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Zusammenfassung

Schwannzellen sind Gliazellen, die im peripheren Nervensystem die Neuriten von
Nervenzellen bis zur axono-glialen Junktionszone ummanteln. Diese haben diverse
Funktionen: Einerseits fordern sie die Entwicklung und Regeneration, andererseits dienen
sie dem Erhalt der Nervenzellen. Bei einer peripheren axonalen Schidigung kénnen die
Schwannzellen in einen unreiferen Zustand zuriickkehren und sich durch Sekretion von
Neurotrophinen und Molekiilen der extrazelluliren Matrix am Regenerationsprozess
beteiligen. Im Innenohr wurde bis zum heutigen Stand eine derartige Glia-Neuron-
Interaktion wenig diskutiert. Fiir die hier beschriebenen Versuche wurden
Spiralganglienzellen aus der Cochleae von Méusen im Alter von 4 bis 5 Tagen
mikrochirurgisch préapariert und fiir 72 Stunden unter dem Einfluss der jeweiligen Faktoren,
Neurotrophin-3 (NT-3), Brain derived neurotrophic factor (BDNF), Glial derived
neurotrophic factor (GDNF) und Nerve growth factor-B (NGF-B) in verschiedenen
Konzentrationsstufen kultiviert. Anschlieend wurde das Auswachsverhalten von Neuriten
aus der Spiralganglienzelle ndher charakterisiert, und die Interaktion der nicht
myelinisierenden Schwannzellen mit den Spiralganglienneuriten wurde analysiert. Unter
dem Einfluss von NGF-B zeigte sich eine Proliferation in beiden Zelltypen. Bei
vermindertem Neuritenldngenwachstum wurde vermutlich ein Redifferenzierungsprozess in
der glialen Zellreihe initiiert. Ferner bildeten Schwannzellen Faszikel und interagierten so
untereinander. Unter BDNF zeigte sich ein deutliches Ldngenwachstum der auswachsenden
Neuriten; bei den Schwannzellen wurde ein Migrationsverhalten mit Positionierung an
distalen Neuritenendigungen festgestellt. Auch bei GDNF und NT-3 wurde ein positiver
Einfluss auf das Neuritenwachstum beobachtet. Bei beiden erfolgte eine intensive
Kontaktaufnahme zwischen Schwannzellen und auswachsenden Neuriten. Zudem wurde
unter NT-3 eine enge Interaktion der nicht myelinisierenden Schwannzellen mit der
Spiralganglienzelle erkannt.

In Bezug auf die klinische Anwendung stellen diese Versuche in vitro eine Moglichkeit zur
Optimierung der Cochlea-Implantation mit neurotrophen Faktoren dar. Mit der Auswahl von
speziellen Neurotrophinen konnen Neuritenaussprossungen in Richtung der CI-Elektrode
induziert und eine mdglichst enge bioprothetische Ankopplung erreicht werden.



Abstract

Schwann cells are glial cells, which myelinate the neurites of neurons of the peripheral
nervous system until the axonal-glial junctional zone. They have diverse functions: on the
one hand they promote development and the regeneration, on the other hand, they play a role
in the survival of the neurons. In the case of a damage of peripheral axons the schwann cells
can return in an immature status and take part in the regeneration process with secretion of
neurotrophins and molecules of extracellular matrix. The hearing science is making a
progress, but the details of the inner ear regarding the glia-neuron-interaction were not
enough discussed. In this present study spiral ganglion cells of the cochlea of mice in the
age of 4-5 days were prepared. Then they were cultivated for 72h with the neurotrophic
factors neurotrophin-3 (NT-3), brain derived neurotrophic factor (BDNF), glial derived
neurotrophic factor (GDNF) und nerve growth factor-B (NGF-B) in various concentrations.
The influence of neurotropihc factors on the neurite outgrowth of spiral ganglion cells and
the interaction of non myelinating schwann cells with the neurites was analyzed.

NGF-B caused a proliferation in both cell types. However a reduce neurite outcome was
observed, there was presumably initiated a process of redifferentiation in the glial cells.
There was a noticeably interaction between the schwann cells population like building
fascicles. The application of BDNF induced a long neurite outgrowth, the corresponding
schwann cells showed a high migration potencial and positioned in the distal part of neurite
ending. GDNF and NT-3 induced also positive influence on the outgrowth of neurites. Both
induced an intensive contact between schwann cells and outgrowing neurites, however the
application of NT-3 induced also a close link between non myelinating schwann cells and
the spiral ganglion cells.

For the clinical use, it means a therapeutic support for optimize the cochlear implantats. This
study shows trophic support for spiral ganglion cells with neurotrophic factors, depending
on the neurotrophin long outgrowth of neurites and the way of neurite outgrowing can be
induced.
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1 Einleitung

1.1 Einfihrung in die Thematik

Nach Angaben des Deutschen Gehorlosen-Bundes e. V. leben in der Bundesrepublik
Deutschland ungefdhr 16 Millionen schwerhdrige und 80.000 gehorlose Menschen
(Deutscher Gehorlosen-Bund e. V.; Stand Mai 2021). Das betrifft ungefdhr 20 % der
deutschen Bevolkerung.

Im klinischen Alltag wird bei der Ursache des Horverlusts zwischen der
Schallleitungsschwerhorigkeit und Schallempfindungsschwerhorigkeit sowie der zentralen
Horstorung und der kombinierten Form differenziert. Wenn eine Storung des
Schalltransportes bis zum ovalen Fenster vorliegt, spricht man von einer
Schallleitungsstérung. Die Schallleitungsstérung, vor allem die Tubenventilationsstorung
mit Entstehung eines Paukenergusses im Rahmen einer grippalen Infektion oder bei
vergroBerten Rachenmandeln, betrifft am haufigsten Kinder. Auch Fremdkorper bewirken
im Gehorgang verminderte Schalliibertragungen. Dariiber hinaus konnen Traumata oder
Fehlbildungen an der Ohranlage, beispielsweise am Gehorgang und/oder im Mittelohr, die
Schallleitung  beeinflussen. Im  Erwachsenenalter  stehen die  chronischen
Mittelohrentziindungen, wie die chronisch mesotympanale Otitis media oder das
Cholesteatom, im Vordergrund. Die wesentlich haufiger auftretende
Schallempfindungsschwerhorigkeit kann jegliche Beschddigung an der Cochlea (innere und
duBere Haarzellen, Basilarmembran, Stria vascularis, Axone) beinhalten. Zu den
Funktionsstérungen gehoren metabolische, ototoxische, traumatische wie Larmexpositionen
oder genetisch bedingte Ursachen, ausgelost z. B. durch intrauterine Fehlbildungen,
entzilindliche Prozesse, wie chronische Otitis, Meningitis, Masern oder Mumps, die durch
virale oder bakterielle Infektionen verursacht werden. Selten tragen auch neoplastische
Prozesse wie Akustikusneurinom oder auch erbliche und syndromale Komponenten wie das
Alport-Syndrom zur Entwicklung einer Schallempfindungsschwerhorigkeit bei (Ptok, 2009;
Nagel und Giirkow, 2009).

Die Haarzellen sind die eigentlichen Sinneszellen im Ohr, welche sich im Innenohr befinden
und die Schwingungen der Basilarmembran in elektrische Impulse kodieren. Durch eine
Schidigung der Haarzellen unterbricht die Ubertragung der elektrischen Impulse auf den
Hornerv zum Gehirn (Fahlke, 2015; Kirsch, 2006).

Im Jahre 1957 fanden der Physiker André Djourno und Otologe Charles Eyri¢s heraus, dass
durch direkte elektrische Reizung des Hornervs Horempfindungen ausgeldst werden konnen
(Roland, 2006). Basierend auf der Erkenntnis konnte die Entwicklung der elektronischen
Innenohrprothese, der sogenannten Cochlea-Implantation (CI), vorangebracht werden.
Durch eine direkte elektrische Reizung stimulieren die Cochlea-Implantate die noch
verbliebenen intakten Nervenfasern und bewirken eine Reizweiterleitung (Bohme, 1996).
Systematische Verbesserungen von Operationsverfahren und Implantationstechnologie
gewinnen mehr an Bedeutung insbesondere bei der Indikationsstellung der Cochlea-
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Implantationen. Das Spektrum der Cochlea-Implantation hat sich heutzutage von einer
kompletten Taubheit iiber eine Resthorigkeit und eine einseitige hochgradige
Schwerhorigkeit bis hin zum Tinnitus erweitert (Battmer, 2009; Aschendorff et al., 2009).

Nach der Neurotrophinentheorie gibt es eine Assoziation zwischen dem Verlust des Corti-
Organs und der Degeneration der bipolaren Spiralganglienzellen (Dodson und Mohuiddin,
2000; Alam et al., 2007). Die vorliegenden molekularen Pathomechanismen sind noch nicht
ganz geklart. Allerdings konnte gezeigt werden, dass bestimmte Wachstumsfaktoren eine
wichtige Bedeutung wihrend der Innenohrentwicklung im sensorischen Epithel aufweisen.
Auch postnatal konnte eine Expression von neurotrophen Faktoren oder deren Rezeptoren
in cochledren Zellen nachgewiesen werden (Pirvola et al., 1992; Ylikoski et al., 1993).
Diesbeziiglich sind Forschungsarbeiten mit Zellkulturmodellen und Neurotrophinen bereits
etabliert, die das Wachstumsverhalten der Spiralganglien untersuchen. Neue
Forschungsergebnisse in neuronalen Bereichen zeigen jedoch, dass Gliazellen wichtige
Neurotrophinlieferanten sind und einen protektiven Effekt auf das Uberleben von Nerven
aufweisen (Hansen et al., 2001).

Aufgrund eingeschrinkter Regenerationseigenschaft der cochledren Zellen, stellen die
Cochlea-Implantate einen wichtigen therapeutischen Ansatz im Bezug auf Horrehabilitation
dar (Eshraghi et al., 2012). Verschiedene Ansitze existieren bereits hinsichtlich der
Protektion der Spiralganglienzellen sowie der neurobiologischen Schnittstelle der Cochlea-
Implantate.

1.2 Ziel der Arbeit

Bei Verlust der Haarzellen degenerieren die bipolaren Spiralganglienzellen und zentralen
Projektionen; der Spiralganglienzellkorper stirbt konsekutiv ab (Dodson und Mohuiddin,
2000; Alam et al., 2007).

Als nicht neuronale Zellen wurden Gliazellen bis jetzt in der Cochlea nur wenig im Hinblick
auf die Interaktion mit Neuriten untersucht. Neue Forschungsergebnisse zeigen, dass
Gliazellen durch Sekretion von Neurotrophinen mit den Spiralganglien interagieren und auf
sie einen protektiven Einfluss aufweisen (Bampton und Taylor, 2005; Ide, 1996). Eine
dauerhafte oder temporire Expression von Neurotrophinen wurde im sensorischen Epithel
des auditorischen Systems wihrend der Entwicklungsphase beobachtet. Die Expression von
BDNF, GDNF und NT-3 war postnatal in den Spiralganglien weiter nachweisbar (Ylikoski
et al., 1993). Die NGF-Expression konnte in der Cochlea zu keiner Zeit bestitigt werden;
hingegen war der korrespondierende Rezeptor zu detektieren (Schecterson und Bothwell,
1994; Dai et al., 2004).

In dieser vorliegenden Arbeit wurden mikrochirurgisch herauspriparierte Spiralganglien
von neugeborenen Méusen vom Typ C57/BL6 im Alter von 4 bis 5 Tagen mit den
neurotrophen Faktoren BDNF, GDNF, NT-3 und NGF-B kultiviert. Die Interaktion
zwischen den Gliazellen und Neuriten wurde unter Einfluss von Neurotrophinen untersucht.
Dabei wurden das Wachstumsverhalten und die Wachstumsdichte in der glia-neuronalen
Wechselbeziehung nédher charakterisiert.



Als mogliche Optimierung der Cochlea-Implantate lieBen sich spezifische neurotrophe
Faktoren einsetzen, wodurch neben der glialen Protektion der Spiralganglienzellen auch
gerichtetes Neuritenwachstum beispielsweise an die Stimulationselektrode herbeigefiihrt
und die Effektivitdt der Horprothesen verbessert werden konnte.



2 Material und Methoden
2.1 Tiermodell

Fiir die vorliegende Arbeit wurden Wildtyp-Mause beider Geschlechter des Inzuchtstammes
C57/BL6 im Alter von 4 bis 5 Tagen verwendet (Abb. 1). Die Muttertiere entstammten aus
den Janvier Labs in Frankreich.

Dieser Inzuchtstamm wurde im Jahre 1921 von Clarence Cook Little in der amerikanischen
Forschungsanstalt Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, USA) etabliert. Aus dem
Inzuchtstamm C57/BL gingen die beiden Inzuchtstimme C57/BL6 und C57/BL10 hervor
(Festing, 1979; Festing, 1996).

C57/BL6 Maiause werden als Tiermodelle zur Erforschung menschlicher Krankheiten
eingesetzt. Sie werden vor allem in den Forschungsgebieten der Hématologie,
Neurobiologie, der kardiovaskuldren und sensorineuralen Forschung verwendet (Janvier
Labs, 2021).

C57/BL6 Méuse werden ebenfalls als Tiermodelle in der Innenohrforschung eingesetzt; eine
altersabhidngige Schallempfindungsschwerhorigkeit durch Haarzellverlust konnte bei
diesem Inzuchtstamm beobachtet werden (Ison et al., 2007).

2.2 Tierversuche

Die Tierversuche wurden mit der Projektnummer O 13/10 der Tierversuchsanlage des
Universitdtsklinkkums  angezeigt; es  wurden keine  genehmigungspflichtigen
tierexperimentellen Untersuchungen durchgefiihrt. Zum Erwerb des Fachkundenachweises
gemal § 9 des geltenden Tierschutzgesetzes wurde am 26.04.2013 an der Versuchstierkunde
in der zentralen Einrichtung fiir Tierforschung wund Tierschutzaufgaben des
Universitétsklinikums Diisseldorf erfolgreich teilgenommen.



Nach Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes § 7 wurden Tiere mit Genehmigung
des Landesamtes fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz (LANUV) getotet und zu
wissenschaftlichen Zwecken verwendet. 136 Versuchstiere wurden an 25 Préparationstagen
verwendet. Die Prédparation erfolgte im Forschungslabor der Hals-Nasen-Ohren-Klinik des
Universitétsklinikums Diisseldorf.

2.3 Zellkultursystem

2.3.1 Beschichtung der Zellkulturplatten und Herstellung des
Kulturmediums

Das Zellkulturmodell erfolgte in Anlehnung an Lefebvre et al. (Lefebvre et al., 1991a;
Lefebvre et al.,1992b). Um die Adhédsion der Spiralganglien-Explantate zu ermdglichen,
wurden die Zellkulturplatten (Chamber Slide”) mit Poly-D-Lysin (170 ul/well,
Konzentration: 100 pg/ml) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
zweimaligem Waschvorgang mit Dulbeccos phosphatgepufferter Kochsalzlosung (D-PBS)
(250 pl/well) erfolgte dann die Hinzugabe vom extrazelluliren Matrixprotein Laminin
(170 pl/well, Konzentration: 5 ug/ml). Nach einer Einwirkzeit von 24 h bei 4 °C erfolgte die
erneute Spililung (3 x) mit D-PBS (250 pl/well). Nach dem letzten Absaugen wurden die
Kulturplatten zum Trocknen steril zugedeckt.

Die Herstellung des Spiralganglien-Mediums erfolgte aus: 10 ml fertigem Dulbeccos
modified Eagles medium (DMEM), 200 npl B27 Supplement sowie 100 pul
Penicillin/Streptomycin (Konzentration: 10.000 U/ml). Folgende Wachstumsfaktoren
wurden dem Medium jeweils einzeln in steigender Konzentration zugesetzt (Tab. 1):

Tabelle 1: Neurotrophine

Neurotrophin Konzentration Expression

GDNF 10 ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/ml Sf21 insect cells
rekombinant, Ratte

BDNF 10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 250 ng/ml E.coli
rekombinant, human

NGF- 5 ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml Sf21 cells
rekombinant, Ratte

NT-3 10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml Sf21 insect cells
rekombinant, human

Fiir die Kontrollversuchsreihe wurde kein Wachstumsfaktor zugesetzt. Die Medien mit den
jeweiligen Wachstumsfaktoren und das Kontrollmedium ohne Zusatz von
Wachstumsfaktoren wurden bei 37 °C, einer Luftfeuchtigkeit von 95 % und 5 % CO; fiir die

Prédparation in den Brutschrank gestellt.
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2.3.2 Mikrochirurgische Praparation der Spiralganglienzellen

Maiuse vom Typ C57/BL6 wurden im Alter von 4 bis 5 Tagen dekapitiert. Nach Entfernung
der Kopthaut sowie Schnauze wurde der Kopf mit einer sterilen Préparationsschere durch
das Foramen magnum in der Mitte sagittal in zwei Hélften geteilt. AnschlieBend wurden
vorsichtig das Cerebrum sowie Cerebellum herausgenommen. Die beiden Schédelhilften
wurden zur weiteren Préparation in eine vorher mit PBS gefiillte Petrischale gelegt und mit
Coolpacks gekiihlt. Nun erfolgte die mikrochirurgische Préparation mithilfe eines
Operationsmikroskops (OPMI pico, ZEISS). Die mikrochirurgisch-anatomische Praparation
der Cochlea erfolgte nach den Beschreibungen von Van De Water und Ruben sowie
Sobkowicz et al. (Van De Water und Ruben, 1971; Sobkowicz et al., 1993). Zuerst wurde
aus dem noch nicht ganz verknocherten Labyrinth bzw. der Cochlea das Corti-Organ
zusammen mit Stria vascularis und Modiolus vorsichtig frei prépariert. Die membrandse
Cochlea wurde dann in eine saubere mit PBS gefiillte Petrischale transferiert. Nach
Abtragung der Stria vascularis und des Cortiorgans mit den Haarzellen verblieb das
Spiralganglion ,,tannenbaumartig® am Modiolus. AnschlieBend wurde das Spiralganglion
ebenfalls vom Modiolus abgetrennt und vorsichtig mit einem Skalpell in 3-4 gleich grof3e
Stiicke geteilt. Die Spiralganglienzellen wurden im vorher fertiggestellten Medium
gesammelt und im Brutschrank bis zum Ende der Priaparation bei 37 °C aufbewahrt (Abb.
2).

Aufgrund der noch nicht abgeschlossenen Ossifikation der Cochleakapsel und nicht
fibrosierten inneren Strukturen wurden Méuse im Alter von 4 bis 5 Tagen verwendet.

2.3.3 Aufbereitung der Spiralganglienkultur

Die fertigen Spiralganglienzellen wurden unter mikroskopischer Sicht einzeln mittig in die
vorgewarmten Kammern der Zellkulturplatte eingesetzt. Nach kurzer Antrocknungsphase
wurden die Platten mit dem Medium mit dem entsprechenden Wachstumsfaktor vorsichtig
— zuerst mit 50 pl, dann mit 200 pl — befiillt. Fiir 72 h wurden die Spiralganglien-Explantate
im Brutschrank weiter bei 37 °C, 5 % CO; und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Priparation

Nach der Priparation und Isolierung der Spiralganglien aus den Cochleae der Mduse vom Typ C57/BL6 wurde
das Spiralganglion in einen apikalen, medialen sowie basalen Abschnitt aufgeteilt und anschlieBend mit
verschiedenen Wachstumsfaktoren in Chamber-Slides kultiviert.

2.3.4 Fixierung

Nach 72 h Inkubationszeit wurden die Zellkulturen zur weiteren Fixierung aus dem
Brutschrank entnommen. Um ein mogliches Ablésen der Explantate vom Boden der
Zellkulturplatten zu vermeiden, wurde das Medium aus den Kammern vorsichtig abgesaugt.
Nach einmaliger Spiilung mit PBS (200 pl/well) fiir 3 Minuten erfolgte die Fixierung. Die
erste Fixierung wurde mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) (200 pl/well) fiir 15 Minuten bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Nach zwei Spiilungsvorgidngen mit PBS fiir 5 Minuten
wurde die Methanolfixierung fortgesetzt. Die Zellkulturplatten wurden mit eiskaltem
100 %igem Methanol (200 pl/well) (vorgekiihlt bei —20 °C in der Tietkiihltruhe) befiillt und
fiir 10 Minuten aufbewahrt. AnschlieBend wurden die Spiralganglien(SG)-Explantate nach
der Absaugung des Methanols luftgetrocknet.

2.3.5 Immunfluoreszenz

Vor der Immunhistochemie erfolgte eine Inkubation der Zellkulturen mit einer Blocking-
Solution fiir 30 Minuten, um unspezifische Antikorper-Bindungen zu vermeiden. Diese
Blocking-Solution bestand aus 10 % chicken Serum, 0.1 % Tween-20 und 1 % bovinem
Serumalbumin sowie PBS.

Nach dem Prinzip der indirekten Immunfluoreszenz wurden Primérantikdrper zur
Darstellung der Neuriten und nicht myelinisierten Schwannzellen sowie Sekundérantikdrper
zur Farbung der darzustellenden Elemente eingebracht.

Als Primédrantikdrper wurden Gammaglobuline p75(NTR)-Antikorper der Spezies Ziege in
einer Verdiinnung von 1:600 und B-III-Tubulin-Antikdrper der Spezies Maus in einer

7



Verdiinnung von 1:200 in die Blocking-Solution gegeben, und damit wurden die
Zellkulturplatten bei 4 °C fiir 12 bis 14 h inkubiert. Nach zwei Waschvorgéngen mit PBS
(200 pl/well) wurden die Sekundarantikérper hinzugegeben und 1 h bei 37 °C im Dunkeln
inkubiert. Als Sekundérantikdrper wurden Gammaglobuline Alexa Fluor 594 (anti-Ziege) in
einer Verdiinnung von 1:500 sowie Alexa Fluor 488 (anti-Maus) in einer Verdiinnung von
1:500 in PBS verwendet (Tab. 2). Nach zweimaligem Waschvorgang mit PBS wurden die
Kammer der Chamber Slides entfernt. Zuletzt wurden zu den SG-Explantaten 10 pl
Mounting VectorShield mit 4°6-Diamidin-2-phenylindo(DAPI)-Lésung zur Darstellung der
allgemeinen Zellkerne gegeben (Tab. 3). Nachdem die Pridparate mit Deckgldschen
(21 x 26 mm) eingedeckelt wurden, wurden diese mit Nagellack von auflen versiegelt und
im Dunkeln bei 4 °C bis zur mikroskopischen Begutachtung autbewahrt.

Tabelle 2: Antikorper

Antikorper Spezies Verdiinnung Hersteller
Priméarantikorper:
p75(NTR)-AK Ziege 1:600 R&D Systems

Minneapolis, USA

B-11I-Tubulin-AK Maus 1:200 R&D Systems
Minneapolis, USA

Sekundarantikorper:

Alexa Fluor 594 (anti-Ziege) Huhn 1:500 Invitrogen
Waltham, USA

Alexa Fluor 488 (anti-Maus) Huhn 1:500 Invitrogen

Waltham, USA

Tabelle 3: DNA-Markierung

Fluoreszenzfarbstoff Hersteller
4‘6-Diamidin-2-phenylindol(DAPI)-L6sung SantaCruz
Biotechnology, Mounting VectorShield Dallas, USA

2.3.6 Morphologische Auswertung der Zellkulturen

Durch die Anbindung der digitalen Fotokamera (Nikon D5000) an das Fluoreszenz-

Durchlichtmikroskop (Olympus BX40) konnten Abbildungen der Zellkulturen zur

Dokumentation erzeugt werden. Mithilfe von Fluoreszenzfiltern konnten die
8



darzustellenden Strukturen durch die Sekundarantikérper verdeutlicht werden. Durch die rot
fluoreszierende Farbe von Alexa Fluor 594 konnten die Schwannzellen abgebildet werden,
durch die griin leuchtende Farbe von Alexa Fluor 488 wurden die Neuriten und durch DAPI
wurden die Zellkerne blau markiert.

Zunichst erfolgte eine Ubersichtsaufnahme von jedem Explantat in 10-facher
Vergroflerung, zur Detailanalyse wurden dann 20-fache und 40-fache Vergroferungen
herangezogen. Nachfolgend wurden die digitalen Bilder auf das Bildanalyseprogramm
Imagel (Version 1.0) libertragen. Dabei wurden die Aufnahmen des gleichen Explantats mit
der jeweiligen Antikorperdarstellung und der Zellkernmarkierung in der gleichen
Vergroflerung zu einem Bild iiberlagert (Montage) (Abb. 3). Nach der Skalierung sowie
Kalibrierung des Bildmaterials wurde die Bearbeitung abgeschlossen.

Die Vermessung der auswachsenden Neuriten erfolgte in 20-facher Vergroferung mit der
sogenannten ,,Quadrantentechnik®. Das Spiralganglien-Explantat wurde durch einen
Langsschnitt und Querschnitt in der Mitte in vier gleich grof3e Partien geteilt (Abb. 4). Das
Viertel des SG-Explantats mit der hochsten visuellen Dichte an Neuriten wurde zur weiteren
Analyse betrachtet. Dies hatte den Vorteil, dass nicht reprisentative Abweichungen an
Neuritendichte sowie Neuritenldnge vermieden wurden. Mit dem ImageJ-Programm wurden
die einzelnen Neuriten jeweils manuell am Computer nachgezeichnet und ausgemessen
(Abb. 5). Die Lange und Anzahl des Neurits wurden abhingig vom Wachstumsfaktor und
von der speziellen Konzentration ermittelt und in eine Excel-Tabelle eingefiigt. Bei
Neuritenabzweigungen wurde der lingste Neurite (Hauptstamm) ausgewahlt.

/ Neuriten

\ Schwannzellen

Montage

4——  Zellkerne

Abb. 3: Bildbearbeitung (Montage) mit ImageJ Software, 20-fache Vergrofierung



Neuriten

SG //

Abb. 4: Schematische Darstellung und Einteilung eines Spiralganglion-Explantates —
,Quadrantentechnik*

Zentrale Positionierung eines SG-Explantates sowie dessen Einteilung in vier gleich grofle Partien (1-4). Das
Viertel mit den meisten Neuriten (griin) wurde zur Auswertung herangezogen (hier beispielsweise das Viertel
mit der Nummerierung 4 rechts unten).

e: 0.167 pm / pixel "; 821.33x555.50 ym (4928x3333); RCB; 63MB
ImageJ

"Olympus BX40 & Nikon D5000 ; 20 ; Scal

Olojc|o| A4l s Aol ale 4]~ | »
x=200.33 (1202), y=394.17 (2365), value=000,000,000 (black)

Abb. 5: Screenshot von ImageJ Software, 20-fache Vergrofierung
Die auswachsenden Neuriten (griin) wurden nach erfolgter Skalierung und Kalibrierung manuell mit der
Computermaus nachgezeichnet (Pfeil, weisse Linien).

10



2.3.7 Testverfahren und Statistik

Daten {iber die Neuritenlinge sowie Neuritenanzahl unter dem Einfluss von
Wachstumsfaktoren in verschiedenen Konzentrationsstufen wurden erhoben. Mithilfe des
Programms SPSS (IBM, Version 22) wurden die Daten ausgewertet. Der arithmetische
Mittelwert und die Standardabweichung der Neuritenldngen wurden unter dem Einfluss des
jeweiligen Wachstumsfaktors sowie in der Kontrollreihe ermittelt. Ein Vergleich erfolgte
zwischen den verschiedenen Wachstumsfaktoren und der Kontrolle sowie zwischen den
Konzentrationsstufen eines Wachstumsfaktors. Das Vorliegen einer Normalverteilung
innerhalb der Konzentrationsvariationen eines Wachstumsfaktors wurde mithilfe des
Kolmogorov-Smirnov-Tests iiberpriift. Bei Vorliegen einer Normalverteilung wurde die
Voraussetzung fiir eine Varianzanalyse (ANOVA) erfiillt. Fir den Fall eines nicht
normalverteilten Datensatzes wurde der H-Test nach Kruskal-Wallis angewandt, und das
Signifikanzniveau wurde durch die Bonferroni-Methode korrigiert.

Das Signifikanzniveau war folgendermallen adjustiert: p > 0.05 = nicht signifikant,
p < 0.05 = signifikant unterschiedlich, p < 0.01 = hochsignifikant unterschiedlich.
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3 Ergebnisse

Insgesamt wurden 136 Mause vom Typ C57/BL6 im Alter von 4 bis 5 Tagen verwendet.
Aus jeder Cochlea konnten durchschnittlich 3 bis 4 Explantate gewonnen werden. Aus
insgesamt 411 gewonnenen SG-Explantaten konnten somit 272 SG-Explantate ausgewertet
werden.

80 Explantate wurden mit NT-3 kultiviert, davon konnte bei 54 Explantaten ein
Wachstumsverhalten eruiert werden. Die Uberlebensrate unter Kulturbedingungen betrug
67 %. Unter GDNF wuchsen von 58 Explantaten 41 aus, dies entsprach einer Uberlebensrate
von 70 %. Bei 92 mit BDNF kultivierten SG-Explantaten {iberlebten 57, dementsprechend
lag die Uberlebensrate bei 61 %. Unter NGF-B iiberlebten 65 Explantate von 94, und damit
wurde die Uberlebensrate von 69 % erzielt. Fiir die Kombination aus BDNF und NGF-8
wurden 19 Explantate kultiviert, von denen 14 Explantate ein Wachstumsverhalten zeigten,
was ein Uberleben von 73 % bedeutete.

Von den 272 ausgewachsenen Explantaten wurden 20 % mit NT-3, 15 % mit GDNF, 21 %
mit BDNF und 24 % mit NGF-B sowie 5 % mit der Kombination aus BDNF und NGF-
kultiviert (Tab. 4). 41 von 82 Explantaten (50 %) iiberlebten ohne Zusatz eines
Wachstumsfaktors in der Kontrollversuchsreihe. Dies stellte einen Anteil von 15 % der
Gesamtzahl der ausgewachsenen Explantate dar.
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3.1 Einfluss von Neurotrophinen auf Langenwachstum der
Neuriten von Spiralganglienzellen

Der Einfluss von neurotrophen Faktoren auf das Lidngenwachstum der Neuriten wurde
betrachtet,  dabei  erfolgte  die  Léngenauswertung in  den  jeweiligen
Konzentrationsvariationen innerhalb einer Neurotrophingruppe und im Vergleich zu der
Kontrollversuchsreihe.

Unter dem Einfluss von NGF-B betrug die minimale durchschnittliche Neuritenlinge
172 pm £ 88 um bei einer Konzentration von 5 ng/ml und die maximale durchschnittliche
Neuritenldnge 266 um + 91 um bei einer Konzentration von 25 ng/ml. Bei der hochsten
NGF-B-Konzentration von 100 ng/ml wurde eine durchschnittliche Neuritenldnge von
196 um = 71 um ermittelt. Ab einer NGF-B-Konzentration von 50 ng/ml zeigte sich ein
gleichbleibendes Neuritenldngenwachstum. Die statistische Auswertung mit Chi-Quadrat
3) = 75398 und p < 0,01 =zeigte ein unterschiedliches, demzufolge ein
konzentrationsabhéngiges Langenwachstum bei Zugabe von NGF-f3 (Abb. 6).

Bei Hinzugabe von BDNF zeigten die Messungen eine durchschnittliche Neuritenldnge von
484 um + 322 um bei einer Konzentration von 10 ng/ml, 528 um + 266 um bei einer
Konzentration von 50 ng/ml, 541 pum £ 269 um bei einer Konzentration von 100 ng/ml sowie
540 pm =+ 192 pum bei einer Konzentration von 250 ng/ml. Statistisch konnte mit Chi-Quadrat
3) = 2,303 und p > 0,05 ein unterschiedliches d.h. konzentrationsabhéngiges
Langenwachstum in den jeweiligen Konzentrationsstufen bei BDNF nicht hergeleitet
werden (Abb. 7).

Die durchschnittliche Neuritenldnge variierte in der GDNF-Versuchsreihe zwischen 348 um
+ 215 um und 465 pm £ 245 um (Abb. 8). Auch hier konnte ein konzentrationsabhidngiges
Langenwachstum unter GDNF-Einfluss nicht gezeigt werden. Die durchschnittliche
Neuritenldnge war zwischen den jeweiligen Konzentrationsvariationen mit Chi-Quadrat (2)
= 3,390 und p > 0,05 nicht signifikant unterschiedlich.

Bei einer Konzentration von 10 ng/ml erreichte NT-3 eine durchschnittliche Neuritenldnge
von 414 pm + 180 um. Bei weiterer Steigerung der NT-3-Konzentration auf 50 ng/ml bzw.
100 ng/ml nahm die durchschnittliche Neuritenldinge auf 279 um £ 181 um bzw. 255 um +
89 um ab. Bei der Steigerung der NT-3-Konzentration auf das 10-Fache von 10 ng/ml auf
100 ng/ml halbierte sich die Neuritenldinge. FEine wesentliche Abnahme der
durchschnittlichen Neuritenldnge ab der Konzentration von 50 ng/ml bis 100 ng/ml wurde
nicht beobachtet. Die Vergleiche der Konzentrationsstufen von NT-3 zeigten
hochsignifikante Unterschiede bei den durchschnittlichen Neuritenlédngen in den jeweiligen
Konzentrationsstufen (Abb. 9). Mit Chi-Quadrat (3) = 75,398 und p < 0,01 konnte ein
unterschiedliches Léngenwachstum in Abhidngigkeit der NT-3-Konzentration ermittelt
werden.

Bei Zugabe von BDNF (10 ng/ml) und NGF-8 (25 ng/ml) in der Kombination wurde eine
durchschnittliche Neuritenldnge von 287 um + 99 pum erfasst. In der Vergleichsanalyse
zeigte die Neurotrophinkombination BDNF (10 ng/ml) mit NGF- (25 ng/ml) gegeniiber
NGF-8 (25 ng/ml) mit p > 0,05 keinen signifikanten Unterschied, indes wurde ein
hochsignifikanter Unterschied mit p < 0,01 bei der Neurotrophinkombination gegeniiber
BDNF (10 ng/ml) festgestellt.
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Im Vergleich zu der Kontrollversuchsreihe lag bei Zugabe aller neurotrophen Faktoren ein
hochsignifikanter Unterschied im Langenwachstum mit p < 0,01 vor; damit zeigten alle
Wachstumsfaktoren einen signifikant positiven Einfluss auf das Langenwachstum der
Neuriten.

Tabelle 4: Ubersicht iiber die Verteilung der SG-Explantate sowie deren Lingen und Anzahl
auswachsender Neuriten bei verschiedenen Konzentrationsstufen des jeweiligen neurotrophen Faktors

Wachstumsfaktor Konzentration Neuritenliinge in pm Gesamtneuritenanzahl

n = Explantatanzahl in ng/ml (Standardabweichung) (durchschnittliche
Neuritenanzahl pro
Quadrant)

NT-3 (n=19) 10 ng/ml 414 pm (180 pm) 58 (9 3.0)

NT-3 (n =23) 50 ng/ml 279 pum (181 pm) 27 (o 1.1)

NT-3 (n =12) 100 ng/ml 255 pm (89 pm) 40 (9 3.3)

GDNF (n = 18) 10 ng/ml 400 pm (231 pm) 24 (9 1.3)

GDNF (n = 13) 25 ng/ml 465 pm (245 pm) 38 (92.9)

GDNF (n = 10) 50 ng/ml 348 um (215 pm) 11 (o 1.1)

BDNF (n = 16) 10 ng/ml 484 pm (322 pm) 41 (9 2.5)

BDNF (n = 14) 50 ng/ml 529 um (266 pm) 21 (o 1.5)

BDNF (n = 12) 100 ng/ml 541 pm (269 pm) 62 (8 5.1)

BDNF (n = 15) 250 ng/ml 540 pm (192 pm) 32 (92.1)

NGF-B (n = 18) 5 ng/ml 172 pm (88 pm) 84 (9 4.6)

NGF-8 (n =17) 25 ng/ml 266 um (91 pm) 117 (9 6.8)

NGF-B (n=11) 50 ng/ml 209 pm (65 pm) 72 (8 6.5)

NGF-6 (n = 19) 100 ng/ml 196 pm (71 pm) 72 (8 3.7)

Kombi aus BDNF und 10 ng/ml 287 um (99 pm) 39 (8 2.7)

NGF-B 25 ng/ml

(n=14)

Kontrolle (n = 41) 163 pum (73 pm) 64 (0 4)
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NGF-KONZENTRATION

Abb. 6: Durchschnittliche Neuritenliinge (mit Standardfehler) in Abhiingigkeit von der NGF-8-
Konzentration und in der Kontrollgruppe
Signifikante Langenunterschiede der auswachsenden Neuriten zwischen NGF-B-Konzentrationsstufen und im
Vergleich zur Kontrollgruppe mit * p < 0,01.
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Abb. 7: Durchschnittliche Neuritenlinge (mit Standardfehler) in Abhiingigkeit von BDNF-
Konzentration und in der Kontrollgruppe

Kein signifikanter Langenunterschied der auswachsenden Neuriten zwischen BDNF-Konzentrationsstufen,
signifikanter Langenunterschied aller Konzentrationsstufen im Vergleich zur Kontrollgruppe mit * p < 0,01.
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GDNF-KONZENTRATION

DURCHSCHNITTLICHE NEURTIENLANGE

Abb. 8: Durchschnittliche Neuritenliinge (mit Standardfehler) in Abhiingigkeit von GDNF-
Konzentration und in der Kontrollgruppe

Kein signifikanter Langenunterschied der auswachsenden Neuriten zwischen GDNF-Konzentrationsstufen,
signifikanter Langenunterschied aller Konzentrationsstufen im Vergleich zur Kontrollgruppe mit * p < 0,01.
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Abb. 9: Durchschnittliche Neuritenléinge (mit Standardfehler) in Abhéngigkeit von NT-3-Konzentration
und in der Kontrollgruppe

Signifikanter Langenunterschied der auswachsenden Neuriten zwischen NT-3-Konzentrationsstufen und im
Vergleich zur Kontrollgruppe mit * p < 0,01.

3.2 Einfluss von Neurotrophinen auf glia-neuronale Interaktion

3.2.1 Reduziertes Neuritenlingenwachstum bei iiberwiegender glialer
Zellpopulation unter Einfluss von NGF-3

Unter dem Einfluss von NGF-B zeigten sich ein Auftreten zahlreicher nicht myelinisierter
Schwannzellen sowie ein vermehrtes Auswachsverhalten der Neuriten aus der
Spiralganglienzelle (Abb. 10). Eine intensive glia-neuronale Interaktion lie3 sich erkennen.
Die auswachsenden Neuriten wurden von den nicht myelinisierenden Schwannzellen dicht
ummantelt, sodass sie verborgen blieben. Im weiteren Verlauf trafen sich die Neuriten
wieder und bildeten Biindelungen (Abb. 12).

Die Schwannzellen bildeten insbesondere untereinander Faszikulationen (Abb. 11 und 12).
Auch bei fehlendem Auswachsen der Neuriten interagierten die Schwannzellen
untereinander und wiesen ein grofles Migrationsverhalten auf. Zunéchst traten die
Schwannzellen gebiindelt in einer vertikalen Linie zum SG-Explantat auf, dann dnderten sie
thre Richtung und drehten sich horizontal zum Explantat und hielten sich in der
unmittelbaren Umgebung auf (Abb. 11). Eine vermehrte Anreicherung von B-III-Tubulin-
AK fand im Zytoplasma der Schwannzellen neben der eigentlichen Farbmarkierung mit
p75(NTR) statt (Abb. 13). Unter diesen Bedingungen lieBen sich die aussprossenden
Neuriten aus der Spiralganglienzelle nur morphologisch von den Gliazellen abgrenzen.
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Faszikelbildungen

Abb. 10: Immunfluoreszenzbild eines Spiralganglienexplantates nach Zugabe von NGF-f} (5 ng/ml), 10-
fache Vergrofierung

Markierung der nicht myelinisierten Schwannzellen mit p75(NTR) (rot), Neuriten mit B-IIT Tubulin (griin) und
Zellkerne mit DAPI (blau). Uberwiegende Faszikelbildung innerhalb der Schwannzellpopulation.
Dominierende Schwannzellproliferation unter Einfluss von NGF-8.
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Abb. 11: Immunfluoreszenzbild eines Spiralganglienexplantates nach Zugabe von NGF-f} (5 ng/ml), 20-
fache Vergrofierung

Markierung der nicht myelinisierten Schwannzellen mit p75(NTR) (rot), Neuriten mit 3-IIT Tubulin (griin) und
Zellkerne mit DAPI (blau). Verborgene Neuriten innerhalb der Faszikel durch Schwannzellen. Unter dem
Einfluss von NGF- Aufnahme von B-IIT Tubulin durch Schwannzellen (Pfeil) und horizontale Ausrichtung
der Schwannzellen (*).

Abb. 12: Immunfluoreszenzbild eines Spiralganglienexplantates nach Zugabe von NGF-8 (5 ng/ml), 20-
fache Vergroflerung

Markierung der nicht myelinisierten Schwannzellen mit p75(NTR) (rot), Neuriten mit -III Tubulin (griin) und
Zellkerne mit DAPI (blau). Zusammentreffen der Neuriten (Pfeil). Schwannzellen begleiten den Neuriten,
interagieren auch untereinander mit Faszikelbildung (*).
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Intensive glia-neuronale
Interaktion

Abb. 13: Immunfluoreszenzbild eines Spiralganglienexplantates nach Zugabe von NGF-} (5 ng/ml), 40-
fache Vergrofierung

Markierung der nicht myelinisierten Schwannzellen mit p75(NTR) (rot), Neuriten mit 3-IIT Tubulin (griin) und
Zellkerne mit DAPI (blau). Aufnahme von B-II1 Tubulin im Zytoplasma der Schwannzellen (*). Unter Einfluss
von NGF-B demaskiert sich eine intensive glia-neuronale Interaktion, vermehrtes Auswachsverhalten der
Neuriten. Neuriten sind von Schwannzellen teilweise verdeckt (Pfeile).

3.2.2 Dominierendes Neuritenléingenwachstum und erhohtes
Migrationsverhalten der Schwannzellen unter Einfluss von BDNF

Unter den neurotrophen Faktoren GDNF, NT-3 und NGF-B imponierte besonders bei BDNF
ein deutliches Neuritenwachstum mit dominierendem Léngenwachstum aus dem
Spiralganglienexplantat. Dabei zeigte sich ein asymmetrisches Aussprossungsmuster der
Neuriten aus den Spiralganglienzellen (Abb. 14). An den Neuritenaustrittsstellen am
Explantat konnte ein dichtes Auftreten von nicht myelinisierten Gliazellen beobachtet
werden. Diese dockten mit threm Perikaryon in der gesamten Lénge an den Neuriten an. Die
Mehrheit stand in engem Kontakt mit den aussprossenden Neuriten in der unmittelbaren
Umgebung des Spiralganglienexplantates. AnschlieBend nahmen die meisten Neuriten
beziiglich des Liangenwachstums einen radidren Verlauf ein. Dabei liberkreuzten sie sich,
zweigten sich weiter auf und gaben weitere Seitendste ab. Wihrend einzelne Neuriten
,sungehemmt® in die Lange wachsen konnten, waren zunichst keine Interaktionen zwischen
den Neuriten und nicht neuronalen Zellen auf lingere Strecken erkennbar. Erst an der
distalen Neuritenendigung befanden sich erneut kleine Gliazellen, die sich an Neuriten
anlagerten und auf eine erhohte Migrationseigenschaft deuteten (Abb. 15). Diese ,,kleinen*
Schwannzellen zeigten eine Zellkern-Zytoplasma-Verschiebung zugunsten des
Zytoplasmas.
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Abb. 14: Immunfluoreszenzbild eines Spiralganglienexplantates nach Zugabe von BDNF (10 ng/ml), 10-
fache Vergroflerung

Markierung der nicht myelinisierten Schwannzellen mit p75(NTR) (rot), Neuriten mit 3-I1T Tubulin (griin) und
Zellkerne mit DAPI (blau). Asymmetrisches Wachstumsmuster der Neuriten. Starkes Neuriten- und
Schwannzellenwachstum unter dem Einfluss von BDNF.

Abb. 15: Immunfluoreszenzbild eines aussprossenden Neuriten aus dem Spiralganglienexplantat nach
Zugabe von BDNF (10 ng/ml), 40-fache Vergroflerung

Markierung der nicht myelinisierten Schwannzellen mit p75(NTR) (rot), Neuriten mit B-IIT Tubulin (griin) und
Zellkerne mit DAPI (blau). Erhohte Migration der Gliazellen. Verminderter glialer Kontakt bei starkem
Langenwachstum der Neuriten unter BDNF-Wirkung sowie Lokalisation der Schwannzellen am distalen
Neuritenende.
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3.2.3 Intensiver glialer Kontakt beim Neuritenwachstum unter Einfluss
von GDNF

Die nicht myelinisierten Schwannzellen zeigten unter dem Einfluss von GDNF eine
differenzierte Morphologie. In der Peripherie befanden sich vermehrt Schwannzellen mit
rundlichem Perikaryon, einem breiten Zytoplasmasaum mit unregelméBigen
Zytoplasmarindern (Zytoplasmabegrenzungen) und mit multiplen Zytoplasmaauslaufern.
Morphologisch entsprach dies einer vermehrten Ausbildung von Lamellipodien (Abb. 16).
Die Schwannzellen, die engen Kontakt zu den Neuriten hatten, besallen wie unter der
Wirkung von den neurotrophen Faktoren BDNF, NGF- sowie NT-3 eine ldngsovale Form
mit einem feinen, schmalen Zytoplasma (Abb. 17 und 18). Eine intensive Bindung bestand
zwischen den auswachsenden Neuriten und den Schwannzellen. Die Schwannzellen
umbhiillten den Neuriten dicht, welcher als einer der wenigen Neuriten aus dem
Spiralganglienexplantat herauswuchs. Die Ausrichtung der Gliazellen vermittelte den
Eindruck, den heranwachsenden Neuriten in eine bestimmte Richtung zu lenken. Wie
»Wegweiser positionierten sich die Schwannzellen vertikal zum Spiralganglienexplantat.
Insgesamt war die Anzahl der Schwannzellen viel hoher als die der aus dem SG-Explantat
aussprossenden Neuriten (Abb. 16). Die Neuriten neigten dazu, Faszikeln zu bilden. An der
Faszikelbildung und den nervalen Endverzweigungen waren auch die Gliazellen zu finden
(Abb. 19).

Abb. 16: Immunfluoreszenzbild eines Spiralganglienexplantates nach Zugabe von GDNF (10 ng/ml), 20-
fache Vergroflerung

Markierung der nicht myelinisierten Schwannzellen mit p75(NTR) (rot), Neuriten mit 3-III Tubulin (griin) und
Zellkerne mit DAPI (blau). Intensive Anbindung der Schwannzellen an isolierte aussprossende Neuriten.
Rundliches Perikaryon (Pfeile) und lamellipodiale Erscheinung des Zytoplasmas der Schwannzellen in der
Peripherie unter Einfluss von GDNF (gestrichelte Pfeile).
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Abb. 17: Immunfluoreszenzbild eines Spiralganglienexplantates nach Zugabe von GDNF (50 ng/ml), 20-
fache Vergrofierung

Markierung der nicht myelinisierten Schwannzellen mit p75(NTR) (rot), Neuriten mit 3-IIT Tubulin (griin) und
Zellkerne mit DAPI (blau). Schwannzellen als ,,Wegweiser” fiir auswachsende Neuriten. Lang gestreckte,
schmale Schwannzellen im engen neuronalen Kontakt unter GDNF (*).

Abb. 18: Immunfluoreszenzbild eines Spiralganglienexplantates nach Zugabe von GDNF (50 ng/ml), 20-
fache Vergroflerung

Markierung der nicht myelinisierten Schwannzellen mit p75(NTR) (rot), Neuriten mit B-IIT Tubulin (griin) und
Zellkerne mit DAPI (blau). Intensive Schwannzellen-Neuriten-Anbindung. Schwannzellen zeigen eine
schmale, lingliche Morphologie im engen Kontakt mit den Neuriten, dichte Ummantelung der auswachsenden
Neuriten unter Einfluss von GDNF (Pfeile).
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Abb. 19: Immunfluoreszenzbild von aussprossenden Neuriten aus dem Spiralganglienexplantat nach
Zugabe von GDNF (50 ng/ml), 40-fache Vergroflerung

Markierung der nicht myelinisierten Schwannzellen mit p75(NTR) (rot), Neuriten mit 3-III Tubulin (griin) und
Zellkerne mit DAPI (blau). Bildung eines Faszikels durch Neuriten unter GDNF-Einfluss. Parallel
ausgewachsene Neuriten treffen sich, bilden Biindelungen am distalen Neuritenabschnitt durch multiple
Endverzweigungen; intensive Ummantelung der Neuriten durch Schwannzellen. Lamellipodial geformte
Schwannzelle, die Neuritenendigungen verbindet (Pfeil).

3.2.4 Interaktion von Schwannzellen mit den Spiralganglienzellen unter
Einfluss von NT-3

Unter Einfluss von NT-3 sprossten kleine Neuriten aus dem Spiralganglienexplantat
(Abb. 20), welche sich verzweigten und zusammen mit Gliazellen eine netzformige Struktur
bildeten. Die Gliazellen positionierten sich in unmittelbarer Nihe zum SG-Explantat und
behielten weiterhin den Kontakt zum SG. Die Anzahl der Gliazellen iiberwog deutlich die
Anzahl der Neuriten (Abb. 21).
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Abb. 20: Immunfluoreszenzbild eines Spiralganglienexplantates nach Zugabe von NT-3 (50 ng/ml), 10-
fache Vergrofierung

Markierung der nicht myelinisierten Schwannzellen mit p75(NTR) (rot), Neuriten mit 3-III Tubulin (griin) und
Zellkerne mit DAPI (blau). An den Stellen mit fehlenden Neuriten hafteten die Schwannzellen am SG.
Vereinzelt aussprossende Neuriten aus der Spiralganglienzelle unter NT-3-Zugabe.

Abb. 21: Immunfluoreszenzbild eines Spiralganglienexplantates nach Zugabe von NT-3 (10 ng/ml), 20-
fache Vergroflerung

Markierung der nicht myelinisierten Schwannzellen mit p75(NTR) (rot), Neuriten mit B-IIT Tubulin (griin) und
Zellkerne mit DAPI (blau). Intensive Begleitung der aussprossenden Neuriten durch Schwannzellen unter NT-
3-Einfluss (Pfeil).
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3.2.5 Erhohte Motilitiat der Schwannzellen bei vermindertem
Neuriteniiberleben Einfluss von NGF-3 mit BDNF

Die Kultivierung der Spiralganglienexplantate mit zwei Wachstumsfaktoren, NGF-f3 in einer
Konzentration von 25 ng/ml und BDNF in einer Konzentration von 10 ng/ml, zeigte
morphologisch &dhnliche Interaktionen der Gliazellen mit Neuriten wie zuvor bei der
isolierten Applikation der neurotrophen Faktoren. Die herauswachsenden Neuriten aus dem
Explantat wurden eng von Schwannzellen umgeben. Die Schwannzellen konzentrierten sich
dabei auf die Stelle der Neuritenaussprossung aus dem SG und wanderten weiter zum
distalen Ende der Neuriten (Abb. 22). Zudem trat eine enge Interaktion der Schwannzellen
mit den Neuriten an den Verzweigungsstellen auf (Abb. 23). Ferner lielen sich einige
Schwannzellen mit BIII-Tubulin-AK im Zytoplasma markieren (Abb. 22). Die
Neuritenanzahl verhielt sich unter dieser Kombination wie bei der isolierten Gabe von
BDNF; eine vermehrte Neuritendichte wie bei NGF- konnte nicht beobachtet werden.

BDNF und NGF-83

Abb. 22: Immunfluoreszenzbild eines Spiralganglienexplantates nach Zugabe von BDNF (10 ng/ml) und
NGF-8 (25 ng/ml), 20-fache Vergroflerung

Markierung der nicht myelinisierten Schwannzellen mit p75(NTR) (rot), Neuriten mit 3-IIT Tubulin (griin) und
Zellkerne mit DAPI (blau). Vermehrtes Auftreten von Schwannzellen an Neuritenaustrittspunkten.
Migrationseigenschaft der Schwannzellen mit Lokalisation an distalen Neuritenendigungen unter der
Kombination aus BDNF und NGF-8 (*).
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BDNF und NGF-83

Abb. 23: Immunfluoreszenzbild eines Spiralganglienexplantates nach Zugabe von BDNF (10 ng/ml) und
NGF-8 (25 ng/ml), 20-fache Vergroflerung

Markierung der nicht myelinisierten Schwannzellen mit p75(NTR) (rot), Neuriten mit 3-IIT Tubulin (griin) und
Zellkerne mit DAPI (blau). Interaktion der Schwannzellen an Neuritenverzweigungsstellen (Pfeil). Ein
auswachsender Neurit teilt sich in mehrere Aste auf, Neuritenbegleitung durch Schwannzellen unter dem
Einfluss einer Kombination aus BDNF und NGF-8.
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4 Diskussion

4.1 Neurotrophine in der Cochlea

NGF, BDNF und NT-3 zdhlen aufgrund der strukturellen Homologie zur gleichen
Neurotrophin-Familie (Levi-Montalcini et al., 1953; Barde, 1982; Leibrock, 1989). Anders
gehort der neurotrophe Faktor GDNF zu der GDNF-Liganden-Familie (Stover et al., 2000).
Charakteristische Eigenschaften besitzen die Neurotrophine beim Uberleben sowie bei der
Differenzierung der embryonalen sensorischen und sympathischen Nervenzellen. Dariiber
hinaus wurden auch Effekte im neuroendokrinen System und auf nicht neuronale Zellen,
beispielsweise aus der Héadmatopoese und epithelialen Zellreihe, beschrieben (Levi-
Montalcini, 1995; Lewin und Barde, 1996; Braun und Renz, 2001).

Wihrend der embryonalen Entwicklung der Cochlea wurde die Expression von
Neurotrophinen in den Haarzellen und Stiitzzellen nachgewiesen (Ylikoski et al., 1993,
Ramekers et al., 2012). Allerdings unterlag die Expression von NT-3 und BDNF wie bei der
Tonotopie einem rdumlichen Gradienten entlang der basoapikalen Ausdehnung der
Basalmembran. Dabei war die Expression von beiden Neurotrophinen in der Cochlea-Spitze
am hochsten und in der Basis am niedrigsten. NT-3 wurde iiberwiegend in den Stiitzzellen
des sensorischen Epithels als in den Haarzellen exprimiert (Farinas et al., 2001, Ramekers
et al., 2012). BDNF-Expression war auf Haarzellen in der Cochlea beschrinkt. Postnatal
befand sich die NT-3-Expression in den inneren Haarzellen; dagegen war die BDNF-
Expression an P1 in der Cochlea wenig zu detektieren, zwischen P4 und P9 stieg sie entlang
des basoapikalen Gradienten voriibergehend aber an (Wiechers et al., 1999; Tan und
Shepherd, 2006; Flores-Otero und Davis, 2011; Green et al., 2012). In der postnatalen
Cochlea wurden NT-3 und BDNF weiter in den Spiralganglien und Gliazellen exprimiert
(Hansen et al., 2001; Wiechers et al., 1999; Zha et al, 2001, Schimmang et al., 2003). Es gibt
Hinweise, dass die BDNF-Expression bei den Spiralganglien einen basoapikalen Gradienten
aufweist (Schimmang et al., 2003; Green et al., 2012; Ramekers et al., 2012). Spiralganglien
exprimieren Neurotrophin-Rezeptoren, TrkB und TrkC (Ylikoski et al., 1993; Pirvola et al.,
1994). In vivo und in vitro zeigten BDNF und NT-3 einen protektiven Effekt auf das
Uberleben von Spiralganglien (Lefebvre et al., 1994; Malgrange et al., 1996; Hegarty et al.,
1997).

GDNF-Expression wurde postnatal ab P7 in den Haarzellen nachgewiesen (Ylikoski et al.,
1998; Green et al., 2012). Dabei waren die neonatalen und adulten inneren Haarzellen fiir
die Synthese von GDNF und GDNF-Rezeptor-a (ohne RET-Synthese) verantwortlich
(Ylikoski et al., 1998). In der reifen Maus zeigte sich ein hoherer GDNF- als NT-3-Spiegel
(Stankovic und Corfas, 2003). In der Zellkultur unterstiitzte GDNF das Uberleben von
Spiralganglien (Ylikoski et al., 1998). Subtypen des GDNF Family Rezeptor-a (GFRa)
wurden in den Spiralganglien detektiert (Stover et al., 2001).

Die Expression von NGF und dem korrespondierenden TrkA-Rezeptor konnten in der
embryonalen Entwicklung der Cochlea nicht belegt werden (Ylikoski et al., 1993;
Schecterson und Bothwell, 1994; Green et al., 2012). Postnatal P6 zeigte sich in den inneren
und duBeren Haarzellen eine schwache immunhistochemische Markierung von TrkA. Bei
den adulten Miusen und Ratten konnte dann eine deutliche TrkA-Expression in den dulleren
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und inneren Haarzellen, Stiitzzellen der gesamten Cochlea und in Spiralganglionneuronen
bestétigt werden (Dai et al., 2004).

4.2 Rezeptoren der Neurotrophine

Tyrosinkinase-Rezeptoren (Trk-Rezeptoren) sind am Nervenwachstum, an der neuronalen
Unterstiitzung sowie Differenzierung und synaptischen Interaktion und Plastizitit im
Nervensystem beteiligt. Diese Trk-Rezeptoren werden in vielen Zellen des zentralen und
peripheren Nervensystems exprimiert. Im Rahmen der entwicklungsphysiologischen
Prozesse liegt eine temporére oder dauerhafte Expression der Rezeptoren vor (Huang und
Reichardt, 2001; Huang und Reichardt, 2003; Green et al., 2012).

Neurotrophine leiten ihre Signale iiber hochaffine Trk-Rezeptoren der Trk-Familie: TrkA,
TrkB und TrkC. Dabei zeigt NGF-B eine hohe Affinitidt zu TrkA, BDNF und NT-4/5 zu
TrkB und NT-3 zu TrkC, welcher auch in hoheren Konzentrationen, allerdings niedrigaffin
an TrkA und TrkB binden kann (Huang und Reichardt, 2001). Durch die Bindung des
Neurotrophins an den transmembranen Trk-Rezeptor dimerisieren sich zwei Trk-
Monomere. Mit Entstehung eines Ligand-Rezeptor-Komplexes kommt es zur Anderung der
Proteinstruktur mit anschlieBender Aktivierung der Tyrosinkinase, welche die
Autophosphorylierung in den zytoplasmatischen Doménen vermittelt (Kaplan und Miller,
2000). Der Neurotrophin-Rezeptor-Komplex wird via Endozytose intrazelluldr axonal
aufgenommen und retrograd in den Zellkorper transportiert, in dem die Transkription von
verschiedenen Proteinen stattfindet (DiStefano et al., 1992).

Der spezielle Rezeptor von GDNF ist der GDNF Family-Rezeptor-a (GFR-a-Rezeptor), ein
Glycosylphosphatidylinositol(GPI)-Anker assoziiertes Membranprotein (Saarma und
Sariola, 1999). Um eine Bindung mit dem GFR-o-Rezeptor eingehen zu konnen,
dimerisieren sich zundchst zwei gleiche Liganden, dementsprechend zwei gleiche
Wachstumsfaktoren aus der GDNF-Familie (Jing et al., 1996). Es sind vier Untereinheiten
des GFR-a-Rezeptors, GFRal bis GFRo4, bekannt. GDNF bindet bevorzugt an GFRal, ist
aber auch in der Lage, an GFRa2 und GFRa3 zu binden (Saarma und Sariola, 1999). Nach
der Faktorendimerisierung und der Bindung an den GFR-Rezeptor bildet sich ein Komplex,
welcher an den RET-Rezeptor, dem Tyrosinkinase-Rezeptor, andockt. Der RET-Rezeptor
dimerisiert sich ebenfalls mit einem zweiten RET-Rezeptor und initiiert eine
Autophosphorylierung. Folglich werden nachgeschaltete Signalwege iiber Mitogen-
aktivierte Proteinkinasen (MAPK), und zwar iiber die extrazelluldr regulierte Kinase 1 und
2 (ERK 1/2), die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) sowie Phospholipase Cy (PLCYy),
aktiviert (Airaksinen und Saarma, 2002; Arnold et al., 1980). Diese intrazelluldren
Kaskaden, auch durch die Trk-Rezeptoren ausgelost, filhren zu Verdnderungen in der
Transkription, welche die neuronale Proliferation, die Differenzierung sowie das neuronale
Uberleben fordern (Huang und Reichardt, 2001).

Mit niedriger Affinitit binden alle Neurotrophine in hoheren Konzentrationen an p75(NTR)-
Rezeptoren (Teng et al.,, 2010). p75(NTR)-Rezeptoren fiihren iiber intrazellulédre
Mechanismen zum Untergang (Apoptose), zur Atrophie, Wachstumshemmung sowie
Abschwichung der synaptischen Aktivitit der Zellen (Teng et al., 2010). Bei Aktivierung
dieser Rezeptoren durch Neurotrophine wird der Zelltod im Nervensystem induziert. Zudem
bewirken die p75(NTR)-Rezeptoren in Abhidngigkeit vom Co-Rezeptor (bspw. Sortilin) eine
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Apoptose oder bei gleichzeitiger Co-Existenz eines Trk-Rezeptors eine neuronale
Differenzierung sowie ein neuronales Uberleben (Teng et al., 2010). Das bedeutet, dass sich
Neurotrophine in Abhéngigkeit vom vorliegenden Rezeptortyp sowohl proliferativ und
protektiv als auch proapoptotisch auf neuronale Zellen auswirken konnen (Frade et al.,
1996).

Die Vorlduferform der Neurotrophine, die sogenannten Pro-Neurotrophine, bindet mit hoher
Affinitét an p75(NTR)-Rezeptoren.

4.3 Einfluss von Neurotrophinen auf das Neuritenwachstum
von Spiralganglienzellen

4.3.1 Nerve growth factor

In dieser vorliegenden Arbeit konnte unter dem Einfluss von NGF-B ein verstéirktes
Langenwachstum von Spiralganglienneuriten beobachtet werden. Innerhalb der
Konzentrationsstufen 5 ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml und im Vergleich zur
Kontrollversuchsreihe lag ein hochsignifikanter Liangenunterschied der Neuriten mit p <
0,01 vor. Allerdings wurden unter der NGF-B-Kultivierung kiirzere Neuriten im Vergleich
zu BDNF, GDNF und NT-3 ermittelt. Die mittlere Neuritenldnge variierte zwischen 172 um
und 266 pm. Nach dem Erreichen eines Wachstumspeaks bei einer Konzentration von
25 ng/ml trat kein weiterer wachstumssteigernder Effekt bei zunehmender NGF--
Konzentration ein. Ferner wurde unter NGF-f3 ein besseres Auswachsverhalten aus der
Spiralganglienzelle beobachtet. Die Anzahl der auswachsenden Neuriten war unter NGF-3
am hochsten. Bisher konnte in der Literatur eine Expression von NGF-8 zu keinem Zeitpunkt
in der Cochlea belegt werden. Der Nachweis von spezifischen Neurotrophinrezeptoren, den
TrkA-Rezeptoren wurde in der Cochlea bestitigt (Dai et al., 2004). Uber die Aktivierung
von TrkA-Rezeptoren konnte NGF- moglicherweise seine Wirkung entfalten. In einer
fritheren Studie mit Spiralganglienexplantaten konnte Malgrange et al. nachweisen, dass
NGF-8 ab einer unphysiologischen Konzentration von iiber 200 ng/ml wachstumsférdernde
Effekte auf das Neuritenwachstum hervorruft (Malgrange et al., 1996). Wie bei den
sensorischen Neuronen von Hiihnern wurde eine unspezifische Bindung an TrkB- oder
TrkC-Rezeptoren durch NGF-B diskutiert (Rodriguez-Tebar et al., 1992). Bei fehlendem
Nachweis von postnataler neuronaler p75(NTR)-Rezeptor-Expression in der Cochlea lief3
sich eine Aussage iiber die direkte Interaktion der p75(NTR)-Rezeptoren mit NGF- und
anderen inspizierten neurotrophen Faktoren schwer treffen (Ylikoski et al., 1993).
Allerdings gibt es Hinweise, dass p75(NTR)-Rezeptoren bei den Schwannzellen nach
neuronaler Verletzung oder Verlust der Haarzellen im Corti-Organ exprimiert werden. Die
Schwannzellen exprimierten in solchen Situationen BDNF und NT-3 und forderten das
Uberleben von Spiralganglienneuronen in vitro und in vivo (Hegarty et al., 1997; Roehm
und Hansen, 2005; Shepherd et al., 2008). Auch im Rahmen der Regenerationsprozesse wie
bei Nervenverletzungen wurden NGF-Expressionen sowie Expressionen von niedrigaffinen
NGF-Rezeptoren in den Schwannzellen beobachtet. Es ist anzunehmen, dass eine
Korrelation zwischen erhohter Schwannzellenmigration und neuronaler Regeneration
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existiert (Anton et al., 1994). Eine weitere Studie mit Tiermodellen bestitigte, dass NGF das
Uberleben und die Differenzierung von neuronalen Stammzellen zu funktionellen Neuronen
moduliert und somit das Neuritenwachstum fordert (Han et al., 2017).

4.3.2 Brain derived neurotrophic factor

In der SG-Zellkultur zeichnete sich die Zugabe von BDNF durch ein vermehrtes
Langenwachstum der Spiralganglienneuriten in allen untersuchten Konzentrationsstufen im
Vergleich zu den neurotrophen Faktoren NGF-B, GDNF und NT-3 aus. Zwischen den
Konzentrationsstufen 10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml und 250 ng/ml gab es mit p > 0,05
keinen signifikanten Léngenunterschied; allerdings zeigte sich gegeniiber der
Kontrollversuchsreihe ein signifikantes hoheres Langenwachstum der Neuriten. Bei den
Ergebnissen lieBen sich keine Hinweise auf ein konzentrationsabhingiges
Auswachsverhalten der Neuriten ableiten. Hingegen konnte die Arbeitsgruppe von Stéver
darlegen, dass die Kultivierung von Spiralganglienzellen mit 50 ng/ml BDNF fiir 48 h zu
einem signifikanten Aussprossen der Neuriten im Vergleich zu den BDNF-Konzentrationen
von 25 ng/ml und 100 ng/ml sowie der Kontrollgruppe fiihrte (Stover et al., 2007). Dariiber
hinaus konnte durch eine andere Studie ein maximaler BDNF-Effekt hinsichtlich des
Neuritenldngenwachstums in einer Konzentration von 50 ng/ml belegt werden (Gillespie et
al., 2001). AuBBerdem zeigte BDNF in weiteren Zellkulturmodellen mit Spiralganglien eine
Wirkung bereits in einer niedrigen Konzentration von 5 ng/ml und begilinstigte das
Neuritenwachstum (Malgrange et al., 1996). In Zusammenschau der Studienergebnisse
induziert BDNF in allen Untersuchungsreihen ein signifikantes Lidngenwachstum der
Neuriten. Es zeigen sich aber auch Diskrepanzen bei der minimal effektiven Dosis von
BDNF hinsichtlich des optimalen Lingenwachstums der Spiralganglienneuriten. Bei den
Ratten wurde die Expression von BDNF und seinem hochaffinen TrkB-Rezeptor in den
Spiralganglien bestitigt (Ylikoski et al., 1993). Auch wihrend des Erwachsenenalters lag
eine Expression von den TrkB-Rezeptoren in Spiralganglien und in den cochlearen
Neuronen vor (Ylikoski et al., 1993). Moglicherweise basiert die Wirkung von BDNF in
diesem Zellkulturmodell auf die Aktivierung von vorhandenen TrkB-Rezeptoren. Neuere
Studien zeigen, dass der neuroprotektive Effekt von BDNF durch Koenzyme in vitro
verstarkt werden kann. Das C3-Exoenzym (C3), welches von Clostridium botulinum
abgeleitet ist, potenzierte die durch BDNF vermittelte neuroprotektive Wirkung auf
Spiralganglienzellen (Harre et al., 2021). Durch die Hemmung der Rho-GTPase iiber ADP-
Ribosylierung entfaltete C3 seine Wirkung (Sekine et al., 1989; Schmidt, 2018). Rho-
Proteine regulieren Proliferation, Apoptose und insbesondere die Aufrechterhaltung von
neuronalen Wachstumskegeln (Leemhuis et al., 2007; Huelsenbeck et al., 2012; Schroder et
al., 2015).

Auch isolierte Gaben von TrkB-Rezeptor-Agonisten wie der monoklonale Antikorper M3
zeigten protektive Eigenschaften auf Spiralganglien, die mit BDNF vergleichbar waren
(Szobota et al., 2019). Der TrkB-Agonist 7,8,3'-Trihydroxyflavon (THF) lieferte nur
teilweise reproduzierbare Effekte in den Spiralganglien-Zellkulturen wie bei BDNF (Frick
et al., 2020).
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Durch die exogene Applikation von BDNF konnte in vitro eine Regeneration sowie eine
Myelinisierung bei peripherer Neuropathie und nach Nervenverletzung induziert werden
(Notterpek, 2003). Ferner nahm BDNF eine besondere Rolle bei der Modulation der
synaptischen Konnektivitdt, bei der Erhohung der synaptischen Anzahl sowie bei der
Beeinflussung und Stabilisierung der Axone wéhrend der neuronalen Entwicklung ein (Hu
et al., 2005).

4.3.3 Glial cell line-derived neurotrophic factor

Unter dem Einfluss von GDNF konnten positive Effekte auf das Langenwachstum der
Spiralganglienneuriten im Vergleich zur Kontrollversuchsreihe (p < 0,01) hervorgerufen
werden. Allerdings lagen zwischen den Konzentrationsstufen 10 ng/ml, 25 ng/ml und
50 ng/ml keine Léangenunterschiede der Neuriten mit p > 0,05 vor. Eine
konzentrationsabhéngige Wechselbeziehung beziiglich des Langenwachstums der Neuriten
konnte nicht hergeleitet werden. Bei einer GDNF-Konzentration von 25 ng/ml konnte eine
durchschnittliche maximale Neuritenldinge von 460 um erzielt werden. Die Arbeitsgruppe
von Bostrom konnte aufzeigen, dass unter GDNF-Einfluss ein starker Effekt auf die
Aussprossung von Spiralganglienneuriten eintritt und das Lingenwachstum der Neuriten
unterstiitzt wird. Dabei wurden Spiralganglien von 200 g schweren Meerschweinchen mit
GDNF in Konzentrationen von 10 ng/ml, 20 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml kultiviert und
die Neuriten an verschiedenen Tagen (bis P11) ausgemessen. Neuritenldngen von iiber
800 um am 3. Tag und 2.000 pum am 11. Tag konnten in jeder Konzentrationsstufe
festgehalten werden. Neurotoxische oder apoptotische Effekte konnten durch die hohen
GDNF-Dosen nicht beobachtet werden (Bostrom et al., 2010). Die Arbeitsgruppe von Stover
untersuchte hingegen Spiralganglienzellkulturen mit GDNF von Ratten (P3—5) nach einer
Inkubationszeit von 48 h. In der GDNF-Konzentration von 25 ng/ml zeigte sich ein
durchschnittliches Liangenwachstum von 258 pum (Stéver et al., 2007). Damit wurden viel
kiirzere Neuriten ausgemessen. Die Inkubationszeit der Spiralganglienkulturen scheint
hierbei eine besondere Rolle zu spielen; in Studien zeigte sich ein besseres Lingenwachstum
der Neuriten bei Verlangerung der Inkubationszeit (Stichel und Miiller, 1991; Neale et al.,
1993). Der besondere GDNF-Rezeptor, der GFRa-Rezeptor, konnte in den Spiralganglien
der Meerschweinchen belegt werden (Stover et al., 2001). Die Aktivierung der GDNF-
Rezeptoren durch die iatrogene GDNF-Zufuhr ist vermutlich fiir das Auswachsen der
Spiralganglienneuriten verantwortlich. Genauso scheint das Wachstumsverhalten der
Spiralganglienneuriten durch die GDNF-Applikation nicht toxisch beeinflusst worden zu
sein. Es ist beschrieben, dass nach Larmtrauma und Beschddigung des Corti-Organs durch
die exogene Applikation von GDNF in die Cochlea eine sekundidre Degeneration von
auditorischen Nerven verhindert wurde. Auch im Rahmen der Nervenregeneration konnte
GDNF-Expression von Schwannzellen induziert werden (Xu et al., 2013). GDNF {ibt einen
positiven Einfluss auf die nervale Regeneration nach der Nervenverletzung aus (Bér et al.,
1998).
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4.3.4 Neurotrophin-3

Eine Verdnderung des Wachstumsverhaltens der Spiralganglienneuriten konnte in der
Zellkultur unter NT-3-Einfluss beobachtet werden. Innerhalb der Konzentrationsstufen
10 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml und im Vergleich zur Kontrollversuchsreihe lag ein
hochsignifikanter Langenunterschied mit p < 0,01 vor. Bei einer NT-3-Konzentration von
10 ng/ml wurde ein verstirktes Langenwachstum der Neuriten beobachtet. Nach Erreichen
des maximalen Léangenwachstums einer durchschnittlichen Neuritenldnge von 414 um bei
einer NT-3-Konzentration von 10 ng/ml war ein geringeres Neuritenwachstum mit
zunehmender NT-3-Menge auszumachen. Eine derartige Beobachtung wurde vorher durch
eine frithere Studie mit postnatalen Spiralganglienexplantaten beschrieben. Bei einer NT-3-
Konzentration von 10 ng/ml konnte ein neuronales Uberleben mit deutlichem Anstieg der
Lange ausgewachsener Neuriten dargestellt werden (Malgrange et al., 1996). Eine weitere
Steigerung der Effektivitat durch die Steigerung der NT-3-Konzentration war ebenfalls nicht
beobachtet. NT-3 aktiviert bevorzugt seinen hochaffinen Rezeptor TrkC, dessen postnatale
Expression in den Spiralganglien bei den Ratten und Mausen nachgewiesen wurde (Ylikoski
et al., 1993). Bei steigender NT-3-Konzentration ist eine unspezifische Aktivierung von
TrkB-Rezeptoren denkbar, allerdings zeigte die Aktivierung von TrkB durch den
hochaffinen Liganden BDNF kein vermindertes Neuritenwachstum. In einer Studie wurde
beobachtet, dass TrkC-Rezeptoren durch monoklonale Antikorper (M1, M2, M7) ebenfalls
aktiviert werden konnen, die Neuritenwachstum induzieren. Das Ausmal} des
Neuritenwachstums unter den TrkC-Agonisten war aber NT-3 unterlegen (Szobota et al.,
2019).

NT-3 zdhlt zu den wichtigsten Neurotrophinen, die postnatal exprimiert werden und eine
besondere Rolle bei der Neuritogenese spielen. Wéahrend der ZNS-Entwicklung wurde in
den unreifen Regionen eine hohe NT-3-Expression erfasst; dort fand Proliferation,
Migration sowie Differenzierung von neuronalen Vorlduferzellen statt (Maisonpierre et al.,
1990). Mit zunehmendem Alter bzw. der Reifung nahm die NT-3-Konzentration in diesen
Regionen stark ab (Pirvola et al., 1992; Schachner, 1988). Eine enge Beziechung zwischen
den adulten cochlearen Nervenfasern sowie Zellen des Corti-Organs konnte beobachtet
werden. Es bildete sich eine reziproke Beziehung zwischen Neuronen und Stiitzzellen des
Corti-Organs (Stankovic et al., 2004). Durch die Neuregulin-Synthese, einem Protein mit
Signaliibertragungsfunktion, interagierten die adulten Spiralganglien iiber Tyrosin-Kinasen
der ErbB-Familie mit den Stiitzzellen (Burden und Yarden, 1997). Eine Inhibierung der
ErbB-Funktion in den Stiitzzellen reduzierte die NT-3-Expression. Folglich wurde ein
Absterben der Spiralganglien konstatiert. Diese Interaktion veranschaulicht, dass NT-3 aus
dem Corti-Organ zur Aufrechterhaltung und weiteren Erhaltung sowie Funktionsausiibung
des adulten Spiralganglions von besonderer Bedeutung ist. Eine weitere reziproke
Interaktion iiber Neuregulin wurde zwischen Spiralganglien und den Gliazellen der
Spiralganglien erkannt. Die Proliferation sowie Synthese der beiden Neurotrophinen NT-3
und BDNF wurden durch Neuregulin der Schwannzellen gesteuert (Hansen et al., 2001). Im
Weiteren konnten durch NT-3 Effekte mit neuronaler Differenzierung sowie Induktion von
Progenitorzellen an unreifen Riickenwurzelganglien beobachtet werden (Hapner et al.,
2006).
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4.3.5 Kombination von BDNF mit NGF-f3

Ein verstérktes und additives Lingenwachstum der Neuriten trat unter der Kombination von
BDNF mit NGF-8 nicht ein. Eine verminderte Wirkung auf das Neuritenldngenwachstum
im Vergleich zur alleinigen BDNF-Applikation wurde beobachtet. Ferner zeigte sich keine
verstiarkte Neuritendichte aus der Spiralganglienzelle wie bei isolierter NGF-B-Gabe.
Obwohl beide Neurotrophine iiber verschiedene hochaffine Trk-Rezeptoren interagieren,
konnte keine kumulative Wirkung erkannt werden. Welche unbekannten Faktoren und
Prozesse das verstiarkte Neuritenwachstum hemmen, bleibt hier unklar.

4.4 Gliazellen im peripheren Nervensystem

Neben der Myelinisierung von Neuriten besitzen die Schwannzellen im peripheren
Nervensystem nicht nur Proliferations-, Motilitits- und Migrationseigenschaften, sondern
sind auch fdhig, durch Synthese von Neurotrophinen die Entwicklung sowie die
Regeneration von peripheren Nerven zu unterstiitzen. Unter den von Schwannzellen
produzierten Wachstumsfaktoren befinden sich auch Brain derived neurotrophic factor
(BDNF), Neurotrophin-3 (NT-3) und Nerve growth factor (NGF) (Ide, 1996; Bampton und
Taylor, 2005; Jessen und Mirsky, 2008). Zwischen Gliazellen und Neuronen besteht eine
reziproke Beziehung. Die peripheren Nervenzellen kommunizieren iiber die Synthese eines
Wachstumsfaktors, dem Neuregulin, mit den Schwannzellen. Dadurch werden die
Proliferation sowie Migration der Schwannzellen erhéht, welche die Neuronen in ihrer
Entwicklung und Erhaltung fordern (Mahanthappa et al., 1996). Bei einer Nervenverletzung
wandern die Schwannzellen zu den beschidigten neuronalen Stellen (Han et al., 2007). Wie
auch in der Entwicklungsphase dient die Oberfldche der Gliazellen als Leitsubstrat fiir das
Nervenwachstum (Fallon, 1985). Bei einer Nervenschddigung I6sen die denervierten
Gliazellen Regenerations- und Reparaturvorgiinge von peripheren Axonen aus (Han et al.,
2017). Eine Dedifferenzierung von Schwannzellen — dhnlich wie bei den unreifen Zellen —
ist essenziell fiir eine erfolgreiche Regeneration von Axonen (Mirsky et al., 2008).

In Abwesenheit von Neuronen kdénnen die Gliazellen weiter iiberleben. Verantwortlich fiir
diese Fahigkeit ist die autokrine Versorgung mit Neurotrophinen. Zur eigenen Erhaltung
synthetisieren die Gliazellen Wachstumsfaktoren, wie NT-3, Insulin growth factor (IGF)
oder Platelet derived growth factor (PDGF) (Meier et al., 1999). Dadurch verhindern sie
nicht nur ihre eigene Apoptose, sondern behalten auch weiterhin ihre Funktionalitat (Porter
et al., 1986). Wihrend der Entwicklungsphase des peripheren Nervensystems exprimieren
die Schwannzellen Proteine und Rezeptoren der extrazelluliren Matrix. Sie beeinflussen
somit auch die axonale Adhésion sowie die Differenzierung und Regeneration (Chernousov
und Carey, 2000).

Neuere Studien zeigten, dass in der Entwicklungsphase der Cochlea die Vorlduferzellen der
glialen Zellreihe ein schnelles und gezieltes Wachstum der peripheren
Spiralganglienneuriten an das Corti-Organ ermdglichen. Eine axonale Fiihrung und ein
effizienteres Wachstum der Spiralganglienneuriten durch die Glia-Vorldufern wurden
beobachtet (Druckenbrod et al., 2020).
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4.5 Einfluss von Neurotrophinen auf die Interaktion von
Gliazellen mit Neuriten

4.5.1 Nerve growth factor

Die hochste Dichte der neuronalen und nicht neuronalen Zellen lieB sich unter NGF-83-
Einfluss demaskieren. Die Interaktion der Gliazellen untereinander und mit den Neuriten im
Sinne einer Faszikelbildung erschwerte die Dokumentation der Neuritenldngen. Das
Zytoplasma der Gliazellen nahm vermehrt B-III-Tubulin auf. Die Markierung durch B-III-
Tubulin-AK diente primir zur Neuritendarstellung. Die intrazelluldre B-Tubulin-Aufnahme
konnte im Hinblick auf eine erhohte mitotische Aktivitit in der Gliazelle von Bedeutung
sein. Es wurde beschrieben, dass beispielsweise die Tumorzellen, Zellen mit hoher
Teilungsrate, auf B-Tubulin stark positiv reagieren. Eine hohe Zellteilungsrate ist mit
vermehrtem B-Tubulin assoziiert. B-Tubulin stellt sich als eine Komponente des
Spindelapparats in der Zellteilung, in vielen Zelltypen dar (Jouhilahti et al., 2008).
Vermutlich wurde unter NGF-B eine Differenzierung und/oder Proliferation der Gliazellen
initiiert.

4.5.2 Brain derived neurotrophic factor

Bei gesteigertem Langenwachstum der Neuriten unter BDNF positionierten sich die
Schwannzellen am distalen Ende der jeweiligen Neuriten. Diese Schwannzellen befanden
sich im moglichen Proliferations- und Migrationszustand. Sie prédsentierten sich klein und
mit verschobenem Kern-Zytoplasma-Verhidltnis — offenbar als Zeichen der erhdhten
Motilitdt. Moglicherweise wanderten die Schwannzellen zundchst in die Peripherie, um ein
giinstiges Milieu fiir das Uberleben von Neuriten zu schaffen. Es ist bekannt, dass die
Schwannzellen Zelladhédsionsmolekiile, wie L1, NCAM (Myelin-assoziiertes Glykoprotein)
und extrazelluldres Matrixprotein J1, exprimieren (Faissner et al., 1984; Daniloff et al.,
1986; Schachner, 1988; Fahrig et al., 1987; Seilheimer und Schnacher, 1987) und so die
Ausrichtung der Neuriten in der Entwicklungsphase beeinflussen (Fallon, 1985). Die
Gliazellen benutzen ihre Oberfliche als Leitsubstrat fiir das Neuritenwachstum (Fallon,
1985).

4.5.3 Glial cell line-derived neurotrophic factor

Die Neuriten, die aus den mit GDNF kultivierten Spiralganglienzellen heraustraten, wurden
dicht von Schwannzellen und deren linglichen Zytoplasmaausldufern umhiillt. Es wurde
beschrieben, dass eine hohe GDNF-Konzentration die Schwannzellenmigration in vitro
stimuliert und die neuronale Myelinisation verbessert (Hoke et al., 2003). Die
Schwannzellen, die nicht in eine Wechselbeziehung mit Neuriten traten, lagen peripher mit
kleinen multiplen Zytoplasmaausldufern in einer lamellipodialen Struktur und befanden sich
vermutlich in einem ,Ruhezustand“. , Aktivere” Schwannzellen positionierten sich
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richtungsweisend und schafften so moglicherweise ein gilinstigeres Milieu fiir die Neuriten,
die sie auf diese Art steuerten. Auf molekularer Ebene wurde beobachtet, dass GDNF tiber
neuronale Adhédsionsmolekiile (NCAM) interagiert, die zusammen iiber GFRa-Signalwege
die Zell-Zell-Interaktion zwischen den Neuriten und Schwannzellen regulieren (Sj0strand et
al., 2007). Bei erhohten GDNF-Mengen ist eine Heraufregulation des NCAMs mit
gesteigerter Schwannzellzelladhdsion und axonaler Faszikulation beschrieben worden
(Bostrom et al., 2007). In einer Studie sind Schwannzellen, die sich im nicht
myelinisierenden Zustand befanden, als NCAM positiv beschrieben worden (Naveilhan et
al., 2000).

4.5.4 Neurotrophin-3

Verzweigte Neuriten wurden unter NT-3 dicht und eng von Schwannzellen umgeben. Dabei
begleiteten die kleinen Schwannzellen mit sehr schmalen, in die Lidnge gezogenen
Zytoplasmaausldufern den auswachsenden Neuriten. Es gab nur wenige Stellen ohne
Kontakt zu den Neuriten. Wie in einer engen Wechselbeziehung bestand eine unmittelbare
Néhe zwischen den Gliazellen und Neuriten. Eine verstirkte Neuritendichte wurde unter
NT-3-Einfluss nicht beobachtet, die Anzahl der Gliazellen liberwog die Anzahl der Neuriten.
Die nicht-myelinisierten Gliazellen iiberlebten weiter und standen vielmehr in enger
Interaktion mit der Spiralganglienzelle. Meier et al. veranschaulichten, dass die
Schwannzellen in Abwesenheit der Neuronen weiter liberleben konnen und dafiir die eigene
autokrine Versorgung durch Neurotrophine verantwortlich ist (Meier et al., 1999).

4.6 Rolle der p75(NTR)-Rezeptoren bei Schwannzellen

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Darstellung der Gliazellen die Expression von
p75(NTR)-Rezeptoren zur Detektion und Differenzierung von Schwannzellen
herangezogen. Die myelinisierenden Schwannzellen sind p75(NTR) negativ bzw. sind diese
Rezeptoren herunterreguliert und kénnen durch den hier eingesetzten glialen Marker nicht
adidquat dargestellt werden (Jessen und Mirsky, 1999; Song et al.,, 2005). Die nicht
myelinisierenden Schwannzellen priasentieren sich wie die aus der Neuralleiste entstandenen
unreiferen Vorstufen als p75(NTR)-positive Zellen. Eine Reprogrammierung von
myelinisierenden Schwannzellen unter Kultivierung von speziellen Neurotrophinen, zum
Beispiel von Fibroblasten Wachstumsfaktor 2 (FGF-2), konnte nachgewiesen werden.
Myelinisierende =~ Schwannzellen  konnten  unter  FGF-2  in  multipotente
Neuralleistenstammzellen konvertiert werden (Widera et al., 2011). In dieser Versuchsreihe
zeigte sich unter NGF-B eine vermehrte Aufnahme von B-Tubulin in den Gliazellen,
moglicherweise als Zeichen einer hohten mitotischen Zellaktivitit. Morphologisch zeigte
sich eine erhohte Proliferation in der glialen Zellpopulation. Ein Umwandlungsprozess in
den Gliazellen konnte hier ebenfalls eine Rolle gespielt haben. Eine Dedifferenzierung in
mogliche Stammzellen konnte bei den Gliazellen vorgelegen haben. Ergénzende
immunhistochemische Untersuchungen wiren zur Abgrenzung der Gliazellen von
Stammzellen sinnvoll gewesen.
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Die Expression von p75(NTR)-Rezeptoren wurde in den Schwannzellen nach Denervierung
bzw. Axotomie nachgewiesen (Reynolds und Woolf, 1993). Bei einer neuronalen
Verletzung ist die Heraufregulierung der p75(NTR)-Rezeptoren mit gleichzeitig erhohter
Expression in den Schwannzellen der Spiralganglien als akute Reaktion beschrieben worden
(Provenzano et al.,, 2011). Die p75(NTR)-Rezeptoren fungieren demnach nicht nur
proapoptotisch. In der Akutphase weisen sie auch mitotische und proliferartive Wirkungen
auf.

Unter pathologischen Bedingungen, wie bei einer medikamenteninduzierten Ertaubung
durch Aminoglykoside, sind die p75(NTR)-Rezeptoren in den degenerierenden
Spiralganglienzellen hochreguliert und die eigentlichen Trk-Rezeptoren der Neurotrophinen
herabreguliert. Es zeigte sich auch eine Expression von BDNF in den Haarzellen und
Stiitzzellen der Cochlea. Eine differenzierte Prozessierung der Vorlduferform von proBDNF
wurde beobachtet. Unter dem Einfluss des modifizierten proBDNFs dominierte der
apoptotische p75(NTR)-Rezeptor, wihrend die Spiralganglien zugrunde gingen (Tan und
Sheherd, 2006). Allerdings zeigte sich die Anzahl der Schwannzellen bis zu 50 Tagen nach
der Ertaubung konstant, obwohl proBDNF auch dort eine proapoptotische Wirkung ausiibte
und die p75(NTR)-Rezeptor-Expression gesteigert war (Provenzano et al., 2011).

4.7 Weitere Einflussfaktoren auf das Wachstumsverhalten der
Neuriten

Fiir das Uberleben der Nervenzellen ist ein ausgeglichenes Zusammenspiel zwischen den
intrinsischen und extrinsischen Faktoren entscheidend. Die neurotrophen Faktoren
interagieren mit den Spiralganglien {iiber spezielle Tyrosinkinase-Rezeptoren, die
intrazelluldre Signalkaskaden auslosen und zu Verdanderungen in der Transkription fiihren.
Zu den extrinsischen Faktoren gehoren Komponenten der Extrazelluldren Matrix (ECM),
Oberflachenmolekiile und unterschiedliche Zusammensetzungen von Kulturmedien, die ein
verdndertes Auswachsverhalten der Neuriten aus der Spiralganglienzelle modulieren.

In einer fritheren Studie konnte vermerkt werden, dass die Auswahl des
Oberflichenmaterials der Zellkulturplatten das Neuritenwachstum beeinflusste (Hansen,
2006). Ein deutliches Wachstumsverhalten zeigte sich auf alloplastischen Materialen wie
Plastik-, Titan- und Edelstahloberflichen im Gegensatz zu Silikon- oder Goldoberflichen.
Zu verzeichnen waren ebenfalls Effekte auf die Elongation, Wachstumsrichtung und —
verzweigung der Neuriten.

Ein deutliches Auswachsverhalten der Neuriten aus der Spiralganglienzelle konnte auf
Lamininbeschichtung im Zellkulturmodell beobachtet werden (Aletsee et al., 2002).
Schwannzellen synthetisieren Nervenwachstum stimulierende Molekiile, die sich in der
ECM oder in der Plasmamembran befinden. Dazu gehort auch Laminin als Bestandteil der
ECM (Tomaselli und Reichardt, 1988). Schon in der Entwicklungszeit des auditorischen
Systems fungierte Laminin als Leitsubstrat fiir die Neuriten (Fallon, 1985). Laminin fordert
nicht nur die neuronale Adhésion, sie verdndert auch die Richtung und Geschwindigkeit des
neuronalen Wachstums (McKerracher et al., 1996). An retinalen Ganglienzellen konnte
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gezeigt werden, dass die neuronalen Zellen iiber Integrin-Zelloberflichenrezeptoren
(Integrin-B1) mit den Schwannzellen interagieren (McKerracher et al., 1996; Tomaselli und
Reichardt, 1988).

Ferner wurden verschiedene Supplemente in Hinblick auf Neuritenwachstum in neuronalen
Zellkulturen untersucht. Dabei fithrte B27-Supplement zu einem besseren Uberleben von
embyronalen Hippocampusneuronen der Ratten und etablierte sich als serumfreier Zusatz
fiir Anwendungen der Zellkultursystemen mit neuronalem Gewebe (Brewer et al., 1994).
Auch der Sidure-Basen-Haushalt ist essentiell fiir das neuronale Wachstum sowie fiir die
neuronale Entwicklung und Horfunktion. Der Natrium/Wassserstoff-Austauscher-6
(sodium-hydrogen exchanger 6, NHE-6) reguliert endolysosomale Signalwege und den
organellen pH-Wert (Hofstetter et al., 2010; Liu et al., 2013; Ohgaki et al., 2011; Ascano et
al., 2012). Bei den NHE-6-Knock-out-Mausen zeigte sich eine gestorte Signalkaskade bei
TrkB-Rezeptoren sowie einen axonalen Verlust bei den Spiralganglien, die auf die
Ubersduerung zuriickzufiihren waren (Kucharava et al., 2020). Bei den Zellkuturmodellen
ist als isotone und pH-neutrale Losung die phosphatgepufferte Salzlosung (phosphate-
buffered saline, PBS) etabliert, die hier bei den Waschvorgingen ebenfalls zur Anwendung
kam.

Nach einer Inkubationszeit von 72 h erfolgte die immunhistochemische Farbung; eine
intermittierende mikroskopische Begutachtung auf Vitalitit der Spiralganglienzellen wurde
nicht durchgefiihrt. Zellkulturmodelle mit Nervenzellen haben gezeigt, dass innerhalb von
48 h nach Inkubationsbeginn das Auswachsverhalten der Neuriten und die Entwicklung von
interneuronalen Kontakten abgeschlossen sind und die Neuritenldngen bei weiterer
Inkubation zunehmen (Stichel und Miiller, 1991; Neale et al., 1993).

Auch die ,richtige* Prdparation der Spiralganglien beeinflusste das Auswachsverhalten der
Neuriten. Der Anteil am zusdtzlichen Bindegewebe als ,,Gewebeplus“ neben dem
Spiralganglion konnte objektiv nicht erfasst werden. Ein Neuritenwachstum zeigte sich bei
60 - 70% der SG-Explantate.

4.8 Gliazellen und Myelinisierung in der menschlichen Cochlea

Im Gegensatz zu anderen Wirbeltieren weist die Mehrzahl der menschlichen
Spiralganglienzellen keine Myelinisierung auf. Bei Neugeborenen sind die Ganglienzellen
im Ganglion spirale unmyelinisiert. Der Anteil von myelinisierten Neuronen unterliegt einer
altersabhéngigen individuellen Variation. Bei einer Untersuchung waren bei 28 % der post
mortem untersuchten menschlichen Spiralganglienzellen bei Menschen mit 75 Jahren
myelinisiert (Ota und Kimura, 1980; Arnold et al., 1987). Die Ursache fiir die zunehmende
Mpyelinisierung der menschlichen Spiralganglienzellen ist noch Gegenstand der Forschung.
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4.9 Optimierung der bioprothetischen Ankopplung von
Cochlea-Implantaten — experimentelle Ansiitze

Im klinischen Alltag stellt die Cochlea-Implantation die Therapie der Wahl bei Taubheit dar
und zdhlt zu einem der wichtigsten Therapieregime bei der hochgradigen
Schallempfindungsschwerhorigkeit. Dabei werden die Spiralganglienzellen iiber die
Elektroden des Cochlea-Implantats in der Scala tympani der Cochlea direkt stimuliert. Die
Impulse werden {iber die Horbahn in den cerebralen bzw. auditorischen Cortex
weitergeleitet. Eine wichtige Voraussetzung stellt das Vorhandensein eines funktionsfahigen
Hornervs dar. Nach der Neurotrophinentheorie gibt es eine Assoziation zwischen dem
Verlust des Corti-Organs und der Degeneration der bipolaren Spiralganglienzellen. In den
menschlichen Cochleae degenerieren die Spiralganglienzellen allerdings langsamer. Die
Spiralganglienzellen konnen Wochen bis Monate bei Nagetieren und iiber viele Jahre beim
Menschen weiter zu iiberleben, sodass auch mehrere Jahre nach Verlust des Corti-Organs
ein Cochlea-Implantat eingesetzt werden kann (Gomaa et al., 2003; Linthicum und Fayad,
2009; Alam et al., 2007; Dodson und Mohuiddin, 2000). Die Expression von BDNF und den
Neurotrophinrezeptoren TrkB und TrkC sowie p75(NTR)-Rezeptoren konnte in der
menschlichen Cochlea wihrend der fritheren Entwicklung nachgewiesen werden (Chacko et
al.,, 2017). Hingegen waren keine Hinweise fiir GDNF-Expression in der menschlichen
Cochlea (Liu und Rask-Ansersen, 2014). Bei horgeschddigten Menschen wurde eine
verringerte Expression von BDNF und von ihm regulierten Proteinen festgestellt (Vries et
al., 2019). Des Weiteren wiesen Untersuchungen der menschlichen Perilymphe auf ein
verringertes Expressionsniveau von bestimmten microRNAs bei Patienten mit leichtem und
schwerem Horverlust hin, die die Neurotrophin-Signaliibertragung regulieren und das
Neurotrophinniveau widerspiegeln (Shew et al., 2021).

Es wurden bereits diverse Nervenwachstumsfaktoren identifiziert, die protektive Effekte auf
das Spiralganglion in vitro zeigten (Malgrange et al., 1996). Das Ziel der aktuellen
Forschung ist die Optimierung und Effizienz der Cochlea-Implantate, der Erhalt der vitalen
Spiralganglien mit Einddmmung des Degenerationsprozesses sowie eine Induktion der
Neuritenaussprossung in Richtung der CI-Elektrode, um eine mdglichst enge
bioprothetische Ankopplung zu erreichen. Eine dauerhafte Applikation oder lokale
Expression eines Neurotrophins oder einer Neurotrophinenkombination zur bestmoglichen
Spiralganglienprotektion wére erfolgversprechend. Im Tiermodell wurden erste Ansitze
hierzu untersucht. Das erste Konzept basierte auf einer exogenen Applikation von
Neurotrophinen in die Cochlea, insbesondere von BDNF oder NT-3 in Form von
osmotischen Pumpen (Pettingill et al., 2007). Auch auf genetischer Basis wurden die
Schwannzellen so veréndert, dass sie in der Lage waren, neurotrophe Faktoren wie BDNF
oder NT-3 selbst zu exprimieren. Allerdings konnte eine ldngerfristige Losung nicht
nachgewiesen werden. Die Spiralganglienzellen starben nach 4 Wochen ab (Pettingill et al.,
2008). Durch die genetisch verdnderten Fibroblasten, welche die aktivere Form von BDNF
exprimierten und auf Spiralganglienzellen effektiver erschienen, wurde ein besseres
Langzeitergebnis fiir 30 Wochen dokumentiert (Zanin et al., 2014). Die weitere Ausfiihrung
mit viraler Transfektion der Stiitzzellen im Corti-Organ zeigte ebenfalls eine begrenzte
Wirkdauer von einigen Wochen (Wise et al., 2011). Die intramuskulére Injektion von NGF
fiihrte bei bei DBA/2J-Mdusen, bei denen ein friih eingesetzender progressiver Horverlust
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beschrieben worden ist, zu einer Verhinderung von Haarzellenverlust und Hemmung der
Apoptose bei Spiralganglienneuronen (Wang et al., 2017). Andere aktuelle Forschungen
beziehen sich auf neuronale Stammzellen. Sichere Stammzellentransplantationsstrukturen
werden in der Cochlea untersucht. Die Stammzellen sollen aus dem Injektionsort zu den
degenerierten, beschiadigten Spiralganglienzellen migrieren und diese ersetzen (Zhang et al.,
2013). Neuere Studien basieren auf Bildung von kiinstlichen Stammzellnischen in Form von
dreidimensionalen Sphiroiden unter kontinuierlicher Gabe von BDNF. Die humanen
embryonalen Stammzellen differenzierten sich zu otischen neuronalen Vorlauferzellen und
bildeten Neuriten in Richtung der kndchernden Cochlea sowohl in vitro als auch in vivo
(Chang et al., 2020).

Anhand der hier durchgefiihrten Experimente konnten die neuroprotektiven Eigenschaften
von den neurotrophen Faktoren NGF-B, BDNF, GDNF und NT-3 in Hinblick auf die
Spiralganglienzellen néher charakterisiert werden. Ferner demonstrieren die Ergebnisse,
dass eine enge glia-neuronale Wechselbeziehung existiert, die bisher wenig beschrieben
wurde. Unter dem Einfluss von Neurotrophinen zeigten sich bei den nicht myelinisierenden
Schwannzellen mitotische Prozesse sowie ein Potenzial in der gesteigerten Migrations-
sowie Proliferationseigenschaft. Bei der exogenen Neurotrophinapplikation sollten demnach
nicht nur die Spiralganglienzellen als Zielorgan betrachtet werden, sondern auch die
Gliazellen sollten ndher unter die Lupe genommen werden. Die Beeinflussung der Gliazellen
ist von groBem Interesse, da diese Zellen Regenerationseigenschaften besitzen und durch
zielgerichtete Migration die neuronale Schidigung inhibieren konnen. Es sollten mehr
Informationen {tiber die Aktivierung der Chemokinrezeptoren der glialen Zellreihe
gewonnen werden und die Ortlich-zeitliche Verteilung der Gliazellen wihrend des
Neurotrophinsupports der Spiralganglien monitort werden. Im Gegensatz zu den
Wirbeltieren sind die menschlichen Spiralganglienzellen bei Neugeborenen
unmyelinisiert. ~ Mit zunehmenden Lebensalter  weisen die Spiralganglienzellen
Myelinisierungen auf. Auf der Suche nach therapeutischen Ansdtzen bei der Versorgung mit
Cochlea-Implantaten sollten die Verdnderungen an den Gliazellen mit in Betracht gezogen
werden.
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S Schlussfolgerung

In dieser Arbeit wurde die Interaktion von Spiralganglienzellen mit den nicht
myelinisierenden Schwannzellen unter Einfluss von verschiedenen neurotrophen Faktoren,
die in der Entwicklungsphase der Cochlea und im peripheren Nervensystem eine besondere
Rolle spielen, ndher charakterisiert. Die neurotrophen Faktoren NGF-3, BDNF, GDNF und
NT-3 wurden untersucht. Die Neurotrophine zeigten einen signifikanten neuroprotektiven
Effekt auf das Neuritenwachstum im Vergleich zur Kontrollgruppe. Das morphologische
Verhaltensmuster der glialen Zellreihe war unter Einfluss des verschiedenen Neurotrophins
unterschiedlich. Unter dem Einfluss von NGF- war eine Proliferation in beiden Zelltypen
auszumachen. Allerdings imponierte ein vermindertes Neuritenldngenwachstum bei
gleichzeitiger Initiierung eines moglichen Redifferenzierungsprozesses in der glialen
Zellpopulation. Bei BDNF konnte ein deutlich vermehrtes Langenwachstum der Neuriten
eruiert werden; bei den Schwannzellen wurde entsprechend ein erhdhtes
Migrationsverhalten festgestellt. Eine enge Kontaktaufnahme zwischen den nicht
myelinisierenden Schwannzellen mit den Neuriten unter GDNF und NT-3 konnte gezeigt
werden. Unter Zugabe von NT-3 lag zudem eine enge Interaktion der glialen Zellreihe mit
den Spiralganglienzellen vor. Eine kumulative Wirkung hinsichtlich der Neuritendichte
konnte durch die Zugabe von BDNF mit NGF-8 nicht festgestellt werden.

Die Spiralganglienzellkulturen in vitro stellen zunichst eine wichtige Voraussetzung fiir die
Tiermodelle in vivo dar. Fiir die klinische Anwendung ist es wichtig, mit der Auswahl von
speziellen Neurotrophinen eine Neuritenaussprossung in Richtung der CI-Elektrode zu
induzieren und eine moglichst enge bioprothetische Ankopplung zu erreichen. Auch die
Gliazellen von menschlichen Spiralganglienzellen sind von besonderer Bedeutung. Mit
zunehmendem Lebensalter sind die menschlichen Spiralganglienzellen immer mehr
myelinisiert, die Ursache fiir die Induktion einer Myelinisierung ist Gegenstand der
Forschung. Die hier eruierten Ergebnisse sprechen fiir eine enge glia-neuronale
Wechselbeziehung in der Cochlea.
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