Abstand 2. Zehe —
5. Zehe ldsionierter/ nicht-ldsionierter Full (Bain et al. 1989)
Der N. ischiadicus innerviert motorisch am Oberschenkel den M. biceps femoris, am Unter-
schenkel die Mm. gastrocnemius, soleus, tibialis anterior, extensor digitalis longus, extensor
hallucis longus, fibularis tertius, fibularis longus und fibularis brevis. Sensibel versorgt er die
lateralen Hautareale distal des Tarsalgelenkes.
Bedingt durch die gesetzte Lasion des N. ischiadicus kommt es durch fehlende Innervation zu
einer gednderten FuBhaltung mit daraus resultierendem geindertem Laufmuster. Die Zehen
konnen nicht mehr gespreizt werden und das Tarsalgelenk wird verstirkt gebeugt, in Folge
dessen wird der Full ganz aufgesetzt (Bain et al. 1989). Dadurch veridndern sich die Abstinde
von TS, ITS und PL und fithren zur Verminderung des SFI. Im nicht-ldsionierten Fuf} liegt
der SFI im Idealfall nahe O, durch die Lasion bei Werten um -100 (Dijkstra et al. 2000,
Haastert et al. 2006 b).
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Abbildung 3: A) FuB8abdruck einer linken Hintergliedmalle einer gesunden Ratte; B) Winkel
des Tarsalgelenkes einer gesunden Ratte; C) Zehenspreizung bei gesundem N. ischiadicus; D)
FuBhaltung bei einer N. ischiadicus-Lision; E) Winkel des Tarsalgelenkes bei einer N. ischia-

dicus-Liésion; F) veridnderte Zehenhaltung bei einer N. ischiadicus-Lision (modifiziert nach

Bain et al. 1989)
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Fiir die Abnahme der FuBabdriicke wurde eine Laufanlage konstruiert. Diese bestand aus ei-

Abbildung 3a: zeigt einen FuBabdruck und Zehenspreizung
einer gesunden Ratte; a) ITS: intermediate toe spread, b) TS:
c toe spread, c) PL: Printh lenght

ner Laufbahn mit einer Linge von 1 m, einer Breite von 15 cm bei einer Steigung von 10°.
Auf dieser Laufbahn wurde eine Regenrinne befestigt, um einen Tunnel herzustellen. Die
Laufbahn wurde vor jedem Versuch mit einer herkdmmlichen Raufasertapete ausgelegt. Die
Pfoten wurden auf Stempelkissen in zwei unterschiedlichen Farben angefirbt (Ozmen et al.

2002, Lipokatic 2005).
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Abbildung 4: Dargestellt ist die Laufbahn zur Abnahme der Fulabdriicke.

Fiir die Abdrucknahme wurden die Tiere im Brust-Schulter-Bereich fixiert und die Pfoten der
HintergliedmaBlen mit sanftem Druck auf den Stempelkissen platziert. AnschlieBend wurden
die Tiere am Beginn des Tunnels losgelassen, so dass sie die Laufbahn hinauflaufen konnten.

Die gewonnenen FuBlabdriicke wurden mit einer Auflosung von 75 dpi eingescannt und als
Bitmap-Datei gespeichert. Mit Hilfe des Computerprogramms Footprints (Version 1.22,
Klapdor et al. 1997) konnten der TS, ITS und PL vermessen und gespeichert werden, um an-
schlieBend in Microsoft Excel importiert zu werden. So konnte der SFI nach der oben genann-

ten Formel berechnet werden.

3.1.5.2 Sensorische Regeneration

Die Regeneration der sensorischen Nervenfasern wurde durch einen schmerzvermittelteten
Reflex tiberpriift. Dazu wurden die Tiere vor der Laufmusterbestimmung fixiert, so dass beide
HintergliedmaBen frei und beweglich waren. Mittels einer Kaniilenspitze (0,40 x 12 mm)
wurde zundchst die Haut der nicht-ldsionierten HintergliedmaBe gereizt und die Reaktion als
positiv bewertet, wenn es zu einem reflektorischen Zuriickziehen der Hinterpfote kam. Da-
nach wurde der mediale Hautbereich der lasionierten Pfote getestet und ebenfalls positiv ge-

wertet, wenn es auch hier zu einem Reflex kam. Als letztes wurde der laterale Bereich getes-
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tet. Wenn es nach mehrmaliger Reizsetzung nicht zu einem Reflex kam, wurde es als negativ

gewertet.

3.1.6 Qualitative Analyse des Regenerationserfolges

3.1.6.1 Elektrophysiologie

Um die funktionelle Regeneration der Nervenfasern nicht nur durch die Laufmusteranalyse zu
evaluieren, wurde zusitzlich nach den 12 Wochen eine elektrophysiologische Messung
durchgefiihrt. Diese Messungen wurden mit freundlicher Unterstiitzung von Frau Dr. Haastert
durchgefiihrt.

Zundchst mussten die Tiere narkotisiert werden (CO,, Chloralhydrat 370 mg/kg KG, siehe
oben). Fiir diesen Eingriff wurden der linke und der rechte Oberschenkel rasiert, desinfiziert
und mit der Inzisionsfolie abgeklebt. Der linke Oberschenkel wurde erdffnet und der N. ischi-
adicus mit dem implantierten Silikonrohrchen freigelegt. Wenn in dem Implantat ein regene-
riertes Gewebekabel vorhanden war, wurde der Bereich des Rohrchens und des Nerven vom
umliegenden Bindegewebe befreit, der Bereich weitgehend trocken gehalten und mit kleinen
Latex-Tiichern gegen das umliegende Gewebe geschiitzt. Wenn kein Gewebekabel vorhanden
war, wurde gleich mit dem in Punkt 3.1.7 beschriebenen Schritten fortgefahren.

Eine bipolare Haken-Stimulationselektrode (Stahl) wurde proximal des Silikon-Rohrchens
und die Nadel-Ableitelektroden im M. gastrocnemius und in der Achillessehne platziert (Ten-
don-Belly-Methode zur bipolaren Ableitung). Es wurden mittels einer Software-gesteuerten
Stimulationseinheit (Keypoint Portable, Medtronic GmbH) Einzelreize mit einer Bandbreite
von 20-3000 Hz und einer Dauer von 0,1 ms ausgelost. Dabei wurde die Intensitidt auf maxi-
mal 8 mA gesteigert. Die durch die Reize ausgelosten Muskelsummenaktionspotentiale
(MSAP) wurden mit einem Elektromyographen fiir klinische Anwendungen aufgezeichnet.
Die Latenzzeit und die Amplituden der MSAP’s wurden berechnet und gespeichert. Dann
wurde der rechtsseitige N. ischiadicus freigelegt und zum direkten Vergleich gemessen. Im
Anschluss wurden die Wunden durch Muskel- und Hautnaht wieder verschlossen. Vorher
wurde bei einigen Tieren die linke Hintergliedmafe mit dem retrograd transportierten Neuro-

nenmarker Dil markiert, aus der BDNF-Gruppe waren dies 5 von 7 Tieren (die ein Gewebe-
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kabel enthielten), in der NT-3-Gruppe 4 von 6 Tieren und das Tier mit Gewebekabel aus der
SZ-Gruppe (siehe 3.1.6.2).
Die Analyse der EMG’s wird in einer weiteren Dissertation von Frau cand. med. Katharina

Jaschke beschrieben.

3.1.6.2 Neuronenmarker Dil

Der N. ischiadicus ist ein gemischter Nerv, d. h. er beinhaltet sowohl sensorische als auch
motorische Fasern. Mit Hilfe des Neuronenmarker sollte untersucht werden, ob bei der Rege-
neration Unterschiede in den regenerierenden Faserqualititen vorlagen. In den DRGs befin-
den sich die Zellkorper der primiren sensorischen Neurone. Im Gegensatz dazu befinden sich
die Perikaryen der Motoneurone im Vorderhorn des Riickenmarkes (RM).

Unter der Voraussetzung, dass sich im Implantat ein regeneriertes Gewebekabel befand, wur-
de im Anschluss an die elektrophysiologischen Tests der N. ischiadicus distal des Implantates
mit einer Mikroschere durchtrennt und die Kristalle des lipophilen Fluoreszenzfarbstoff Dil
auf diesen Bereich aufgetragen. Der distale Nervenstumpf wurde explantiert und fixiert (siehe
3.1.7). Nach einer Inkubationszeit von mindestens 1,5 Stunde wurden die Kristalle mit
0,9%iger NaCl-Losung vorsichtig abgespiilt und so aus dem Wundbereich entfernt. Die Wun-
de wurde durch eine Muskel- und Hautnaht wieder verschlossen. Postoperativ wurden die
Tiere warm gehalten und am néchsten Tag der Kot- und Harnabsatz kontrolliert. Am folgen-
den Tag wurden die Tiere in ihre urspriingliche Gruppenordnung zusammengesetzt. Im Ver-
lauf der nédchsten 14 Tage wurde der Farbstoff retrograd iiber die Axone zu den Zellkdrpern
transportiert.

Nach diesen 14 Tagen wurden die Tiere durch CO;-Einleitung getdtet, um das Implantat zu
entfernen. Der linke Oberschenkel wurde desinfiziert (mit 70% Alkohol), er6ffnet, das Imp-
lantat freigelegt und das umliegende Bindegewebe entfernt. Das Rohrchen wurde am proxi-
malen Ende des Tubes getrennt und entnommen. Die weitere Gewebeaufbereitung wird in
Punkt 3.1.7 beschrieben.

Nach Entnahme des Implantates wurde der Brustkorb des Tieres mit einer chirurgischen
Schere ertffnet, um das Herz freizulegen. Das Perikard wurde aufgeschnitten und iiber den

linken Ventrikel eine Perfusionskaniile in die Aorta eingefiihrt, iiber die das GefdB3system der
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Ratte zunéchst mit 0,9%iger NaCl-Losung gespiilt und dann mit 4%iger PFA-L6sung infun-
diert wurde, um den Korper zu fixieren. AnschlieBend wurde von dorsal der Wirbelkanal er-
offnet und das Riickenmark freigelegt. Zur Analyse der retrograd markierten Nervenzellkor-
per wurde lumbales RM im Bereich der Segmente L4-L.6 erdffnet und die DRGs der linken
Seite herausgenommen.

Die DRGs und das RM wurden in 4%iger PFA-Losung iiber Nacht weiter fixiert, danach in
30%iger Saccharose-Losung gelagert (wenigstens 24 Stunden) und anschlieBend in Tissue-
Tek (TM) aufgefroren. Fiir die Auswertung wurden am Cryostaten von den DRGs 14 um und
vom Riickenmark 25 um dicke Schnitte angefertigt und auf unbeschichtete Objekttriger iiber-
tragen.

Die Auszihlung der retrograd markierten Neurone wurde von Katharina Jiaschke durchgefiihrt

und die Befunde in deren Dissertation beschrieben und diskutiert.

3.1.7 Explantation des regenerierten Gewebes und Gewebeaufarbeitung

Entsprechend dem Vorgehen in vorangegangenen Studien (Lipokatic 2005, Haastert et al.
2006 b) wurden zur Analyse der regenerierten Gewebe am Ende der jeweiligen Untersu-
chungsperiode die Implantate inklusive der proximalen und distalen Nervenstiimpfe explan-
tiert und unmittelbar in Karnovsky-Fixans (2 % PFA, 2,5 % Glutaraldehyd in 0,2 M Na-Caco-
Dylat-Puffer, pH 7,3) iiberfiihrt. Nach 24 h wurde das Gewebe, das sich in den Rohrchen be-
fand, herausprépariert und 3-mal fiir 10 min mit einem 0,1 M Na-CaCo-Puffer, der 7,5 %
Saccharose enthielt, gespiilt. Das Gewebe wurde 1,5 h in 1 % OsOy4 nachfixiert (freundlicher-
weise durchgefiihrt von Frau Natascha Heidrich) und eine Markscheidenfirbung nach Schult-
ze (Schultze 1910) in 1 % Kalium-Dichromat (24 h), gefolgt von einer Inkubation in
25%igem Alkohol (24 h), einer Himatoxylin-Firbung (0,5 % in 70 % Alkohol, 24 h) und
mehrmaligem Auswaschen von Farbiiberschiissen mit 25% Alkohol, durchgefiihrt.

Daran schloss sich eine Entwésserungsreihe in Alkohol an: 2 x 5 min 50 % Alkohol, 2 x 5
min 75 % Alkohol, 2 x 5 min 90 % Alkohol und 6 x 5 min 100 % Alkohol. Danach wurde das
Gewebe fiir 2 x 10 min in Toluol inkubiert, bevor es fiir 30 min in Toluol/Epoxidharz im Tro-

ckenschrank bei 40°C inkubiert wurde. AnschlieBend wurde das Gewebe in ein Epoxidharz
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(16,7 % DDSA, 34,9 % MNA, 47,9 % Glycidether, 1,5 % DMP30) eingebettet (Trocken-
schrank 20 h bei 40°C und im Anschluss 40 h bei 60°C).

Nachdem das eingebettete Gewebe ausgehdrtet war, wurden an einem Ultramikrotom 1 um
dicke Semidiinnschnitte mit einem frisch gebrochenem Glasmesser geschnitten. Die Schnitte
wurden auf unbeschichtete Objekttriger aufgezogen und bei 60°C auf einer Heizplatte auf die
Objekttriger aufgebrannt. Fiir eine bessere Kontrastierung der Markscheiden wurden die
Schnitte mit einer 0,1%igen Toluidinblaulosung nachgefirbt und im Anschluss mit Corbit-
balm eingedeckt.

Die semidiinnen Querschnitte wurden an definierten Punkten der regenerierten Gewebekabel
angefertigt. Zundchst wurden Querschnitte bei +6,0 mm, +6,5 mm, +9,75 mm und bei +13,0
mm distal des proximalen Stumpfes geschnitten und ausgewertet. Bei den Querschnitten bei
+6,0 mm, die Axone aufwiesen, wurde bei +3,25 mm ein weiterer Schnitt hergestellt. Die
Gewebekabel, die keine Axone bei +6,0 mm aufwiesen, wurden nach proximal in 500 pm-
Abstinden weiter geschnitten, bis 2 aufeinanderfolgende Schnitte im Abstand von 500 um

Axone enthielten.

dist

o === |-

5 3,25 6,0 9,75 13,0

Abbildung 5: Schematisch ist ein Gewebekabel mit den zugehorigen Schnittpunkten darge-
stellt

3.1.8 Quantitative Analyse des Regenerationserfolges

Fiir die quantitative Auswertung wurden die angefertigten Schnitte mit einer Color View 12-
Kamera an einem BX Olympus-Mikroskop bei 400facher Vergroerung mit dem Computer-
programm AnalySIS—Pr0® aufgenommen.

Der Nervenquerschnitt war hidufig bei 400facher VergroBerung so groB}, dass er nicht auf ein
Bild passte. Daher wurden mehrere Einzelbilder mittels der Programmfunktion ,,Multiple

Image Alignment* zu einem Gesamtbild zusammengefiigt und als TIF-Datei abgespeichert.
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Die morphometrische Auswertung der Nervenquerschnitte erfolgte mit einem am Institut fiir
Neuroanatomie entwickelten Computermakro auf der Basis von AnalySIS-Pro® (Timmer et
al. 2003).

An den Semidiinnschnitten der regenerierten Gewebekabel wurde die absolute Anzahl und
der g-ratio der regenerierten myelinisierten Axone bestimmt.

Der g-ratio bestimmt den Grad der Myelinisierung eines Axons aus dem Verhiltnis von A-
xon-Durchmesser und dem gesamten Faserdurchmesser. Die Myelinisierung ist umso besser,
je kleiner der g-ratio ist. Daftir wurden 500 Axone, bzw., wenn weniger als 500 vorhanden
waren, alle Axone, zur Bestimmung des g-ratios pro Querschnitt berechnet. Um eine mog-
lichst groBfldachige Verteilung der ausgewerteten Axone zu gewdhrleisten, wurde ein Raster
von 100 pm Kantenlidnge aufgetragen. Aufgrund dessen, dass die Axone teilweise sehr unter-
schiedlich in den einzelnen Nervenquerschnitten verteilt waren, wurden die Felder bertick-

sichtigt, die eine hohere Anzahl (> 20 Axone) an Axonen enthielten.
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Abbildung 6: zeigt schematisch die Verteilung der Axone bei unterschiedlichen Nerven mit
dem aufgetragenen Raster. Anhand dieser Zeichnung ist erkennbar, dass die Axone unter-

schiedlich im Nervenquerschnitt verteilt waren.

3.1.9 Statistische Auswertung

Fiir die einzelnen Tiergruppen wurden zunichst der Mittelwert und die Standardabweichung
mit Hilfe des Statistikprogramms GraphPad InStat 3 bestimmt. Die Beurteilung signifikanter
Unterscheide zwischen zwei Gruppen wurde durch den nicht-parametrischen Mann-Whitney-

Test bestimmt. Als signifikant wurden Werte von p < 0,05 bzw. p < 0,01 beriicksichtigt.
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Teil B) Etablierung von Methoden zur Isolation, Kultivierung, Anreicherung und genetischer

Modifikation adulter caniner Schwann-Zellen

3.2 Tiere

Das in diesem Teil der Arbeit verwendete Nervengewebe wurde aus dem linken Nervus ischi-
adicus von Hunden entnommen, die aufgrund einer infausten Prognose euthanasiert wurden.
Die Entnahmestelle wurde wie fiir eine Operation vorbereitet, d.h. die Entnahme wurde steril
durchgefiihrt. Dafiir wurde die Haut an der Entnahmestelle rasiert, gereinigt und desinfiziert.
Der Zugang erfolgte von kaudal. Nach dem Hautschnitt lagen der Musculus semitendinosus
und der Musculus semimembranosus frei. Diese wurden stumpf voneinander gelost, so dass
der Nervus ischiadicus frei zugénglich wurde. Der Nerv wurde méglichst weit proximal abge-
trennt. Bei der Entnahme war der Nerv augenscheinlich intakt und unverédndert.

Die Entnahme der Nerven durch Tieriarzte der Tierdarztlichen Hochschule Hannover, Klinik
fiir kleine Haustiere, wurde unmittelbar nach der Euthanasie der Hunde durchgefiihrt, damit
gewihrleistet wurde, dass die SZ iiberleben konnten.

Nach der Entnahme wurde der Nerv in ein mit 10 ml Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) und 1% Penicillin/Streptomycin gefiilltes 15 ml-Falcon®-Réhrchen iiberfiihrt und
bei Kiihlschranktemperatur (4°C) bis zur weiteren Bearbeitung zwischengelagert. Maximal
wurden die Nerven aus organisatorischen Griinden fiir 15 Stunden im Kiihlschrank aufbe-

wabhrt.
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Nerv Rasse Geschlecht | Alter Erkrankung Gewicht des
Nerven [g]

1 Boxer mannlich 10 Gehirntumor 0,5743
Jahre

2 Mischling weiblich 8 Jah- Gehirntumor 0,8259

re

3 Deutscher Schi- weiblich 10 Hiiftgelenksdysplasie 0,7680
ferhund Jahre

4 Mischling ménnlich 11 Lungentumor 0,9576
Jahre

5 Staffordshire- méinnlich 10 | Gehirntumor mit einseitigem 0,5250

Terrier-Mix Jahre Hydrozephalus

6 Cocker Spaniel minnlich 10 GroBhirnsymptomatik 0,4582
Jahre

7 Terrier-Mix weiblich- 15 Vestibularsyndrom 0,4781
kastriert Jahre

Tabelle 1: In der Tabelle ist das Signalement, das Alter, das Geschlecht, die Ursache fiir die

Euthanasie und das Gewicht der Nerven aufgefiihrt.

3.2.1 Préparation des Nerven

Die gewonnenen Nerven wurden in eine Petrischale (60 X 15 mm) uiberfiihrt, die mit DMEM

gefiillt war. Unter einem Stereomikroskop wurden die Nerven mit feinen Uhrmacherpinzetten

von Fettgewebe, Para- und Epineurium befreit und dann in kleinere Petrischalen (35 x 10

mm), ebenfalls gefiillt mit DMEM, iiberfiihrt. Um den Nerven besser vom Epineurium befrei-

en zu konnen, wurde der Nerv in annihernd gleich grofle Teile von ca. 1 cm Lénge geteilt.

Danach wurden die Nervenstiicke auf einer Feinwaage gewogen. Mit einem Skalpell (Grofe

15) wurde der Nerv in ca. 3-5 mm grofe Explantate weiter zerteilt. Die gesamte Priparation

erfolgte unter sterilen Bedingungen.
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3.2.2 Prdadegeneration in vitro

Die Epineurium-freien Fasern wurden auf 6-well-Platten iiberfiihrt. Dieser Vorgang wurde
unter einer sterilen Werkbank durchgefiihrt. Die wells der Platte wurden vorher mit einer Mi-
schung aus Kollagen G und Melanozyten-Wachstums-Medium im Verhéltnis 1:2 (in einem
Falcon®-Rohrchen vermischt, 2 ml/ well einer 6-well-Platte, aufgetragen mittels Pipette) be-
schichtet (modifiziert nach Pauls et al. 2004). Zur Verfestigung des Kollagens wurden die
Platten fiir 1 h in den Inkubator (37°C) gelegt.

Die Nerven wurden auf die Kollagen-Mischung gesetzt und noch einmal ohne Mediumzugabe
fiir 15 min in den Inkubator verbracht, damit die Nerven besser an dem Kollagen haften konn-
ten. AnschlieBend wurden 2 ml Pridegenerationsmedium pro well vorsichtig hinzugefiigt.
Aufgrund der Pridegeneration konnen durch den Ablauf der Waller-Degeneration in vitro
mehr und leichter canine SZ isoliert und damit fiir die weitere Verwendung gewonnen werden
(Ansselin et al. 1995, Ansselin et al. 1998 b, Fansa et al. 2000), ebenso unterstiitzt die Pride-
generation das Auswachsen der Fibroblasten aus der Kultur (Mauritz et al. 2004, Haastert et
al. 2007 a).

Das Priadegenerationsmedium bestand aus 98 ml Melanozyten-Wachstums-Medium mit Her-
stellerzusitzen (0,4% bovines Hypophysenextrakt (BPE), 1 ng/ml FGF-2, 5 ug/ml Insulin, 0,5
pg/ml Hydrocortison, 10 ng/ml Phorbol-Myristate-Acetate, 50 ng/ml Amphotericin B und 50
pg/ml Gentamicin) sowie 2 uM FK, 384,6 ul BPE-26 (Sug/ml), 15% FCS, 1% Pen/Strep, 1%
Ampbhotericin und 10 ng/ml FGF-2 (Fibroblastenwachstumsfaktor-2, Miiller-Ostermeyer et al.
2001). Das Pradegenerationsmedium wurde im Anschluss an die Herstellung mit Hilfe eines
0,22 pum Filters sterilfiltriert.

Die Explantate wurden unter Standardbedingungen bei 37°C, 5%iger CO,-Atmosphire und
95% Luftfeuchtigkeit (CO,-Inkubator, Sanyo, Bad Nenndorf, BRD) fiir 10 Tage inkubiert.
Zweimal wochentlich wurde das Medium gewechselt. Beim Entfernen des alten Mediums
wurde darauf geachtet, dass die Nervenstiicke geschont wurden. Bevor das neue Medium zu-
gegeben wurde, wurden die Platten erneut fiir 15 min in den Inkubator gestellt, um ein Auf-

schwimmen der Nervenstiicke zu verhindern (s Abb. 16 und 17 im Anhang).
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3.2.3 Dissoziation

Im Anschluss an die Inkubation iiber 10 Tage wurden die Nerven dissoziiert. Dafiir wurden
die Nervenstiicke mit feinen Pinzetten (Dumont, No. 5), die vorher sterilisiert wurden, auf
unbeschichtete 6-well-Platten tiberfiihrt. Die Nerven wurden dann fiir 20 h mit Dissoziations-
16sung im Inkubator inkubiert. Die Losung bestand aus: DMEM, 10% FCS, 1% Pen/Strep,
0,125% Kollagenase Typ IV und 1,25 U/ml Dispase (Mauritz et al. 2004, Haastert et al. 2007
a).

Nach 20 h wurde noch in Kontinuitidt befindliches Nervengewebe und die Dissoziationslo-
sung mittels einer rundgeschmolzenen Glaspipette in 15 ml-Falcon®-Réhrchen iiberfiihrt. Die
wells der Platte wurden dann noch 2- bis 3-mal mit jeweils 1 ml Hank's balanced salt solution
gespiilt und die Fliissigkeit dem Falcon®-Rohrchen zugegeben.

Das Rohrchen wurde zentrifugiert (5 Minuten, 21°C, 1000 Umdrehungen = 235 X g) und der
Uberstand abgesaugt, so dass das Zell/Gewebe-Pellet am Boden haften blieb. Das Pellet wur-
de in 5 ml DMEM resuspendiert. Zur weiteren mechanischen Dissoziation wurde eine zweite
Glaspipette an ihrer Spitze erhitzt, um das Lumen zu verkleinern und die Kanten abzurunden.
Mit dieser Glaspipette und einem Saugball wurde das Gewebe zur mechanischen Zerkleine-
rung vorsichtig unter Vermeidung von Blasenbildung trituriert, bis sich eine optisch homoge-
ne Suspension gebildet hatte. Das Falcon®-Rohrchen wurde daraufhin zentrifugiert. Zwi-
schenzeitlich wurde die Glaspipette erneut erhitzt, um das Lumen noch weiter zu verkleinern.
Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand wieder abgesaugt, das Pellet mit 5 ml Kultur-
medium und Kollagenase Typ IV (im Verhiltnis 1:2) resuspendiert und die Losung vorsichtig
trituriert. Das Kulturmedium bestand aus 98 ml Melanozyten-Wachstums-Medium mit Her-
stellerzusitzen, 2 uM FK, 384,6 ul BPE-26, 1% Pen/Strep, 1% Amphotericin und 10 mg/ml
FGEF-2. Das Falcon®-Réhrchen wurde wiederum fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und das Pellet mit 3 ml Medium und DNase I (10:1) trituriert. Das Rohrchen wurde
wiederum zentrifugiert, der Uberstand im Anschluss abgesaugt und das Pellet mit 2-5 ml Kul-
turmedium resuspendiert. Die zugegebene Menge war abhiingig von der GroBe des Zellpel-
lets.

In der Suspension wurde die Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer-Zihlkammer bestimmt. Dazu

wurden jeweils 10 ul der Zellsuspension mit 10 pl 0,4%igem Trypan Blau vermischt. Von
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dieser Losung wurden 10 pl auf die Neubauer-Zdhlkammer gegeben. In 4 Grof3quadraten
wurden die Trypan-blau-negativen (vitalen) Zellen im mikroskopischen Phasenkontrast ge-
zahlt. Die Ergebnisse der Zihlungen wurden addiert, das Ergebnis mit 2 multipliziert (zum
Ausgleich der 1:2-Verdiinnung) und dann durch 4 dividiert (Bestimmung eines Mittelwertes
pro Zellzdhlung). Um die Gesamtzellzahl pro Milliliter zu ermitteln, wurde das Ergebnis mit
10* und dem Gesamtvolumen der Zellsuspension in ml multipliziert. Das Trypan Blau kann
nur die Membran toter Zellen passieren, diese stellten sich im Phasenkontrast dunkelblau
(Trypan Blau-positiv) dar und schwollen an, lebende Zellen dagegen blieben kleiner, rund
und leuchtend-weill (Trypan Blau-negativ). Fiir die Bestimmung der Zelldichte wurden nur
die vitalen Zellen in die Berechnung einbezogen.

AnschlieBend wurden die Zellen auf 12- bzw. 24-well-Platten ausgesiit.

3.2.4 Kultivierung

Neue well-Platten zur Kultivierung wurden zuvor mit 0,5 mg/ml Poly-L-Lysin (PLL) be-
schichtet. Fiir eine 12-well-Platte wurden 1 ml und fiir eine 24-well-Platte 0,5 ml PLL ver-
wendet.

Die 24-well-Platten dienten der Bestimmung zur Reinheit der Zellen (siehe unten). Dafiir
wurden pro well 10° vitale Zellen ausgesit. Auf den 12-well-Platten wurden die Zellen weiter
kultiviert. Hier wurden pro well 5 x 10° vitale Zellen neu ausgesit.

Die Zellkulturen wurden fiir 24 h in Kulturmedium versetzt mit 1% bovinem Serumalbumin
(BSA) im Inkubator kultiviert. Das BSA diente der Verbesserung der Zelladhidsion an die
Kulturoberfldche. Nach Ablauf der 24 h wurde das Medium gewechselt und es wurde Kul-
turmedium mit Ara-C (1 mM) zugegeben.

Das Ara-C ist ein Antimitotikum, das auf den Zellstoffwechsel schnell wachsender Zellen
einwirkt (siehe 3.2.6.2), wie z.B. Fibroblasten. Insgesamt wurde das Medium fiir 4 Tage nicht

gewechselt. Im Anschluss daran erfolgte die erste Aufreinigung.
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3.2.5 Bestimmung der Zelldichte - Inmunzytochemie

Um den Anteil der SZ im Verhiltnis zur Anzahl der Fibroblasten zu bestimmen, wurde nach
jeder Passage eine immunzytochemische Charakterisierung durchgefiihrt, sowohl nach der
Dissoziation als auch nach der Aufreinigung. Bevor die Zellen fiir die immunzytochemische
Analyse ausgesidt werden konnten, mussten die Platten zur Erhohung der adhésiven Eigen-
schaften ihrer Oberflichen mit Poly-L-Ornithin und Laminin (PORN-Laminin) beschichtet
werden. Dazu wurde die Stocklosung (I mg PORN/mI destilliertes Wasser) mit destilliertem
Wasser (Aqua dest.) 1:10 weiter verdiinnt und auf Eis gestellt. Das Laminin, bei -80° gelagert,
wurde auf Eis langsam aufgetaut und mit der PORN-Wasser-Losung vermengt (Endkonzent-
ration des Laminins: 6 pg/ml). Die wells wurden mit dieser Losung befiillt, so dass der Boden
ausreichend mit Fliissigkeit bedeckt war, und 24 h bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Im
Anschluss wurden die wells zweimal mit DMEM gespiilt.

Fiir die Immunzytochemie wurden 24-well-Kulturen verwendet, die am Tag nach der Disso-
ziation bzw. nach der Aufreinigung fixiert wurden. Zu diesem Zweck wurde zunichst das
Medium aus den wells entfernt. Im Anschluss wurden die Zellen mit 4%igem Paraformalde-
hyd (PFA) gelost in Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) bei Raumtemperatur fiir 20 min
fixiert. Danach wurde die Platte 3mal mit PBS gespiilt, bevor eine Vorinkubation mit
PBS/0,1% Triton bei RT fiir 15 min durchgefiihrt wurde.

Dann wurden fiir 30 min 200 ul/well Blocking-Puffer (PBS, 0,01% Triton, 2% Ziegenserum,
2% Pferdeserum) auf die Zellen gegeben. Das Serum im Puffer verhinderte dabei eine unspe-
zifische Antikorperbindung. AnschlieBend wurde der anti—p7SLNGFR—Primérantikbrper in
Blockpuffer (1:10 in PBS) in einer Konzentration von 1:200 auf die Zellen gegeben und fiir
1,5 h bei RT bzw. bei +4°C iiber Nacht in Dunkelheit (zum Schutz der fluoreszierenden Anti-
korper) inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die wells mindestens 3mal mit je 250 ul PBS ge-
spiilt, und anschlieBend der Sekundirantikorper aufgetragen. Der Sekundérantikorper diente
der Sichtbarmachung der spezifischen Bindung der Primérantikorper, in dem er in diesem Fall
fluoreszierte und an die Fc-Fragmente der Primérantikdrper band. Als Sekundirantikrper
diente der goat-anti-rabbit IgG CyTMZ conjugated, der in einer 1:500 Verdiinnung in Block-
puffer (1:10 in PBS) zugegeben wurde. Die Inkubationszeit betrug 1 h bei RT oder +4°C iiber
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Nacht in Dunkelheit. Auch hier wurden im Anschluss an die Inkubation die wells mindestens
3mal mit PBS gespiilt. Zum Abschluss wurden die Zellkerne mit Hilfe einer 4°, 6-Diamidino-
2-Phenylindole (DAPI) angefarbt. DAPI wurde dazu 1:1000 in PBS verdiinnt, und die wells
mit jeweils 200 pl/well fiir 10 min bei RT inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die wells wie-
derum 3mal mit PBS gewaschen. Zum Schluss wurde in jedes well 80%iger Alkohol (Etha-
nol) oder alternativ PBS zur Konservierung oder zum Schutz vor Austrocknung gegeben.

Zur Ermittlung der Zellzahl wurden die fluoreszierenden Zellen im Fluoreszenzmikroskop
ausgezihlt. Die p75LNGFR/Cy2—markierten Zellen wurden durch den Olympus-Filter UMNB
(Anregungsspektrum: 470-490 nm; Sperrfilter: > 515 nm) griin dargestellt. Die DAPI-
Kernfirbung wurde mit dem Olympus-Filter UMNU (Anregungsspektrum: 360-370 nm,
Sperrfilter: > 420) ausgewertet. Die Kerne zeigten dabei eine blaue Fiarbung (s. Abb. 21 im
Anhang).

Um die Zellzahl zu bestimmen, wurde ein Okular mit integriertem Zihlraster verwendet. Je-
des well wurde komplett von links nach rechts durchgemustert. Durch die p75/Cy2-Firbung
wurden canine SZ deutlich, aber Fibroblasten ebenfalls leicht markiert. Dennoch konnte zwi-
schen SZ und Fibroblasten unterschieden werden, weil Fibroblasten eine flacherere Morpho-
logie und in der DAPI-Markierung groBere und blasser gefirbte Zellkerne aufwiesen (siehe
Abb. 21 im Anhang). Mit Hilfe der DAPI-Firbung konnte auerdem die Gesamtzellzahl in-
nerhalb eines Rasters ermittelt werden. Die Zahl der gesamten Zellen wurde mit der Zahl der
gezihlten Fibroblasten und SZ ins Verhiltnis gesetzt und somit der prozentuale Anteil an SZ
in der Schwann-Zell-/Fibroblasten-Mischkultur bestimmt. Je hoher der SZ-Anteil war, desto

hoher war die Reinheit der jeweiligen Passage.

3.2.6 Anreicherung der caninen Schwann-Zellen

Nach der Dissoziation der Nerven war der Anteil an Fibroblasten sehr hoch, so dass eine Auf-
reinigung der Kulturen bzw. eine selektive Anreicherung der SZ durchgefiihrt werden musste.
Um die Fibroblasten aus der Kultur zu eliminieren, wurden verschiedene Aufreinigungsver-
fahren durchgefiihrt, die in Vorversuchen im Hinblick auf ihre Effizienz zunichst getestet
werden mussten. Das Verfahren mit der hochsten Effizienz beziiglich der Reinheit wurde

dann fiir die weiteren Aufreinigungen der einzelnen Passagen iibernommen.
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3.2.6.1 Verfahren 1: Cold jet

Bei diesem Verfahren werden die unterschiedlichen adhésiven Eigenschaften der SZ und der
Fibroblasten ausgenutzt, wenn sie einem Temperaturschock ausgesetzt werden (Jirsova et al.
1997, Mauritz et al. 2004, Haastert et al. 2006 a, Haastert et al. 2007 a). Dieses Verfahren ist
im Vergleich zu anderen Methoden einfach und schnell durchfiihrbar.

Dafiir wurden zunidchst PBS und Kulturmedium auf Eis gekiihlt. Dann wurden die Zellkultu-
ren mit dem eiskalten PBS gewaschen, das PBS wurde langsam zugegeben und sofort wieder
abpipettiert (1 ml/well). Sofort danach wurde mit Hilfe einer blauen 1 ml-Pipettenspitze das
gekiihlte Kulturmedium im Strahl auf die Zellkultur gegeben (1 ml/well) und noch mehrmals
auf- und abpipettiert. Die Suspension wurde dann in ein 15 ml-Falcon®-Réhrchen verbracht.
Das Ablosen der Zellen wurde nach jeder Spiillung im mikroskopischen Phasenkontrast kon-
trolliert. Bei Bedarf wurde die Spiilung noch ein- bis zweimal wiederholt und die Suspension
jedes Mal in das Rohrchen iiberfiihrt. Dann wurde das Rohrchen zentrifugiert und der Uber-
stand abgesaugt. Das Zellpellet wurde mit Kulturmedium resuspendiert, bevor die Zellzahl
bestimmt wurde und die Zellen auf mit PLL-beschichtete Platten ausgesidt wurden (siehe o-

ben).

3.2.6.2 Verfahren 2: Cytosine Arabinoside

Cytosine arabinoside (Ara-C) ist ein Antimitotikum, das schnell proliferierende Zellen wie
Fibroblasten eliminiert (Brockes et al. 1979, Calderon-Martinez et al. 2002) und damit einen
signifikant hoheren Anteil an SZ gewihrleisten soll.

Da auch hier noch keine Erfahrungen beziiglich der Aufreinigung caniner SZ mit Hilfe von
Ara-C vorlagen, wurden zunéchst verschiedene Konzentrationen ausgetestet, um die Konzent-
ration zu ermitteln, bei der der Anteil an Fibroblasten am effektivsten reduziert wird.

Im Anschluss an die Dissoziation wurde in 24-well-Platten den Zellen die Konzentrationen
von 1 mM, 10 uM und 5 uM Ara-C dem Kulturmedium zugegeben. Nach vier Tagen wurden
die Zellen fixiert, gefdrbt und ausgezahlt (siehe 3.2.5).
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3.2.6.3 Verfahren 3: Dynabeads® Sheep anti-Rat IgG

Bei diesem Verfahren bindet ein anti-Thyl-Antikorper an das von Fibroblasten exprimierte
Oberflichen-Antigen CD 90 (Mauritz et al. 2004, Haastert et al. 2005, Haastert et al. 2006
b). Beziiglich dieser Art der Aufreinigung lagen bisher noch keine Erfahrungen mit caninen
SZ vor.

Fiir dieses Verfahren wurde der rat anti canine Thy-1 Antikorper der Firma Serotec verwen-
det. Dieser Antikorper wurde fiir den immunhistochemischen Nachweis von caninen
Fibroblasten verwendet (Streit 2006). Da zu diesem Zeitpunkt nur eine Reaktion des Antikor-
pers mit Fibroblasten bekannt war, musste zunichst getestet werden, ob dieser Antikorper
auch an canine SZ bindet. So wurde zunichst eine immunzytologische Fiarbung durchgefiihrt.
Dafiir wurde eine Zellkultur zunéchst fiir die Imnmunzytochemie vorbereitet (siehe 3.2.5). Die
Zellen wurden auf eine mit PORN-Laminin-beschichtete 24-well-Platte ausgesit, fixiert und
mit Blockpuffer vorinkubiert.

Nachdem der Blockpuffer entfernt worden war, wurde der Primédrantikorper anti-Thyl (Anti
Cdw 90) aufgetragen (1:1000 in Blockpuffer, Blockpuffer 1:10 mit PBS verdiinnt) und bei RT
fiir 1,5 h inkubiert. Im Anschluss wurden die wells 3mal mit PBS gespiilt, bevor der Sekundi-
rantikorper Cy?2 (goat anti-rat), ebenfalls in Blockpuffer (1:10 mit PBS verdiinnt) im Verhilt-
nis 1:500 geldst, zugegeben wurde. Die Inkubationszeit betrug 1 h bei RT und in Dunkelheit.
Nach der Inkubation wurden die wells wiederum 3mal mit PBS gespiilt und zum Schluss eine
DAPI-Firbung (1:1000 in PBS) durchgefiihrt, bevor die wells mit PBS gespiilt und erneut ge-
fiillt wurden.

Das Ergebnis wurde im Fluoreszenzmikroskop beobachtet und ausgewertet (Olympus-Filter
UMNB). Es war eine Griinfarbung der caninen Fibroblasten zu erkennen, dabei wurden nicht
die caninen SZ, die ebenfalls in der Kultur vorhanden waren, angeférbt, so dass der Antikor-
per selektiv reagiert hatte (s. Abb. 21 im Anhang). Bei den Dynabeads®Sheep anti-rat IgG
handelt es sich um kleine Magnetkiigelchen, an die der Thyl-Antikorper gekoppelt werden
kann.

Vor der Aufreinigung mussten die Dynabeads zunichst gewaschen werden. Dazu wurden 25
ul der Dynabeads-Losung entnommen und in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefif3 iiberfithrt und mit

500 pul PBS und 0,1% BSA mehrfach trituriert. Danach wurde an das Eppendorf-Gefifl von
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auBen ein Magnet gehalten, so dass die Magnetkiigelchen sich an der Wand anlagerten und
der Uberstand verworfen werden konnte. Dieser Waschvorgang wurde noch 2mal wiederholt.
Daran anschlieBend wurde die Thy1-Antikorperlosung zugegeben (1 ul Thyl-Antikorper ge-
16st in 299 ul Melanocytenmedium, jeweils fiir ein well einer 12-well-Platte, ca. 10° Zellen)
und das Eppendorf-Gefall mit Parafilm fest verschlossen. Das Rohrchen wurde fiir 45 min in
einem Multifunktionsmischer Roto-Shake Genie® bei +4°C rotiert, um die Bindung zwischen
Dynabeads und Antikorper zu unterstiitzen.

Zwischenzeitlich wurden die Zellen von der 12 well-Platte mit Hilfe von Trypsin/EDTA ge-
16st.

I ml Trypsin/EDTA wurde auf die Zellen gegeben und nach 10 sec sofort wieder abgesaugt,
so dass nur noch ein Restfilm auf der Zelloberfldche vorhanden war. Nach 5 min Inkubations-
zeit, in der der Ablosevorgang unter dem Lichtmikroskop beobachtet wurde (s. Abb. 18 im
Anhang), wurden die Zellen mit Medium und Kollagenase Typ IV (im Verhiltnis 1:1) tritu-
riert, in ein 15 ml Falcon®-Réhrchen iiberfiihrt und zentrifugiert. Der Uberstand wurde abge-
saugt und das Zellpellet anschlieBend mit Medium und DNase (im Verhéltnis 10:1) resuspen-
diert und zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet mit dem Kulturmedium
vermengt.

Nach der Inkubation der Antikdrperlosung mit den Dynabeads waren die Thyl-Antikorper an
die Dynabeads gekoppelt und wurden wiederum 3mal mit 1 ml PBS/ 0,1% BSA gewaschen.
Nach dem letzten Waschvorgang wurden 300 ul der Zellsuspension in das Eppendorfgefal3
mit den Dynabeads gegeben und vorsichtig durch Auf- und Abpipettieren vermischt. Das Ge-
fafl wurde erneut mit Parafilm verschlossen und wiederum fiir 45 min bei +4°C rotiert. Durch
diesen Vorgang sollten die an die Dynabeads gekoppelten Thyl-Antikorper an das an der O-
berfldche der Fibroblasten befindliche Thy1-Antigen binden.

Nach der Inkubation wurden die Dynabeads aus der Losung separiert, indem von auflen der
Magnet an das Eppendorf-Gefid3 gehalten wurde. Die an die Dynabeads gebundenen Fibrob-
lasten wanderten an die Wand, der Uberstand mit den SZ konnte abgenommen und die Zell-
zahl bestimmt werden (s. Abb. 20 im Anhang). Im Anschluss wurden die Zellen auf, mit
PORN-Laminin-beschichtete, 12-well-(5 X 10° Zellen pro well) bzw. 24-well-( 10° Zellen pro
well) Platten verteilt. Zusitzlich wurde den wells Kulturmedium, BSA (1%) und Pen/Strep
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(1%) zugegeben. Am folgenden Tag wurde das Medium gewechselt und Kulturmedium mit
Pen/Strep aufgetragen.
Nach 5 Tagen wurde eine weitere Aufreinigung der Zellkultur mit Dynabeads durchgefiihrt,

um eine noch hohere Reinheit der SZ zu erreichen.

3.2.7 Proliferationsrate der caninen Schwann-Zellen

Die Bestimmung der Proliferationsrate caniner SZ wurde mit Hilfe des BrdU Labelings and
Detection Kits I durchgefiihrt (Mauritz et al. 2004).

Die DNA sich teilender Zellen nimmt im Austausch einer Aminosidure (Thymin) das 5-
Bromo-2-deoxy-uridine (BrdU) auf, welches {iiber spezifische monoklonale anti-BrdU-
Antikorper und fluoreszierende Sekundirantikorper dargestellt werden kann. Fiir diesen Vor-
gang wurden 10° Zellen auf ein mit PORN-Laminin beschichtetes well einer 24-well-Platte
ausgesit und fiir 24 h inkubiert (37°C, 5% CO,, Zugabe von 1% BSA und 1% Pen/Strep).
AnschlieBend wurde das Medium gewechselt und die BrdU-Stammlosung (1:1000 in Kultur-
medium) zugegeben und wiederum fiir 24 h inkubiert (37°C, 5% CO,). Das Medium wurde
entfernt und die Zellen mit Methanol (200ul pro well) bei -20°C fiir 20 min fixiert. Zwischen
den folgenden Schritten wurde das well immer 3mal mit PBS gespiilt. Im Anschluss an die
Fixierung wurde 2 molare HCI zugegeben und im Inkubator fiir 60 min inkubiert. Danach
wurde Borat-Puffer (0,1 %, 5 min, RT) aufgetragen. Mit dem Primérantikérper (anti-BrdU-
Antikorper, Roche, in DMEM/10% FCS 1:100 gelost) wurden die Zellen fiir 45 min bei 37°C
inkubiert. Mit dem fluoreszenzmarkierte Sekundirantikdrper CyTM—3 goat anti-mouse (1:100
in DMEM/10% FCS gelost) wurde ebenfalls fiir 45 min bei 37°C inkubiert.

Um die BrdU-markierten SZ zu identifizieren, wurde anschlieBend eine p75™“"*/Cy2-
Farbung mit anschlieBender DAPI-Firbung durchgefiihrt (s. Abb. 23 im Anhang).

Zum Schutz vor Austrocknung der fixierten und gefarbten Zellen wurden die wells mit PBS

aufgefiillt und im Fluoreszenzmikroskop beobachtet und ausgewertet.
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3.2.8 Fotografische Dokumentation

Die angeféarbten Zellkulturen wurden mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskopes in 4-, 10-, 20-
und 40-facher Vergroerung aufgenommen. Die Lichtintensitit und die Belichtungszeit wur-
den manuell eingestellt, ebenso der fiir die entsprechende Fiarbung benotigte UV-Filter. Die

Bereiche fiir die Aufnahmen wurden zufillig ausgewéhlt.

3.2.9 Transfektion caniner Schwann-Zellen

Die selektiv angereicherten caninen SZ sollten genetisch modifiziert werden.

Fiir die Transfektion caniner SZ wurde bisher kein Versuchsprotokoll etabliert, daher wurde
das Verfahren der Elektroporation angewandt, um die SZ mit einem Plasmid zu transfizieren.
Dafiir wurde das etablierte Protokoll fiir adulte humane und Ratten-SZ iibernommen (Mauritz
et al. 2004, Haastert et al. 2007 a).

Bei der Elektroporation werden aufgrund der Anwendung kurzer elektrischer Impulse nano-
metergroe Poren in der Plasmamembran erdffnet. Durch diese gedffneten Poren oder als
Folge der Umstrukturierung von Membrankomponenten, auf Grund des Porenverschlusses,
gelangt die DNA in das Zytoplasma (Sambrook et al. 2001).

Fiir eine Permeabilisierung der Zellmembran gilt: je groBBer der Zellradius ist, desto kleiner ist
das benotigte elektrische Feld. Fiir die meisten Sdugetierzellen liegt die optimale Stirke zwi-
schen 250 V/cm und 750 V/em (Sambrook et al. 2001). Fiir die caninen SZ wurden 260 V/cm
verwendet. Am Elektroporationsgerit konnte die Ladung des Kondensators in der Einheit Fa-
rad [F] eingestellt werden. Fiir diesen Versuch wurden 1050 uF angewandt. Der Widerstand
[R] betrug 335 Ohm. Die Temperatur der Zellen lag vor der Elektroporation bei RT.

Hierfiir wurden die Zellen mit Hilfe von EDTA/Trypsin abgelost (siehe 3.2.6.3) und in ein 15
ml-Falcon®-Rohrchen iiberfiihrt. Die wells der Platte wurden noch 2mal mit Hank’s balanced
salt solution gespiilt und die Fliissigkeit dem Falcon®-Rohrchen zugefiihrt. Die Zellsuspensi-
on wurde zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in einem definierten Vo-
lumen Kulturmedium resuspendiert und in ein Eppendorfgefil iiberfiihrt. Es folgte die Er-
mittlung der Gesamtzellzahl, um die benotigte Menge der Plasmid-DNA zu ermitteln. Die SZ
wurden mit einem fiir das Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP) codierendem Plasmid

(pEGFP-N2, freundlich zur Verfiigung gestellt von PD Dr. Claus) transfiziert. Fiir die Menge
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von 5 x 10° Zellen werden 15 pg Plasmid-DNA bendétigt. Fiir die Elektroporation wurde das
Gerit Easyjec T Optima in der Neurologischen Klinik, MHH verwendet.

Vor dem Transport dorthin, also ca. 10 min vor der eigentlichen Elektroporation, wurden die
Zellen zentrifugiert. Der Uberstand verblieb zum Schutz vor Austrocknung zunichst in dem
Eppendorfgefal und wurde erst kurz vor der Elektroporation verworfen. Das Zellpellet wurde
dann in 400 pl Elektroporationspuffer resuspendiert. Der Suspension wurden 10 pul 1 M Mag-
nesiumsulfat zugefiigt, bevor die Suspension auf die Plasmid-DNA gegeben wurde. Durch
vorsichtiges Auf- und Abpipettieren wurde die Suspension mit der Plasmid-DNA vermengt.
Im Anschluss wurde das Gemisch unter Vermeidung von Blédschenbildung in eine Elektropo-
rationskiivette (Durchmesser 4 mm) iiberfiihrt. Die Kiivette wurde vorsichtig in das Elektro-
porationsgerit gestellt und der Impuls mit den oben angegebenen Einstellungen ausgelost.
Nach der Elektroporation wurden 10° Zellen pro well auf eine 24-well-Platte ausgesit. Die
Platte war zuvor mit PORN-Laminin beschichtet worden und mit 200 pl Kulturmedium und
1% BSA aufgefiillt. Die Zellen wurden 24 h kultiviert (37°C, 5% CO,), bevor das Medium
gewechselt wurde und sie weitere 24 h kultiviert wurden. Nach Ablauf dieser 24 h wurden sie
mit 4%igem PFA fixiert.

Zur Charakterisierung wurden die Kulturen mit den EGFP-exprimierenden transfizierten Zel-
len zusitzlich mit anti-p75™ ™ /Cy3-Antikorpern und DAPI nach dem oben genannten Ab-
lauf immunzytochemisch markiert. Der Cy3-Antikdrper wurde in einer Verdiinnung von
1:500 verwendet.

Die Fluoreszenz der immunzytochemisch markierten Zellen wurde wiederum mit dem Olym-
pus IX-70 Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht. Die EGFP-exprimierenden Zellen wurden
mit dem Olympus-Filter UMNB griin dargestellt, die Cy"™-3-positiven Zellen mit dem O-
lympusfilter UMNG (Anregungsspektrum: 530-550 nm, Spertfilter: > 590 nm) eine rote Fluo-
reszenz (s. Abb. 24 und 25 im Anhang).

Fiir die Bestimmung der Transfektionsrate wurde ein Okular mit integriertem Zahlraster ver-
wendet und die wells einmal quer durchgemustert. Alle Zellen, die sich dabei in diesem Zihl-

raster befanden, wurden fiir die Auswertung beriicksichtigt.
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3.2.10 Statistische Auswertung

Fiir alle Resultate wurde der Mittelwert (X) und die Standardabweichung (SD) mit Hilfe des
Statistikprogramms InStat3 unter dem Betriebssystem von Microsoft® Windows XP Home
Edition bestimmt. Die Berechnung der Signifikanzen zwischen den Versuchen wurde ebenso
mit dem Statistikprogramm und dem Zeichenprogramm GraphPad fiir Windows durchgefiihrt.
Der nicht-parametrische Mann-Whitney-Test wurde zur Beurteilung signifikanter Unterschie-
de gewihlt, weil bei diesem Test eine Normalverteilung der Werte nicht vorausgesetzt wird.

Eine Signifikanz wurde bei Werten von p < 0,05 bzw. p < 0,01 deutlich.
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IV Ergebnisse

Teil A) In-vivo-Studie
Das Ziel dieses Abschnittes der Studie war es, eine 13 mm groB3e Nervenliicke mit Hilfe eines

Transplantates zu iiberbriicken, das mit genetisch unterschiedlichen SZ befiillt wurde.

4.1.1 Uberpriifung der BDNF/NT-3-Expression

Transfizierte SZ wurden mittels BDNF- bzw. NT-3-ELISA auf die Uberexpression des jewei-
ligen Proteins iiberpriift. Zellpriparationen, die im ELISA eine deutlich hohere BDNF/NT-3-
Konzentrationen aufwiesen als nicht-transfizierte Kontroll-SZ wurden fiir die Transplantation
expandiert und vor der Implantation erneut auf die konstante Uberexpression getestet. Die
BDNF-transfizierten SZ wiesen eine Konzentration von 12,3 ug/ul, die NT-3-transfizierten
12,7 pg/ul und die nicht-transfizierten SZ eine Konzentration von 6,6 ug/ ul (BDNF) bzw.
8,8 ug/ul (NT-3) auf.

4.1.2 Analyse der funktionellen Regeneration

4.1.2.1 Motorische Regeneration

Fiir die Analyse der motorischen Regeneration der Hintergliedmalle nach der Lésion des N.
ischiadicus wurden den Tieren vor der Operation (OP), 3 Tage post OP (pOP) und anschlie-
Bend alle 3 Wochen Laufmuster beider HintergliedmaB3en abgenommen und jeweils der Scia-
tic Function Index (SFI) errechnet. Als Folge der Lasion und der Implantation @nderte sich die
FuBhaltung der betroffenen Seite im Vergleich zur physiologischen FuBhaltung und dem
Laufmuster (sieche Abb. 7).

Wie in Tabelle 2 zusammenfassend dargestellt lag der mittlere Wert des SFI vor der OP fiir
Tiere der BDNF-Gruppe (BDNF) bei -5,90 (+ 17,82), fiir Tiere der NT-3-Gruppe (NT-3) bei -
8,60 (£ 11,63) und fiir Tiere der Kontroll-Gruppe (SZ) bei -9,51 (+ 13,06). 3 Tage nach der
OP wiesen alle Ratten einen signifikant schlechteren SFI auf: BDNF: -90,83 (£ 6,66), NT-3: -
91,73 (+ 16,31), SZ: -86,39 (£ 3,47).
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3 Wochen pOP haben sich die Werte noch einmal signifikant verschlechtert: BDNF -102,91
(£ 5,66), NT-3 -103,68 (£ 12,11), SZ -100,32 (£ 5,67). Im weiteren Verlauf der SFI-Messung
kam es zu keinen signifikanten Verdnderungen mehr. Die Ergebnisse sind in Abb. 8 nochmals
schematisch dargestellt.

Wenn einzelne Tiere innerhalb einer Gruppe miteinander verglichen wurden, konnten jeweils
in der Gruppe der BDNF-Tiere (Tier-Nr. 5 und 6) und der NT-3-Tiere (Tier-Nr. 2 und 3) 2
Ratten mit tendenziellen Verbesserungen des SFI zwischen 3 Wochen und 9 Wochen pOP be-
stimmt werden (BDNF Tier-Nr. 5 -100,69 = -96,02; BDNF Tier-Nr. 6 -108,77 = -89,93;
NT-3 Tier-Nr. 2 -98,79 = -96,37; NT-3 Tier-Nr. 3 -101,53 = -81,43). Bei der histologischen
Untersuchung der Regenerate dieser Tiere musste aber spéter festgestellt werden, dass sich in
dem Implantat zwar ein Gewebekabel befand, aber nur in einem (NT-3, Tier-Nr. 2) myelini-
sierte Axone den distalen Stumpf erreichten.

Der Verlauf dieser Studie wurde durch das Autotomieverhalten der Tiere beeinflusst, da Tiere
mit verletzter Hinterpfote aus der Analyse ausgeschlossen wurden. Dies spiegelte sich in der
abnehmenden Tierzahl wieder. Sechs Wochen pOP waren bei der SZ-Gruppe keine Tiere

mehr fiir die Bestimmung des SFI vorhanden.

Tiere der vor OP 3 Tage 3 Wochen 6 Wochen 9 Wochen 12 Wochen
Gruppe pOP pOP pOP pOP pOP
-5,90 -90,83 -102,91 -96,10 -90,95 -97,59
BDNF
(£17,82) | (£6,66) (*5,66) (+13,36) (*5,78) (3,97
-8,60 -91,73 -103,68 -94,20 91,41 -91,55
NT-3 (*x11,63) | (£16,31) (*12,11) (£12,99) (£6,76) (+6,42)
-9,51 -86,39 -100,32
SZ
(*13,06) | (£3.47) (*5,67)

Tabelle 2: SFI der 3 Tiergruppen im Verlauf der Studie, dargestellt ist der jeweilige Median

mit Standardabweichung
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M

P 3

Abbildung 7: Die Bilder A und C zeigen die FuB3- und Zehenhaltung einer intakten Gliedma-
Be mit dem dazugehorigen physiologischen Laufmuster (E). Wihrend bei B und D die FuB3-
und Zehenhaltung einer ldsionierten GliedmafBle zu sehen ist. In Bild F ist das verdnderte
Laufmuster der GliedmafBle im linken Bereich zu erkennen ist (modifiziert nach Lipokatic
2005). Bedingt durch die Lasion kommt es zum Aufsetzen der gesamten Pfote mit einem er-
hohten PL-Wert und einem verminderten TS- bzw. ITS-Wert. Durch diese veridnderten Werte

ergibt sich ein negativer SFI.
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Abbildung 8: SFI der 3 Tiergruppen vor, 3 Tage nach und im Abstand von 3 Wochen nach
Liasion des linken N. ischiadicus. Dargestellt sind der Median, das 10., 25., 75. und das 90.

Quantil und die Anzahl der Tiere bei den einzelnen Versuchen (n)

4.1.2.2 Analyse der sensorischen Regeneration

Die Regeneration sensorischer Funktionen in vivo wurde mittels eines schmerzvermittelten
Reflexes untersucht. Durch das Aufsetzen einer Kaniilenspitze wurde die Haut der ldsionier-
ten Hintergliedmalle gereizt. Als positiv wurde bewertet, wenn eine Reizung zu einem reflek-
torischen Zuriickziehen der Pfote fiihrte. Die kontralaterale Seite diente der Kontrolle.

Im gesamten Untersuchungszeitraum waren sdmtliche Versuche an der ldsionierten Hinter-
gliedmafe als negativ zu bewerten. Trotz mehrmaliger Reizung des lateralen Hautareals
konnte kein reflektorisches Zuriickziehen ausgelost werden. Im Gegensatz dazu wurde die
Pfote bei Reizung im medialen Bereich der ldsionierten HintergliedmaB3e bzw. der rechten
HintergliedmalBe sofort zuriickgezogen. Diese Bereiche werden durch den N. saphenus inner-

viert.
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4.1.3 Quantitative Analyse des Regenerationserfolges

Drei Monate nach der Implantation wurden die Tiere getotet und die Silikonrohrchen explan-
tiert. Das regenerierte Gewebe wurde den Rohrchen entnommen, eingebettet, geschnitten und
morphometrisch ausgewertet. Es wurde die Distanz, liber die myelinisierte Fasern innerhalb
des Regenerats ausgewachsen waren, die absolute Anzahl der Axone, ithr Durchmesser und
ihr g-ratio an definierten Querschnittspunkten bestimmt. Die Daten wurden auf signifikante

Unterschiede zwischen den verschiedenen experimentellen Gruppen untersucht.

4.1.3.1 Gewebekabel - makroskopische Betrachtung

Bei der Explantation der Silikonrohrchen waren entweder keine Gewebekabel vorhanden oder
die Gewebekabel erreichten den distalen Stumpf. Es war kein Gewebekabel zu finden, dass
nur einen Teil der Liicke iiberbriickte. Uber die Qualitit der Gewebekabel konnte zu diesem
Zeitpunkt noch keine Aussage getroffen werden. In der Gruppe mit BDNF-Uberexpression
der transplantierten Zellen waren bei 7 von 12 Tieren regenerierte Gewebekabel vorhanden, in
der NT-3-Gruppe waren es 6 von 12 und in der SZ-Gruppe 1 von 4. Dabei waren die Kabel in
den einzelnen Gruppen von unterschiedlicher Dicke (optisch kaum sichtbar bis mehrere 100

um dick).

4.1.3.2 Anzahl regenerierter myelinisierter Axone

Die quantitative Auswertung beziiglich der Anzahl und des g-ratios der regenerierten myelini-
sierten Axone wurde mit einem speziellen Computermakro auf der Basis von AnalySIS-Pro®
(Timmer et al. 2003) durchgefiihrt. Die morphometrische Auswertung regenerierter Axone
wurde zunichst bei den Schnittpunkten +3,25 mm, +6,0 mm, +9,75 und +13,0 mm bestimmt
(Abb. 5). Gewebekabel, die bei +3,25 mm keine Axone aufwiesen, wurden zunichst bei +3,0
mm und danach in 500 pm Schritten nach proximal weitergeschnitten, bis zwei aufeinander-

folgende Querschnitte im Abstand von 500 pm Axone aufwiesen.
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Abbildung 9: Exemplarisch sind Semidiinnschnitte (A, C) vom Schnittpunkt +3,25 mm mit

der jeweiligen Ausschnittsvergrolerung (B, D) dargestellt. Querschnitt A ist aus der BDNF-
Gruppe, wihrend C aus der NT-3-Gruppe gewihlt wurde. In den Ausschnittsvergrolerungen

sind myeliniserte Axone vom Bindegewebe umgeben zu erkennen (schwarzer Pfeil).
Die absoluten Axonzahlen und der g-ratio der regenerierten myelinisierten Axone der ver-

schiedenen Untersuchungsgruppen wurden pro Schnittpunkt vergleichend mit der Kontroll-

gruppe (SZ) grafisch aufgetragen (siche Abbildungen 10-13).
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Die Ergebnisse zur Quantifizierung regenerierter myelinisierter Axone nach Transplantation
BDNF-iiberexprimierender Zellen sind in Abbildung 10 graphisch dargestellt. Zusammenfas-
send konnten in 4 von 7 Regeneraten myelinisierte Axone am Schnittpunkt +3,25 mm gefun-
den werden. In 3 dieser 4 Kabel konnten auch bei +6,0 mm, +9,75 mm und +13,0 mm myeli-
nisierte Axone quantifiziert werden.

In 2 der 3 restlichen Regenerate befanden sich myelinisierte Axone an den Schnittpunkten
+2,5 mm und +1,0 mm. Im letzten Kabel konnten auch bei +0,5 mm keine myelinisierte Axo-
ne ausfindig gemacht werden.

Verglich man die Anzahl der regenerierten Axone an dem Schnittpunkt +3,25 mit den distalen
Abschnitten, waren an diesem Punkt die meisten Axone vorhanden (1853 Axone * 1225). Mit

zunehmender Distanz vom proximalen Stumpf nahmen die Zahlen ab.

BDNF + SZ
§1 . - =5 BDNF 1
= 1 E C—JBDNF 4
% mEH ZZABDNF 6
2 = E=3BDNF 7
T = X0 BDNF 8
g B = CID BDNF 12
ﬁ E S
AmEE m

05 10 20 251 325 ! 6,0 ! 95 130
mm vom proximalen Stumpf

Abbildung 10: Die Zahl myelinisierter Axone sind in Abhéngigkeit der Entfernung vom pro-

ximalen Stumpf aufgetragen. Vergleichend sind die Tiere der BDNF-Gruppe mit dem einzi-

gen Tier der naiven SZ-Gruppe dargestellt.
Wie in Abbildung 11 dargestellt, konnten nach Transplantation von NT-3-

tiberexprimierenden SZ bei +3,25 mm in 4 von 6 Kabeln myelinisierte Axone quantifiziert

werden. In 3 dieser 4 Regenerate fanden sich auch bei +6,0 mm noch myeliniserte Axone,
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wihrend nur in zweien die myeliniserten Axone auch bis zu den Punkten +9,75 mm und
+13,0 mm regeneriert waren. Die beiden iibrigen Regenerate wiesen nur bei +1,0 mm und

+1,5 mm myelinisierte Axone auf.

Auch in dieser Gruppe zeigte sich, dass bei +3,25 mm die meisten Axone zu finden waren

(1984 Axone £ 1545), um dann nach distal abzunehmen.

NT3 +SZ
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- C=NT33
- — ENT35
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1
5 3 m o
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1] 18- . i
o5l 10 1151 3,25 6,0 1 975 | 13,0

mm vom proximalen Stumpf

Abbildung 11: Die Zahl myelinisierter Axone sind in Abhéngigkeit der Entfernung vom pro-
ximalen Stumpf aufgetragen. Vergleichend sind die Tiere der NT-3-Gruppe mit dem einzigen

Tier der naiven SZ-Gruppe dargestellt.

In beiden Gruppen ist auffillig, dass bei jeweils einem Tier die Anzahl der myelinisierten Fa-
sern von dem Schnittpunkt +9,75 mm zu +13,0 mm geringfiigig zunahm, was auf eine Auf-
zweigung der Axone (Sprouting-Effekt) hindeuten konnte.

In der Kontrollgruppe mit Transplantation naiver SZ waren im gesamten Explantat Axone zu

finden. Auch hier war eine Zunahme der Axone von +6,0 mm zu +9,75 mm zu beobachten.
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4.1.3.3 G-ratio regenerierter myelinisierter Axone

Pro Schnittpunkt wurde der g-ratio fiir 500 Axone bzw. fiir die Anzahl der vorhandenen Axo-
ne bestimmt. Je kleiner der g-ratio ist, umso besser ist die Myelinisierung der Axone im Ver-
hiltnis zu threm Durchmesser.

Der g-ratio wurde nach folgender Formel berechnet: (Axonfldache/m)*2/((2*Dicke der Myeli-
nisierungsschicht) + ((Axonfldache/m)*2)).

Der g-ratio der BDNF-Gruppe hatte bei +3,25 mm einen Wert von 0,70 und nahm nach distal
ab. Ebenso verhielt es sich in der NT-3-Gruppe. Es hat keine Verbesserung der Myelinisie-
rung stattgefunden, sondern der Durchmesser myelinisierter Axone ist kleiner geworden. Da-
durch ergab sich nach der obengenannten Formel eine Abnahme des g-ratios. Lediglich in der
SZ-Gruppe nahm der Wert von +3,25 mm zu +6,0 mm ab, um dann bei +13,0 mm wieder an-
zusteigen.

Vergleicht man die g-ratios der unterschiedlichen experimentellen Gruppen an den verschie-
denen Schnittpunkten, kann festgehalten werden, dass die Transplantation von NT-3-
tiberexprimierenden SZ zur Regeneration im Vergleich zur BDNF-Gruppe zu diinner myelini-

sierten Axonen fiihrte, ohne signifikante Unterschiede zu erreichen.
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Abbildung 12: Der g-ratio regenerierter myelinisierter Axone ist in Abhingigkeit der Entfer-
nung vom proximalen Stumpf aufgetragen. Vergleichend sind die Tiere der BDNF-Gruppe

mit dem einzigen Tier der naiven SZ-Gruppe dargestellt.
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Abbildung 13: Der g-ratio regenerierter myelinisierter Axone ist in Abhingigkeit der Entfer-
nung vom proximalen Stumpf aufgetragen. Vergleichend sind die Tiere der NT-3-Gruppe mit

dem einzigen Tier der naiven SZ-Gruppe dargestellt.

3,25 mm 6,0 mm 13,0 mm

BDNF 1 0,70 - -
BDNF 7 0,71 0,70 0,62
BDNF 8 0,70 0,64 0,65
BDNF 12 0,67 0,68 0,67
NT 2 0,73 0,68 0,72
NT 5 0,70 0,70 0,62
NT 10 0,67 0,69 0,74
SZ 0,73 0,65 0,68

Tabelle 3: Dargestellt ist der an den Schnittpunkten errechnete g-ratio fiir das jeweilige Tier.
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4.1.4 Qualitative Analyse des Regenerationserfolges

4.1.4.1 Retrograde Markierung an der Regeneration beteiligter Neurone mit Dil

Der retrograd transportierte Farbstoff Dil dient der Markierung der Neurone, die an der Rege-
neration beteiligt sind. Drei Monate nach der Implantation der Silikonrohrchen wurden bei ei-
nigen Tieren, die ein Regenerat in dem Silikonrohrchen aufwiesen, Dil-Kristalle am distalen
Regeneratende appliziert. Die Quantifizierung der motorischen und sensorischen Neurone, de-
ren Axone iliber die Nervenliicke regeneriert waren, erfolgt durch Frau cand. med. Katharina
Jaschke im Rahmen einer weiteren Doktorarbeit in Cryostatschnitten durch das lumbale Rii-

ckenmark und DRGs L4-L6.

4.1.4.2 Elektrophysiologische Messungen

Diese Untersuchung wurde nur an Tieren durchgefiihrt, die in dem implantierten Rohrchen
nach 3 Monaten ein Gewebekabel aufwiesen. Sie dient dazu, die motorischen Nervenfasern
mit ihrer Reinnervation distaler Muskelgruppen zu analysieren. Die Tiere wurden narkotisiert,
der linke N. ischiadicus freigelegt und proximal und distal des Silikonrohrchens stimuliert.
Die daraus resultierenden Muskelsummenaktionspotentiale wurden am M. gastrocnemius ab-
geleitet. Die Ergebnisse der elektrophysiologischen Untersuchungen sind ebenfalls Gegens-

tand der Dissertation von Frau cand. med. Katharina Jaschke.
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Teil B) In-vitro-Studie

Ziel dieses Abschnittes war es, eine Methode zur Isolierung, Kultivierung, Anreicherung und
genetischer Modifikation adulter caniner Schwann-Zellen zu etablieren

In Vorversuchen musste zunichst untersucht werden, unter welchen Bedingungen sich die
Kultivierung, die Anzucht und die Aufreinigung der adulten caninen SZ ermdglichen lésst,
welche Zusitze in welcher Konzentration verwendet werden konnten und welches Verfahren
fiir die Aufreinigung der Kulturen geeignet ist, da es in diesem Bereich fiir canine SZ, im

Vergleich zu humanen SZ oder SZ der Ratte, bislang nur sehr wenig Erfahrung gab.

4.2.1 Isolierung und Kultivierung der Schwann-Zellen

4.2.1.1 In-Vitro-Pradegeneration

Die explantierten Nervenstiimpfe der caninen Nn. ischiadici hatten nach Entfernung des Epi-
neuriums ein Feuchtgewicht von durchschnittlich 657,9 + 196,4 mg (n = 7).

Bei der Priparation der Explantate wurde darauf geachtet, umgebendes Fett- und Bindegewe-
be moglichst vollstindig zu entfernen, da dieses das Anheften der Nervenstiicke negativ be-
einflusste. Die explantierten Nervenfaszikel wurden im Anschluss an die Prédparation auf 6-
well-Platten, beschichtet mit Kollagen G und Melanozyten-Wachstums-Medium (1:2), iiber-
fiihrt und mit Pridegenerationsmedium inkubiert. Bereits ab dem 3. Tag wanderten Zellen aus
den Nervenexplantaten aus. Dabei handelte es sich um Fibroblasten. Ein gutes Anheften der
Explantate am Kollagen begiinstigte das Auswandern, aber auch an Stellen, an denen sich
kein Explantat befand, setzten sich Fibroblasten ab (s. Abb. 16 und 17 im Anhang).

Im Anschluss an die Pridegeneration erfolgte die enzymatische und mechanische Dissoziati-
on. Die GZZ vitaler Zellen nach Abschluss der Dissoziation des N. ischiadicus, und in allen
weiteren Passagen, wurde mittels der Trypan Blau-Firbung ermittelt. In der 1. Passage konn-
ten 4.601.429 + 1.064.056 (n = 7) vitale Zellen gezihlt werden. Daraus hat sich ergeben, dass
aus 1 mg epineuriumfreiem Nervengewebe durchschnittlich 7133 £ 663 Zellen gewonnen
werden konnten.

Die Reinheit (prozentualer Anteil der p75™“"R-positiven Zellen [= SZ] in der Kultur) wurde

2 Tage nach der Priméraussaat immunzytochemisch ermittelt (siehe 3.2.5 im Methoden-
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Abschnitt). In der 1. Passage betrug der durchschnittliche Anteil der SZ 29,6 £ 6,6% (n = 7).
Aus 1 mg Nervengewebe lieBen sich also 2094 £ 380 SZ gewinnen. Die Einzeldaten fiir jeden

Ansatz sind dem Anhang (Tabelle 5) zu entnehmen.

4.2.2 Immunfluoreszenzcharakterisierung der Schwann-Zellen

Zur eindeutigen Identifizierung der SZ in Kultur wurden diese immunzytochemisch markiert.
Fiir die Markierung wurde der p75-AK und der Thyl-AK als Primér-AK und der Cy2 als Se-
kundir-AK verwendet.

Der p75-AK firbte auch leicht die Fibroblasten der Kultur mit an. Dennoch konnte zwischen
SZ und Fibroblasten unterschieden werden, weil Fibroblasten eine flacherere Morphologie
und in der DAPI-Markierung groBere und blasser gefirbte Zellkerne aufwiesen. So konnte
morphologisch der Unterschied dargestellt werden. Der Thyl-AK war hingegen spezifisch, er

farbte nur die in der Kultur vorhandenen Fibroblasten an (s. Abb. 21 im Anhang).

4.2.3 Aufreinigung der Kulturen

Da es beziiglich der Aufreinigung caniner Schwann-Zell-Kulturen bislang nur wenig Erfah-
rungen gab, wurden verschiedene Moglichkeiten, die in der Aufreinigung humaner und Rat-

ten SZ etabliert sind, auf ihre Effizienz hin untersucht.

4.2.3.1 Cold jet
Die Cold jet-Methode (siehe 3.2.6.1 im Methoden-Abschnitt) wurde wéihrend der Anwendung

im mikroskopischen Phasenkontrast kontrolliert. Dabei konnte schon beobachtet werden, dass
sich sowohl SZ als auch Fibroblasten durch den Temperaturschock ablosten. Im Verlauf der
nichsten 2 Tage zeigte sich in der Kultur, dass der Anteil an SZ kontinuierlich abnahm und
der Fibroblasten-Anteil dagegen zunahm. Auch in weiteren Versuchen wurde dies deutlich, so
dass von einer Quantifizierung Abstand genommen wurde und dieses Verfahren der Aufreini-

gung keine weitere Verwendung gefunden hat.
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4.2.3.2 Cytosine Arabinoside

Die Anwendung von Ara-C wurde in Konzentrationen von 1 mM, 10 yM und 5 pM (n = 1)
getestet. Ara-C wurde den Kulturen im Anschluss an die Dissoziation dem Medium zugege-
ben und die Kulturen fiir 4 Tage im Inkubator inkubiert. AnschlieBend wurden die Kulturen

fixiert und die p75-positiven SZ und die GZZ bestimmt.

8

SZ-Anteil [%]
R & {

1M 10 UM 5pM
Ara-C Konzentration

Abbildung 14: Darstellung des prozentualen Anteils an SZ in der Kultur nach Verwendung

unterschiedlicher Konzentrationen von Ara-C in 1.Passage-Kulturen

Wie in Abb. 14 dargestellt, ergab die Konzentration von 1 mM Ara-C den hochsten Anteil an
SZ (68,6% SZ) in der Kultur im Vergleich zu 10 uM (43,9%) bzw. 5 uM (41,2%). Mit dieser

Konzentration wurden die Primér-Kulturen im Folgenden behandelt.

4.2.3.3 Dynabeads® Sheep anti-Rat IgG

Diese Methode (siehe 3.2.6.3 im Methoden-Abschnitt) fithrte zur hochsten Aufreinigungsquo-
te. Die Kulturen (2. Passage) der 24-well-Platten wurden 2 Tage nach der Aufreinigung fixiert
und der Anteil p75-positiver SZ an der GZZ immunzytochemisch bestimmt. Eine weitere

Aufreinigung erfolgte weitere 5 Tage spiter (3. Passage).
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In der 2. Passage konnten 488.000 = 313.673 (n = 7) vitale Zellen geerntet werden. Daraus
lieB sich errechnen, dass aus 1 mg Nervengewebe (Ausgangsgewicht 657,9 * 196,3 mg)
durchschnittlich 704 £ 315 Zellen in der 2. Passage gewonnen werden konnten. Der totale
Gesamtzellverlust von der 1. zur 2. Passage betrug somit 89,7 £ 5,9%.

Die Reinheit (prozentualer Anteil der p75LNGFR

-positiven Zellen [= SZ] in der Kultur) wurde
wiederum 2 Tage nach der Aussaat immunzytochemisch ermittelt. Wie in Abbildung 15 zu
erkennen, betrug der durchschnittliche Anteil der SZ in der 2. Passage 63,5 £ 11,7% (n = 7)
und war damit signifikant (** p < 0,001) gegeniiber dem SZ-Anteil der 1. Passage (29,6 £
6,6%) erhoht. Rechnerisch ergab sich fiir die 2. Passage eine Ausbeute von 472 + 321 SZ ein
SZ-Verlust von 78,2 + 11,4% zur 1. Passage.

In der 3. Passage wurden 143.286 *+ 69.877 vitale Zellen (n = 7) gewonnen. Dies entsprach
einer rechnerischen Ausbeute von 214 + 65 Zellen/mg Nervengewebe, der GZZ-Verlust zur 2.
Passage betrug 68,1 + 7,4%. Der Anteil an SZ in der 3. Passage konnte durch die Aufreini-
gung mit Dynabeads auf 79,9 *+ 5,2% signifikant (* p < 0,05) zur 2. Passage gesteigert wer-
den. Der SZ-Ertrag betrug 173 + 66 SZ/mg Nervengewebe. Daraus ergab sich ein SZ-Verlust

zur 2. Passage von 58,5 £ 13,6% (s. Abb. 15 und Tab. 6 und 7 im Anhang).
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Abbildung 15: Graphisch dargestellt ist die prozentuale Zunahme an SZ innerhalb der Kultur

im Anschluss an die Aufreinigung.

4.2.4 Proliferationsrate

Zur Bestimmung der Proliferationsrate (BrdU-positive Zellen = proliferierende Zellen) wurde
auf die Kultur (3. Passage) 1 Tag nach der Aufreinigung BrdU-Stamml6sung gegeben. Nach
24 h wurde die Kultur fixiert und mit dem anti-BrdU-AK/Cy-3 goat anti-mouse-AK markiert,
der eine rote Fiarbung der Zellen aufzeigte. Um die BrdU-markierten SZ zu identifizieren,
wurden die Zellen zusétzlich mit den p75-AK/Cy2-AK markiert (sieche Punkt 4.2.2 im Ergeb-
nisteil). Die Proliferationsrate (n = 1) der SZ betrug 2%.
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4.2.5 Transfektionsrate

Die Moglichkeit der genetischen Modifikation adulter caniner SZ wurde in einem gesonder-
ten Ansatz getestet.

Fiir die Transfektion mittels Elektroporation wurde das etablierte Protokoll fiir humane und
adulte Ratten-SZ tibernommen. Das Gesamtgewicht des epineuriumfreien Nerven ergab 505
mg. Nach der Dissoziation betrug die Zellzahl 1.580.000 Zellen/ml bei einer SZ-Reinheit von
31,3%. Nach der Aufreinigung (Dynabeads) waren insgesamt 540.000 Zellen mit einem SZ-
Anteil von 60,3% vorhanden. 3 Tage danach wurden die Zellen transfiziert. Von 480.000 Zel-
len uiberlebten 200.000 die Elektroporation. 48 h spiter wurde der SZ-Anteil und der Anteil
transfizierter, Enhanced Green Fluorescent Protein exprimierender Zellen bestimmt. Die Kul-
tur enthielt 67,7% SZ, von denen 20,9% transfiziert waren. Dem gegeniiber stand ein Anteil

von 1,8% transfizierten Fibroblasten.
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V Diskussion

Teil A) In-vivo-Studie
Dieser Abschnitt der Studie hatte das Ziel, den Einfluss von BDNF- und NT-3-

iberexprimierenden SZ im Vergleich zu nicht genetisch veridnderten SZ auf die Nervenrege-
neration nach groBem Substanzverlust zu untersuchen und zu bewerten. Das Interesse der Un-
tersuchungen bezog sich auf die funktionelle Regeneration nach der Nervenldsion und die an-
schlieBende qualitative und quantitative histologische Analyse der Regenerate. Zunéchst kann
festgehalten werden, dass die genetisch veridnderten SZ im Vergleich zu den nicht verinderten
Zellen auf die gewebliche Regeneration fordernde Effekte zeigten, da in 50% der implantier-
ten Silikonrohrchen Regenerate vorhanden waren, im Gegensatz zu 25% nach Transplantation
unveridnderter SZ.

Im Folgendem sollen die Ergebnisse diskutiert werden und mit der Dissertation von Frau Es-
ther Lipokatic, die ebenfalls am Institut fiir Neuroanatomie angefertigt wurde, verglichen wer-

den (Lipokatic 2005).

5.1.1 Tiermodell

In Studien, die sich mit der Regeneration des PNS beschiftigen, ist die Ratte ein sehr hiufig
genutztes Modell, iiber das unzéhlige Studien vorliegen (unter anderem: Timmer et al. 2003,
Ijkema-Paassen et al. 2004, Lipokatic 2005), dies gilt insbesondere fiir das N. ischiadicus-
Modell zur Evaluierung der motorischen und sensorischen Funktion nach Nervenlésionen.
Dabei ist ein sehr hiufig auftretendes Problem in diesen Studien, dass die Ratten ihre dener-
vierte Gliedmal3e attackieren, um den ungewohnten und auch eventuell schmerzhaften Reiz
zu verlieren. In Folge dessen, beillen sie sich in ihre Zehen, was zur Amputation einer oder
mehrerer Zehen fiithren kann. Wall et al. (1979) haben dieses Verhalten bei Ratten und Miu-
sen beobachtet, deren periphere Nerven durchtrennt wurden, und haben es als Autotomie be-
zeichnet. Andere Autoren haben @hnliche Beobachtungen im Verlauf ihrer Studien gemacht
(Varejao et al. 2001, Smit et al. 2004, Lipokatic 2005, Marcol et al. 2007). Der Nachteil die-

ses Phiinomens ist, dass die Ratten aus der SFI-Untersuchung ausgeschlossen werden miissen.
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Daher ist die Wahl eines geeigneten Rattenstammes ein wichtiges Kriterium fiir Studien der
PNS-Regeneration. Einige Autoren haben festgestellt, dass Lewis-Ratten eine niedrige bzw.
keine Inzidenz zur Autotomie zeigen (Varejao et al. 2001, Smit et al. 2004). Auch hat das Ge-
schlecht einen Einfluss auf das Autotomie-Verhalten. Weber et al. (1993) konnten in ihrer
Studie darlegen, dass weibliche Tiere eine geringere Tendenz zur Autotomie zeigten (33%)
im Vergleich zu ménnlichen (65%).

Neben der Wahl des Stammes und des Geschlechts besteht eine weitere Moglichkeit der Au-
totomie-Reduzierung z.B. in einer angereicherten Kifigumgebung (,.enriched environment*)
(Meek et al. 2004).

Um die Autotomie in dieser Studie moglichst gering zu halten, wurde den Ratten Zellstoff in
den Kifig gegeben und zusitzlich die lasionierte Pfote mit AntibeiBBspray eingespriiht. In die-
sem Spray sind Bitterstoffe enthalten, die das Benagen der Gliedmalle vermeiden sollten
(Dijkstra et al. 2000). Doch trotz dieser Vorkehrungen konnte das Autotomieverhalten nur
begrenzt unterbunden werden, so dass sich im Verlauf der Studie die Anzahl der Tiere, die an
der SFI-Analyse teilnahmen, reduzierte.

Obgleich das Problem der Autotomie bekannt war, wurde die Studie mit Sprague-Dawley-
Ratten durchgefiihrt. Durch die Verwendung weiblicher Tiere wurde die Autotomie-Rate ge-
senkt. Die zu implantierenden Zellen wurden ebenfalls aus dieser Linie gewonnen. Der Ein-
satz des Stammes im Hinblick auf die Vergleichbarkeit mit fritheren Studien am Institut fiir

Neuroanatomie erforderlich (Timmer et al 2003, Lipokatic 2005, Haastert et al 2006b).

5.1.2 Funktionelle Regeneration

Nach einer Lidsion im PNS kommt es zu einer unterbrochenen sensorischen und motorischen
Innervation im Versorgungsgebiet des Nerven. Das Ausmal} und der Grad der Stérung beein-
flussen die Regeneration. Fiir das Modell des N. ischiadicus ist der SFI ein gingiges Testver-
fahren fiir die motorische Wiederherstellung, wihrend fiir die sensorische Regeneration hiu-
fig der Withdrawal-Test oder der Pinch-Test verwendet wird. Wichtig ist, quantifizierbare,
nicht-invasive und reproduzierbare Testverfahren anzuwenden, um die Regeneration zu eva-

luieren (Dijkstra et al. 2000).
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5.1.2.1 Motorische Regeneration

Im Verlauf der 3-monatigen Studie wurde die oben beschriebene Problematik des Autotomie-
Verhaltens besonders deutlich. Die Anzahl der Tiere sank fiir die Analyse von Untersu-
chungszeitpunkt zu Untersuchungszeitpunkt. In der BDNF-Gruppe mussten 75%, in der NT-
3-Gruppe 66% und in der SZ-Gruppe 100% der Tiere im Verlauf aus der FuBBmusteranalyse
ausscheiden. Daher war in der SZ-Gruppe keine statistische Aussage beziiglich der Regenera-
tion mittels SFI am Ende mehr moglich.

Die Auswertung der Laufmuster und die Berechnung des SFI ergaben iiber den Beobach-
tungszeitraum keine Regeneration der motorischen Funktion in der operierten GliedmaBe.
Lagen vor der Implantation die Werte annihernd bei 0, sanken sie 3 Tage post OP auf Werte
von ca. -90, danach noch einmal auf ca. -100 nach 3 Wochen. In diesem Bereich blieben die
Resultate. Lediglich bei jeweils 2 Tieren in der BDNF- und NT-3-Gruppe gab es zwischen
der 3. und 9. Woche post OP tendenzielle Verbesserungen. Nach der Auswertung des SFI war
demnach keine Riickkehr der funktionellen Regeneration zu erkennen.

Dieses Ergebnis entspricht denen anderer Arbeitsgruppen, die ebenfalls iiber einen Zeitraum
von mehreren Monaten die Regeneration iiber grofe Distanzen im PNS untersuchten (Ansse-
lin et al. 1997, Dijkstra et al. 2000, Omura et al. 2005). Die Auswertung bei Frau Lipokatic
(2005) hatte ebenso keine Verbesserung der funktionellen Regeneration mittels SFI ergeben
(Haastert et al. 2006 b).

Dass es zu keiner Verbesserung des SFI kommt, kann verschiedene Ursachen haben. Zum ei-
nen ist es die Art der Verletzung. Bei einer Neurotmesis ist es bisher nie zu einer vollstindi-
gen Wiederherstellung der Funktion gekommen. Bei einer End-zu-End-Anastomose sind die
Regenerationserfolge auch grofer im Vergleich zu einer zu iiberbriickenden Nervenliicke.
Bestenfalls kam es zu einer bis zu 65%igen Regeneration (Dijkstra et al 2000, Varejao et al.
2003, Smit & Eric 2004). Im Gegensatz dazu haben Omura et al. (2005) bei einer Neurapra-
xia nach 7-14 Tagen und bei einer Axonotmesis nach 28 Tagen anndhernd normale SFI-Werte
erreicht. Axone, die nur unzureichend regenerieren, konnen zu einer fehlenden Reinnervation
fithren. Somit besteht weiterhin eine Unterbrechung in der axonalen Signalweiterleitung. Eine
weitere Moglichkeit besteht darin, dass die auswachsenden Axone in ein anderes Zielgebiet

einwachsen, was zu einer Fehlinnervation der distalen Muskelabschnitte fiihrt. Dadurch, dass
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die Regenerationsphase iiber mehrere Wochen andauert, konnte auch die beginnende Atrophie
der distalen Muskeln deren Funktionstiichtigkeit einschrianken (Welch 1996).

Zur Moglichkeit der Forderung der motorischen Regeneration gibt es verschiedene Theorien.
Friihzeitiges Training im Rahmen einer Physiotherapie der erkrankten Gliedmafe fordert die
Regeneration und vermindert die Atrophie. Durch elektrische Stimulation der betroffenen
GliedmalBle kann die Regenerationszeit im Falle einer Axonotmesis verkiirzt werden (Bonath
& Prieur 1998, Rozman et al. 2000, Forterre et al. 2007). In einer Studie von van Meeteren et
al. (1997) zeigten die Autoren, dass Ratten, die sich nach einer Nervenquetschung zum Trin-
ken aufrichten mussten, eine verbesserte Regeneration aufwiesen im Vergleich zu der Kon-
trollgruppe. Die im Kifig angereicherte Umgebung hat dagegen nach [jkema-Paassen et al.
(2004 ) keinen positiven Einfluss auf die Regeneration genommen.

In der vorliegenden Arbeit konnte auch fiir die Transplantation von BDNF/NT-3 iiberexpri-
mierenden SZ in eine 13 mm grofle Nervenliicke des N. ischiadicus mit dem SFI keine ver-
besserte funktionelle Regeneration der Motorik ermittelt werden. Aufgrund von Autotomie
konnte von den betroffenen Ratten keine Laufmuster mehr genommen werden und es kann
fiir diese Tiere kein SFI mehr ermittelt werden.

Der SFI unterliegt auch anderen @uferen Einfliissen, so dass dieses Verfahren als nicht beson-
ders sensitiv angesehen werden kann. Durch z.B. eine geédnderte Korperhaltung kann das Ge-
wicht auf der ldsionierten Pfote verindert und der FuBabdruck verfilscht werden. Ebenso
kann der Bewegungsablauf des Tieres gestort werden, wenn es abgelenkt ist. Somit konnen
die zu messenden Punkte zwischen den Zehen variieren (Varejao et al. 2001). Koka & Had-
lock (2001) haben in ihrer Arbeit den SFI-Test mit dem EPT-Test (extensor postural thrust)
verglichen, da die funktionelle Regeneration meist schwer zu prézisieren ist und nicht immer
mit histologischen und elektrophysiologischen Ergebnissen korreliert. Der SFI beinhaltet ei-
nen komplexen Bewegungsablauf eher als eine motorische, sensorische oder propriozeptive
Funktion. Der EPT dagegen misst nur die motorische Funktion, dabei wird die lidsionierte
Pfote auf eine digitale Skala gehalten, die, sobald Druck durch die Pfote ausgeiibt wird, die-
sen Wert aufzeichnet. Die Differenzen beider Testverfahren waren aber gering, der einzige
Vorteil war, dass der EPT-Test zeitlich schneller durchzufiihren war. Auch Smit et al. (2004)
haben verschiedene Verfahren zur Messung der Regeneration durchgefiihrt. Sie haben den

SFI mit dem static sciatic index (SSI) und dem static toe spread factor (TSF) verglichen. Bei
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beiden Verfahren geht es darum, mittels Videoanalyse den Grad des Funktionsverlustes abzu-
schitzen, anstelle des dynamischen FuBabdruckes beim SFI. Im Ergebnis zeigten sich aber
gleiche Verldufe in allen 3 Testverfahren, so dass auch diese Tests keine wesentliche Ande-
rung zum SFI aufzeigen. Baptista et al. (2006) haben ebenfalls den SFI mit dem SSI vergli-
chen. Der SSI wird als einfacher, hdufig wiederholbarer Test und préziser als der SFI be-
schrieben, weil er nicht von der Schnelligkeit des Ganges abhingig ist. Die Tests wurden mit-
tels Videoanalyse durchgefiihrt, um Stress fiir die Tiere durch das Applizieren der Pfoten auf
das Farbkissen zu vermeiden. Die Kamera bietet den Vorteil, dass sie die FuBabdriicke auf-
nehmen und auswerten kann. Die Fotomessungen sind genauer, es entstehen weniger Variati-
onen und die Farben konnen durch dynamische Prozesse verschmieren. Im Ergebnis zeigen
SFI und SSI hohe Ubereinstimmung. Bozkurt et al. (2008) haben einen Laufsteg entwickelt,
der sowohl statische als auch dynamische Gangparameter messen kann. Der Laufsteg besitzt
gegeniiber dem SFI Vorteile. 1. kann die Geschwindigkeit der Bewegung gemessen werden,
2. den SFI unmittelbar post operationem zu kalkulieren ist schwierig aufgrund der Parese der
lasionierten Pfote, 3. ist er weniger arbeitsaufwendig und zeitintensiv.

Dagegen haben Smit et al. (2006) eine Studie durchgefiihrt, die neurophysiologische Daten
von intra-axonalen Stromstdrken der regenerierten Nerven mittels einer magnetischen Auf-
zeichnung misst (MNG = magnetoneurography). Die Ergebnisse haben sie mit dem Muskel-
gewicht und dem TSF verglichen und haben festgestellt, dass die Regeneration gemessen mit
MNG vorangeschritten ist, wihrend der TSF im Verlauf der Studie stagnierte. Das Gewicht
des Muskels (M. gastrocnemius) nahm ebenfalls zu. Aufgrund dieser Erkenntnisse sind die
Regenerationsverldufe nicht immer durch die funktionellen Testverfahren zu beschreiben.

So auch in dieser Studie. Die quantitative Regeneration in dem Implantat zeigt anhand der
myelinisierten Axone, das eine axonale Regeneration stattgefunden hat, aber eine funktionelle
Regeneration durch den SFI nicht abbildbar war. Somit scheint der SFI fiir diese Studie nicht

geeignet gewesen, eine mogliche motorische Regeneration darzustellen.

5.1.2.2 Sensorische Regeneration

Die Wiederherstellung der sensorischen Regeneration wurde mit Hilfe einer spitzen Kaniile

und so mit einem schmerzvermittelten Reiz aus dem durch die Lision des N. ischiadicus nicht
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mehr innervierten Hautareal getestet. Der N. ischiadicus endet mit seinen sensiblen Nervenan-
teilen im lateralen Bereich der Hinterpfote. Es wurde die Reaktion bewertet, die auf diesen
Reiz erfolgte.

Im gesamten Verlauf der Studie hat keines der Tiere eine Reaktion auf den Reiz gezeigt. Im
Vergleich dazu wurde auf den Reiz der medialen Hautareale der ldsionierten Pfote und der
rechten Hintergliedmalle eine Reaktion sichtbar, die sich in einem sofortigen Zuriickziehen
der Pfote duferte.

Frau Lipokatic (2005) hatte in ihrer Studie die sensorische Regeneration anhand des reflekto-
rischen Zuriickziehens der Hinterpfote nach einem Temperaturreiz (Withdrawal-Test) be-
stimmt. Zunédchst waren die Latenzzeiten der ldsionierten Pfote signifikant verldngert im Ver-
gleich zur gesunden Pfote. Bereits nach 4 Wochen zeigte sich in der Gruppe der hoher mole-
kularen (21-kDa und 23-kDa) Isoformen des Fibroblastenwachstumsfaktor-2 (HMW-FGE-2-
Isoformen) ein positiver Effekt beziiglich der sensorischen Regeneration, die Zeit des Zuriick-
ziehens aus dem Wasserbad verkiirzte sich. Bei dem Test war allerdings eine distinkte Rei-
zung nur des denervierten Areals nicht gesichert.

In dieser Studie wurde nicht der Withdrawal-Test verwendet, weil durch den punktuell ge-
setzten Reiz nur der Bereich spezifisch gereizt werden sollte, der auch denerviert wurde. Im
Vergleich wurde dazu auch der Bereich gereizt, der durch die Operation nicht denerviert wur-
de. Dort erfolgte stets eine Reaktion, ebenso auf der kontralateralen Seite. Dagegen werden
durch das Eintauchen in ein Wirmebad beide Bereiche gereizt. Es kann dann nicht differen-
ziert werden, aus welchem Areal die Reaktion ausgelost wurde.

Dijkstra et al. (2000) beschreiben in ihrer Arbeit, dass Anteile des N. saphenus nach einer Li-
sion des N. ischiadicus in das Versorgungsgebiet einwachsen und Reaktionen veridndern kon-
nen. Dieses kann durch das negative Ergebnisse in dieser Studie ausgeschlossen werden. So-

mit hat in dieser Studie keine sensorische Regeneration stattgefunden.
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5.1.3 Quantitative Regeneration

5.1.3.1 Anzahl regenerierter myelinisierter Axone

Die in den Implantaten regenerierten Gewebekabel wurden in semidiinnen Querschnitten mit
dem in dieser Arbeitsgruppe entwickelten Computermakro auf der Basis von AnalySIS-Pro®
(Timmer et al. 2003) ausgewertet. Die Anzahl der regenerierten Axone wurden manuell an
festgelegten Schnittpunkten gezéhlt. So konnten vom Programm eventuell féalschlicherweise
mitgezihlte Gefdlle ausgeschlossen werden.

Die Zahl myelinisierter Axone in einem gesunden N. ischiadicus der Ratte wird mit 7000 -
8000 angegeben (Schmalbruch 1986, Ansselin et al. 1998 a, Fine et al. 2002). Weder in der
BDNEF-Gruppe noch in der NT-3-Gruppe wurden annihernd diese Werte erreicht.

In der Gruppe der BDNF-Tiere waren an Schnittpunkt +3,25 mm bei 4 von 7 Tieren (Tier-Nr.
1, 7, 8, 12) myelinisierte Axone vorhanden, die in ihrer Anzahl nach distal abnahmen. Dem-
nach waren bei 58% der Tiere (n = 12) Gewebekabel vorhanden, von denen 33% bei Schnitt-
punkt 3,25 mm und 25% bei Schnittpunkt +13,0 mm myelinisierte Axone aufzeigten. Ledig-
lich Tier-Nr. 1 wies distal des Schnittpunktes +3,25 mm keine weiteren Axone mehr auf. Bei
keinem der Tiere konnte eine Aufzweigung der Axone beim Auswachsen in die Nervenliicke
(Sprouting-Effekt) nachgewiesen werden. Durch den Sprouting-Effekt der Axone wird die
Anzahl der Axone erhoht, um dann die von distal wachsenden Biingner-Bénder fiir die Re-
genration zu erreichen und in sie einzuwachsen. Allerdings ist ein im Regenerationsverlauf
erst spdt beginnender Sprouting-Effekt unerwiinscht, da es zu Fehlinnervationen der umlie-
genden Muskulatur fithren kann (Lipokatic 2005).

An Schnittpunkt +3,25 mm waren in der Gruppe der NT-3-Tiere bei 4 von 6 Tieren (Tier-Nr.
2,5, 8, 10) myelinisierte Axone zu finden, hier waren auch die meisten Axone aller Gruppen
regeneriert. 50% der Tiere dieser Gruppe besallen Gewebekabel, davon 33% bei Schnittpunkt
+3,25 mm und 25% bei Schnittpunkt +13,0 mm Axone. Fiir Tier-Nr. 5 und 8 waren distal des
Schnittpunktes 6,0 mm keine Axone nachweisbar. Im Gegensatz zur BDNF-Gruppe gab es 2
Tiere (Tier-Nr. 2 und 10), die einen Sprouting-Effekt distal des Schnittpunktes +6,0 mm auf-
wiesen.

Das einzige Tier mit vorhandenem Gewebekabel aus der Gruppe mit den implantierten SZ

(25% der Tiere, n = 4) wies iiber die gesamte Linge myelinisierte Axone auf. Hier konnte e-
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benfalls ein Sprouting-Effekt dargestellt werden, der jedoch nicht so stark ausfiel wie in der
NT-3-Gruppe.

In der Arbeit von Frau Lipokatic (2005) hatten Tiere der HMW-Gruppe die hochste Zahl an
Gewebekabeln (63%), 36% enthielten myelinisierte Axone, die das distale Ende erreichten,
wihrend die Gruppe mit Uberexpression von 18-kDa-FGF-2-Isoform durch transplantierte SZ
zwar 46% Gewebekabel enthielt, aber davon keines mit myelinisierten Axonen bis zum dista-
len Ende nach 3 Monaten.

Vergleicht man die Anzahl der regenerierten Axone bei Schnittpunkt +3,25 mm, ist in der
NT-3-Gruppe der Wert etwas hoher (1984 + 1545) als in der BDNF-Gruppe (1853 £ 1225).
Die Ergebnisse der HMW-Gruppe lagen bei Schnittpunkt +1,0 mm bei 6689 £ 1623 und bei
+5,0 mm 1928 * 465 myeliniserten Axonen, bei der 18-kDa-Gruppe bei 9166 + 4594 bzw. bei
1394 + 476 Axonen. Stellt man diese Ergebnisse denen anderer Arbeiten gegeniiber, die eben-
falls die Regenerationsfdahigkeit des N. ischiadicus der Ratte iiber groBe Distanzen und mit
kiinstlichen Interponaten unterschiedlicher Befiillung untersuchten, so sind die vorliegenden
Ergebnisse schlechter.

Fine et al. (2002) haben in ihrer Arbeit den Einfluss von GDNF und NGF auf die Regenerati-
on einer 15 mm Liicke untersucht und hatten nach 7 Wochen in 90% der Tiere Nervenkabel in
dem Implantat mit einer Anzahl myelinisierter Axone bei Schnittpunkt +7,5 mm von 4942 +
1627 (GDNF) bzw. von 1199 * 431 (NGF). Dagegen hatten Li et al. (2006) in ihrer Arbeit
GDNF in einer nur 10 mm Liicke verwendet und nach 12 Wochen ca. 8000 myelinisierte A-
xone. Allerdings ist in der Puplikation der genaue Schnittpunkt, an dem die Auszdhlung
durchgefiihrte wurde, nicht angegeben.

Ansselin et al. (1998 a) hatten in ihrer Arbeit eine 18 mm Liicke nur mit SZ unterschiedlicher
Konzentration (< 0,5x10° (S) bzw. > O,5x106 (L) SZ/ Implantat), aber ohne erhthte Konzent-
rationen neurotropher Faktoren, untersucht. Erst nach 3 Monaten kam es zu einem Anstieg
der myelinisierten Axonzahl (keine genaueren Zahlenangaben), um nach 6 Monaten sprung-
haft auf 12500 (Gruppe L) bzw. auf 4000 (Gruppe S) Axone bei Schnittpunkt +9 mm anzu-
steigen. Eine Anzahl, die von keiner anderen Vergleichsgruppe erreicht wurde.

Die Arbeit von Aebischer et al. (1989) beschiftigte sich mit dem Einfluss von FGF-2 und Al-

pha-1-Glycoprotein (ein Akute-Phase-Protein) auf eine 15 mm Liicke. Nach 4 Wochen waren
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in 60% der Implantate Kabel vorhanden mit 2519 + 251 myelinisierten Axonen bei Schnitt-
punkt +7,5 mm. Timmer et al. (2003) haben die Regeneration einer 15 mm Liicke nach 4 Wo-
chen untersucht. Das Implantat enthielt SZ, die HMW-FGF-2 iiberexprimierten. 85% der
Implantate enthielten regeneriertes die Liicke iiberbriickendes Gewebe, das bei Schnittpunkt
+0,5 mm 9500 myelinisierte Axone aufwies.

Vogelin et al. (2006) haben in ihrer Studie eine 20 mm Liicke mit SZ und BDNF befiillt. Nach
10 Wochen waren Axone nur bis Schnittpunkt +9,5 mm mit einer durchschnittlichen Anzahl
von 1300 Axonen nachzuweisen.

Die Implantation von NT-3- und auch BDNF-iiberexprimierenden SZ, durch zellbasierte Ap-
plikation der Faktoren, scheint im Vergleich zu anderen Studien, die nicht in diesem Institut
durchgefiihrt wurden, eine Moglichkeit der Regenerationsforderung zu sein, da in beiden
Gruppen (in der Gruppe der NT-3-Tiere verstirkt) die myelinisierten Axone bis zum distalen

Stumpf auswuchsen.
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Autor Tier- Faktor Dauer Liicke Ergebnisse Schnittpunkte Axonzahl
zahl [mm]
Aebischer 5 b-FGF 4 Wo- 15 Gewebekabel in 5/5 Tie- Mittelpunkt 2519 £ 251
et al. und ol- chen ren; myelinisierte
1989 Glycoprotein Axone in 3/5 Tieren
Ansselin 18 SZ unterschiedlicher 24 Wo- 18 ? Mittelpunkt 4000 (S) bzw.
et al. Konzentration chen 12500 (L)
1998 a (<0,5x10° (S) und
>0,5x10° (L))
Fine et al. 10 NGF 7 Wo- 15 Gewebekabel Mittelpunkt 1199 + 431(NGF)
2002 chen in 9/10 Tieren
10 GDNF 7 Wo- 15 Gewebekabel in 9/10 Tie- 4942 + 1627 (GDNF)
chen ren
Timmer 7 HMW-FGF-2 (zellba- 4 Wo- 15 Gewebekabel in 6/7 Tie- alle 500pum max 9466 bei Schnittpunkt
et al. siert) chen ren; myelinisierte 0,5
2003 Axone in 5/7 Tieren
Lipokatic 13 18-kDa-FGF2 12 Wo- 15 Gewebekabel in 5/13 Tie- 1,0; 5,0; 7,0; 9116 + 4594 (1,0 mm); 1394 + 476 (5,0 mm);
2005 (zellbasiert) chen ren; myelinisierte Axone in >7,0 mm 939 £ 224 (7,0 mm); 117 £ 53 (>7,0 mm);
3/13
11 HMW-FGF?2 (zellbasiert) | 12 Wo- 15 Gewebekabel in 7/11 Tie- 6689 + 1623 (1,0 mm); 1928 + 465 (5,0 mm);
chen ren, 1393 £411 (7,0 mm); 1161 + 400 (>7,0 mm)
myelinisierte Axone in
7/11 Tieren
Liet al. 16 GDNEF (zellbasiert) 12 Wo- 10 ? Mittelpunkt 8000
2006 chen
Vogelin et 8 BDNF 10 Wo- 20 keine vollstindig regene- 9,5 mm (von 1300
al. 2006 chen rierten Gewebekabel proximal)
vorliegende 12 BDNF (zellbasiert) 12 Wo- 13 Gewebekabel in 7/12 Tie- | <3,25 (bei Be- [ 1853 £ 1225 (3,25 mm); 1098 £ 899 (6,0 mm);
Arbeit chen ren; myeliniserte Axone in darf); 3,25; 650 % 663 (9,75 mm); 643 = 695 (13,0 mm)
3/12 6,0; 9,75; 13,0
12 NT-3 (zellbasiert) 12 Wo- 13 Gewebekabel in 6/12 Tie- mm 1984 + 1545 (3,25 mm); 676 + 770 (6,0 mm);
chen ren; myelinizszte Axone in 1666 + 1241 (9,75 mm); 1007 + 1489 (13,0

mm)

Tabelle 4 stellt eine Ubersicht iiber die im Text 5.1.3.1 erwihnten Publikationen dar.
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5.1.3.2 G-ratio

Der g-ratio beschreibt das Verhiltnis zwischen Axondurchmesser und dem gesamten Faser-
durchmesser und somit den Grad der Myelinisierung, der umso besser ist, je kleiner der Wert
ist.

Der g-ratio wurde an den vorher definierten Schnittpunkten (+3,25 mm, +6,0 mm und +13,0
mm) fiir jeweils 500 Axone, bzw., wenn weniger als 500 vorhanden waren, fiir alle Axone pro
Querschnitt berechnet. In einem gesunden N. ischiadicus der Ratte liegt der g-ratio zwischen
0,6 und 0,7 (Ansselin et al. 1998 a).

In dieser Arbeit lagen die Werte zwischen 0,62 und 0,74. Die nach der Formel berechneten
Werte, die zwischen 0,6 und 0,7 lagen, sind auf einen nach distal verminderten Durchmesser
der myelinisierten Axone zuriickzufithren und nicht auf eine Verbesserung der Myelinisie-
rung. Somit ist die Myelinisierung der Axone noch unzureichend, aber schon nahe der oberen
Grenze der Normwerte. Im direkten Vergleich beider Gruppen ist die Myelinisierung der
BDNEF-Gruppe tendenziell besser als die der NT-3-Gruppe in allen 3 Schnittpunkten.
Betrachtet man dazu die Ergebnisse der Arbeit von Frau Lipokatic (2005) liegen die Werte
der BDNF- und auch der NT-3-Gruppe nédher an dem Idealwert als die der FGF-2-Gruppen
(sowohl 18- als auch HMW-Isoform). Somit scheinen BDNF und NT-3 die Remyelinisierung
stiarker zu fordern als FGF-2.

5.1.4 Schlussbetrachtung der in-vivo-Studie

In der Vergangenheit wurden viele Studien iiber die Regeneration im PNS unter dem Einfluss
verschiedener Wachstumsfaktoren durchgefiihrt, z.B. FGF-2 (Timmer et al. 2003, Lipokatic
2005, Haastert et al. 2006 b), GDNF und NGF (Fine et al. 2002), GDNF (Li et al. 2006). Die
Studiendauern waren dabei unterschiedlich von 4 Wochen bis zu mehreren Monaten. Dabei
wurden nur in Studien, die in der Neuroanatomie, MHH durchgefiihrt wurden, genetisch mo-
difizierte SZ verwendet. Die Ergebnisse waren besser als die Verwendung naiver SZ ohne zu-
sitzliche Anwendung neurotropher Substanzen. Ebenso sind die Ergebnisse dieser Arbeit zu
bewerten. Der Einfluss BDNF- und NT-3-transfizierter SZ auf die Regeneration peripherer

Nervenlidsionen ist in der histologischen Auswertung positiv. Allerdings kann keine direkte
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Aussage im Vergleich zu nicht transfizierten SZ getroffen werden, da nur 1 Tier in der Kon-
trollgruppe Regenerate aufwies. Die Auswertung der motorischen Regeneration mittels SFI
allerdings ergibt keinen positiven Effekt. Deshalb ist die Frage zu stellen, ob die beiden Test-
verfahren fiir diese Studie geeignet waren oder ob andere funktionelle Untersuchungsmetho-
den, wie z.B. der Einsatz des Rotorods, bessere Ergebnisse hitten aufzeigen kénnen.

Die im Rahmen dieser Studie gewonnenen Erkenntnisse iiber die periphere Nervenregenerati-
on nach grolem Substanzverlust bieten die Grundlage fiir weitere Versuche. Die Effekte, die
von genetisch modifizierten und implantierten SZ in Verbindung mit der Uberexpression neu-
rotropher Substanzen ausgehen, konnten in dieser Arbeit dargestellt werden.

Wie schon mehrfach zuvor erwihnt, zeigte sich auch in anderen Arbeiten, dass neurotrophe
Faktoren einen positiven Einfluss auf die Regeneration haben. Auf dieser Grundlage und auf-
grund der verschiedenen Mdoglichkeiten, die Nervenregeneration durch Zugabe neurotropher
Faktoren zu steigern, wire die Kombination der Faktoren, wie es Fine et al. 2002 in ihrer Ar-
beit durchfiihrten, ein folgender Versuchsansatz, mit eventuell noch besseren Resultaten. SZ
und neurotrophe Faktoren sind auch unter natiirlichen Bedingungen an Regenerationsabldufen
beteiligt und tragen zu einem regenerationsfordernden Milieu bei (Evans 2001, Fansa et al.
2003 a).

Obwohl der direkte Vergleich der BDNF/NT-3-Uberexpression zu der von FGF-2 (durch ge-
netisch modifizierte SZ) noch aussteht, erscheint eine Kombination der Faktoren vielverspre-
chend.

Dadurch, dass neurotrophe Faktoren zu unterschiedlichen Zeitpunkten und mit verschiedenen
Eigenschaften innerhalb der Regeneration ihre Funktion entwickeln, wire eine Kombination
eine Moglichkeit fiir weitere Untersuchungen. So konnten, z.B. Faktoren, die das Auswachsen
der Axone fordern (z.B. NT-3), als erstes von SZ freigesetzt werden, um dann von Faktoren
unterstiitzt zu werden, die die Myelinisierung oder das zielgerichtete Auswachsen der Axone

fordern (z.B. BDNF).
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Teil B) In-vitro-Studie

Die Problematiken der Versorgung peripherer Nervenverletzungen sind sowohl in der Hu-
manmedizin als auch in der Veterindrmedizin bekannt. Daher miissen ebenso hier neue An-
sitze der Therapiemoglichkeiten erforscht werden. Die gebriduchliche Therapie der Neurot-
mesis besteht darin, die Nervenstiimpfe direkt zu adaptieren. Im Falle einer zu grofen Distanz
zwischen den Nervenstiimpfen werden Nerven transplantiert. Handelt es sich um komplexe
Plexus-brachialis-Verletzungen, wie sie hidufig nach Autounfillen auftreten, gestaltet es sich
schwierig, diese iiber die beiden oben genannten Moglichkeiten zu versorgen. Die Lisionen
sind meist zu umfangreich. Eine alternative therapeutische Strategie bestiinde darin, im Falle
einer zu groen Nervenunterbrechung, autologe SZ im Rahmen eines Tubulisationsverfahrens
(Tissue engineering) zu nutzen.

Das Ziel dieser Studie war es, aus explantierten Nn. ischiadici von Hunden adulte canine SZ
in hoher Reinheit zu gewinnen, um diese in einem mdoglichst kurzen Zeitrahmen in der Ner-
venrekonstruktion zu nutzen. Ferner wurde die Moglichkeit getestet, die gewonnenen caninen

SZ analog zu den Ratten-SZ genetisch zu modifizieren.

5.2.1 Methode

Da es in der Literatur lediglich nur eine Arbeit iiber den Umgang mit caninen SZ gab (Pauls
et al. 2004), wurden Protokolle fiir die Gewinnung, Kultivierung und Modifikation humaner
SZ und Ratten-SZ iibernommen und modifiziert (Mauritz et al. 2004, Haastert et al. 2006 a,
Haastert et al. 2007 a), dabei wurden Methoden kombiniert und im Verlauf der Studie opti-

miert, um somit die neuen Techniken fiir diese Studie zu etablieren.

5.2.1.1 Pradegeneration und Dissoziation

Aus vorherigen Arbeiten an SZ der Ratte und des Menschen ist bekannt, dass Nervenexplan-
tate, die eine in-vitro-Pradegeneration durchlaufen, SZ mit einer erhohten mitotischen Aktivi-
tit enthalten, aus solchen Explantaten eine erhohte Anzahl an SZ isoliert werden kann und die

Pridegeneration das Auswachsen von Fibroblasten unterstiitzt (Ansselin et al. 1995, Fansa et
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al. 1999, Mauritz et al. 2004, Haastert et al. 2007 a). Wihrend der in-vitro-Pridegeneration
lauft die Waller-Degeneration, in der sich die SZ von den Axonen l6sen, dedifferenzieren und
proliferieren, ab (Ansselin et al. 1995).

Das Medium fiir die Priadegeneration wurde aus den Arbeiten der adulten Ratten-SZ und hu-
manen SZ libernommen und in einem Punkt modifiziert. Es wurden 15% FCS beigefiigt, da
dieses das Auswachsen der Fibroblasten aus dem Préparat fordert (Streit 2006).

Die Beschichtung der Kulturplatten wurde nach Pauls et al. (2004) modifiziert. Die Verwen-
dung von Kollagen G wurde von Pauls (2003) iibernommen. Es wurde aber anstelle von
Aqua dest. mit Melanozyten-Wachstums-Medium vermengt (1:1). Melanozyten-Wachstums-
Medium ist als serumfreies Kulturmedium geeignet, das Fibroblastenwachstum einerseits zu
unterdriicken und andererseits Kulturen mit einem hohen Anteil an SZ rein zu halten (Mauritz
et al. 2004, Haastert et al 2006 a, Haastert et al. 2007 a). SZ in serumhaltigen Medien teilen
sich ohne Zusatz von Mitogenen nur sehr langsam (Levi et al. 1995). Daher wurde ein serum-
freies Medium mit Zusatz von Mitogenen zur selektiven Anregung der SZ-Proliferation ver-
wendet. Der Gebrauch eines serumhaltigen Mediums hat ferner den Nachteil, dass die Zu-
sammensetzung des Serums nicht definiert ist und von Charge zu Charge wechseln kann, und
dadurch der Gehalt an Inhaltsstoffen schwankt, da es sich bei Seren um undefinierbare Natur-
produkte handelt.

Bereits nach wenigen Tagen der Priadegeneration konnte das Auswachsen der Fibroblasten
aus den Nervenstiimpfen beobachtet werden, die an dem Kollagen haften blieben. Im An-
schluss daran erfolgte die enzymatische und mechanische Dissoziation der Nervenstiimpfe.
Erstmalig wurde der Anteil caniner SZ bestimmt. Schon hier zeigte sich ein hoherer Anteil an
SZ in der Kultur (29,6 £ 6,6%) innerhalb von 11 Tagen im Vergleich zu der Arbeit von Pauls
(2003) (maximale Werte von 22,5 - 27,1% bei einer durchschnittlichen Dauer von 66 Tagen).

5.2.1.2 Kultivierung caniner SZ

Die Beschichtung der Kulturplatten hat einen gro3en Einfluss auf eine ausreichende Adhésion
und Proliferation der SZ. Dafiir wurde die Doppelbeschichtung aus Laminin und Poly-L-
Ornithin aus Versuchen mit adulten Ratten-SZ iibernommen (Mauritz et al. 2004). Laminin

ist eine natiirliche Komponente der extrazelluldaren Matrix und unterstiitzt die axonale Rege-
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neration im PNS (Heath & Rutkowski 1998, Fansa et al. 2003 a, Chen et al. 2007). Poly-L-
Ornithin hat sich als geeignetes Kultivierungssubstrat fiir adulte Ratten-SZ erwiesen.

Bei der Auswahl des Mediums wurde wiederum auf Protokolle fiir die Kultivierung humaner
und Ratten-SZ zuriickgegriffen. Das Melanozyten-Wachstums-Medium als serumfreies Me-
dium war dabei geeignet, das Fibroblastenwachstum zu unterdriicken. Durch die Zugabe von
15% FCS wurde das Auswandern der vorhandenen Fibroblasten aus den Préparaten angeregt

und durch BPE, FGF-2 und FK selektiv die Proliferation von SZ unterstiitzt.

5.2.2 Selektive Anreicherung caniner SZ

Voraussetzung fiir eine Verwendung von SZ in einem Implantat ist, dass die Kulturen mog-
lichst rein sind, d.h. einen hohen Anteil an SZ aufweisen. Fibroblasten behindern den regene-
rationsfordenen Effekt (Calderon-Martinez et al. 2002). Ziel der Anreicherung ist, zum einen
Fibroblasten zu entfernen, ohne die vorhandenen SZ zu schidigen oder zu eliminieren, zum
anderen selektive Kulturbedingungen zu schaffen, und dieses innerhalb einer méglichst kur-
zen Zeitspanne. Die Schwierigkeit liegt darin, die differenzierten, postmitotischen SZ zur Pro-
liferation anzuregen, und dabei gleichzeitig das Wachstum der Fibroblasten zu unterbinden.
Die Anreicherung beginnt bereits mit der in-vitro-Pradegeneration. Es wird das Auswandern
der Fibroblasten aus dem Explantat gefordert. Durch das Ablosen der Explantate vor der Dis-
soziation und dem Verbleib der Fibroblasten auf der Kulturplatte erfolgt die erste Trennung
von Fibroblasten und SZ.

Um die Kultur im weiteren Verlauf von den Fibroblasten zu befreien, wurde dem Medium
Ara-C zugegeben. Das Antimitotikum wirkt auf sich schnell-teilende Zellen wie Fibroblasten
und totet sie ab. Ara-C wirkt aber bei zu hdufiger Anwendung auch zytotoxisch auf die SZ
(Calderon-Martinez et al. 2002). Daher wurde es nur einmalig angewendet.

Eine weitere Aufreinigung wurde mit den Dynabeads durchgefiihrt, ein Verfahren, dass fiir
neonatale Ratten-SZ etabliert war (Haastert et al. 2005). Hierdurch konnten die gro3ten Auf-
reinigungsraten erzielt werden (nach zweimaliger Aufreinigung 79,9 + 5,2% SZ in der Kul-
tur). Durch die selektive Bindung der Magnetkiigelchen an die Oberfliche der Fibroblasten

wurden diese mittels Magneten aus der Kultur entfernt.
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Das Verfahren des Cold-jet wurde ebenfalls getestet. Ein Verfahren, dass bei adulten Ratten-
SZ und humanen SZ zu hohen Aufreinigungsraten fiihrte (Jirsova et al. 1997, Mauritz et al.
2004, Haastert et al. 2006 a, Haastert et al. 2007 a). Es zeigte sich aber, dass die caninen
Fibroblasten sich ebenfalls von der Oberfliche der Kulturplatten ablosten und nach wenigen
Tagen die nachfolgenden Passagen von Fibroblasten iiberwuchert wurden. Dieses Verfahren
zur Aufreinigung erwies sich fiir die caninen SZ als ungeeignet und wurde daher nicht weiter
beriicksichtigt.

Durch die Verwendung selektiver Kulturbedingungen werden die SZ in threm Wachstum un-
terstiitzt, wihrend das der Fibroblasten inhibiert wird. Das in dieser Studie verwendete serum-
freie Kulturmedium wurde mit den Mitogenen FGF-2, BPE und FK versetzt, um selektive
Kulturbedingungen zu schaffen (Mauritz et al. 2004, Haastert et al. 2006 a, Haastert et al.
2007 a).

5.2.3 Proliferation

Die Proliferation wurde in dieser Studie durch den Einbau von 5-Bromo-2°-deoxy-uridine
(BrdU) in die DNA sich teilender Zellen nachgewiesen (Fansa et al. 1999, Calderon-
Martinez et al. 2002, Mauritz et al. 2004, Haastert et al. 2006 a). Auch zu diesem Abschnitt
gab es bisher keine weiteren Studien. Mauritz (2005) hatte in ihrer Studie die Proliferationsra-
ten adulter Ratten-SZ und humaner SZ bestimmt. In dieser Studie betrug die Proliferationsrate
caniner SZ lediglich 2%, wihrend sie bei der adulten Ratte zwischen 35-43% und bei huma-
nen SZ bei 2,5-5%, unter Zugabe von rekombinaten humanen Heregulin (rHRG) sogar bei
32% lag. Heregulin ist ein Mitogen, welches positiv auf die Proliferation von humanen und
Ratten-SZ wirkt.

Die Wahl eines weiteren spezifischen Mitogens wire auch fiir die caninen SZ ein Ansatz, um
die Proliferation zu erhohen. Auch unter dem Aspekt, dass die GZZ der SZ im Laufe der ein-

zelnen Verfahren immer weiter abnahm.
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5.2.4 Transfektion caniner SZ

Das Endziel des Teil B dieser Studie war es, eine Moglichkeit zu entwickeln, um canine SZ
genetisch zu modifizieren. Da auch hierzu keine Studien vorhanden waren, wurde eine nicht-
virale Transfektionsmethode gewihlt, die bereits fiir adulte humane und Ratten-SZ etabliert
war (Mauritz et al. 2004, Haastert et al. 2007 a) und dort hohe Transfektionsergebnisse er-
zielte.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte lediglich ein Pilotversuch durchgefiihrt werden.
In nachfolgenden Untersuchungen miissen Parameter beziiglich der Menge an EGFP und Ein-
stellungen der Elektroporation getestet werden, um die Transfektionsrate von 20,9% zu erho-
hen.

Zum Vergleich dazu wurden in der Studie von Frau Mauritz (2005) zwischen 11% (Zugabe
von 15ug EGFP) und 32% (Zugabe von 30ug EGFP) der adulte Ratten-SZ mittels Elektropo-
ration transfiziert, wihrend bei den humanen SZ zwischen 20% (14 Tage Priddegeneration,
teilweise Zugabe von rHRG) und 37% (7 Tage Priadegeneration, Zugabe von rHRG) transfi-
ziert wurden. Somit hat die hohere Zugabe an DNA einen positiven Einfluss auf die Menge
der transfizierten SZ. Ein Ansatz, der auch fiir die caninen SZ vielversprechend sein kann.

Mit der Elektroporation wurde erstmalig eine erfolgsversprechende Moglichkeit der Transfek-
tion caniner SZ getestet, die eine schnelle, sichere und gut reproduzierbare Methode sein

kann, um canine SZ genetisch zu modifizieren.

5.2.5 Schlussbetrachtung der In-vitro-Studie

In dieser Studie wurden die Grundlagen fiir die Gewinnung adulter caniner SZ gelegt, um sie
fiir eine mogliche Transplantation ins periphere Nervensystem zu gewinnen. Die neuen etab-
lierten Techniken basieren auf Erfahrungen mit kultivierten und transfizierten Ratten- und
humanen SZ am Institut fiir Neuroanatomie, MHH. In der vorliegenden Arbeit wurden die
Techniken der verschiedenen Protokolle kombiniert und nach eigenen Erfahrungen modifi-
ziert, um sie schlieBlich fiir neue Kultursysteme caniner SZ zu etablieren.

Die zum ersten Mal angewandten Verfahren zur Aufreinigung der Kulturen fiihrten auf
schnelle und einfache Weise zu einer signifikanten Steigerung des Anteils an caninen SZ mit

einer Reinheit von 80% caniner SZ, was das 2,5fache vorheriger Studien ist (Pauls et al.
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2004). Besonders durch die Aufreinigung mittels Dynabeads konnte die Anzahl der
Fibroblasten gemindert bzw. der SZ-Anteil gesteigert werden. Durch dieses Verfahren konn-
ten diese Werte bereits nach 3-4 Wochen erreicht werde, was nur die Halfte der Zeit bisher
vorliegenden Studien entspricht. Das Zeitfenster, um naive oder genetisch modifizierte canine
SZ fiir eine Transplantation in eine Nervenliicke zu gewinnen, ist entscheidend fiir die weitere
Prognose, die umso giinstiger ist, je kiirzer die Zeit nach der Verletzung ist.

Doch die niedrige Proliferationsrate und damit die relativ geringe Anzahl an SZ erbrachten
nicht die erhofften Resultate, so dass diesbeziiglich weitere Studien folgen miissen. Durch die
Wahl eines weiteren, spezifischen Mitogens konnte die Zahl der SZ gesteigert werden, wie es
auch bei humanen SZ moglich ist.

Ein weiterer negativer Einfluss auf die niedrige Anzahl an SZ wird das relativ hohe Alter der
Hunde sein (durchschnittlich 10,57 £ 2,15 Jahre). Denn mit zunehmendem Alter 14sst die Tei-
lungsfihigkeit der SZ nach.

Durch die Elektroporation konnte eine Moglichkeit der schnellen und sicheren Methode zur
genetischen Modifikation getestet werden, die weiter modifiziert werden sollte, wie durch die
erhohte Zugabe an Plasmid-DNA.

Insgesamt kann durch diesen Teil der Studie ein neuer Ansatz fiir die Rekonstruktion nach pe-

ripheren Nervenldsionen fiir kleine Haustiere in Zukunft moglich sein.
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VI Zusammenfassung

Peer Seef: Genetische Modifikation von Schwann-Zellen der Ratte und des Hundes
- in-vitro-Charakterisierung und funktionelle und histologische Untersuchung
nach Transplantation im Regenerationsmodell des Nervus ischiadicus der adul-

ten Ratte

Fiir die Entwicklung alternativer Therapien im Rahmen der peripheren Nervenrekonstruktion
spielen Schwann-Zellen (SZ) eine wichtige Rolle. SZ bilden am Ort der Verletzung ein rege-
nerationsfordendes Milieu. Neben anderen Proteinen werden neurotrophe Substanzen nach
Verletzungen des peripheren Nerven vermehrt exprimiert.

Neben Fibroblastenwachstumsfaktor-2 (FGF-2) sind auch Brain Derived Neurotrophic Factor
(BDNF) und Neurotrophin-3 (NT-3) in diesem Zusammenhang von Interesse. Deshalb wur-
den fiir die vorliegende Arbeit SZ genetisch so modifiziert, dass sie BDNF und NT-3 iibe-
rexprimierten. Diese SZ wurden in ein Silikonréhrchen gefiillt und zur Uberbriickung einer
Distanz von 13 mm zwischen den proximalen und den distalen Stumpf durchtrennter Nn.
ischiadici adulter Ratten eingeniht. Innerhalb eines Beobachtungszeitraums von 3 Monaten
wurden motorische und sensorische Untersuchungen beziiglich der funktionellen Nervenrege-
neration durchgefiihrt. Im Anschluss daran wurden die Regenerate morphometrisch unter-
sucht, um die Quantitéit und die Qualitit der regenerierten myelinisierten Axone zu priifen und
eventuelle Unterschiede zwischen beiden Gruppen festzustellen.

Ex vivo Gentherapie mit BDNF oder NT-3 zeigte positive Effekte auf die axonale Regenera-
tion, dennoch ergab sich kein signifikanter Unterschied zum Einsatz naiver SZ. Dariiber hin-
aus konnte im gewihlten Beobachtungszeitraum keine funktionelle Regeneration festgestellt
werden.

In der Zukunft miissen weitere Studien die gewonnenen Ergebnisse ergidnzen, um den Einsatz
von BDNF- oder NT-3-Gentherapie in der Therapie peripherer Nervenldsionen gesichert be-
werten zu konnen.

Auch in der Veterinirmedizin kommt es hdufig zu Lisionen peripherer Nerven durch Ver-

kehrsunfille, Biss- oder Schussverletzungen. Die chirurgische Versorgung solcher Verletzun-
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gen ist aber hdufig unbefriedigend. Auch hier kann ein Therapieansatz sein, SZ in einem Fiih-
rungskanal in die entstandene Nervenliicke zu implantieren.

Als Voraussetzung fiir den Einsatz von SZ-Transplantaten bei Hunden wurden in der vorlie-
genden Arbeit Techniken fiir die Isolation, Anreicherung und genetische Modifikation caniner
SZ etabliert. Dieses geschah durch Modifikation eines publizierten Protokolls Dritter fiir die
Kultivierung caniner SZ und von Protokollen, die am Institut fiir Neuroanatomie fiir die Kul-
tivierung, Aufreinigung und Transfektion adulter SZ der Ratte und des Menschen zuvor etab-
liert worden waren.

Zum Erhalt einer hohen Zellausbeute mussten die epineurium-freien peripheren Nerven (Nn.
ischiadici adulter Hunde) zunichst in vitro pridegeneriert werden. Nach der Priméraussaat
konnten kontaminierende Fibroblasten durch selektive Kulturbedingungen in ihrem Wachs-
tum gehemmt werden. AuB3erdem wurden zur Eliminierung von Fibroblasten und Anreiche-
rung der caninen SZ erstmalig Dynabeads verwendet. Der Anteil an caninen SZ von 30% in
der 1. Passage konnte auf 80% in der 3. Passage erhoht werden. Die Reinheit der Kulturen
wurde mit immunzytochemischen Methoden und Fluoreszenzmikroskopie evaluiert. Eine ho-
he Reinheit und Zellausbeute konnte mit den gewihlten Methoden nach einer 3-4wdchigen
Kultivierungsphase erreicht werden. Diese, erstmals beschriebene, kurze Zeitspanne wird ei-
nen spiteren klinischen Einsatz der Transplantation adulter caniner SZ erleichtern. SchlieBlich
wurde die Elektroporation als Verfahren zur genetischen Veridnderung von caninen SZ getes-
tet. Dabei wurde eine Transfektionsrate von 20% erzielt.

Mit dem zweiten Teil der vorliegenden Arbeit konnte die Grundvoraussetzung fiir weitere
Untersuchungen geschaffen werden, die den Einsatz von caninen SZ im Sinne des Tissue En-

gineering bei der peripheren Nervenrekonstruktion in der Veterindrmedizin entwickeln helfen.
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VIl Summary

Peer Seef: Genetic modification of Schwann cells of the rat and the dog
- in-vitro-characterization of the Schwann cells and functional and histological
examination after transplantation in a rat model of peripheral nerve regenerati-

on across long gaps

In the development of alternative therapies for peripheral nerve reconstruction, Schwann cells
(SC) play a crucial role. SC produce a regeneration promoting milieu at the site of injury.
Among other proteins, expression of neurotrophic factors is increased after peripheral nerve
injury.

Besides Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2) also Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF)
as well as Neurotrophin-3 (NT-3) are interesting proteins in the given context. In the current
study, SC were therefore genetically modified to over-express BDNF or NT-3. These modi-
fied SC were injected into silicone tubes. These tube were implanted into transected sciatic
nerves of adult rats to bridge a 13 mm gap between the proximal a d distal nerve stumps. Over
three months post surgery functional regeneration was evaluated with motor and sensory tests.
After sacrifice of the animals, regenerated nerve tissue from both groups was morphometri-
cally analyzed with regard to quantity and quality of regenerated myelinated axons.

Ex vivo gene therapy with BDNF or NT-3 showed a positive effect on axonal regeneration,
however this was not significant in comparison to transplantation of naive SC. Furthermore,
no functional regeneration was detectable during the chosen observation period.

Future studies are needed to substitute the results of the current study and to provide clear rat-
ing of the potential of BDNF or NT-3 gene therapy in peripheral nerve reconstruction ap-
proaches.

Also in veterinary medicine, peripheral nerve injuries are commonly seen, e.g. after traffic ac-
cidents or biting or shooting events. Surgical therapies are cumbersome. An alternative thera-
peutical approach is again implantation of SC filled nerve guidance channels.

As a prerequisite for the use of SC transplants in dogs, protocols were established to culture

canine SC in sufficient amounts and purity as well as first transfection approaches have been
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performed in the current study. The established methods were based on one reported protocol
for canine SC cultures from others and protocols established at the institute for neuroanatomy
for culture, purification and transfection of adult rat and human SC.

To obtain high cell numbers, epineurium-free peripheral nerves (sciatic nerves of adult dogs)
had to be in vitro predegenerated. After primary seeding of the cells, growth of contaminating
fibroblasts was impaired by SC selective culture conditions. Additionally Dynabeads were
used for the first time to eliminate fibroblasts and to enrich canine SC. Percentage of canine
SC was increased from 30% in 1. passage cultures to 80% in 3. passage cultures. Purity of
cultures was determined by immunocytochemistry and fluorescence microscopy. High purity
and SC numbers were obtained after only 3-4 weeks in vitro. This short time frame, reported
for the first time, will facilitate future clinical use of adult canine SC within transplantation
approaches. Finally, electroporation was tested to genetically modify canine SC. A transfec-
tion rate of 20% was achieved.

The second part of the current study contributes as a basis to the establishment of SC based

tissue engineering approaches for peripheral nerve reconstruction in veterinary medicine.
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IX Anhang

Der Anhang gliedert sich in mehrere Abschnitte.

Die Bildtafeln des ersten Abschnittes zeigen histologische Aufnahmen der caninen Nerven
und der caninen Schwann-Zellen bzw. der caninen Fibroblasten, sowohl als Phasenkontrast-
aufnahme als auch der immunzytochemisch markierten Zellen.

Im zweiten Abschnitt werden die Daten aus den In-vitro-Versuchen dargestellt.

Der dritte Abschnitt gibt einen Uberblick iiber die verwendeten Materialien beider Versuche.

Abschnitt 1

Abb. 17

Abb. 16 + 17: Massives Auswachsen caniner Fibroblasten (schwarzer Pfeil) aus einem pri-
parierten Nervus ischiadicus (weiller Pfeil) im Verlauf der in-vitro-Pridege-
neration, auf Kollagen angesetzt. VergroBBerung links 40x, rechts 100x Vergro-
Berung.
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1_00 p?

Canine Schwann-Zellen am Beginn der Ablosung vom Untergrund, nach 5 Ta-
gen auf PORN-Laminin, 1 min nach Auftragen von Trypsin/EDTA.
Immunzytochemische Markierung einer nicht aufgereinigten Schwann-Zell-
Kultur (Primérkultur) mit anti-p75-Antikorper und Cy2-anti rabbit-Antikorper
nach Priddegeneration und Dissoziation.

Abb. 20:

Abb. 21:

Bindung der Dynabeads®Pan Sheep IgG (weiBer Pfeil) an caninen Fibroblasten
tiber anti-Thy1-Antikorper, nach der Aufreinigung, 2. Passage, zusitzlich DA-
PI-Kernféarbung des Fibroblasten (roter Pfeil).

Kultur caniner Schwann-Zellen mit einzelnen Fibroblasten (griine Fluoreszenz,
roter Pfeil) nach erster Aufreinigung mit Dynabeads®Pan Sheep IgG und an-
schlieBender Firbung der Fibroblasten mit rat anti canine Thy1 (Primérantikor-
per) und Cy2 (goat anti-rat, Sekundirantikdrper). Zur besseren Sichtbarma-
chung der Zellkerne wurde die Kultur zusétzlich mit DAPI (blaue Kernfarbung,
blauer Pfeil) gefidrbt. Die caninen Schwann-Zellen wurden durch die
Thy1/Cy2-Férbung nicht mit angefirbt (weiler Pfeil).
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Abb. 22:

Abb. 23:

Abb. 24

3. Passage caniner Schwann-Zellen (nach Priddegeneration und zweimaliger
Aufreinigung mittels Dynabeads), Phasenkontrastaufnahme. Pfeil markiert ca-
nine Schwann-Zelle.

Diese Abbildung zeigt 2 canine Schwann-Zellen der Abb. 22 nach BrdU-
Inkorporation in die DNA sich teilender Schwann-Zellen. Die Markierung er-
folgte iiber den anti-BrdU-Antikorper (Primir-AK) und den Cy-3 goat anti-
mouse (Sekundidr-AK). Die blauen Pfeile weisen auf die BrdU-positiven
Schwann-Zellen.

Abb. 25

Abb. 24 + 25: 3. Passage caniner Schwann-Zellen 48 Stunden nach der Elektroporation.

Abb. 24 zeigt eine canine Schwann-Zelle, welche das Markerprotein EGFP
exprimiert (griine Fluoreszenz).

Abb. 25 zeigt neben der EGFP-positiven Zelle eine nicht-transfizierte Zelle.
Als Gegenkontrolle zur Transfektion wurden die Zellen zusitzlich mit
p75/Cy3-Antikorpern (rote Fluoreszenz) und DAPI (blaue Fluoreszenz) mar-
kiert.
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Abschnitt 2
Gesamtgewicht | Gesamtzellzahl | Zellertrag/ | Reinheit 1. | SZ-Ertrag/
[mg] 1. Passage mg Nerv Passage mg Nerv
[%]
Nerv 1 574,3 4.350.000 7.574 23,0 1.742
Nerv 2 825,9 5.460.000 6.611 25,0 1.653
Nerv 3 786,0 4.740.000 6.031 41,9 2.527
Nerv 4 957,6 6.480.000 6.767 30,5 2.064
Nerv 5 525,0 4.040.000 7.695 33,5 2.578
Nerv 6 458,2 3.540.000 7.726 29,7 2.285
Nerv 7 478,1 3.600.000 7.530 23,9 1.800
x+SD 657,9 £196,3 4.601.429 £ 7.133£663 | 29,6+6,6 | 2.094 %380
1.064.056
Tabelle 5:  Angegeben ist das Gesamtgewicht der Nervenexplantate vor der Pradegenera-

tion, die Gesamtzellzahl, der Zellertrag pro mg Nervengewebe, der prozentuale
Anteil caniner SZ und der SZ-Ertrag pro mg Nervengewebe in der 1. Passage

Gesamtzellzahl Zell- Zellverlust | Reinheit 2. SZ- SZ-
2. Passage ertrag/ total [%] Passage Ertrag/ | Verlust

mg Nerv mg Nerv [%]
Nerv 1 342.000 596 92,1 51,0 304 82,6
Nerv 2 520.000 630 90,5 53,0 334 79,8
Nerv 3 1.104.000 1.405 76,7 84,7 1.190 52,9
Nerv 4 666.000 695 89,7 63,6 442 78,5
Nerv 5§ 304.000 579 92,5 68,6 397 84,6
Nerv 6 240.000 524 93,2 67,9 356 84,5
Nerv 7 240.000 502 93,3 55,8 280 84,4

x +SD 488.000 * 704+316 | 89,7£59 | 635+11,7 |472+321 | 782+
313.673 11,4

Tabelle 6:  Angegeben ist die Gesamtzellzahl, der Zellertrag pro mg Nervengewebe, der

Zellverlust zur 1. Passage, der prozentuale Anteil caniner SZ, der SZ-Ertrag
pro mg Nervengewebe und der SZ-Verlust in der 2. Passage nach der Aufreini-
gung mittels Dynabeads.
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Gesamtzellzahl Zell- Zellverlust | Reinheit 3. SZ- SZ-

3. Passage ertrag/ total [%] Passage Ertrag/ | Verlust
mg Nerv [%] mg Nerv [%]
Nerv 1 112.000 195 67,3 75,0 146 52,0
Nerv 2 156.000 189 70,0 75,0 142 57,5
Nerv 3 276.000 351 75,0 89,3 314 73,6
Nerv 4 186.000 194 72,1 78,1 152 65,6
Nerv 5 73.000 139 76,0 77,0 107 73,1
Nerv 6 96.000 210 60,0 82,3 172 51,7
Nerv 7 104.000 218 56,7 82,7 180 35,7

x*tSD 143.286 214+ 65,6 | 68,1 7,37 | 79,9 £5,19 173 + 58,5+
69877 66,4 13,6

Tabelle 7:  Angegeben ist die Gesamtzellzahl, der Zellertrag pro mg Nervengewebe, der

Zellverlust zur 2. Passage, der prozentuale Anteil caniner SZ, der SZ-Ertrag
pro mg Nervengewebe und der SZ-Verlust in der 3. Passage nach der Aufreini-
gung mittels Dynabeads.
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Abschnitt 3

Teil A: In-vivo-Versuch

1. Verwendete Chemikalien, Gerite und Computerprogramme

1.1 Chemikalien und Losungen

Implantation / Explantation / Neuronenmarkierung

- Chloralhydrat (Fluka, Neu-Ulm, BRD)

- Kohlendioxid (CO,, Linde AG, Unterschleifheim, BRD)

- Growth factor reduced matrigel (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, BRD)

- Natrium-Chlorid (NaCl) 0,9% (Braun, Melsungen, BRD)

- Paraformaldehyd (PFA, Fluka, Neu-Ulm, BRD)

- Phosphatgepufferte Salzlosung 0,1 M, pH 7,4 (PBS) (Biochrom AG, Berlin, BRD)

- retrograd transportierter Marker fiir Neuronen Dil (1,1°-dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylin-
docacarbocyanin perchlorate), (Molecular Probes, Niederlande)

Gewebeaufarbeitung / Fixierung / Firbung / Einbettung

- 2,4,6-tris(dimethyl-aminomethyl) phenol DMP 30 (Serva, Heidelberg, BRD)

- Aqua dest. (Aqua dest., Ampuwa® Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg,
BRD)

- Cacodylsdure Natriumsalz Trihydrat (Merck, Darmstadt, BRD)

- D(+)-Saccharose reinst (Riedel de Haén, Seelze, BRD)

- Dodecenylsuccinic acid anhydride (DDSA, Serva, Heidelberg, BRD)

- Ethanol 25 %, 50 %, 75 %, 90 %, 100 % (J.T. Baker, Deventer, Holland)

- Eukitt (Riedel de Haén, Seelze, BRD)

- Glutaraldehyd 25 % (Sigma, Taufkirchen, BRD)

- Glycidether 100 (frither Epon 812) (Serva, Heidelberg, BRD)

- Himatoxylin (Roth, Karlsruhe, BRD) 0,5 % in 25 % Ethanol gereift

- Kaliumdichromat 1 % (Merck, Darmstadt, BRD)

- Methylenacid anhydrid (MNA, Serva, Heidelberg, BRD)

- Osmiumtetroxid 4 % (Polyscience Inc., Warrington, USA)

105



Anhang

- Paraformaldehyd (PFA, Fluka, Neu-Ulm, BRD)

- Phosphatgepufferte Salzlosung, 0,1 M, pH 7,4 (PBS) (Biochrom AG, Berlin, BRD)
- Toluidinblau (Merck, Darmstadt, BRD)

- Toluol (Merck, Darmstadt, BRD)

1.2 Geriite

- Elektronische Stimulationseinheit (Medtronic Functional Diagnostics A/S,
Skovlunde, Dinemark)

- Elektromyograph zur klinischen Anwendung (Medtronic Functional Diagnostics
A/S, Skovlunde, Dianemark)

- Heizmatte

- Heiztisch (Barnstead Electrothermal, Iowa, USA)

- Kamera: Color View 12 (Soft Imaging System)

- Glasschneider (Knifemaker, Reichert-Jung, Wien, Osterreich)

- Mikrotom (Ultracut, Reichert-Jung, Wien, Osterreich)

- OP-Mikroskop (OPMI, Zeiss, Oberkochen, BRD)

- Trockenschrank (Memmert GmbH & Co.KG, Schwabach, BRD)

1.3 Computerprogramme

- Adobe Photoshop CS2, Version 9.0

- AnalySIS Pro® 3.1 und 3.2 (Soft Imaging System GmbH, Miinster, Deutschland)
- Footprint 1.22 (Prof. K. Klapdor , Institut fiir Neurobiologie, Universitidt Koln)

- GraphPad InStat 3

- GraphPad Prism 4

- Key Point

- Microsoft Excel XP

- Microsoft Word XP

- StatView 5.0
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1.4 Sonstige Materialien

- Altosol (EuroVet, WDT, Garbsen, BRD)

- AntibeiB3spray (Alvetra GmbH, Neumiinster, BRD)

- Bepanthen Augen/Nasensalbe (Hoffmann- La Roche, Greuzach-Wyhlen, BRD)

- Corbitbalsam (Hecht, Kiel, BRD)

- Deckgliser (Menzel, Braunschweig, BRD)

- ELISA-Kits (BDNF und NT-3, Chemicon, Billerica, USA)

- Glasstreifen fiir Glasmesser (Leica, Nussloch, BRD)

- Inzisionsfolie (Opraflex®, Lohmann GmbH, Neuwied, BRD)

- Kaniile (12 x 0,40 mm, Braun Melsungen AG, Melsungen, BRD)

- Nahtmaterial (9/0 Ethilon®II, Ethicon; 4/0 Ethilon®II, Ethicon, 3/0 Dexon®, B. Braun-
Dexon GmbH, Spangenberg, BRD)

- Objekttriager (Menzel, Braunschweig, BRD)

- OP-Besteck:
+ Chirurgische Pinzette (No. 08-231-130, Allgaier Instrumente GmbH, Frittlingen, BRD)
+ Chirurgische Schere (No. 04-124-145, Allgaier Instrumente GmbH, Frittlingen, BRD)
+ Metzenbaum-Schere (Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, BRD)
+ Uhrmacher-Pinzette (Dumont, No. 5, Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, BRD)
+ Vannas-Mikroschere (No. 15003-08, Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, BRD)

- Rivanol 0,1 % (Riedel de Haén, Seelze, BRD)

- Silikonr6éhrchen (13 mm lang, Durchmesser 1,5 mm, Wandstéirke 0,4 mm)
(VWR International, Hannover, BRD)

- Skalpell (No. 21, Medizin AG, Kéln, BRD)

- Stempelfarbe rot/blau ohne Ol (Pelikan, Hannover, BRD)

- Stempelkissen (Pelikan, Hannover, BRD)

- Tapete (Obi-Baumarkt, Hannover, BRD)
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Teil B: In-vitro-Versuch

1. Verwendete Chemikalien, Geriite und Computerprogramme

1.1 Chemikalien, Losungen und Antikorper

- 4°, 6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, BRD)

- 5-Bromo-2"-deoxy-uridine (BrdU Labeling and Detection Kit I, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, BRD)

- Amphotericin (PAA Laboratories GmbH, Célbe, BRD)

- Anti-human-p75™“"™®_Antikorper (rabbit polyclonal Ab, Promega Corporation, USA)

- Anti-Thy1 (Anti Cdw 90 canine 1mg/ml, Firma Serotec, U.K.)

- Aqua dest (Aqua dest., Ampuwa® Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg,
BRD)

- Ara-C (Sigma-Aldrich Chemie, GmbH, Taufkirchen, BRD)

- Borat-Puffer (5g Borax und 15g NaOH auf 250ml H20, 50mM Kaliumacetat, pH 7,35, ein-
gestellt mit Essigsdure)

- BPE-26 (bovines Hypophysenextrakt, PromoCell GmbH, Heidelberg, BRD)

- BrdU-Antikorper (Roche)

- Bovines Serumalbumin (BSA, Sigma-Aldrich Chemie, GmbH, Taufkirchen, BRD)

- Kollagen (Collagen G, Biochrom AG, Berlin, BRD)

- CyTM—3 goat anti-mouse (Jackson ImmunoResearch, USA)

- Cy2 goat anti-rat (Jackson ImmunoResearch, USA)

- Dispase (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, BRD)

- DNase I (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, BRD)

- Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, GIBCO BRL, Karlsruhe, BRD)

- Dynabeads®Sheep anti-Rat IgG (Dynal Biotech GmbH, Hamburg, BRD)

- Elektroporationspuffer (50 mM K,HPO, * 3H,0 [11,41 g], 20 mM K-Acetat [1,96 g], mit
Essigsdure auf pH 7,35 eingestellt)

- Enhanced Green Fluorescent Protein (pEGFP-N2, BD Biosciences Clontech, Heidelberg,
BRD) = Plasmid zur Induktion der Expansion von EGFP

- Ethanol 80% (J.T. Baker)
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- Fetales Kilberserum (FCS, PAA Laboratories GmbH, C6lbe, BRD)

- FGF-2 (Fibroblastenwachstumsfaktor-2, 18 kDa, aus eigener Herstellung)

- Forskolin (FK, Merck Biosciences, Nottingham, UK)

- Goat-anti-rabbit IgG Cy2 conjugated (Jackson ImmunoResearch, USA)

- Hank's balanced salt solution (Magnesium und Calcium frei, PAA Laboratories GmbH,
Colbe, BRD)

- HCI (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, BRD)

- Kollagenase (Typ IV, 0,125%, PAA Laboratories GmbH, Colbe, BRD)

- Laminin (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, BRD)

- Magnesiumsulfat (Fluka BioChemika, Buchs, Schweiz)

- Melanozyten-Wachstums-Medium (PromoCell GmbH, Heidelberg, BRD) mit
Herstellerzusitzen (0,4% BPE, 1 ng/ml FGF-2, 5 ug/ml Insulin, 0,5 pg/ml Hydrocortison, 10
ng/ml Phorbol-Myristate-Acetate, 50 ng/ml Amphotericin B und 50 pg/ml Gentamicin)

- Methanol

- Paraformaldehyd (PFA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, BRD)

- Penicillin/ Streptomycin (Pen/Strep, PAA Laboratories GmbH, Colbe, BRD)

- Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS, Biochrom AG, Berlin, BRD)

- Poly-L-Lysin (PLL, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, BRD)

- Poly-L-Ornithin (PORN, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, BRD)

- Triton (Triton X-100, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, BRD)

- Trypan Blau (Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, BRD)

- Trypsin/EDTA (0,5 g/l Trypsin und 0,2 g/l EDTA, PAA, Laboratories GmbH, Célbe, BRD)

- Ziegenserum (Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, BRD)

1.2 Gerite

- Easyjec T Optima (EQUIBIO, iiber PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, BRD)

- Feinwaage (Sartorius, Gottingen, BRD)

- Fluoreszenzmikroskop (Olympus IX-70 Fluoreszenzmikroskop, Olympus Optical Co.
GmbH, Hamburg, BRD)

- Inkubator (CO,-Inkubator, Sanyo, Bad Nenndorf, BRD)

- Keypoint Portable (Medtronic Functional Diagnostics A/S, Skovlunde, Dinemark)

109



Anhang

- Mikroskop (Olympus Optical Co. GmbH, Hamburg, BRD)

- Multifunktionsmischer Roto-Shake Genie® (Scientific Industries, iiber Carl Roth GmbH &
Co. KG, Karlsruhe, BRD)

- Stereomikroskop (Stemi SV 6 Carl Zeiss AG, Oberkochen, BRD)

- Werkbank (Microflow, Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden, BRD)

- Zentrifuge (Varifuge 3.0R, Heraeus Sepatech, Hanau, BRD)

1.3 Computerprogramme

- Adobe Photoshop CS2, Version 9.0
- GraphPad InStat3

- GraphPad Prism 4

- Microsoft Excel XP

- Microsoft Word XP

1.4 Sonstige Materialien

- 15 ml-Falcon®-Réhrchen (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, BRD)

- chirurgische Pinzette (No. 08-231-130, Allgaier Instrumente GmbH, Frittlingen)

- Desinfektionsmittel

- Elektroporationskiivette (Durchmesser 4 mm, EQUIBIO, iiber PEQLAB Biotechnologie
GmbH, Erlangen, BRD)

- Eppendorf-Gefil (Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, BRD)

- Filter (0,22 um, Millex® GP, Millipore, Carrigtwohill, Co. Cork, Ireland)

- Glaspipette (230 mm, Brand, Wertheim, BRD)

- Neubauer-Zdhlkammer (Superior Marienfeld, Lauda-Konigshofen, BRD)

- Petrischale (35 x 10 mm, Becton Dickinson and Company, Plymouth, England)

- Petrischale (60 X 15 mm, Becton Dickinson and Company, Plymouth, England)

- Pinzetten (Dumont, No. 5, Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, BRD)

- Pipettenspitze (Sarstedt AG & Co. Niimbrecht, BRD)

- Rasierer (Wilkinson Sword GmbH, Solingen, BRD)

- Seife
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- Skalpell (No. 21, Medizin AG, K&ln)

- Skalpell (GroBe 15, feather, pfm, Koéln, BRD)

- Uhrmacherpinzetten (Dumont, No. 5, Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, BRD)

- Well-Platten (6-, 12- und 24-well, Nunclon™ Surface, Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden,
BRD)
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