Die Regulation und Stimulation des Neuritenwachstums im
Spiralganglion der Mauscochlea durch neurotrophe
Faktoren

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard-Karls-Universitat
zu Tabingen

vorgelegt von

Kramer, Benedikt Marcus Richard Ferdinand Leo

2015



Dekan: Professor Dr. |. B. Autenrieth
1. Berichterstatter: Professor Dr. H. Lowenheim

2. Berichterstatter: Professor Dr. M. Ueffing



.Nicht sehen kdnnen heil’t, die Menschen von den Dingen trennen, nicht héren

kdénnen heil3t, die Menschen von den Menschen trennen.”

- Immanuel Kant (1724 — 1804) -



INHALTSVERZEICHNIS

Inhalt
I T[T (0 T PP PP PPPPPPPP 1
1.1 Gehorlosigkeit und Cochlea-Implantate ... 1
1.2 Stand der FOrSCRUNG. .......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 2
1.2.1 Aufbau und Funktion eines Cochlea-Implantats...............cccccoeeeiiiie. 2
1.2.2 Entwicklung der CI-Technologie bis heute .............ccooooooiiiiiiiiiiees 4
1.2.3 Technische Grenzen von Cochlea-Implantaten.............cccccvvvvviiiiiiieeeveeennnn, 5

1.2.4 Mogliche Losungsansétze fur die Weiterentwicklung der bestehenden CI-

TECNNOIOGIE ...t 8
1.3 Neurotrophine und neurotrophe Rezeptoren in der Cochlea.................cccc...... 11
1.3.1 Neurotrophe ReZEPIOIeN ........coooeeiieeeeeeeee e 13
1.3.2 Die Familie der Trk-Rezeptoren..........cooeveeiiie e 13
A T o [T g = | SRR 21
1.4.1 Regulation des NeuritenwacChStuMS ..........cooooviiiiiiiieeee e 21
1.4.2 Inhibitorisches Umfeld ............ooorrieiiii e 23
1.4.3 Stimulation des NeuritenwachsStums............oooooeieii, 23

FZ20 1Y/ 1 T Yo 1= o 26
2.1 Zur Organentnahme verwendete TIEre .......ccovvvvviiiiiiii e e, 26
2.2 Anatomische Praparation des Ganglion spirale ............ccccccvvvviiiiieeeeeeeeeviiinnnnn. 26
2.2.1 Explantation der CoChleae ...........ccooeiieiiiiiiiiiiiee e 26
2.2.2 Feinpraparation des Ganglion spirale............ccccooeeieiiiiiiiiiiii e, 27
2.3 Organtypische SpiralganglionzellKultur ................coooiiiiiiiiiicie e, 28
2.4 Fixierung der Organkulturen ..........ooooooiiioiieee 28
2.5 Immunfluoreszenzfarbung der Explantate............cccoeeeeiie 29
2.6 MIKIOSKOPIE ... et e e e e 30
2.7 Auswertung der NeUNtEeNIANGE........oiviiiiiii e 31

2.7.1 Bildbearbeitung mit IMaged ........ccoouiiiiiiiiii e 32



INHALTSVERZEICHNIS

2.7.2 Adaptierte Sholl-FANAIYSE ........ooevviiie e 33
2.8 StatiStiSChe AUSWEITUNG ... ..ot e e e e e e e 36
G o= ] 7S = PO 38
3.1 Allgemeines Wachstumsverhalten und Morphologie............ccccooevieeeiiiiiiiinnnnnn. 38
3.2 Wachstumsverhalten unter Stimulation mit BDNF ............cccccciiiiiiiiiiiiiinnnnn. 39
3.2.1 BDNF Zeitabh@ngigKeit ...........ouviiiiiiieiiiieeee e 39
3.2.2 BDNF D0sSisabh@ngIgKeit .........ccevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 40
3.2.3 Vergleich des Neuritenwachstums in unterschiedlichen Windungen des
SPIrAIJANGIIONS ... 41
3.3.1 Tyrosinkinaseinhibitor K252 .........c..cooiiviiiiiiiie e 43
3.3.2 PKA-INNIDITOr H-89.....eiiieeiiee e 45
3.3.3 PKA-INNIDItOr KT5720.....cciiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e 46
3.3.4 PI3K-INhibitor LY294002 ......ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee et 47
3.3.5 PI3K-INhibitor Wortmannin ... 48
3.4 Der selektive TrkB-Agonist 7,8-DHF ..........ccoooviiiiiiiii e, 49
3.5 7,8-DHF UNA K2528 .....ccoiiiiiiiiiiieeeeeee e 51
3.6 Inhibitorisches Umfeld..........cooooiiiiiiiii e 53
3.7 Einfluss von MAG auf die Wirkung von 7,8-DHF............cccooviiiiiiiieeiiieeeinn, 56
3.8 Der ROCK-INNIDItOr Y27632......cccoiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 58
3.9 Y27632 im inhibitorischen Umfeld............ccccoiiiiie 60
3.10 Kombination aus Y27632 Mit 7,8-DHF .........couoiiiiiiie e 62
3.11 Kombination aus Y27632 mit 7,8-DHF im inhibitorischen Umfeld................. 63
I3 1 (0 1S3 o o 66
4.1 Modelle zur Untersuchung des Neuritenwachstums von SGN..........c.cccceee.... 66
4.2 Interaktion der beteiligten REZeptoren ..........coovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 68
4.3 MAG induziert ein inhibitorisches Umfeld...............ccciiiiii, 69
4.4 7,8-DHF — ein selektiver TrkB-AgQONISt.........cooeiiiiiiiiiiiiiii e 71
4.5 Y27632 greift in die p75""-Signalkaskade €in ............c.ccoeeeererieeieneeenns 74
4.6 Selektive p75""-Inhibition im inhibitorischen Umfeld ..............ccoovveeiveveeeennn. 76

4.7 Kombination aus selektiver TrkB-Stimulation und selektiver p75™" -Inhibition 79

4.8 Mogliche Anwendungsgebiete ... 80



INHALTSVERZEICHNIS

e Yol ] [0 1753 (0] [0 =T U T = o 1S 82
5 ZUSAMMENTASSUNG ... .ceeieiieiiiiee e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eennannanas 84
LAY ¢ 111 = o PP 86
7 LItEraturverZEICNNIS ......coiii e e 88
S N ] = UV O 106
8.1 Verzeichnis der Materialien...............oiiiiie i 106
8.2 Verzeichnis der verwendeten Protokolle.............cccoooveeiiiiiiiiiiiiieeeeee, 110
8.3 AbbildUuNGSVEIrZEICHNIS .......ciiieieeeeeee e 112
8.4 TabelleNVerzZeICNIS ......coouiiii e 114
LS I U] 1117z 110 1] o P 115
S B Y o 1 =T TP PPPTTR 115
9.2 POSterprasentationen ...........coooiiiiiiiiiiiiiiieee e 116
10 SelbststandigkeitSerklarung: ...........eevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 118

11 DANKSAGUING ..eeeiiieiiiiiiiiiiiiiieeeee ettt ettt ettt ettt ettt ettt e ettt e ettt et e eeeeeeeeeeeteeeeeeeeeeeees 119



ABKURZUNGEN

Verzeichnis der Abkirzungen

°C

%

H9

pL

pm

uM
7,8-DHF
Abb.
ACE

AKT
ADP
ATP
B27
BB
BDNF

BGBI
BSA

bzw.

c3

Ca2+
Ca®/caMK

CaM
cAMP

CDC42

Cl
CIS

CO,
DAG
DAPI
EC50
ERK

EtOH
Fc
FDA

Temperatur (in Grad Celsius)
Prozent

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Mikromol

7,8-Dihydroxyflavon
Abbildung
Prozessierungsstrategie eines
Cochlea-Implantats (advanced
combination encoder)
Proteinkinase B
Adenosindiphosphat
Adenosintriphosphat

B27 Supplement

Blockpuffer

ein vom Gehirn abstammender
neurotropher Wachstumsfaktor
(brain derived neurotrophic
factor)

Bundesgesetzblatt des
Deutschen Bundes

Bovines Serumalbumin
(bovine serum albumin)
beziehungsweise

Clostridium botulinum Toxin 3
Calcium

Calcium-/Calmodulin-
abhangige Kinase

Calmodulin

zyklisches
Adenonismonophosphat
(cyclic adenosine
monophosphate)
Zellzyklusregulationsprotein 42
(cell division control protein 42
homolog)

Cochlea-Implantat
Prozessierungsstrategie eines
Cochlea-Implantats (Continuos
Interleaved Sampling
Kohlenstoffdioxid
Diacylglycerin
4',6-Diamidino-2-phenylindol
mittlere effektive Konzentration
extracellular-signal regulated
kinase

Ethanol (Alkohol)
Antikorperfragment
Zulassungsbehorde fur
Arzneimittel der Vereinigten

FITC
GAB1

GDP
GFAP

GRB2

GTP

H-89
HBSS

HiRes
HNO
Hz

IHC

In situ
in vitro
in vivo
Ins(1,4,5)P3
JNK
k252a
kHz
KT5720
L-1152

L-GLN
LY294002

MAG

MAG-Fc
MAP
MAPK
mg

min
ml

Staaten von Amerika (US food
and drug administration)
Fluorescinthiocyanat
zytosolisches Adapterprotein
(GRB-associated binder 1)
Guanosindiphosphat

saures Gliafaserprotein (glial
fibrillary acidic protein)
zytosolisches Adapterprotein
(growth facor receptor-bound
protein 2)
Guanosintriphosphat
Stunden (hours)
Proteinkinase A-Inhibitor
Hanks gepufferte Salzlésung
(hank’s balanced salt solution)
Prozessierungsstrategie eines
Cochlea-Implantats
(HiResolution)
Hals-Nasen-Ohren

Hertz

Innere Haarzelle (inner hair
cell)

an der ursprunglichen
Umgebung

in kiinstlicher, nicht naturlicher
Umgebung

im lebendigen Organismus
Inositoltriphosphat
c-Jun-N-terminale Kinase
Tyrosinkinaseinhibitor
Kilohertz

Proteinkinase A-Inhibitor
Inhibitor der Rho-assoziierten
Proteinkinase

L-Glutamin
Phosphatidylinositol 3-Kinase-
Inhibitor

Myelin-assoziiertes
Glykoprotein (myelin-
associated glycoprotein)
Fc-Chimer des myelin-
assoziierten Glykoproteins
Mitogen-aktiviertes Protein
(mitogen-activated protein)
Mitogen-aktivierte Protein-
Kinase (mitogen-activated
protein kinase)

Milligramm

Minuten

Milliliter



ABKURZUNGEN

MLC

MLCP

MLCK

mm
Mod

ng
NGF

NK
NMRI

NOGO

NF-200
NgR
Ngr2
NT-3
NT-4/5
NTR
OHC

OMgp

P4-6
p75NTR

PB
PBS

PFA
PI3K
PirB

PK
PKA
PKC
PLC,1
PRK2

Rac

Ras
RB
Rho
RhoA

Myosin leichte Ketten (myosin
light chain)

Myosin leichte Ketten
Phosphatase (myosin light
chain phosphatase)

Myosin leichte Ketten-Kinase
(myosin light chain kinase)
Millimeter

Modiolus

Anzahl

Nanogramm
Nervenwachstumsfaktor
(nerve growth factor)
Negativkontrolle

Mausstamm (Naval Medical
Research Institute)
Wachstumsinhibitor (neurite
outgrowth inhibitor)
Neurofilament 200
Nogo-66-Rezeptor
Nogo-66-Rezeptor 2
Neurotrophin-3
Neurotrophin-4/5
Neurotrophinrezeptor

aulRRere Haarzelle (outer hair
cell)

ein von Mylein abgeleitetes
Protein (oligodendrocyte
myelin glycoprotein)
Postnataler Tag 4 bis 6
Pan-Neurotrophinrezeptor 75
(pan-neurotrophin receptor)
Permeabilisierungspuffer
phosphatgepufferte Salzlésung
(phosphate buffered saline)
Paraformaldehyd
Phosphatidylinositol 3-Kinase
funktionaler Rezeptor der
Myelininhibitoren
(Immunglobulin-like receptor B)
Positivkontrolle
Proteinkinase A
Proteinkinase C
Phospholipase gamma 1
Protein C-abhéngige Protein
Kinase

Unterart der RhoGTPase
Familie (Ras related C3
botulinum toxin substrate)
Proto-Onkogen (Rat sarcoma)
Reaktionspuffer

Ras homologue
Ras-homologue member A

Rho-GDI

ROCK |

ROCK I
Shc
SGN
SOS
SM

ST

SV
TMP
TNF

TR
Trk

TrkA

TrkB

TrkC

WHO

Wortmannin

Y27632

z.B.

Ras-homologue guanine
dissociation inhibitor
Rho-assoziierte Proteinkinase
1 (rho-activated kinase I)
Rho-assoziierte Proteinkinase
2 (rho activated kinase 1)
siehe

zytosolisches Adapterprotein
(Src homologous and
collagen-like adaptor protein)
Spiralganglionneuron
zytosolisches Adapterprotein
(son of sevenless)

Scala media

Scala tympani

Scala vestibuli
Transmembranprotein
Tumornekrosefaktor

Texas red
Tropomyosin-verwandter
Tyrosinkinase-Rezeptor
(tropomyosin-related kinase
receptor tyrosine-related
kinase)

Tyrosin-verwandte Kinase A -
Neurotrophinrezeptor
(tyrosine-related kinase A)
Tyrosin-verwandte Kinase B -
Neurotrophinrezeptor
(tyrosine-related kinase B)
Tyrosin-verwandte Kinase C -
Neurotrophinrezeptor
(tyrosine-related kinase C)
Weltgesundheitsorganisation
(world health organisation)
Phosphatidylinositol 3-Kinase-
Inhibitor

Inhibitor der Rho-assoziierten
Proteinkinase

zum Beispiel



EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Gehorlosigkeit und Cochlea-Implantate

Als elektrische Innenohrhérprothese stellt das Cochlea Implantat (Cl) eine der
wichtigsten Entwicklungen in der Kommunikation fur gehérlose und hochgradig
schwerhdrige Menschen dar. Laut Berichten der Weltgesundheitsorganisation
WHO waren im Jahr 2005 insgesamt 278 Millionen Menschen weltweit von
einer mittel- bis hochgradigen Schwerhorigkeit betroffen (World Health
Organisation, 2005). Aul3erdem werden pro Jahr etwa ein bis sechs auf 1000
Neugeborene mit einem signifikanten Hoérverlust, meist kongenitaler Genese,
geboren (Cunningham und Cox, 2003, Volkenstein et al., 2012). In vielen Féllen
lasst sich eine solche Horminderung auf den Verlust oder Funktionsausfall der
Haarsinneszellen zurlckfihren, die sich im Corti’'schen Organ befinden und fur
die Aufnahme und Weiterleitung akustischer Signale von zentraler Bedeutung
sind. Sie reagieren aul3erst empfindlich auf &auf3ere Einflisse wie Larm,
verschiedene Medikamente oder Alterungsprozesse (Aran et al., 1999,
Lefebvre et al., 2002, Bao und Ohlemiller, 2010). Auch durch genetische
Faktoren konnen die Haarsinneszellen in ihrer Funktion beeintréchtigt sein
(Petit et al., 2001).

Die aufleren Haarzellen (OHC) dienen dabei als Signalverstarker und spielen
eine entscheidende Rolle fur die Sensitivitat und Frequenzselektivitat, durch die
ein differenzierter Horeindruck Uberhaupt erst moglich wird (Gold, 1948). Die
inneren Haarsinneszellen (IHC) sind fur die afferente Weiterleitung des
ankommenden Schallsignals Uber die Neurone des Spiralganglions (SGN) an
das Gehirn verantwortlich (Pettingill et al., 2007). Wenn Verluste der
Haarsinneszellen auftreten, kdnnen sie sich nach heutigem Kenntnisstand nicht
mehr regenerieren, sodass ein Funktionsverlust dieser Haarsinneszellen oder
ein Haarzellverlust zu einem irreversiblen Horverlust bis hin zur Gehorlosigkeit

fuhren kann (Oshima et al., 2010). Nach derzeitigem Wissensstand ist es
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bislang nicht moglich, diesen Krankheitszustand kausal medikamentds oder
interventionell zu therapieren.

Wenn die Mdoglichkeiten herkdmmlicher signalverstarkender Horgeréte
ausgeschopft sind oder keine, bzw. nur wenige funktionstiichtige IHC im
Innenohr vorhanden sind, ist der Einsatz eines Cls indiziert. Die Besonderheit
dieser elektrischen Innenohrhérprothese liegt darin, dass der Hornerv direkt
durch Elektroden stimuliert wird und somit die Funktion der Signaltransduktion
durch die Haarsinneszellen umgangen werden kann. Bislang wurden weltweit
mehr als 220.000 Menschen erfolgreich mit dieser Innenohrprothese behandelt
(FDA, 2010).

1.2 Stand der Forschung

1.2.1 Aufbau und Funktion eines Cochlea-Implantats

Ein Cochlea-Implantat besteht aus extra- und intrakraniellen Bestandteilen. Die
Aufnahme akustischer Signale aus der Umwelt erfolgt mithilfe eines Mikrofons,
das wie ein konventionelles Horgerat am Ohr platziert wird. Die
Stromversorgung der Horprothese erfolgt Uber spezielle Horgeratebatterien, die
ebenfalls hier angebracht werden. Uber einen auRerhalb des Schadels
befindlichen Sprachprozessor findet eine Umwandlung dieser akustischen
Signale in elektrische Impulse statt. Dabei werden die Frequenz und das
Zeitmuster der Schallereignisse analysiert und in mehreren, der Reizfrequenz
entsprechenden Kanalen kodiert. Dieser Prozessor analysiert die fur das
Verstandnis von Sprache bedeutenden Komponenten des Schallereignisses
und fuhrt die generierten Pulsmuster einer magnetischen Sendespule
auRerhalb des Schadels zu. Eine transkutane Ubertragung der Impulse erfolgt
Uber ein Magnetfeld zwischen der Sendespule und einer an der
Schédelinnenseite subkutan implantierten Empfangerspule. Die Reize werden
durch die Empfangerspule dekodiert und in elektrische Signale umgewandelt.
Diese Signale werden durch einen im Felsenbein befindlichen Elektrodentrager
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in eine Elektrode, die in der Scala tympani der Cochlea liegt, weitergeleitet. Dort
werden die Neurone des Spiralganglions durch die verschiedenen
Elektrodenkanéle stimuliert. Die im HoOrnerv generierten Aktionspotentiale
werden in der aufsteigenden Horbahn zum auditiven Cortex im Bereich der
GrofR3hirnrinde weitergeleitet, wo sie als physiologisches Hérerlebnis verarbeitet

werden.

Implantierte Empfangerspule

Elektrode

Senderspule

Mikrofon und Sprachprozessor

Trommelfell

Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines Cochlea-Implantats und dessen Position in

situ

Die ankommenden Schallsignale werden Uber ein extrakraniell platziertes Mikrofon aufgenommen und
Uber den ebenfalls auBerhalb des Schéadels getragenen Sprachprozessor in elektrische Impulse
umgewandelt. Die fir das Sprachverstandnis generierten Pulsmuster werden transkutan Uber eine
magnetische Sendespule an eine intrakranielle Empféngerspule Ubertragen. Dort werden die Pulsmuster
dekodiert und als elektrisches Signal an die Cl-Elektrode in die Scala tympani der Cochlea weitergeleitet,
wo die Neurone des Spiralganglions elektrisch stimuliert werden.

Quelle: MED-EL® (http://www.medel.com)
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1.2.2 Entwicklung der CI-Technologie bis heute

Die erste durchgefiihrte Implantation zur Stimulation eines Hoérnervs erfolgte
1957 mithilfe eines Einzelkanalstimulators durch Djourno und Eyries in Paris
(Djourno und Eyries, 1957, Finn, 1998). Damals gelang es erstmals, einen
objektiv ertaubten Patienten durch diese Methode Gerdusche in Form von
Umgebungsgerdauschen wahrnehmen zu lassen. Von diesem Zeitpunkt an
begann eine Erfolgsgeschichte, von der mittlerweile mehr als 220.000
implantierte Menschen weltweit profitiert haben (FDA, 2010). Der heutige
Standard eines Cochlea-Implantats beinhaltet Gerate mit bis zu 22
Stimulationskanalen (Friesen et al, 2001, Tang et al, 2011), sowie
hochkomplexen Prozessierungsstrategien wie CIS (Continuous Interleaved
Sampling), HiRes (HiResolution) oder ACE (advanced combination encoder)
(Kiefer et al., 2001, Koch et al., 2004). Des Weiteren reichen bei einigen
Patienten schon ca. 10% funktionell erhaltener Spiralganglionneurone aus, um
ein ausreichendes Sprachverstandnis zu erhalten und somit die Funktionalitat
eines Cls zu gewabhrleisten (Nadol et al., 2001, Fayad und Linthicum, 2006,
Linthicum und Fayad, 2009). Allerdings variieren die Horergebnisse innerhalb
der Gruppe von ClI-Tragern trotz ahnlicher Atiologie des Horverlustes stark
(Helms et al.,, 1997, Wilson und Dorman, 2008a). Ein Grund dafur liegt im
Ausmald der cochlearen Schadigung. Cl-Patienten, die einen hohen Anteil an
funktionell geschadigten Haarzellen aufweisen, bendtigen starkere elektrische
Reize fur eine erfolgreiche Stimulation und sie besitzen dadurch eine
herabgesetzte dynamische Bandbreite (Pfingst und Sutton, 1983, Kawano et al.,
1998, Kang et al.,, 2010). Ein entscheidender Faktor fir das spatere
Horergebnis ist der Zeitpunkt einer Cl-Implantation und die funktionelle
Adaptationsfahigkeit des Gehirns an die Anforderungen eines Cls. Die
Plastizitdt des Gehirns ist vor Abschluss des dritten bis vierten Lebensjahres
deutlich hoher, als zu einem spéateren Zeitpunkt, was als Erklarung dafir dienen
konnte, dass Kinder, die vor dem Abschluss des dritten Lebensjahres
implantiert wurden, deutliche bessere Resultate in Bezug auf die erzielten

Horergebnisse erreichen als Kinder, die nach Abschluss ihres filinften
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Lebensjahres implantiert wurden (Lee et al., 2001, Sharma et al., 2002). Die
besten Resultate erzielten Kinder mit pralingualer Ertaubung, die vor dem 2.
Lebensjahr implantiert wurden (Miyamoto et al., 2008, Kral und O'Donoghue,
2010). Diese Patientengruppe hat eine gute Chance, eine im Vergleich zu
normalhdérenden Kindern anndhernd normale Sprach- und Hoérentwicklung zu
nehmen (Svirsky et al., 2004, Nicholas und Geers, 2007, Hayes et al., 2009).

1.2.3 Technische Grenzen von Cochlea-Implantaten

Uber eine Cochleostomie am runden Fenster wird der Elektrodentrager eines
Cls in die Scala tympani der Cochlea eingebracht. Dort wird die Elektrode in der
Regel nahe der lateralen Wand platziert (Takahashi und Sando, 1990,
Gstoettner et al., 1999). Jedoch befinden sich die zu erreichenden
Zielstrukturen, die Neurone des Spiralganglions, im Modiolus, der nach innen
zugewandten Seite der cochlearen Wandbegrenzung. Die Erfolgsquote eines
Cochlea-Implantates hangt von mehreren Faktoren ab:

1) Als Zielstruktur der elektrischen Stimulation besitzen die Neurone des
Spiralganglions fir die Signalverarbeitung eine essentielle Funktion. Jedoch
spielt, wie bereits erwahnt, die Anzahl funktionell erhaltener Neurone eine
untergeordnete Rolle. Es konnte in histopathologischen Studien an
menschlichen Felsenbeinen gezeigt werden, dass nur ein geringer
Zusammenhang zwischen der Anzahl erhaltener Neurone und dem
Sprachverstdndnis von CI-Tragern besteht (Nadol et al., 2001, Khan et al.,
2005a, Khan et al., 2005b, Fayad und Linthicum, 2006).

2) Der funktionelle Zustand der implantierten Cochlea, der sich unter anderem
durch die postoperative cochledre Ossifikation sowie die Fibrosierung um das
Implantat herum veréndert, muss ebenfalls beachtet werden (Wilson und
Dorman, 2008a).
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3) Eine zentrale Rolle fur das Horergebnis implantierter Patienten spielt in
diesem Zusammenhang eine moglichst definierte Interaktion zwischen
Nervengewebe und Elektrode, die durch den raumlichen Abstand zwischen
Nerv und Elektrode definiert ist. Je grolRer dieser Abstand wird, desto
unspezifischer erfolgt eine Stimulation der Spiralganglionneurone (O'Leary et al.,
2009). Der Querdurchmesser der Scala tympani betragt bei Erwachsenen etwa
1,5 mm (Hatsushika et al., 1990, Wysoki, 1999). Dadurch, dass der
Durchmesser eines Cl-Elektrodenbindels maximal 0,8 mm und an der Spitze
0,5 mm betréagt, ergibt sich durch laterale Lage des Cls in der Scala tympani ein
Abstand von etwa ein bis zwei Millimetern zu den Spiralganglionneuronen.
Dieser Abstand fuhrt zu einer raumlich unspezifischen Stimulation der SGN. Um
eine fur den Horeindruck notwendige Stimulation zu erreichen, ist der
Energieverbrauch mit den derzeitig verfugbaren Geraten so hoch, dass ein
Batteriewechsel alle zwei bis drei Tage notwendig ist. Dies stellt eine
wesentliche Limitation fur die Entwicklung vollimplantierbarer Cochlea-

Implantate dar (Briggs et al., 2008).

Die natiirliche afferente Ubertragungsqualitat der SGN in der Cochlea kann bei
Cl-Implantierten im Vergleich zu normalhdérenden Personen nicht erreicht
werden. Die Ubertragung der notwendigen, fur einen differenzierten
Horeindruck unterschiedlichen Frequenzen, folgt beim Menschen einem
tonotopen Muster, wobei die hohen Frequenzen an der Basis der Cochlea, die
tiefen Frequenzen im apikalen Bereich der Cochlea reprasentiert sind (Békésy,
1960). Eine innere Haarzelle wird beim Menschen von maximal 15 afferenten
Nervenfasern innerviert (Spoendlin und Schrott, 1989). Ein Cochlea-Implantat
mit, je nach Hersteller, bis zu 22 Einzelelektroden verfiigt Gber vier bis acht
effektive Stimulationskanéle (Kiefer et al., 2000, Friesen et al., 2001, Garnham
et al., 2002, Wilson und Dorman, 2008b). Diese stimulieren im Bereich
mehrerer Millimeter entlang der Basilarmembran somit Uber 1000 Neurone
gleichzeitig. Das fuhrt zu einer Signalinterferenz der einzelnen Kanéle und stellt
einen wesentlichen Faktor fur eine im Vergleich zu Normalhdrenden limitierte

Horwahrnehmung dar (Kawano et al., 1998). Jedoch kann eine fir das
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elementare  Sprachverstandnis in  ruhiger Umgebung ausreichende
Frequenzselektivitatt mit den derzeit verfugbaren Geraten erzielt werden
(Dorman et al., 1998).

Die Anzahl der effektiv stimulierenden Kanale hat, wie bereits erwahnt, einen
entscheidenden Einfluss auf die Erfolgsquote eines Cls. Dabei sind solche
Kanale gemeint, die unabhangig voneinander mehrere Elektroden gleichzeitig,
ohne sich gegenseitig Uberlappende Signalfelder zu erzeugen, stimulieren.
Implantierte Patienten mit einem geringen Sprachverstandnis,
Vergleichsgrundlage sind hier der Freiburger Sprachverstandlichkeitstest
(Wilson und Dorman, 2008a) sowie der Satztest nach Hochmaier-Schultz-
Moser (Wilson und Dorman, 2008a, b), konnen in der Regel nicht mehr als vier
Kanale effektiv nutzen. Patienten mit einem deutlich besseren
Sprachverstandnis konnen bis zu sieben bis acht effektive Kanéle nutzen
(Dorman et al., 1998, Friesen et al., 2001, O'Leary et al., 2009). Im Vergleich
dazu nutzen Normalhdrende etwa 39 grofdtenteils unabhangige Frequenzfilter,
um die gesamte Bandbreite der Frequenzen von 50 Hz (Hertz) bis 15 kHz
(Kilohertz) abzudecken. Dabei benétigt der gesamte Sprachbereich von 500 Hz
bis 4 kHz bei Normalhdrenden etwa 28 unabhéngige Frequenzfilter (Glasberg
und Moore, 1990, Moore, 2003). Eine durchaus plausible Erklarung fur die
limitierte Anzahl an nutzbaren Kanélen in einem CI stellt, wie bereits erwéhnt,
die Uberlappung der elektrischen Felder durch die gleichzeitige Stimulation
unterschiedlicher Kanéle dar, wodurch eine unabh&ngige Stimulation eines
einzelnen Bereichs des Spiralganglions nur schwer erreicht werden kann (Fu
und Nogaki, 2005). Wenn man bedenkt, dass Cl-Patienten zwar einfache
Alltagskommunikation wie das Telefonieren oder eine Unterhaltung in ruhiger
Umgebung bewaltigen konnen, jedoch komplexe Klangfolgen wie
beispielsweise Tonhéhenwahrnehmung innerhalb eines Musikstickes nicht
erfassen konnen (McDermott, 2004), ergeben sich daraus Moglichkeiten zur
Verbesserung von Cls. Fur das Horen und Verstehen von Musik im
Zusammenhang wirden theoretisch 32 unabhangige Kanale bendtigt (Kong et
al., 2004). Daher lasst sich erahnen, dass die angestrebte Erh6hung der Anzahl

unabhangig stimulierender Kandle, die jeweils einen noch spezifischeren
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Bereich der SGN-Population abdecken, einen zentralen Ansatz in der CI-

Forschung darstellt.

Tabelle 1: Grenzen eines Cochlea-Implantats. Eingeschrankte Interaktion zwischen

Stimulationselektrode und Nervengewebe

Anzahl stimulierbarer Distanz zwischen Nerv und

zentrale Fragestellung Neurone Elektrode

interferierende Signale

fehlendes Target wenig effektiv nutzbare Kanale
(4-8)

unspezifische Stimulation von
begrenzte Verfiigbarkeit SGN

funktionell erhaltener SGN

resultierende Limitierung

hoher Energieverbrauch

1.2.4 Mogliche Losungsansatze fur die Weiterentwicklung der bestehenden ClI-

Technologie

Fur die Verringerung der raumlichen Distanz zwischen Elektrode und
Nervenzellfortsdtzen wurden Dbereits unterschiedliche Ldsungsansatze
untersucht. Ein Ldsungskonzept beschaftigt sich mit der raumlichen
Distanzreduktion der Strecke von Nerv zu Elektrode, die zu einer besser
definierten Interaktion fuhren soll, welche die Leistung von Cls nachweislich
optimieren koénnte (Wilson und Dorman, 2008b, Rothschild, 2010). Die
Grundidee beruht auf der Annahme, dass der Stromdichtebereich in
Abhangigkeit von der Entfernung als Exponentialfunktion dargestellt werden
kann (Black et al., 1981, Black et al., 1983) und somit der Stromverbrauch bei
geringerer Entfernung zwischen Elektrode und zu stimulierendem neuronalen
Gewebe kleiner wird. Daraus lasst sich folgern, dass die Interferenz der
einzelnen elektrischen Felder ebenfalls geringer wird und somit Potenzial flr
eine grolRere Anzahl von unabhangigen Stimulationskanalen mit grofRerer

neuronaler Selektivitat geschaffen werden kann.
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1.2.4.1 Position des Cochlea-Implantats

Ein Erklarungsmodell fur die hohe Ergebnisvariabilitat eines Cls bertucksichtigte
die stark variierenden Positionen des Elektrodenbtindels in der Cochlea bei den
einzelnen CI-Tragern (Finley et al., 2008) Ein erster Ansatz bestand darin, die
Stimulationselektrode von Cochlea-Implantaten so zu entwickeln, dass sie in
eine anatomische Position moglichst nahe der medialen Wand innerhalb der
Scala tympani platziert werden sollte. Die Idee dieser perimodiolaren Position
beruhte darauf, den Abstand zum Modiolus und damit zu den Neuronen im
Spiralganglion zu verringern, um somit eine selektivere Stimulation einzelner
neuronaler Abschnitte innerhalb des Spiralganglions zu erreichen (Tykocinski et
al., 2000, Frijns et al.,, 2001). Es wurden daher spezielle Modelle der Firmen
Cochlear® (Richter et al., 2001) sowie AdvancedBionics® (Zwolan et al., 2001)
entwickelt, die mit einem Positionierungssystem fir die Elektrode ausgestattet
waren. Die Ergebnisse in Bezug auf das Sprachverstandnis dieser
mechanischen Annaherung fielen jedoch negativer als zuvor erwartet aus
(Fitzgerald et al., 2007). Dafur gab es unterschiedliche Erklarungsansatze, die
unter anderem auch eine longitudinale Stromausbreitung entlang der Cochlea
durch die Perilymphe mit der daraus resultierenden diffusen Verteilung des
applizierten Stromes innerhalb der gesamten Cochlea fir die unspezifische
Aktivierung von SGN verantwortlich machten (Snyder et al., 2008). Ein weiteres
Problem dieses Ansatzes war die erschwerte chirurgische Implantation und die
sich daraus ableitende starkere Traumatisierung des sensorischen Endothels,
des Spiralganglions und weiterer angrenzender Strukturen (Tykocinski et al.,
2000). Des Weiteren wurden erhOohte Komplikationsraten fur Meningitiden
beobachtet (Reefhuis et al., 2003, Cohen et al., 2004), was dazu flhrte, dass
eines dieser Cl-Systeme mit Positionierungssystem eines Herstellers vom
Markt genommen werden musste. Die anatomischen und chirurgischen
Moglichkeiten zur Anndherung von Elektrode und Neuronen sind daher auf

diesem Wege begrenzt.
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1.2.4.2 Stimulation des Neuritenwachstums

Eine biologische Strategie zur Verbesserung der Reizibertragung zwischen
Elektrode und SGN besteht darin, die Zellen des Spiralganglions zu einem
Neuritenwachstum in Richtung der Elektrode anzuregen und auf diesem Wege
die Distanz zwischen CI-Elektrode und neuronalem Gewebe zu verringern
(O'Leary et al., 2009, Shibata et al., 2011).

A B
COCHLEA

SGN Auswachsen SGN
3| der Neuriten ‘-\

Elektrode
-\
e

Elektrode

T—
sT @

Abbildung 2: Graphische Darstellung des Spiralganglions und dessen Nervenfortsatzen

in einer mit einem CI versorgten Cochlea

Die typische laterale Lage der Stimulationselektrode (rot) in der Scala tympani (ST) und der Nervenfasern
des Spiralganglions (griin) in der Cochlea sind dargestellt (A). Durch Zugabe von neurotrophen Faktoren
soll ein Auswachsen der Neuriten des Spiralganglions in Richtung der Elektrode erfolgen (gelb), um die
Distanz zwischen Stimulationselektrode und neuronalem Zielgewebe zu verringern (B). Weiter dargestellt:
Modiolus (Mod), Scala vestibuli (SV), Scala media (SM).

In einer experimentellen Studie konnte nachgewiesen werden, dass die
elektrische Stimulation einzelner Neuriten mit dem dazugehdrigen Neuron bei
direktem Kontakt mit entsprechenden Elektrodenarrays prinzipiell moglich ist
(Maher et al., 1999). Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass der Kontakt
zwischen den peripheren Fortsatzen eines Neurons und einer

Stimulationselektrode zur Uberwindung des Reizschwellenpotenzials des
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neuronalen Gewebes in der menschlichen Cochlea ausreicht, was diesen
biologischen Ansatz noch weiter unterstitzt (Briaire und Frijns, 2006).
Allerdings degenerieren die Neuriten des Spiralganglions in der ertaubten
Cochlea in Richtung des Spiralganglions, was die Reizschwelle, die fur die
Stimulation eines Neurons ben6tigt wird, entsprechend erhoht (Shepherd und
Javel, 1997). Daher musste eine Strategie zur Erhaltung Ubrig gebliebener
Neuriten sowie einer Stimulation der axonalen Regeneration angestrebt werden.
Entsprechend kénnte bei Induktion des Wachstums von Spiralganglionneuriten
moglichst nahe an die CI-Elektrode heran eine selektive Stimulation von
wesentlich kleineren Spiralganglion-Populationen als bisher ermoglicht werden.
So koénnte eine Annadherung an die natirliche Situation in der menschlichen
Cochlea mit mehreren tausend Informationskanélen weiter vorangetrieben
werden, da durch ein Auswachsen von Neuriten auf die Cl-Elektrode und durch
die Herstellung und Aufrechterhaltung eines direkten Kontakts theoretisch
mehrere hundert Informationskandale geschaffen werden koénnten.

Zur Verwirklichung dieses Ansatzes missen mehrere Voraussetzungen

geschaffen werden:

1) Es muissen geeignete Substanzen zur Anregung des Wachstums von

Neuriten des Spiralganglions gefunden werden.

2) Des Weiteren muss sichergestellt sein, dass sie in Richtung der Cl-Elektrode

auswachsen.

3) Nicht zuletzt missen Wege gefunden werden, wie durch eine kontinuierliche
Applikation eine stabile Position der Neuriten in die Cochlea erhalten werden

kann.

1.3 Neurotrophine und neurotrophe Rezeptoren in der Cochlea

Neurotrophine sind in der Natur vorkommende Proteine, die innerhalb der

Cochlea erstmals in Haarzellen nachgewiesen werden konnten (Ylikoski et al.,
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1993). Sie werden von Haar- und Stutzzellen im Corti’'schen Organ freigesetzt
und spielen eine wichtige Rolle bei der neuronalen Differenzierung in der
embryonalen Entwicklungsphase sowie postnatal bei der Erhaltung neuronalen
Gewebes (Pirvola et al., 1992, Pirvola et al., 1994, Gao et al., 1995, Thoenen,
1995, Pirvola et al., 1997, Farinas et al., 2001). Innerhalb des Spiralganglions
sind fur das Uberleben (Lefebvre et al., 1994, Malgrange et al., 1996, Marzella
et al.,, 1999) und Neuritenwachstum (Wise et al., 2005) insbesondere BDNF
(brain derived neurotrophic factor) und NT-3 (neurotrophin-3) aus der Familie
der Neurotrophine von essentieller Bedeutung. Es konnte nachgewiesen
werden, dass periphere Dendriten unter Neurotrophinapplikation in die Cochlea
das Potenzial zur Regeneration besitzen (Staecker et al., 1996, Miller et al.,
1997, Wise et al., 2005). Diese Neuriten enthalten strukturgebende
Zytoskelettfilamente und besitzen Wachstumskegel fir die neuronale
Aussprossung (Li et al., 2010, Atkinson et al.,, 2011). Weiterhin bestehen
raumliche Gradienten entlang der basoapikalen Ausdehnung der
Basilarmembran, die sich wahrend der pranatalen Differenzierung verandern
(Farinas et al., 2001). Wahrend der embryonalen Entwicklung sind BDNF und
NT-3 vor allem im Apex fur die cochleére Differenzierung von Bedeutung
(Bianchi et al., 1996, Fritzsch et al., 1997, Fritzsch et al., 1998), wohingegen
sich dieser Gradient fiur BDNF in der funktionell ausgereiften Cochlea umkehrt
und die basale Windung unter dem Einfluss von BDNF steht (Aran et al., 1999,
Wiechers et al., 1999, Postigo et al., 2002, Schimmang et al., 2003, Ruttiger et
al., 2007). Auch fur die Neurone des Spiralganglions konnte eine BDNF-
Expression entlang eines basoapikalen Gradienten in der postnatalen Cochlea
nachgewiesen werden (Schimmang et al., 2003). Cochlea-Implantate werden in
die funktionell ausgereifte Cochlea eingesetzt und kommen dort vor allem in der
basalen und teilweise in der mittleren Windung zum liegen, weshalb der
neurotrophe Wachstumsfaktor BDNF mit therapeutischem Potenzial hier im

Vordergrund steht.
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1.3.1 Neurotrophe Rezeptoren

Neurotrophine vermitteln ihre Wirkung Uber neurotrophe Rezeptoren. Die
Spiralganglionzellen exprimieren die fir neurotrophe Faktoren essentiellen
Neurotrophinrezeptoren der Tyrosinkinase-Rezeptor-Familie, die sogenannten
Tropomyosin-verwandten  Tyrosinkinase-Rezeptoren  (tropomyosin-related
kinase receptor family; Trk) und den p75-Neurotrophinrezeptor (neurotrophin
receptor; p75"'"), ein Mitglied der Tumornekrosefaktor-Rezeptorfamilie
(Ylikoski et al., 1993, Gestwa et al., 1999, Pirvola und Ylikoski, 2003, Ruttiger et
al., 2007).

1.3.2 Die Familie der Trk-Rezeptoren

Die Trk-Rezeptoren sind Zelloberflachen-Rezeptoren und charakterisieren sich
durch eine préaferenzielle Bindung fur bestimmte Neurotrophine. Der
Nervenwachstumsfaktor (nerve growth factor; NGF) bindet bevorzugt an TrkA,
BDNF und Neurotrophin 4/5 (neurotrophin; NT-4/5) an TrkB und NT-3
praferentiell an TrkC (Lewin und Barde, 1996, Kaplan und Miller, 2000,
Patapoutian und Reichardt, 2001). Es wurde lange angenommen, dass alle
Neurotrophine mit einer hohen Affinitat an ihre jeweiligen Rezeptoren binden,
doch die Bindung von Neurotrophinen wie BDNF an TrkB und NGF an TrkA
besitzt beispielsweise nur eine geringe Affinitat (Dechant et al., 1993, Mahadeo
et al., 1994, Schropel et al., 1995), die allerdings durch Dimerisierung des
Rezeptors sowie durch strukturelle Modifikationen und Assoziation mit dem
p75""R-Rezeptor beeinflusst werden kann (Arevalo et al., 2000, Esposito et al.,
2001).

1.3.2.1 Der TrkB-Rezeptor

BDNF stimuliert das Neuritenwachstum von SGN bevorzugt Uber den TrkB-

Rezeptor. Neurotrophine binden als homodimere Komplexe an die

13



EINLEITUNG

extrazellulare Domane von TrkB, was die Rezeptordimerisierung des
Tyrosinkinaserezeptors einleitet (Jing et al., 1992). Diese
Rezeptordimerisierung fuhrt zu einer Transautophosphorylierung des Rezeptors
und zu einer Aktivierung intrazellularer Signalkaskaden (Abb. 3). Im
Wesentlichen werden durch die Aktivierung von TrkB drei wichtige Signalwege
aktiviert: der MAP-Kinase (MAPK)-Signalweg, der Phosphatidylinositol 3-Kinase
(PI3K)-Signalweg und der Phospholipase gamma 1 (PLCy1)-Signalweg (Kaplan
und Miller, 2000).

Uber Shc-Adapterproteine (Src homologous and collagen-like adaptor protein)
konnen weitere zytosolische Adapterproteine wie GRB2 (growth factor
receptor-bound protein 2) und/ oder SOS (son of sevenless) gebunden werden,
was die Aktivierung von Ras (Rat sarcoma) zur Folge hat. Durch die Aktivierung
von Ras wird der MAPK-Signalweg in Gang gesetzt, woraus eine erhohte
Aktivitat von ERK (extracellular signal-regulated kinase) resultiert (Huang und
Reichardt, 2003). Der MAPK-Signalweg spielt eine entscheidende Rolle fur das
neuronale Uberleben und fir das Neuritenwachstum (Kaplan und Miller, 2000,
Markus et al., 2002, Minichiello, 2009) Der PI3K-Signalweg kann nicht direkt
aktiviert werden, da PI3K nicht direkt mit TrkB interagiert. Adapterproteine wie
z.B. GAB1 (GRB-associated binder 1) vermitteln die Aktivierung des PI3K-
Signalwegs uber TrkB, was zu einer erhéhten Aktivitat von Akt (protein kinase B)
fuhrt (Holgado-Madruga et al., 1997). Der PI3K-Signalweg ist wesentlich fur das
uber TrkB vermittelte Neuritenwachstum verantwortlich, allerdings nimmt er
auch Einfluss auf das neuronale Uberleben (Minichiello, 2009, Mullen et al.,
2012). Ein dritter Signalweg uber die Phosphorylierung von PLCy1 wird durch
den aktivierten Rezeptor selbst in Gang gesetzt (Kaplan und Miller, 2000) und
spielt eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit synaptischer Plastizitat und
Neurotransmission (Boulle et al., 2012). Dabei konnte der Nachweis, dass
dieser Signalweg ausschliellich Uber TrkB vermittelt wird, noch nicht
abschlie3end erbracht werden (Gartner et al., 2006).

Ein weiterer wichtiger Mechanismus in diesem Zusammenhang ist die BDNF-
vermittelte und durch Ca®** (Kalzium) hervorgerufene Erhthung der

zytoplasmatischen cAMP (cyclic adenosine monophosphate)- und der PKA
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(protein kinase A)-Aktivitat, die eine zusatzliche BDNF-Sekretion, den
transmembranaren Einbau von  TrkB durch SGN und die
Membrandepolarisation, die einen wichtigen trophischen Reiz fur die
neurotrophe Unterstitzung darstellt, triggert. (Hansen et al., 2001, Cheng et al.,
2011). Dadurch wird neuronales Uberleben, axonale Differenzierung und
Wachstum gefordert. Des Weiteren wird aktuell diskutiert, ob PI3K

maoglicherweise auch als Downstream-Effektor von PKA agiert (Xu et al., 2012).

\'4 A
cAMPT . . She'sos
—>{PKA ----- w
PLCy1 GRB2 ' Ras
GAB1 ) \v
/
4
® v/- el MEK
PI3K <~
Ins(1,4,5)P; DAG
PKC
Caz/CaM ¥
AKT —> Uberleben €<—( ERK
\ 4
CaMK

Neuritenwachstum

Abbildung 3: TrkB-Signalweg (modifiziert nach Minichiello et al. 2009)

Durch Bindung von Neurotrophinen wie BDNF werden im Wesentlichen drei wichtige Signalkaskaden
aktiviert. Uber Shc (Src homologous and collagen-like adaptor protein)-Adapterproteine wird SOS (son of
sevenless) gebunden, das wiederum GRB2 (growth factor receptor-bound protein 2) aktiviert. Dadurch
wird der MAPK-Signalweg Uber Ras (rat sarcoma), MEK (mitogen-activated protein kinase) und ERK
(extracellular signal-regulated kinase) aktiviert, der fur neuronale Differenzierung, Wachstum und
neuronales Uberleben verantwortlich ist. GAB1 (GRB-associated binder 1) wird durch Bindung von GRB2
aktiviert und setzt den PI3K-Signalweg in Gang, der Uber AKT (protein kinase B) eine Rolle im

Zusammenhang mit neuronalem Uberleben spielt, jedoch vor allem Einfluss auf das Neuritenwachstum
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nimmt. Durch den aktivierten Rezeptor kommt es zur direkten Phosphorylierung von PLCy1
(Phospholipase C gamma 1). Es kommt zur Hydratisierung von Ins(1,4,5)P3 (Inositoltriphosphat) und DAG
(Diacylglycerin). Ins(1,4,5)P; fordert den Ca2+(CaIcium)-Ausstrom aus intrazellularen Ca2+-Speichern, was
zu einer Aktivierung von ca®'/CaM (Calmodulin)-abhéngigen Kinasen (CaMK) fiihrt und letztendlich
wichtig fur die synaptische Plastizitat ist. DAG stimuliert DAG-abhangige Proteinkinase C-lsoformen.
Durch die Anwesenheit von Neurotrophinen erhdht sich die Aktivitat von zytoplasmatischem cAMP (cyclic
adenosinmonophosphate) und der PKA (protein kinase A), was zu einer zusatzlichen BDNF-Sekretion und

zu gesteigertem transmembranéaren Einbau von TrkB fihrt.

1.3.3 Der p75""R-Rezeptor

Der p75""R-Rezeptor spielt eine deutlich komplexere Rolle im Zusammenspiel
der Neurotrophine. p75"™® gehort zur Familie der Tumornekrosefaktor (TNF)-
Rezeptoren (Chen et al., 2009). Das Expressionsmuster von p75"'" ist
wahrend der embryonalen Entwicklungsphase sehr hoch, wahrend es im
Erwachsenenalter deutlich abféllt (Wang et al., 2002a). Erstaunlicherweise
erhoht sich dieses Expressionsmuster beim Zelluntergang wieder erheblich,

NTR
5

was darauf hinweist, dass p7 sowohl auf das Uberleben einer Zelle als

auch auf die Induktion der Apoptose Einfluss nimmt (Wang et al., 2002a). Zu

NTR NTR
5 5

Beginn der Erforschung von p7 wurde davon ausgegangen, dass p7
nur als Korezeptor der Trk-Rezeptorfamilie diente, die im Zusammenspiel die
Uberlebenswahrscheinlichkeit einer neuronalen Zelle erhohten (Lad et al.,
2003). Inzwischen ist jedoch bekannt, dass p75""™" durch die Bindung von
Neurotrophinen die Affinitat und Spezifitat der Trk-Rezeptoren flr
Neurotrophine moduliert (Hempstead, 2002, Huang und Reichardt, 2003, He
und Garcia, 2004). Weitere Untersuchungen haben ergeben, dass
Neurotrophine auch unabhéngig von Trk-Rezeptoren an p75"'" binden und
somit proapoptotisch wirken und weitere Mechanismen in der Modulation
neuronalen Uberlebens in Gang setzen kénnen (Frade et al., 1996). In diesem
Zusammenhang spielt die c-Jun-N-terminale Kinase (JNK) aus der Familie der
MAP-Kinasen eine wichtige Rolle (Harrington et al., 2002, Bhakar et al., 2003,
Kenchappa et al., 2010). Bezlglich des Neuritenwachstums konnte
nachgewiesen werden, dass eine ligandenvermittelte Bindung von

Neurotrophinen an p75"'" die durch Trk-Rezeptoren vermittelte Stimulation des
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Neuritenwachstums negativ beeinflussen konnte (Abb. 4) (Kohn et al., 1999,
Park et al., 2010). Ein Mechanismus in diesem Zusammenhang ist die selektive

5NTR in Abwesenheit von TrkB, sodass dadurch

Bindung von BDNF an p7
beispielsweise der wachstumsfordernde Effekt des Neurotrophins NGF Uber
TrkA aufgehoben wird (He und Koprivica, 2004). Des Weiteren verringert
p75"TR die Aktivierung wachstumsstimulierender Signalwege wie ERK (Singh et
al., 2008).

Zusétzlich wurde bei der Elimination von p75"™"

in einem in vitro Modell bei
entsprechenden Knockout-Tieren ein stabiles Auswachsen von adulten
sympathischen Nervenfasern beobachtet (Walsh et al., 1999, Brors et al., 2008),

5NTR  als

was die Annahme weiter verstarkt, dass Neurotrophine Uber p7
Wachstumsinhibitoren wirken.

Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass noch weitere, das
Neuritenwachstum modulierende Faktoren Einfluss tiber p75™™% nehmen. Durch
die inhibitorische Aktivitat von Myelinzellen, die auch im peripheren Hornerv
vorhanden sind (Goycoolea et al., 1990, Nadol et al., 1990, Zhou et al., 1995,
Toesca, 1996), lasst sich eine deutliche Einschrankung des Neuritenwachstums
beobachten (Berry, 1982). Diese inhibitorische Aktivitdt wird durch bestimmte
von Myelin abgeleiteten Proteine hervorgerufen (Caroni und Schwab, 1988b).
Zur Gruppe der Myelininhibitoren zahlen MAG (myelin-associated glycoprotein)
(McKerracher et al., 1994), Nogo-A (Chen et al., 2000, GrandPre et al., 2000)
sowie OMgp (oligodendrocyte myelin glycoprotein) (Wang et al., 2002a). Alle
genannten Proteine binden an zwei unterschiedliche Rezeptortypen, um
inhibitorische Effekte zu vermitteln. Einerseits benutzen sie den erst seit kurzem
bekannten Immunglobulin-like Receptor B (PirB) (Atwal et al., 2008, Park et al.,
2010) und andererseits den schon langer veroffentlichten Nogo-66 Rezeptor
(NgR) (Wang et al., 2002a). MAG nutzt mit NgR2 noch einen weiteren NOGO-
Abkémmling fir die Vermittlung inhibitorischer Signale (Venkatesh et al., 2005).
Der fur diese Arbeit bedeutsame Rezeptortyp NgR bildet einen Komplex mit
LINGO-1 (Domeniconi et al., 2002, Liu et al., 2002, Wang et al., 2002a, Mi et al.,
2004) und nutzt p75"® als Korezeptor fiir die intrazellulare Signaltransduktion.

Somit nimmt p75"™® die Funktion als Mediator fiir diese drei inhibitorischen
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Proteine ein (Domeniconi et al., 2002, Liu et al., 2002, Wang et al., 2002a). Die
Expression von MAG konnte auch im Spiralganglion nachgewiesen werden
(Martini, 1994). Dies liefert eine mogliche Erklarung eines gesteigerten
Neuritenwachstums im p75™'} knock-out-Modell iber die Unterbrechung der
inhibitorischen MAG/p75""™? Signalkaskade (Yamashita et al., 1999, Yamashita
et al., 2005).

BDNF NGF
Nogo-A

N Trk
"

LINGO1 T

p75NTR
@ Ras
@ Rho-GDI
‘L MEK
ok Herabregulation
¢ @
MLC ? ¢,
v
Kein Neuritenwachstum Neuritenwachstum

Abbildung 4: Mechanismen der neurotrophinvermittelten Inhibition des

Neuritenwachstums

Durch die Bindung von BDNF an p75"'"

kann das Neuritenwachstum myelinunabhéngig einerseits (1)
durch Herabregulation des durch NGF (nerve growth factor) uber TrkA-Rezeptoren vermittelten MAPK
Signalweges (MEK/ERK) oder andererseits (2) durch direkte Aktivierung von bislang unbekannten
Wachstumsinhibitoren (?) negativ beeinflusst werden (Kaplan & Miller, 2003). Myelinabhéngig (3) kann

durch gleichzeitige Bindung von BDNF an TrkB und an p75NTR vermutlich die inhibierende RhoA/ROCK
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Signalkaskade in Gang gesetzt und damit das Neuritenwachstum inhibiert werden. Somit relativiert BDNF

seine eigene stimulierende Wirkung durch gleichzeitige Bindung an p75NTR (Williams, 2005).

1.3.3.1 Der p75"™R-vermittelte inhibitorische Signalweg

Der Uber p75""} vermittelte, auf das Neuritenwachstum Einfluss nehmende
Signalweg wurde in mehreren Arbeiten bereits ausfihrlich beschrieben (Abb. 5)
(Kaplan und Miller, 2000, Chao, 2003, Chen et al., 2009). Wie zuvor erwahnt,
binden die drei inhibitorischen Proteine MAG, OMgp und Nogo-A an NgR
(Wang et al., 2002a). Fur die Vermittlung eines inhibitorischen Signals bildet
NgR einen Komplex mit LINGO-1 (Mi et al., 2004). Da der NgR-LINGO1-
Komplex keine intrazellulare Domane besitzt, sind die Myelinproteine Uber
diesen Rezeptor alleine nicht in der Lage, ihre Wirkung auf das
Neuritenwachstum zu entfalten. Erst durch Komplexbildung mit p75"* kann
intrazellular ein Signal induziert werden (Mi et al.,, 2004). Die eigentliche
inhibitorische Komponente wird durch Aktivierung von RhoA (Ras homologue
member A) beschrieben (Ahmed et al., 2005). Erst durch die direkte Interaktion
von RhoA mit Rho-GDI (Rho guanine dissociation inhibitor) und p75"™® kann
ein inhibitorisches Signal vermittelt werden (Yamashita und Tohyama, 2003). Im
Ruhezustand wird RhoA durch Bindung an Rho-GDI im inaktiven GDP
(guanosine diphosphate)-gebundenen Zustand inaktiviert (Kaplan und Miller,
2003). Erst durch die Bindung von Myelin an den NgR-LINGO1-p75"TR-
Komplex verbindet sich p75""® mit Rho-GDI (Wang et al., 2002a, Wong et al.,
2002, He und Koprivica, 2004). Durch diese Bindung an p75""® kann Rho-GDI
dann von RhoA freigesetzt werden. Durch einen Austausch von GDP durch
GTP (guanosine triphosphate) wird RhoA dann in den aktivierten Zustand
Uberfahrt und kann mit weiteren Signalproteinen interagieren (Kaplan und Miller,
2003, Yamashita und Tohyama, 2003, Chen et al., 2009). Im weiteren Verlauf
wird ROCK (rho-activated kinase) durch RhoA aktiviert, was letztendlich zu
einer Depolymerisierung von Aktinfilamenten und schliel3lich zum Kollaps der

sogenannten Wachstumskegel fihrt und somit ein Stoppsignal fir das
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Neuritenwachstum zur Folge hat (Yamashita und Tohyama, 2003, He und
Koprivica, 2004).

Nogo-A

Omgp

MAG Y
NgR- NgR-
LINGO1 LINGO1

. p75NTR . p75NTR

Rho-GDI =~
\\
AY
nicht aktiviert aktiviert

Rho-GDI- l

ROCK

MLC
Neuritenwachstum Kein Neuritenwachstum

Abbildung 5: p75""R-Signalweg (modifiziert nach Kaplan & Miller, 2003)

In Abwesenheit von MAG (myelin-associated glycoprotein), Nogo oder OMgp (oligodendrocyte myelin

NTR

glycoprotein) kann Uber NgR (Nogo-66 receptor) und p75 (p75 Neurotrophinrezeptor) kein

inhibitorisches Signal vermittelt werden. Rho-GDI (Rho guanine dissociation inhibitor) ist nicht an p75NTR
gebunden und hélt RhoA (Ras homologue member A) im inaktiven GDP (guanosine diphosphate)-
gebundenen Zustand. In Anwesenheit von MAG, Nogo-A oder OMgp, die an NgR binden, wird durch

Komplexbildung mit p75NTR

ein intrazellulares Signal vermittelt. Aktiviertes p75"'" kann dann Rho-GDI
binden, was dazu fuhrt, dass RhoA von Rho-GDI abgeldst wird. Durch einen Austausch von GDP zu GTP
(guanosine triphosphate) geht RhoA in den aktivierten Zustand Uber und interagiert mit Signalproteinen
wie ROCK (rho-activated kinase). ROCK treibt die Phosphorylierung der MLC (myosin liht chain) an, was

zu einem inhibitorischen Signal fur das Neuritenwachstum fuhrt.
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1.4 Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht in der Identifikation von Faktoren, die
ein gerichtetes Wachstum von Neuriten des Spiralganglions in der Cochlea
bewirken. Das Fernziel soll eine Stimulation der sensorischen Nervenzellen in
Richtung der Elektroden des Cochlea-Implantats bewirken, sodass ein
leistungsfahigerer Kontakt zwischen dem Implantat und dem Hérnerv aufgebaut
werden kann. Damit wirde sich die raumliche Zuordnung der Neurone des
Spiralganglions zu den Kontaktpunkten der Elektroden verbessern. Dies soll
eine selektivere Stimulation ermdglichen und damit das Verstandnis von
Sprache im Alltag verbessern oder die Wahrnehmung von Musik moglich
werden lassen.

Diese Arbeit befasst sich daher mit grundlegenden Mechanismen der
Regulation und Stimulation des Neuritenwachstums im Spiralganglion der
Mauscochlea im Zusammenhang mit neurotrophen Faktoren. Des Weiteren
werden durch den Einfluss von Myelin hervorgerufene inhibitorische Effekte
unter Berlcksichtigung der beiden hauptséachlich verantwortlichen Signalwege
von TrkB und p75"'® betrachtet.

Der regulatorische Einfluss der einzelnen Mediatoren soll in einem in vitro-
Modell unter Verwendung einer Organkultur des Spiralganglions untersucht
werden (Richardson et al., 2007, Brors et al., 2008).

1.4.1 Regulation des Neuritenwachstums

Es soll gezeigt werden, dass eine Vermittlung des Neuritenwachstums
hauptséachlich Gber die Trk-Rezeptorfamilie, in diesem Fall speziell Gber den
TrkB-Rezeptor, erfolgt. Dazu soll ein durch BDNF hervorgerufenes
Neuritenwachstum der flr das Spiralganglion bekannten TrkB vermittelten
Signalwege spezifisch gehemmt werden. Mit in der Literatur bereits bekannten
Inhibitoren der TrkB-Signalkaskade soll ein hemmender Einfluss an mehreren

fur die intrazellulare Vermittlung von Wachstumssignalen entscheidenden
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Punkten innerhalb des Signalwegs auf das durch BDNF hervorgerufene
Neuritenwachstum genommen werden. Dazu stehen folgende Substanzen zur
Verfligung:

K252a ist ein unspezifischer Proteinkinaseinhibitor und ein leistungsfahiger
selektiver Inhibitor der Trk-Rezeptorfamilie, der die Aktivitdt der Tyrosinkinase
reduziert und somit eine Transautophosphorylierung von TrkB verhindert
(Tapley et al, 1992). Die inhibitorische Aktivitat von K252a auf
Neurotrophineffekte Uber Trk-Rezeptoren wurde bereits in PC12-Zellen
nachgewiesen (Koizumi et al., 1988, Knusel und Hefti, 1992).

Eine Hemmung des Neuritenwachstums kann des Weiteren durch direkte
Hemmung der fir das Neuritenwachstum zentralen PI3K erreicht werden. Das
Fungizid Wortmannin wurde als erster Inhibitor der PI3K beschrieben (Smith et
al., 1995, Aletsee et al., 2002). Wortmannin entfaltet seine inhibitorische
Wirkung durch direkte Interaktion mit den katalytischen Untereinheiten von PI3K
(Yano et al., 1993). Weiterhin blockiert Wortmannin in hohen Dosen die Myosin
leichte Ketten-Kinase (Ferby et al., 1996).

LY294002 ist ein Morpholinderivat von Quercetin und inhibiert ebenfalls die
PI3K-abhangige Phosporylierung von AKT (Vlahos et al., 1994, Smith et al.,
1995, Maira et al., 2009). Im Gegensatz zu Wortmannin besitzt LY294002 zwar
eine geringere pharmakologische Potenz, jedoch ist die Inhibition der PI3K
reversibel (Vlahos et al., 1994, Maira et al., 2009).

Zur weiteren Uberpriifung des tber TrkB vermittelten Neuritenwachstums soll
mit H-89 ein Inhibitor der cAMP abhangigen Proteinkinase A untersucht werden.
(Chijiwa et al., 1990, Williams et al., 2005). H-89 ist ein Isoquinolonderivat und
vermittelt seinen inhibitorischen Effekt durch kompetitive Hemmung der ATP-
Bindungsstelle an der katalytischen Untereinheit der PKA (Murray, 2008).
KT5720 ist ein Hexylesterderivat von K252a und vermittelt seine Wirkung
ebenfalls durch Blockade der PKA (Pae et al., 2000). Im Gegensatz zu H-89
weist KT5720 keine inhibitorischen Effekte auf andere Proteinkinasen wie die
PKC oder MLCK auf (Huang et al., 2000).
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1.4.2 Inhibitorisches Umfeld

Im zweiten Teil dieser Arbeit soll eine moglichst realitatsnahe Anpassung des
Organmodells an die im Innenohr vorherrschenden natirlichen Bedingungen
stattfinden. Hierbei wird das unter kinstlichen Bedingungen erzeugte Umfeld
des Spiralganglions den in vivo vorherrschenden Verhaltnissen angepasst. Das
geschieht durch die Zugabe von Myelin-Inhibitoren. Es soll die Wirkung von
BDNF, selektiven TrkB-Agonisten und einem selektiven ROCK-Inhibitor in
einem inhibitorischen Umfeld entsprechend der Myelin-Inhibition untersucht
werden. Zu diesem Zweck soll eine Exposition mit MAG-Fc erfolgen
(McKerracher et al.,, 1994, Tang et al, 1997). MAG ist ein Typ 1
Transmembranprotein, das auf myelinisierenden Oligodendrozyten und
Schwannzellen exprimiert ist und fur die ausbleibende Regenerationsfahigkeit
neuronalen Gewebes verantwortlich ist (Cai et al., 1999). Dieses Modell der
myelininduzierten Inhibition wurde im Zusammenhang mit
neurotrophinvermitteltem Neuritenwachstum in der Mauscochlea bisher nicht
untersucht und stellt somit einen neuen Ansatz in der Erforschung des

Neuritenwachstums von SGN dar.

1.4.3 Stimulation des Neuritenwachstums

Eine weitere zentrale Fragestellung der vorliegenden Arbeit beinhaltet eine
moglichst gezielte Stimulation des Neuritenwachstums von Neuronen des
Spiralganglions. Hierbei soll die wachstumsstimulierende Wirkung von
Substanzen in Bezug auf neuronales Wachstum von SGN untersucht werden.
Dabei gilt es, Substanzen zu identifizieren, die potenziell eine Alternative zu den
bisher bekannten Neurotrophinen darstellen konnten. Dazu kdnnen im

Wesentlichen zwei Hypothesen formuliert werden.
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1) Selektive Stimulation von TrkB

Um den Einfluss der tber p75"R

vermittelten, durch Myelin induzierten
Inhibition des Neuritenwachstums zu umgehen, soll mit einem selektiven TrkB-
Agonisten eine verbesserte und vor allem gezieltere Stimulation des
Neuritenwachstums erreicht werden.

Hierbei soll mit 7,8-Dihydroxyflavon (7,8-DHF) ein selektiver TrkB-Agonist in
Bezug auf seine wachstumsstimulierende Wirkung untersucht werden. 7,8-DHF
stammt aus der inhomogenen Gruppe der Flavonoide und vermittelt als
bioaktiver Metabolit eine Reihe von unterschiedlichen Wirkungen uber eine
hochaffine Bindung an TrkB (Jang et al., 2010b). Es gibt Hinweise in der
Literatur, dass dieser in der Natur vorkommende, selektive TrkB-Agonist
neuronales Uberleben fordert und Neuritenwachstum stimuliert (Liu et al., 2010).
Diese Hypothese soll durch den direkten Vergleich von BDNF und 7,8-DHF im

inhibitorischen Umfeld geprift werden.
2) Selektive Inhibition der p75"'® Signalkaskade

Der zweite Aspekt einer gezielten Stimulation im Zusammenhang mit den
beteiligten Rezeptoren beinhaltet die Vorstellung, dass der hemmende Einfluss
des tiber p75"™® vermittelten Signalwegs auf das Neuritenwachstum von SGN
durch einen selektiven inhibitorischen Eingriff in die p75"'" Signalkaskade
ausgeschaltet werden kann.

Dazu soll die Wirkung des ROCK-Inhibitors Y27632 zur selektiven
Unterbrechung der p75"™® Signalkaskade untersucht werden. Y27632 ist ein
Pyridinderivat und inhibiert sowohl ROCK-I als auch ROCK-Il (Uehata et al.,
1997). Somit soll verhindert werden, dass der durch BDNF ausgeldste negative
Einfluss auf das Neuritenwachstum durch p75"' "~ abgemildert wird. Der Effekt
von Y27632 soll ebenfalls im MAG-induzierten inhibitorischen Umfeld geprift

werden.
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Tabelle 2: Verwendete Substanzen und deren Funktion in Bezug auf die beteiligten

Signhalwege
Substanz Funktion

7,8-DHF (7,8-Dihydroxyflavon) selektiver TrkB-Agonist

BDNF (brain derived neurotrophic factor) |Agonist an TrkB und p75"™"

H-89 PKA-Inhibitor
selektiver Trk-Inhibitor, unspezifischer

K252 Proteinkinaseinhibitor

KT5720 PKA-Inhibitor

LY294002 PI3K-Inhibitor

MAG-Fc (myelin associated glycoprotein) et mfhmlthg{ltorlschen NEIZEIIL e
und p75

Wortmannin PI3K-Inhibitor, Inhibitor der MLCK

Y27632 ROCK:-Inhibitor
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2 Methoden

2.1 Zur Organentnahme verwendete Tiere

Die Entnahme der Spiralganglionpraparate fir die Organkultur erfolgte an NMRI
(Naval Medical Research Institute)-Mausen (Charles River WIGA GmbH,
Sulzfeld, Germany) im Alter von vier (P4), funf (P5) oder sechs (P6) Tagen. Die
Tiere wurden in der Versuchstierhaltung der HNO-Universitatsklinik Tubingen
gemal der ,Leitlinien fur die Unterbringung und Pflege von Tieren, die zu
Versuchszwecken und anderen wissenschaftlichen Zwecken verwendet
werden“ vom 18. Juni 2007, durch die Kommission der europaischen
Gemeinschaften veroffentlicht, gehalten. Das Toten der Tiere erfolgte gemanR §
4 Abs. 3 des Tierschutzgesetzes in der Fassung der Bekanntmachung vom
18.05.2006 (Aktualisierung der Fassung am 09.12.2010; BGBI. S. 1934). Dafur
erforderlich war die ,Anzeige zur T6tung von Wirbeltieren ohne Vorbehandlung,
z.B. zur Organentnahme zu wissenschaftlichen Zwecken®, die am 04.10.2010
Uber den Tierschutzbeauftragten des Universitatsklinikums Tubingens an das

Regierungsprasidium Tubingen gemeldet wurden.

2.2 Anatomische Praparation des Ganglion spirale

2.2.1 Explantation der Cochleae

Die fur die Organentnahme erforderliche Praparation der Cochlea und die
Extraktion von Spiralganglionzellen wurden nach der Methode von Sobkowicz
et al. (Sobkowicz et al, 1993) durchgefihrt. Zum Ausschluss einer
Kontamination musste eine sterile Umgebung fir die Extraktion der
Spiralganglionexplantate gewéahrleistet sein. Daher wurde die Praparation unter
einer Sicherheitswerkbank (HeraSafe® Heraeus®, Hanau, Deutschland)

durchgefuhrt. Es wurden sowohl die Haut Uber dem Operationsgebiet als auch
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die fur die Praparation notwendigen Instrumente in 70 prozentigem Alkohol
(Verzeichnis der Protokolle, Kapitel 8.2) sterilisiert. Die Totung der Tiere erfolgte
durch Dekapitation. Nach Entfernung der Haut Uber dem kaudalen Anteil des
Schadelknochens wurde der Schadel mit Ansatz im Foramen magnum mittels
zweier longitudinaler Schnitte entlang der Sutura sagittalis und der
Schadelbasis in 2 Halften geteilt. AnschlieBend wurde das Gehirn mit einer
stumpfen Pinzette entfernt und die Laterobasis mit dem Felsenbein durch einen
Schnitt in der Frontalebene zwischen den Orbitae und den Ansatzen der
Ohrmuscheln abgeldst. Die beiden Schadelhalftenexplantate wurden zur
weiteren Préparation in Petrischalen bei +4°C in steriler Hanks' gepufferter
Salzlésung (Hepes-Hanks-Losung; Apotheke des Universitatsklinikums
TlUbingens) Uberfuhrt und auf Eis gelagert. Es erfolgte die Darstellung der
knochernen Kapsel der Cochlea. Mithilfe von Pinzetten wurde die Bulla
tympanica er6ffnet und die knochernen cochledren Strukturen vorsichtig
entfernt. Die isolierten Cochleae wurden zur folgenden Feinpréparation in eine
weitere Praparationsschale mit steriler Hanks' gepufferter Salzlésung bei +4°C

uberfihrt.

2.2.2 Feinpraparation des Ganglion spirale

Die Feinpraparation fand unter einem Operationsmikroskop (Zeiss Stemi 2000-
C®, Carl Zeiss®, Gottingen, Deutschland) statt. Die verbliebenen kndéchernen
Anteile der Cochlea wurden mithilfe von kleinen Pinzetten entfernt, sodass der
Modiolus als knocherne Achse der Cochlea mit dem daran befindlichen
Corti'schen Organ sowie der Stria vascularis sichtbar wurde. Nacheinander
wurden Stria vascularis, die Reissner‘'sche Membran und das Corti‘sche Organ
mit einer feinen Pinzette von der Basis zur Schneckenspitze hin vom
modiolaren Gewebe abgezogen, wobei der Modiolus mitsamt der
Spiralganglionzellschicht tbrig blieb. Die apikale Windung des Spiralganglions
wurde mithilfe einer Okularschere abgetrennt und die restlichen noch nicht

verknocherten Anteile des Modiolus wurden mit der Spitze einer
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Pinzettenbranche sorgféltig entfernt, sodass ein etwa 400-500um grof3es Stiick
des Spiralganglions fur die Organkultur tbrig blieb.

2.3 Organtypische Spiralganglionzellkultur

Die Ubertragung der praparierten Spiralganglionexplantate in die Kammern des
Objekttragers (BD BioCoat™, BD Biosciences®, Heidelberg, Deutschland)
erfolgte mit einem stumpfen Okularloffel, um eine weitere Traumatisierung des
vitalen Gewebes zu verhindern. Die Bodenoberflache der Kulturkammern waren
mit den extrazellularen Matrixproteinen Laminin und Poly-D-Lysin beschichtet,
um das Anhaften der Explantate sowie ein Auswachsen der Neuriten zu
gewahrleisten. Die Kulturplatten enthielten acht Kammern, die jeweils mit 200pl
Kulturmedium (Neurobasal™, Gibco®/Invitrogen™, Karlsruhe, Deutschland)
befillt wurden, das zusatzlich mit L-Glutamin (Invitrogen™, Karlsruhe,
Deutschland), Penicillin (Sigma Aldrich®, St. Louis, USA) und B27 Supplement
(Invitrogen™,  Karlsruhe, Deutschland) versetzt wurde. Mithilfe von
Spritzenkanulen (0,4mm x 19mm, BD Microlance™, BD Biosciences®,
Heidelberg, Deutschland) wurden die Organpraparate innerhalb des
Kammerzentrums am Boden einer mit Kulturmedium gefillten Kammer fixiert,
um ein Abschwimmen der Proben zu verhindern. Alle Proben wurden im
Brutschrank (HERAsafe®, Heraues®, Hanau, Deutschland) bei 37°C , 5% CO,
und 95% Luftfeuchtigkeit fir 96 Stunden inkubiert. Das Kulturmedium wurde fur
jede Praparation unter sterilen Bedingungen neu angesetzt (Verzeichnis der
Protokolle, Kapitel 8.2).

2.4 Fixierung der Organkulturen

Nach einer Inkubationszeit von 96 Stunden wurden die Kulturkammern mit den
darin enthaltenen Spiralganglionkulturen aus dem Brutschrank entnommen und
fur die Fixierung vorbereitet. Unter dem Stereomikroskop (Leica MZ6, Leica,

Heerbrugg, Schweiz) wurde das Kulturmedium sorgfaltig abgesaugt, um ein

28



METHODEN

Abschwimmen der Proben zu verhindern. Danach erfolgte die Fixierung der
Explantate mit 4%-iger Paraformaldehydlosung (Roti®-Histofix 4%
Formaldehydlésung, Carl Roth GmbH + CO. KG, Karlsruhe, Deutschland) fur

20 Minuten bei Raumtemperatur.

2.5 Immunfluoreszenzfarbung der Explantate

Um das Ausbleichen der fluoreszenzmarkierten Antikérper und der Explantate
zu verhindern, wurde die Immunfluoreszenzmarkierung in  einer
lichtundurchlassigen und feuchten Kammer vorgenommen. Die jeweiligen
Mengen fur die Herstellung von Permeabilisierungs- (PB), Block- (BB) und
Reaktionsspuffer (RB), sowie die phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) wurden
in 5ml bzw. 50m| Reaktionsgefalie pipettiert (Verzeichnis der Protokolle, Kapitel
8.2). Die verwendeten Primar- und Sekundarantikorper sowie das DAPI (4',6-
Diamidino-2-phenylindol)-Reagenz (Sigma Aldrich®, St. Louis, USA) wurden im
RB verdinnt, gemischt und zentrifugiert.

Nach Absaugen der Fixierungsflissigkeit wurden die Praparate im PB fir funf
Minuten gewaschen. Anschlieend erfolgte eine 60 minitige Inkubation bei
Raumtemperatur im BB zur Antigendemaskierung und zur Abséttigung
unspezifischer Bindungsstellen. Danach wurde mit PB fur fanf Minuten
gewaschen. Anschlie@end wurden die Primarantikdrper NF-200 (Sigma
Aldrich®, St. Louis, USA) aus der Maus und GFAP (Sigma Aldrich®, St. Louis,
USA) aus dem Kaninchen in vorgegebener Verdinnung (1:400) zum RB
hinzugefugt und in die Kammern pipettiert (Verzeichnis der Protokolle, Kapitel
8.2). Die Kulturkammern wurden anschlie3end fuir 24 Stunden unter Lichtschutz
in einer feuchten Kammer bei +4°C gelagert. Am Folgetag wurden die
Praparate in drei Schritten fur jeweils 15 Minuten im PB gewaschen. Danach
erfolgte die Behandlung mit den Sekundarantikdrpern (Alexa®488 goat anti
mouse, Alexa®546 goat anti rabbit, Molecular Probes®, Eugene, USA) in einer
Verdinnung von 1:800 im RB fur 60 Minuten bei Raumtemperatur.
Anschlieliend wurden die Explantate erneut dreimal mit dem PB fur jeweils 15

Minuten gewaschen, bevor die Kernfarbung mit dem DAPI-Reagenz erfolgte.
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Nach 20 minutiger Einwirkzeit erfolgte ein letzter Waschschritt mit dem PB.
Danach wurde die restliche Flissigkeit aus den Kammern abgesaugt und die
Kammerwande durch ein von BD Biosciences® mitgeliefertes System vom
Boden abgeltst. Der ubrig gebliebene Objekttrager wurde mit Fluor-Save™
Reagent (Calbiochem®-Novabiochem® Corp., Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) eingedeckt und unter Lichtschutz bei +4°C bis zur Mikroskopie
aufbewahrt. Das Protokoll dieser Immunfluoreszenzmarkierung ist im Anhang

zu finden (Verzeichnis der Protokolle, Kapitel 8.2).

2.6 Mikroskopie

Die Erstellung digitaler Abbildungen erfolgte am Fluoreszenzmikroskop
(Axioplan 2, Carl Zeiss®, Oberkochen, Deutschland), das mit einer definierten
Anregung, Emissionsfiltern fur FITC (Fluorescinthiocyanat) und TR (Texas Red)
sowie einer Kamera (AxioCam MRm, Auflésung 1388 x 1040 Pixel,
entsprechend 1410 x 1056um mit einem 10x Objektiv, Skalierungsfaktor 1 Pixel
= 1,068um) ausgestattet war. Die Bilderstellung erfolgte mit einer speziellen
Software (Axiovision Version 4.8, Carl Zeiss®, Oberkochen, Deutschland) und
wurde mit dem Zeiss Softwaremodul ,Mosaix“ durchgefuhrt. Dabei entstand
eine Bilderserie von mehreren Bildern. Im Normalfall reichte eine Matrix von
drei mal drei Bildern aus, um ein Préparat vollstandig abzubilden. Durch eine
Bildiberlappung von 10% zwischen den einzelnen Bilddateien konnte eine
vollstdndige Darstellung des gesamten Explantats gewahrleistet werden.
Schlief3lich wurden die Bilddateien fur die spéatere Analyse in ein JPG-Format

umgewandelt.
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Abbildung 6: Immunhistochemische Farbung eines Spiralganglionexplantats

Das Préaparat wurde mit 25 ng/ml BDNF fur 96 Stunden kultiviert und anschlieend gefarbt. Dargestellt ist
die Farbung mit dem neuronalen Marker NF-200 (Neurofilament-200; A), dem Gliazellmarker GFAP (glial
fibrillary acid protein,; B) und Kernmarker DAPI (4‘,6-Diamidin-2-phenylindol; C). Eine Uberlappung der
einzelnen Bildkanale ist in D gezeigt (Merge). Der MaRstabsbalken am rechten unteren Rand der

Abbildungen zeigt die Lange von 200um an.

2.7 Auswertung der Neuritenléange
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2.7.1 Bildbearbeitung mit ImageJ

Fur die Auswertung der Neuritenlange erfolgte ein Bearbeitungsalgorithmus mit
ImageJ (Version 1.42q, National Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA).
Im ersten Schritt erfolgte eine Umwandlung der digitalisierten Bilddateien in ein
8-bit schwarzweil3 Format. Anschlielend erfolgte eine Feinjustierung der
Empfindlichkeitsschwelle fur die binare Information. Das Bild wurde in weiteren
Schritten durch die Funktionen ,Make Binary“, ,Despeckle® und
,Dilate“ abgestimmt. Die Bildbearbeitung wurde durch die Entfernung von

Ubertragungs- und Farbungsartefakten fertiggestellt.
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Abbildung 7: Bearbeitung durch ImageJ

Binarisierung eines Spiralganglionexplantats. Vom fluoreszenzmikroskopischen Ausgangsbild ausgehend
(A) wurde die Bildinformation auf 8 bit reduziert (B). In einem weiteren Schritt wurde die Bilddatei
binarisiert (C) und Bildartefakte wurden entfernt (D). Der Maf3stabsbalken am rechten unteren Rand der

Abbildungen zeigt die Lange von 200um an.

2.7.2 Adaptierte Sholl-Analyse

Fur die Auswertung des Neuritenwachstums des bearbeiteten Explantats wurde
die seit Uber 50 Jahren bekannte Sholl-Analyse modifiziert. Idealerweise wirde
das Neuritenwachstum Uuber die Lange eines jeden einzelnen Neuriten
bestimmt werden. Da sich die Neuriten in ihrem Wachstum in der Organkultur
jedoch haufig Gberlagern und sich in mehreren Blndeln vereinigen, ist eine
Unterscheidung einzelner Neuriten in vielen Fallen sehr schwierig. Aul3erdem
wachsen aus einem 400-500um grofRen Explantat h&aufig mehrere hundert
Neuriten aus, was die Auswertung eines einzelnen Neuriten zusatzlich
erschwert. Um dennoch eine mdglichst exakte Quantifizierung des
Neuritenwachstums zu gewahrleisten, wurden die binarisierten Bilddateien
mithilfe einer modifizierten Sholl-Analyse ausgewertet.

Das Prinzip der Sholl-Analyse wurde urspringlich fur die morphologische
Charakterisierung von Dendriten eines einzelnen Neurons entwickelt (Sholl,
1953). Durch ein in diesem Labor entwickeltes ImageJ-Zusatzprogramm (Plugin)
(Tropitzsch et al., Manuskript eingereicht zur Publikation) konnte die Lange der
Neuriten auf diese Weise bestimmt werden.

Ausgehend von einem Mittelpunkt im Explantat wurden mithilfe dieses Plug-Ins
Kreise mit definiert wachsenden Radien berechnet. Dabei wurden die
Schnittpunkte dieser Kreise mit den Neuriten bestimmt und gezéhlt. Um dem
Problem der Uberlagerung einzelner Neuriten vorzubeugen, die sonst mehrfach
gezahlt worden waren, wurde immer nur der erste Schnittpunkt eines Kreises
mit einem Neuriten in dem definierten Radiusabstand gezéhlt. Somit konnte
eine Zahlweise erreicht werden, die unabhangig von der Dicke entweder eines

einzelnen Neuriten oder eines Neuritenbindels war. In der vorliegenden Arbeit
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betrugen die Abstande der Radien 10 Pixel. Zur Mittelung wurde der Mittelwert
der Schnittpunkt-Anzahl fur einen definierten Radiusbereich berechnet. Ein
relativer Neuritenlangenindex wurde berechnet, indem der Mittelwert der
Schnittpunkte mit der mittleren Distanz zum Mittelpunkt des Explantats
multipliziert wurden. Dies erfolgte von auf3en nach innen (von den grof3en zu
den kleinen Radien). Dabei wurde die kumulative Anzahl der Schnittpunkte, die
in der Berechnung erfasst waren, von der Anzahl der Schnittpunkte im aktuellen
Radius abgezogen. Auf diese Weise konnte ein Neuritenlangenindex bestimmt
werden, der die Summe aller Neuritenlangen reprasentiert.

Obwohl durch diese Methode keine absolute Neuritenlange bemessen werden
kann, stellt sie eine objektive und reproduzierbare Messmethode des
Neuritenwachstums dar. Somit ist diese Methode der Quantifizierung der
Neuritenlange unabhéangig von subjektiven Bearbeitungsvorgangen sowie von

der Intensitat der Immunfluoreszenzmarkierung.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der adaptierten Sholl-Analyse

Die bearbeitete binére Bildinformation dient als Ausgangspunkt fur die statistische Auswertung (A). Der
Mafstabsbalken am rechten unteren Rand der Abbildungen zeigt die Lange von 200um an. Ausgehend
von einem virtuellen Mittelpunkt im Zentrum des Explantats werden Kreise mit einem jeweils grof3er
werdenden Radius in definierten Abstédnden gezeichnet (B). Es wird die Anzahl der Schnittpunkte der
Kreise mit den Neuriten berechnet. Die histographische Auswertung (C) zeigt, dass die die GroRRe des
Radius keinen Einfluss auf das Messergebnis nimmt. Fiir die Berechnung eines Neuritenldngenindex aus
diesen Angaben l&sst sich vorhersagen, dass der Langenindex mit zunehmender RadiusgroRe immer
weiter abnimmt. Der mathematische Zusammenhang zwischen RadiusgrofRe und der Neuritenlange ist in

D sowohl graphisch als auch als mathematische Funktion dargestellt.
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2.8 Statistische Auswertung

Zur statistischen Analyse der Daten wurde die Statistiksoftware JMP (JMP®
9.0.0 64-bit Version, 2011, SAS Institute Inc., Cary, USA) verwendet. Zur
graphischen Darstellung wurden die Software Microsoft Office Excel (Microsoft
Office Excel™ 2007, Microsoft Corporation, Seattle, USA) und CoreIDRAW®
Graphics Suite X4 (Corel Corporation, Ottawa, Ontario, Kanada) verwendet.

Die Analyse der Verteilungsmuster der Neuritenlangenindizes ergab, dass hier

eine logarithmische Normalverteilung vorlag.
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Abbildung 9: Verteilungsmuster der Daten am Beispiel von 25 ng/ml BDNF

In der linearen Darstellung sind die in vitro generierten Originaldaten linksschief verteilt (A). Durch

Logarithmierung der Daten kann eine annahernde Normalverteilung erreicht werden (B).

Die Neuritenlangenindizes wurden daher fur die weitere statistische Analyse
logarithmiert. Die arithmetischen Mittelwerte der logarithmierten Daten wurden
fur die einzelnen Versuchsgruppen errechnet, dann erfolgte fir die graphische
Darstellung eine Rucktransformation in den linearen Maf3stab. Die durch
Rucktransformation berechneten Mittelwerte entsprechen dem geometrischen
Mittelwert in den Versuchsgruppen.

Da der Logarithmus einer logarithmisch-normalverteilten Zufallsvariablen
normalverteilt ist, konnte far die Analyse der Unterschiede im
Neuritenwachstum ein Tukey-Cramer-Test verwendet werden. Hierbei wird
gepruft, ob die Stichproben in einer Varianzanalyse (ANOVA) unterschiedliche
Mittelwerte besitzen. Es kdnnen hierbei auch Vergleiche zwischen mehr als
zwei Gruppen durchgefiihrt werden.

Ein signifikanter Unterschied wurde erkannt, wenn der Fehler 1. Art kleiner als
5% war (p<0,05). Fur die graphische Darstellung wurde das obere und untere
95% Konfidenzintervall der logarithmierten Daten in den linearen Mal3stab
zurUcktransformiert und als Intervall (im Sinne einer Standardabweichung)

aufgetragen.
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3 Ergebnisse

3.1 Allgemeines Wachstumsverhalten und Morphologie

Unter den in dieser Arbeit aufgestellten Versuchsbedingungen konnte ein
konstantes und regelmaliges Wachstumsverhalten der Neuriten des
Spiralganglions beobachtet werden. Das erzielte Neuritenwachstum verhielt
sich je nach durchgefuhrtem Experiment sehr unterschiedlich. Unter
Stimulationsbedingungen konnte ein im Vergleich zu nicht stimulierten
Praparaten deutlich gesteigertes Wachstumsverhalten erreicht werden.

Die Neuriten wuchsen vom Explantat ausgehend meist radiar aus. In der N&he
eines Explantats wuchsen die Neuriten haufig parallel in Bindeln. Mit
zunehmender Entfernung vom Explantat bildeten sich Aufzweigungen, wobei
sich die einzelnen Neuriten voneinander trennten. Haufig konnte eine Kreuzung

einzelner Neuriten beobachtet werden.

Abbildung 10: Wachstumsverhalten eines Gewebeexplantats einer Spiralganglionkultur

Die Neuriten wachsen radiar vom Explantat ausgehend aus. Die Neuriten wachsen sowohl parallel in
Biindeln als auch einzeln und voneinander getrennt aus. Je nach Versuchsbedingungen kdnnen starke
Unterschiede im Wachstumsverhalten beobachtet werden. Es sind die Negativkontrolle (A) und die
Positivkontrolle (B) mit 25 ng/ml BDNF dargestellt. Der Maf3stabsbalken am rechten unteren Rand der

Abbildungen zeigt die L&nge von 200um an.
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3.2 Wachstumsverhalten unter Stimulation mit BDNF

Unter Stimulation durch Zugabe von BDNF konnte zeit- und dosisabhéngig ein

Auswachsen der Neuriten beobachtet werden.

3.2.1 BDNF Zeitabhangigkeit

Das Neuritenwachstum der Spiralganglionzellkulturen konnte durch Zugabe des
wachstumsstimulierenden  Neurotrophins  und  TrkB-Agonisten = BDNF
zeitabhéngig gesteigert werden. Die Spiralganglionexplantate wurden fir
jeweils 24 (n=6), 48 (n=11), 72 (n=8) oder 96 (n=76) Stunden mit einer
Konzentration von 25 ng/ml BDNF kultiviert. Abb. 11 zeigt den
Neuritenlangenindex in Abh&angigkeit von der Kultivierungsdauer. Mit
zunehmender Dauer konnte ein gesteigertes Neuritenwachstum beobachtet
werden. Unter maximalen Stimulationsbedingungen bei 96 Stunden Kulturdauer
wuchsen die Neuriten teilweise bis an den Rand der Kulturkammern heran.
Daher wurden die folgenden Experimente mit einer Dauer von 96 Stunden
durchgefuhrt. Das Wachstumsverhalten unter 96 Stunden war dabei
hochsignifikant (p<0,001) gesteigert im Vergleich zum Wachstum unter 24 und
48 Stunden.
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Abbildung 11: Zeitabhéangigkeit fir BDNF

Oben: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Spiralganglionexplantaten mit 25 ng/ml BDNF bei 24
(A) und 96 (B) Stunden Kultivierungsdauer. Der Maf3stabsbalken am rechten unteren Rand der
Abbildungen zeigt die Lange von 200pm an. Unten: Die Organkulturen wurden jeweils mit 25 ng/ml BDNF
fur 24, 48, 72 oder 96 Stunden inkubiert. Mit zunehmender Dauer zeigte sich ein gesteigertes
Neuritenwachstum. Alle folgenden Experimente wurden daher mit einer Kultivierungszeit von 96 Stunden
durchgefihrt

3.2.2 BDNF Dosisabhéangigkeit

Die Organkulturen des Spiralganglions wurden mit verschiedenen
Konzentrationen von BDNF fur jeweils 96 Stunden inkubiert: 0 ng/ml (n=75), 1
ng/ml (n=8), 5 ng/ml (n=8), 10 ng/ml (n=7), 25 ng/ml (=76) und 50 ng/ml (n=7).
Die Abbildung 12 zeigt den Neuritenlangenindex in Abhéangigkeit der
verwendeten Konzentrationen von BDNF. Innerhalb des getesteten
Konzentrationsbereichs fiihrte eine zunehmende Konzentration an BDNF zu
einem gesteigerten Auswachsen der Neuriten. Fur die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Versuchsansitze wurde das Experiment mit einer
Konzentration von 25 ng/ml BDNF jeweils als Positivkontrolle verwendet, da

anhand dieser Kontrolle sowohl eine Zunahme als auch eine Abnahme des
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Neuritenwachstums durch Beeinflussung der verschiedenen Testsubstanzen
beurteilt werden konnte. Als Negativkontrolle fir die im weiteren Verlauf
durchgefiihrten Experimente diente der Versuch mit 0 ng/ml BDNF, was einem
nicht stimulierten Zustand entspricht. Zwischen den Gruppen 0 ng/ml BDNF und
25 ng/ml BDNF und zwischen den Gruppen 0 ng/ml BDNF und 50 ng/ml BDNF

konnte ein hochsignifikanter Unterschied (p<0,001) festgestellt werden.
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Abbildung 12: Dosisabhéngigkeit BDNF

Graphische Darstellung der Gesamtneuritenlange in Abhangigkeit der verwendeten BDNF-Konzentration.
Mit zunehmender Konzentration von BDNF (0, 1, 5, 10, 25, 50 ng/ml) konnte eine dosisabhangige
Zunahme des Neuritenl&angenindex beobachtet werden. Die Negativ- (0 ng/ml BDNF) und Positivkontrolle
(25 ng/ml BDNF) sind farblich hervorgehoben.

3.2.3 Vergleich des Neuritenwachstums in unterschiedlichen Windungen des

Spiralganglions

Alle durchgefiihrten Experimente wurden unter Verwendung von Organkulturen
aus der apikalen Windung des Spiralganglions generiert. Zur Uberpriifung, ob
die aus dem Préaparat verwendete Windung Einfluss auf das Neuritenwachstum

der SGN nimmt, wurden Praparate aus der apikalen (n=76), mittleren (n=15)
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und basalen (n=14) Windung entnommen und fir 96 Stunden mit 25 ng/ml
BDNF kultiviert. Fur die Untersuchung des Neuritenwachstums des
Spiralganglions der Mauscochlea konnten keine signifikanten Unterschiede im
Wachstumsverhalten der SGN aus den unterschiedlichen Windungen
beobachtet werden. Somit eignen sich Entnahmen aus allen drei Windungen
des Spiralganglions zur Untersuchung des Neuritenwachstums der Maus im

Alter von vier bis sechs Tagen.
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Abbildung 13: Vergleich des Wachstumsverhaltens im Vergleich einzelner Windungen

Spiralganglionexplantate aus der apikalen, medialen und basalen Windung wurden fiir 96 Stunden mit 25
ng/ml BDNF inkubiert. Es konnten keine signifikanten Unterschiede im Wachstumsverhalten der Neuriten

innerhalb der unterschiedlichen Windungen festgestellt werden.

3.3 Inhibitoren des TrkB-Signalweges

Zur Uberprifung des unter 1.3.2 aufgefiihrten Wachstumseffekts tber TrkB
wurde mithilfe von unterschiedlichen und in der Literatur bereits beschriebenen
(siehe Kapitel 1.4.1) Inhibitoren an gezielten Punkten innerhalb der
neurotrophininduzierten Signalkaskade von TrkB eingegriffen. Die einzelnen
Inhibitoren sind im folgenden Abschnitt jeweils einzeln aufgelistet. Die

nachfolgend aufgefiihrten Ergebnisse bestétigen die zentrale Bedeutung der
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uber TrkB vermittelten Signalkaskaden im Zusammenhang mit dem

Neuritenwachstum von SGN.

AKT —> Uberleben €<—( ERK

!

Neuritenwachstum

Abbildung 14: Schematische Darstellung der Angriffspunkte einzelner Inhibitoren

innerhalb des TrkB-Signalwegs

Dargestellt sind das wachstumshemmende TrkB-Inhibitoren und deren Angriffspunkte innerhalb der
Signalkaskade. K252a wirkt am Rezeptor und verhindert dessen Dimerisierung durch eine
Aktivitdtsminderung der Tyrosinkinase. H-89 und KT5720 vermitteln ihre Wirkung durch Inhibition der
Proteinkinase A. LY294002 und Wortmannin sind spezifische Inhibitoren der PI3K.

3.3.1 Tyrosinkinaseinhibitor K252a

Durch Kultivierung der Explantate mit dem Tyrosinkinaseinhibitor K252a konnte
dosisabhéangig eine Inhibition des Neuritenwachstums erreicht werden. Hierbei
wurde K252a in Konzentrationen von 0,01 pM (n=8), 0,1 pM (n=6) und 1 pM
(n=6) getestet. Bei einer Konzentration von 1 pM K252a mit 25 ng/ml BDNF
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konnte ein hochsignifikanter Unterschied (p<0,001) im Vergleich zur
Positivkontrolle registriert werden. Hierbei wurde das Ausmal3 des
Neuritenwachstums unter das Ausgangniveau der Negativkontrolle reduziert.
Fur die Substanz K252a konnte eine mittlere effektive Konzentration (EC50)
von 0,0929 uM durch eine nichtlineare Regressionsanalyse errechnet werden.

Formel zur Berechnung der nichtlinearen Regressionsanalyse:

min + (max — min)

y = Hillslope
X
(t+ (z2s0) )
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Abbildung 15: Tyrosinkinaseinhibitor K252a

Einfluss des Tyrosinkinaseinhibitors K252a auf das durch BDNF ausgeldste Wachstumsverhalten von
Spiralganglionneuriten. Die Praparate wurden fir 96 Stunden kultiviert. K252a wurde in Konzentrationen
von 0,01 puM, 0,1 pM und 1 pM zusammen mit 25 ng/ml BDNF kultiviert. Es konnte eine dosisabhéngige
Hemmung des Neuritenwachstums beobachtet werden. Negativ- und Positivkontrolle aufgetragen.
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Abbildung 16: Graphische Darstellung der mittleren effektiven Konzentration fir K252a

Als Grundlage fiir die Berechnung der nichtlinearen Regressionsanalyse wurden die Ausgangswerte fir
unterschiedliche Konzentrationen von K252a (0,01uM, 0,1 uM, 1pM) verwendet. Daraus lieR sich eine
EC50 von 0,0929uM bestimmen.

3.3.2 PKA-Inhibitor H-89

Durch Hemmung der PKA mit der Substanz H-89 konnte eine
wachstumsinhibierende  Wirkung des durch BDNF hervorgerufenen
Neuritenwachstums erreicht werden. Fur H-89 wurden Konzentrationen von 0,1
UM (n=10), 0,4 pM (n=7), 10 uM (n=12) und 20 uM (n=8) getestet, die jeweils in
Kombination mit 25 ng/ml BDNF im jeweiligen Experiment inkubiert wurden. In
Bezug auf die Gesamtneuritenlange konnten sehr signifikante Unterschiede
(p<0,01) ab einer Konzentration von 10 pM H-89 im Vergleich zur
Positivkontrolle festgestellt werden. Die Gesamtneuritenlange konnte ab einer
Konzentration von 10 uM H-89 auf das Ausgangsniveau der Negativkontrolle

reduziert werden. FUr die Substanz H-89 war eine Berechnung der EC50 nicht
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maoglich, da die nichtlineare Regressionsanalyse fir die Daten von H-89 nicht

konvergiert.
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Abbildung 17: Proteinkinase A-Inhibitor H-89

Einfluss des PKA-Inhibitors H-89 auf das durch BDNF induzierte Neuritenwachstum von SGN. Die
Praparate wurden fur 96 Stunden kultiviert. H-89 wurde in Konzentrationen 0,1 uM, 0,4 puM, 10 uM und 20
UM zusammen mit 25 ng/ml BDNF kultiviert. Es konnte eine dosisabhdngige Hemmung des

Neuritenwachstums beobachtet werden. Negativ- und Positivkontrolle aufgetragen.

3.3.3 PKA-Inhibitor KT5720

Durch den PKA-Inhibitor KT5720 wurde ebenfalls eine Uberpriifung des BDNF-
induzierten Neuritenwachstums tber den TrkB-Signalweg vorgenommen. Dazu
wurde KT5720 in den Konzentrationen 0,02 uM (n=12) 0,2 uM (n=10) 0,4 uM
(n=8) und 2 uM (n=11) verwendet. Eine Reduktion des Neuritenwachstums
erfolgte dosisabhangig. Ab einer Konzentration von 0,4 uM konnte eine im
Vergleich zur Positivkontrolle  signifikante  Reduktion (p<0,05) des
Neuritenwachstums beobachtet werden, wobei das Wachstum auf das Niveau

der Negativkontrolle gesenkt werden konnte. FiUr die Substanz KT5720 war
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eine  Berechnung der EC50 nicht mdoglich, da die nichtlineare
Regressionsanalyse fir die Daten von KT5720 keine Konvergenz aufwies.
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Abbildung 18: Proteinkinase A-Inhibitor KT5720

Einfluss des PKA-Inhibitors KT5720 auf das durch BDNF induzierte Neuritenwachstum von SGN. Die
Praparate wurden fiir 96 Stunden kultiviert. KT5720 wurde in Konzentrationen von 0,02 pM, 0,2 uM, 0,4
UM und 2 pM zusammen mit 25 ng/ml BDNF kultiviert. Es konnte eine dosisabh&ngige Hemmung des

Neuritenwachstums beobachtet werden. Negativ- und Positivkontrolle aufgetragen.

3.3.4 PI3K-Inhibitor LY294002

Eine dosisabhéangige Inhibition des Neuritenwachstums durch den PI3K-
Inhibitor LY294002 konnte die zentrale Bedeutung der PI3K fir das durch den
TrkB-Signalweg vermittelte Neuritenwachstum bestatigen. Fir LY294002
wurden Konzentrationen von 0,03 uM (n=5), 0,1 puM (n=15), 1 pM (n=11) und
10 uM (n=7) getestet. Im Vergleich zur Positivkontrolle konnte bei einer
Konzentration von 1 uM LY294002 ein signifikanter Unterschied (p<0,05), bei
einer Konzentration von 10 pM LY294002 ein sehr signifikanter Unterschied
(p<0,01) festgestellt werden. Ab einer Konzentration von 1 puM LY294002
konnte das Neuritenwachstum auf das Niveau der Negativkontrolle reduziert
werden. Fir die Substanz LY294002 war eine Berechnung der EC50 nicht
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moglich, da die nichtlineare Regressionsanalyse fur die Daten von LY294002
nicht konvergiert.
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Abbildung 19: Phosphatidylinositol-3-Kinase-Inhibitor LY294002

Einfluss des PI3K-Inhibitors LY294002 auf das durch BDNF induzierte Neuritenwachstum von SGN. Die
Préparate wurden fiur 96 Stunden kultiviert. LY294002 wurde in Konzentrationen 0,03 pM, 0,1 pM, 1 pM
und 10 pM zusammen mit 25 ng/ml BDNF kultiviert. Es konnte eine dosisabhéngige Hemmung des

Neuritenwachstums beobachtet werden. Negativ- und Positivkontrolle aufgetragen.

3.3.5 PI3K-Inhibitor Wortmannin

Der PI3K-Inhibitor Wortmannin konnte ebenfalls eine wachstumsinhibierende
Wirkung fur die SGN induzieren. Wortmannin wurde dazu in Konzentrationen
von 0,2 uM (n=10), 2 uMol (n=13), 10 uM (n=8) und 20 uM (n=9) eingesetzt.
Um eine Wirkung auf das durch BDNF ausgeloste Neuritenwachstum zu
untersuchen, wurden jeweils 25 ng/ml BDNF mit dem PI3K-Inhibitor kombiniert.
Dabei konnte eine dosisabhangige Reduktion des Neuritenwachstums

beobachtet werden. Fur die Substanz Wortmannin war eine Berechnung der
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mittleren effektiven Konzentration nicht moglich, da die nichtlineare

Regressionsanalyse fir die Daten von Wortmannin nicht konvergiert.
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Abbildung 20: Phosphatidylinositol-3-Kinase-Inhibitor Wortmannin

Einfluss des PI3K-Inhibitors Wortmannin auf das durch BDNF induzierte Neuritenwachstum von SGN. Die
Praparate wurden fur 96 Stunden kultiviert. Wortmannin wurde in Konzentrationen von 0,2 uM, 2 uM, 10
UM und 20 pM zusammen mit 25 ng/ml BDNF kultiviert. Es konnte eine dosisabhéangige Hemmung des

Neuritenwachstums beobachtet werden. Negativ- und Positivkontrolle aufgetragen.

3.4 Der selektive TrkB-Agonist 7,8-DHF

Ein zentraler Bestandteil der vorliegenden Arbeit beschéaftigt sich mit der
Identifikation von wachstumsstimulierenden Stoffen, die &hnliche Wirkung zu
BDNF aufweisen, jedoch als Alternative zu Neurotrophinen eingesetzt werden
konnten.

Mit der Entdeckung von 7,8-DHF als leistungsfahigem TrkB-Agonisten entstand
ein Potential fir die weitere Testung dieser Substanz in unterschiedlichen
Modellen und Fragestellungen (siehe Kapitel 1.4.3).

In dieser Arbeit zeigte die selektive Stimulation des Neuritenwachstums durch

7,8-DHF in einer Konzentration von 1 pM einen im Vergleich zur
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Negativkontrolle hochsignifikanten Unterschied (p<0,001) in Bezug auf den
Neuritenl&angenindex. Im Vergleich zur Positivkontrolle konnte kein signifikanter
Unterschied bei einer Konzentration von 1 uM (p=0,4322) beobachtet werden.
Der Effekt auf das durch Zugabe von 1 uM 7,8-DHF erzielte Neuritenwachstum
erreichte ca. 66,5% des durch 25 ng/ml BDNF hervorgerufenen Niveaus der
Gesamtneuritenlange. Weiterhin konnte ein dosisabhangiger Anstieg des
Neuritenwachstums durch 7,8-DHF in Konzentrationen von 0,035 uM (n=8), 0,1
UM (n=12) und 1 uM (n=33) beobachtet werden.

Trke 7.8-DHF
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cAMP? e .Shc 50S
s Ju GRB2 Ras
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-
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Abbildung 21: 7,8-Dihydroxyflavon

Einfluss des selektiven TrkB-Agonisten 7,8-DHF auf das Neuritenwachstum von SGN. Die Praparate
wurden fiir 96 Stunden kultiviert. Oben: Schematische Darstellung der Interaktion von 7,8-DHF im TrkB-
Signalweg. Unten: 7,8-DHF zeigte eine dosisabhéngige Steigerung des Neuritenwachstums. Es wurden
Konzentrationen von 0,035 puM, 0,1 pM und 1 pM getestet. Im Vergleich zur Negativkontrolle konnte das
Neuritenwachstum durch Zugabe von 1pM 7,8-DHF hochsignifikant gesteigert werden. Negativ- und
Positivkontrolle aufgetragen.

3.5 7,8-DHF und K252a

In  einem weiteren Experiment wurde die (dber TrkB vermittelte
Wachstumssteigerung von 7,8-DHF durch Zugabe des Tyrosinkinaseinhibitors
K252a uberprift. Die Anwesenheit von K252a inhibierte das durch 7,8-DHF
hervorgerufene Neuritenwachstum dosisabhangig. Dazu wurde K252a in
Konzentrationen von 0,01 yM (n=8) und 0,1uM (n=8) in Kombination mit 1 uM
7,8-DHF inkubiert. Es konnte ein hochsignifikanter Unterschied (p<0,001)
zwischen der fur diesen Versuch geltenden Positivkontrolle von 1 uM 7,8-DHF
im Vergleich zu dem Experiment mit 1 pM 7,8-DHF mit 0,1 pM K252a
beobachtet werden. Dieses Ergebnis unterstitzt die Annahme, dass die
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wachstumssteigernde Wirkung von 7,8-DHF tatsachlich Uber TrkB gesteuert

wird.
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Abbildung 22: Einfluss von K252a auf 7,8-Dihydroxyflavon

Einfluss des Tyrosinkinaseinhibitors K252a auf das durch 7,8-DHF induzierte Neuritenwachstum von SGN.
Die Praparate wurden fur 96 Stunden kultiviert. K252a wurde in Konzentrationen 0,01 uM und 0,1 uM
zusammen mit 1 uM 7,8-DHF kultiviert. Oben: Schematische Darstellung der Interaktion von 7,8-DHF und
k252a im TrkB-Signalweg. Unten: Es konnte eine dosisabhédngige Hemmung des durch 7,8-DHF-
induzierten Neuritenwachstums durch K252a  beobachtet werden. Negativ- und Positivkontrolle

aufgetragen.

3.6 Inhibitorisches Umfeld

Wie bereits erwahnt, sollte in der vorliegenden Arbeit erstmals ein fur dieses
Modell neuartiges inhibitorisches Umfeld generiert werden, um sich den in vivo
vorherrschenden Bedingungen anzunahern. Dazu sollte der durch Myelin
hervorgerufene inhibitorische Einfluss auf das Modell der Organkultur
Ubertragen werden. Fir die Induktion des inhibitorischen Umfelds wurde in
diesem Zusammenhang MAG verwendet, dessen Wirkung tber die durch NgR-
LINGO1-vermittelte Aktivierung von p75"'® erreicht wird.

MAG reduzierte das durch Zugabe von exogenem BDNF vermittelte
Neuritenwachstum in Konzentrationen von 0,5 pg/ml (n=8), 2,5 pg/ml (n=7), 5
pg/ml (n=8) und 25 pg/ml (n=9) dosisabhangig. Durch Zugabe von 25 pg/mi
MAG zu 25 ng/ml BDNF konnte das Auswachsen der Neuriten auf das Niveau
der Negativkontrolle vermindert werden. Des Weiteren konnte zwischen diesem
Versuchsansatz und der Positivkontrolle ein hochsignifikanter Unterschied
(p<0,001) beobachtet werden.

Durch alleinige Zugabe von 25 pg/ml MAG (n=6) zum Kulturmedium wurde der
durch die Negativkontrolle verursachte geringfligige Wachstumseffekt noch
weiter reduziert.

Fir die Substanz MAG konnte eine mittlere effektive Konzentration (EC50) von

4,3367 pug/ml durch eine nichtlineare Regressionsanalyse errechnet werden.
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Formel zur Berechnung der nichtlinearen Regressionsanalyse:

min + (max — min)
y= X )Hillslope

(1 + (5250
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Abbildung 23: Induktion eines inhibitorischen Umfelds durch MAG

Einfluss von MAG-Fc auf das durch BDNF ausgeldste Neuritenwachstum. Die Praparate wurden fir 96

Stunden kultiviert. Oben: Schematische Darstellung der Interaktion von MAG im p75"'"

-Signalweg. Unten:
MAG-Fc wurde in Konzentrationen von 0,5 pg/ml, 2,5 pg/ml, 5 pg/ml und 25 pg/ml mit 25 ng/ml BDNF und
in einer Konzentration von 25 pg/ml ohne zusatzliches BDNF kultiviert. Das Neuritenwachstum konnte

dosisabhangig vermindert werden. Negativ- und Positivkontrolle aufgetragen.
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Abbildung 24: Graphische Darstellung der mittleren effektiven Konzentration von MAG-
Fc

Als Grundlage fiir die Berechnung der nichtlinearen Regressionsanalyse wurden die Ausgangswerte fir
unterschiedliche Konzentrationen von MAG-Fc (0,5ug/ml, 2,5 pg/ml, 5 pg/ml, 25 pg/ml) verwendet. Daraus
konnte sich eine EC50 von 4,3367 pg/ml errechnet werden.

3.7 Einfluss von MAG auf die Wirkung von 7,8-DHF

In einem weiteren Versuchsansatz sollte das durch 7,8-DHF induzierte
Neuritenwachstum der SGN in einem durch MAG hervorgerufenen
inhibitorischen Umfeld getestet werden. Hierbei wurde die Hypothese
aufgestellt, dass MAG in diesem Versuchsansatz keinen hemmenden Einfluss
auf das Neuritenwachstum ausuben kann, da MAG seine Wirkung
ausschlieRlich tber p75"™® entfaltet, wohingegen 7,8-DHF allein TrkB als
Mediator fir seinen wachstumsfordernden Effekt benutzt.

In der Kombination der beiden Substanzen konnte festgestellt werden, dass
durch Zugabe von 25 pg/ml MAG (n=8) kein hemmender Effekt auf das durch

1uM 7,8-DHF ausgeloste Neuritenwachstum erzielt werden konnte. Das
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Ausmald des Neuritenwachstums durch zusatzliche Gabe von MAG zu 7,8-DHF

zeigte

Neuritenlangenidex

keinen signifikanten Unterschied zur alleinigen Testung mit 7,8-DHF.
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Abbildung 25: 7,8-Dihydroxyflavon im MAG-induzierten inhibitorischen Umfeld

Einfluss von MAG-Fc auf das durch 7,8-DHF ausgeldste Neuritenwachstum. Die Praparate wurden fir 96
Stunden kultiviert. MAG-Fc wurde in einer Konzentration von 25 pg/ml mit 1 uM 7,8-DHF kultiviert. Oben:
Schematische Darstellung der Interaktion von 7,8-DHF und MAG im TrkB- und p75™""

Die Anwesenheit von MAG-Fc zeigte keinen Effekt auf das durch 7,8-DHF induzierte Neuritenwachstum.

-Signalweg. Unten:

Negativ- und Positivkontrolle sowie Kontrollen mit der Kombination aus 25 ng/ml BDNF und 25 pg/mi
MAG-Fc und 1 uM 7,8-DHF aufgetragen

3.8 Der ROCK-Inhibitor Y27632

5NTR auf das Neuritenwachstum selektiv

Um den inhibitorischen Einfluss von p7
zu unterbinden, erfolgte ein Eingriff in die hemmende Signalkaskade durch den
ROCK-Inhibitor Y27632.

Die alleinige Gabe von 10 pM Y27632 (n=11) zeigte keinen
wachstumsfordernden Effekt auf die Neuriten des Spiralganglions. Allerdings
konnte bei zusatzlicher Gabe von 25 ng/ml BDNF und 10 pM Y27632 (n=9) ein
im Vergleich zur Positivkontrolle gesteigertes Neuritenwachstum beobachtet
werden. Hierbei konnte ein hochsignifikanter Unterschied (p<0,001) im

Vergleich zur Negativkontrolle festgestellt werden.
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Abbildung 26: Der ROCK-Inhibitor Y27632

Wirkung des ROCK-Inhibitors Y27632 auf das Neuritenwachstum. Die Praparate wurden fir 96 Stunden

kultiviert. Y27632 wurde in einer Konzentration von 10 uM und ein einer Konzentration von 10 pM mit 25
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ng/ml BDNF kultiviert. Oben: Schematische Darstellung der Interaktion Y27632 im p75" '~

Unten: Erst durch die Anwesenheit von BDNF konnte ein wachstumsférdernder Effekt durch Y27632

-Signalweg.

erzielt werden. Negativ- und Positivkontrolle aufgetragen.

3.9 Y27632 im inhibitorischen Umfeld

In einem weiteren Versuchsansatz sollte die Wirkung von Y27632 auf das durch
MAG hervorgerufene inhibitorische Umfeld tberprift werden. Dazu wurden 10
UM Y27632 in Kombination mit 25 pg/ml MAG (n=11) inkubiert. Es konnte wie
schon zuvor bei alleiniger Gabe von 10 uM Y27632 (n=9) kein stimulierender
Einfluss auf das Neuritenwachstum registriert werden. Als in einem weiteren
Schritt 10 uM Y27632 und 25 pg/ml MAG mit 25 ng/ml BDNF (n=8) kombiniert
wurden, lie3 sich ein deutlicher Effekt auf das Neuritenwachstum beobachten.
Diese Kombination erreichte ein ausgepragtes, Uber das Niveau der
Positivkontrolle hinausgehendes Wachstum, das einen hochsignifikanten
Unterschied (p<0,001) zur Negativkontrolle und einen signifikanten Unterschied
(p<0,05) zur Kontrolle aus der Kombination von 10 uM Y27632 und 25 pg/ml
MAG aufwies. Somit kann festgehalten werden, dass der durch MAG
ausgeloste inhibitorische Einfluss auf das durch das Neurotrophin BDNF
hervorgerufene Neuritenwachstum von Spiralganglionneuronen durch Zugabe

des ROCK-Inhibitors aufgehoben werden konnte.
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Abbildung 27: Y27632 im MAG-induzierten inhibitorischen Umfeld

Die Wirkung des ROCK-Inhibitors Y27632 in Verbindung mit MAG-Fc auf das Neuritenwachstum wurde
untersucht.. Die Praparate wurden fir 96 Stunden kultiviert. Y27632 wurde in einer Konzentration von 10
UM mit 25 pg/ml MAG-Fc und in einer Konzentration von 10 uM mit 25 pug/ml MAG-Fc und 25 ng/ml BDNF
kultiviert. Oben: Schematische Darstellung der Interaktion von BDNF, Y27632 und MAG im TrkB- und

p75NTR-SignaIweg. Unten: Die Anwesenheit von MAG-Fc hatte keinen Einfluss auf die Wirkung, die durch
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Y27632 ausgeldst werden konnte. Auch in der Kombination aller drei Substanzen konnte MAG-Fc keine
inhibitorische Aktivitat hervorrufen. Negativ- und Positivkontrolle sowie Kontrollen mit 10 uM Y27632 und

25 pg/ml MAG-Fc sind aufgetragen.

3.10 Kombination aus Y27632 mit 7,8-DHF

Ein weiteres Experiment sollte den Effekt von Y27632 auf das durch 7,8-DHF
hervorgerufene Neuritenwachstum zeigen. Durch die Kombination der beiden
Substanzen sollte sowohl der fordernde Einfluss tUber TrkB verstarkt als auch

5NTR vermindert werden. Dazu wurden 10 pM

der hemmende Einfluss tber p7
Y27632 mit 1 uM 7,8-DHF (n=8) in Kultur gegeben. Das Ergebnis zeigte einen
hochsignifikanten Unterschied (p<0,001) in Bezug auf das Neuritenwachstum
im Vergleich zur Negativkontrolle. AuRerdem konnte der wachstumssteigernde
Effekt von 7,8-DHF noch leicht verstarkt werden. Allerdings konnte kein Uber

das Niveau der Positivkontrolle hinausgehendes Ergebnis beobachtet werden.
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Abbildung 28: Kombination aus Y27632 und 7,8-Dihydroxyflavon

Die Wirkung des ROCK-Inhibitors Y27632 in Verbindung mit 7,8-DHF auf das Neuritenwachstum wurde
untersucht. Die Praparate wurden fiir 96 Stunden kultiviert. Y27632 wurde in einer Konzentration von 10
MM mit 1 uM 7,8-DHF kultiviert. Oben: Schematische Darstellung der Interaktion von 7,8-DHF und Y27632
im TrkB- und p75"'}

selektiven ROCK-Inhibitor konnte ein im Gegensatz zur Kontrolle mit 1 puM 7,8-DHF gesteigertes

-Signalweg. Unten: Durch die Kombination des selektiven TrkB-Agonisten mit dem

Wachstumsverhalten festgestellt werden. Negativ- und Positivkontrolle sowie Kontrollen mit Y27632 und
7,8-DHF sind aufgetragen.

3.11 Kombination aus Y27632 mit 7,8-DHF im inhibitorischen Umfeld

Um die Wirkung des selektiven TrkB-Agonisten in Kombination mit dem
selektiven ROCK-Inhibitor Y27632 im inhibitorischen Umfeld zu untersuchen,
wurden Experimente mit der Kombination aus 1 uM 7,8-DHF, 10 uM Y27632
und 25 pg/ml MAG durchgefiihrt (n=10). Dabei konnte festgestellt werden, dass
der durch MAG uber p75"® vermittelte, hemmende Einfluss in diesem
Zusammenhang unbedeutend fur das Neuritenwachstum der
Spiralganglionneurone ist. Im Vergleich zur Kontrolle mit 1 uM 7,8-DHF und der
Kontrolle mit 1 uM 7,8-DHF und 10 uM Y27632 konnten keine signifikanten

Unterschiede in Bezug auf das Neuritenwachstum registriert werden. Der
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erzielte Wachstumseffekt der Neuriten blieb in Anwesenheit des inhibitorischen
Umfelds unbeeintrachtigt.
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Abbildung 29: Kombination aus Y27632 und 7,8-Dihydroxyflavon im MAG-induzierten
inhibitorischen Umfeld
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Die Wirkung des ROCK-Inhibitors Y27632 in Verbindung mit 7,8-DHF und MAG-Fc auf das
Neuritenwachstum wurde untersucht. Die Praparate wurden fiir 96 Stunden kultiviert. Y27632 wurde in
einer Konzentration von 10 uM mit 1 uM 7,8-DHF und 25 pg/ml MAG-Fc kultiviert. Oben: Schematische
Darstellung der Interaktion von 7,8-DHF, MAG und Y27632 im TrkB- und p75™'"
Fc hatte keinen Effekt auf das durch die Kombination von Y27632 und 7,8-DHF hervorgerufene

-Signalweg. Unten: MAG-

Neuritenwachstum. Negativ- und Positivkontrolle, sowie Kontrollen mit Y27632, MAG-Fc und 7,8-DHF

sind aufgetragen.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde das Wachstumsverhalten von peripheren
Neuriten von Spiralganglionneuronen unter Verwendung unterschiedlicher
Kombinationen aus stimulierenden Komponenten wie Neurotrophinen, TrkB-
Agonisten, und p75""R-Inhibitoren sowie wachstumsinhibierenden Substanzen
wie myelin-assoziiertes Glykoprotein oder selektiver Inhibitoren innerhalb des
TrkB-Signalwegs untersucht.

Es konnte hierbei gezeigt werden, dass 7,8-DHF und Y27632 trotz Induktion
eines inhibitorischen Umfelds ein stabiles Wachstum von peripheren Neuriten
von SGN hervorrufen und somit als potenzielle Kandidaten fir die angewandte
technologische Weiterentwicklung von Cochlea-Implantaten zur Verfigung
stehen.

4.1 Modelle zur Untersuchung des Neuritenwachstums von SGN

Das in dieser Arbeit verwendete Modell der Organkultur, das einem
dynamischen biologischen System von Zelltypen unterschiedlichen Ursprungs
entspricht, erwies sich als hilfreich und zielfihrend, um Aussagen uber das
Wachstumsverhalten von SGN in Bezug auf deren naturliche Umgebung treffen
zu kénnen.

Um das Neuritenwachstum oder das Uberleben von SGN in vitro zu
untersuchen, stehen derzeit zwei gangige Versuchsmodelle zur Verfiigung.
Einerseits kdonnen Versuche an einzelnen Zellen und andererseits Versuche mit
Organkulturen durchgeftihrt werden.

Ein wichtiger Vorteil von Einzelzellversuchen gegeniber Organkulturen liegt
darin, eine standardisierte Anzahl von einzelnen Zellen fir jeden Versuch
untersuchen zu kénnen. Somit kdnnen stets gleichbleibende Bedingungen fir
die einzelnen Experimente geschaffen werden. Ein elementarer Nachteil dieser
Methode kann in dem fehlenden Zusammenhang zu einem in der Natur

vorkommenden Zellverbund gesehen werden, dessen komplexe Einflisse auf
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das Auswachsen von Nervenzellfortsatzen daher nicht bertcksichtigt werden
kénnen.

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit mit dem Modell einer
Organkultur gearbeitet, um den physiologischen, in vivo vorherrschenden
Bedingungen mdglichst nahe zu kommen und somit einem Konzept zu folgen,
das einfacher auf die nattrlichen Bedingungen Ubertragen werden kann.
Neurotrophine wie BDNF und NT-3 férdern neuronales Uberleben und
Neuritenwachstum von SGN in vitro und in vivo durch die Bindung an Trk-
Rezeptoren und die dadurch aktivierten PI3K/AKT- und MAPK-Signalkaskaden
(Malgrange et al., 1996, Miller et al., 1997, Mou et al., 1997, Aletsee et al., 2001,
Gillespie und Shepherd, 2005, Anderson et al., 2006, Vieira et al., 2007, Wei et
al., 2007). Dies unterstreicht die herausragende Bedeutung von Neurotrophinen
im Innenohr und somit deren entscheidende Bedeutung fur die
Weiterentwicklung moderner Therapieanséatze im Zusammenhang mit der ClI-
Technologie.

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Modell konnte die in
vorangegangenen Studien erzielte Wachstumsstimulation der peripheren
Neuriten des Spiralganglions durch Neurotrophine wie BDNF bestéatigen (Brors
et al., 2008, Hansen et al., 2009). Ein Nachteil des Modells einer Organkultur
kann darin gesehen werden, mit jeweils minimal abweichenden
Rahmenbedingungen die einzelnen Versuche zu arbeiten. Durch die
Mikropraparation eines ganzen Zellverbundes mit mehreren tausend Zellen
lasst sich Dbeispielsweise nicht genau abgrenzen, wie viel Zellgewebe
entnommen wurde und ob jeweils die gleiche Menge an funktionell erhaltenem
Gewebe vorhanden ist. Diese grof3e biologische Variabilitdit der einzelnen
Versuche kann ein Erklarungsansatz fur die relativ hohe Streubreite innerhalb
eines Experiments sein.

Ein entscheidender Vorteil des Modells einer Organkultur ist jedoch, dass man
die Zellen in ihrem funktionalen Verbund als Ganzes betrachten und so
maoglicherweise die Funktionalitdt und den Einfluss anderer Zellpopulationen auf
das erzielte Ergebnis in die Auswertung mit einbeziehen kann. Aufl3erdem

konnte durch die EinfiUhrung einer adaptierten Sholl-Methode eine
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standardisierte Form der Auswertung fir dieses Modell angepasst werden. Des
Weiteren kann durch die Anpassung der Sholl-Methode ausgeschlossen
werden, dass Bildartefakte oder Uberreste nicht neuronalen Gewebes in die
Auswertung der Neuritenlange mit einbezogen werden.

Somit bleibt festzuhalten, dass das Modell der Organkultur fir die spezifische
Fragestellung des Neuritenwachstums von SGN geeignet ist.

4.2 Interaktion der beteiligten Rezeptoren

NTR NTR
5 5

Das Zusammenspiel von TrkB und p7 ist komplex. Lange Zeit galt p7
als reiner Neurotrophinrezeptor, bevor er als Schlisselkomponente fiur die
Bindung von Myelininhibitoren wie MAG iber den NgR-LINGO1-p75"R-
Rezeptorkomplex identifiziert werden konnte (Wong et al., 2002, Yamashita et
al., 2002). Durch Bindung von Neurotrophinen an p75"'" kénnen stark
variierende Effekte hervorgerufen werden, die vom Aufrechterhalten neuronalen
Uberlebens bis hin zur Induktion der Apoptose reichen (Huang und Reichardt,
2003, Nykjaer et al., 2005). Im Zusammenhang eines induzierten inhibitorischen
Umfelds limitiert die Bindung von Neurotrophinen wie BDNF an p75"'" den
durch die Bindung an TrkB ausgeldsten Wachstumseffekt (Domeniconi et al.,
2002, Liu et al., 2002, Wang et al., 2002a, Mi et al., 2004, Fobian et al., 2010).
Die Tatsache, dass Neurotrophine in Anwesenheit von Myelininhibitoren in der
Regel keine wachstumssteigernde Wirkung entfalten kénnen (Cai et al., 1999),
gibt Anlass fur die Erarbeitung von Strategien, entweder das in vivo
vorkommende inhibitorische Umfeld zu umgehen oder aber pharmazeutisch zu
durchbrechen.

Aus diesem Anlass wurde in der vorliegenden Arbeit nach moglichen
Losungsanséatzen gesucht, um das Neuritenwachstum von SGN zum einen
unabhéngig von Neurotrophinen zu machen und zum anderen die repressive

Komponente durch p75"R

SO0 auszuschalten, dass exogen zugefihrte
Neurotrophine und andere wachstumsférdernde Substanzen ihre stimulierende

Wirkung ohne hemmenden Einfluss entfalten kdnnen.
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Die beteiligten Signalwege, die ihre Wirkung Uber eine Aktivierung von TrkB
und p75"™R vermitteln, wurden in ihrem funktionellen Zusammenhang in der

Cochlea erstmals in dieser Arbeit untersucht.

4.3 MAG induziert ein inhibitorisches Umfeld

Eine Schadigung innerhalb des Innenohrs, unabhangig von ihrer Atiologie, kann
in einem Haarzelluntergang resultieren, wodurch die afferenten Anteile der SGN
ihre Zielstruktur verlieren. Funktionell geschadigte Haarzellen kénnen sich nach
derzeitigem Kenntnisstand nicht spontan regenerieren (Hawkins, 1973,
Roberson und Rubel, 1994, Warchol, 2011). Mit dem Untergang des
sensorischen Zellgewebes kommt es zu einem Ruckzug der Nervenendigungen
des versorgenden neuronalen Gewebes, was als Waller'sche Degeneration
bezeichnet wird (Shibata et al.,, 2011). Jedoch bleiben einige Neurone des
Spiralganglions erhalten, die fur eine Therapie mit Cochlea-Implantaten von
zentraler Bedeutung sind (Brigande und Heller, 2009, Linthicum und Fayad,
2009). Die Fahigkeit zur Regeneration von Neuronen des Spiralganglions nach
dem Untergang von Haarzellen hadngt zum einen stark von der Art der
Schadigung, zum anderen jedoch von endogenen, wachstumshemmenden
Einflissen ab (Shibata et al., 2011).

Nach heutigem Kenntnisstand sind mit MAG, NOGO-A und OMgp drei zentrale
Myelin-assoziierte Proteine bekannt, die die Regenerationsfahigkeit neuronalen
Zellgewebes negativ beeinflussen (Llorens et al., 2011, Pernet und Schwab,
2012). Alle drei genannten Myelininhibitoren binden mit einer hohen Affinitat an
den inhibitorischen NgR-LINGO1-Komplex (Domeniconi et al., 2002, Liu et al.,
2002, Wang et al., 2002b, Oertle et al., 2003). In diesem Zusammenhang
wurden Versuche an Tieren durchgefiihrt, die jeweils homozygote Mutationen
fur die einzelnen Myelininhibitoren aufwiesen, um festzustellen, welches der
Proteine den grof3ten inhibitorischen Einfluss besitzt (Cafferty et al., 2010).
Interessanterweise ist hier zu erwahnen, dass beispielsweise MAG im
Ubergang vom embryonalen zum funktionell reifen neuronalen Stadium seine

Funktion bezlglich des Neuritenwachstums verédndert. Die Anwesenheit von
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MAG in embryonalen Neuronen wirkt stimulierend auf das Neuritenwachstum.
In postnatalem neuronalen Gewebe kehrt sich dieser Effekt jedoch um und
MAG Ubt dann grofdtenteils einen hemmenden Einfluss aus (Murray et al.,
2009).

In vorangegangenen Studien konnte nachgewiesen werden, dass p75"' " die
zentrale  Bindungskomponente fur den inhibitorischen NgR-LINGO1-
Rezeptorkomplex darstellt, der bei einer Vielzahl von unterschiedlichen
Neuronen auf der Oberflache exprimiert wird (Josephson et al., 2002) und der
alle drei genannten Myelin-Proteine binden kann (Wang et al., 2002a, Mi et al.,
2004). p75"™R wird dabei als Korezeptor fiir die intrazellulére Signaltransduktion
verwendet (Filbin, 2003). Wie bereits erwahnt, kommt es durch die
myelininduzierte Aktivierung von p75"'" zur Interaktion mit Rho-GDI
(Yamashita et al., 1999, Park et al., 2010), wodurch die RhoA-ROCK-Kaskade
in Gang gesetzt wird, die unter anderem verantwortlich fir die intrazellulare
Vermittlung eines inhibitorischen Signals fur neuronales Wachstum ist.

In Anwesenheit von Myelininhibitoren verlieren Neurotrophine ihre Fahigkeit,
das Auswachsen von Neuriten zu stimulieren (Cai et al.,, 1999). Durch die
gleichzeitige Bindung von Neurotrophinen an TrkB und p75""™® (He und Garcia,
2004) im inhibitorischen Umfeld verringern Neurotrophine somit die eigenen,
Uber TrkB hervorgerufenen stimulierenden Effekte auf das Neuritenwachstum
(Williams et al., 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurde daher erstmals ein Modell eingefuhrt, das die
Einflisse des myelininduzierten Umfelds auf die Wirkung von Neurotrophinen
wie BDNF im Spiralganglion der Mauscochlea untersucht. Die inhibitorische
Wirkung von MAG in Form eines loslichen Fc-Chimers (Tang et al., 1997) auf
das Neuritenwachstum von SGN konnte bestétigt werden, indem der durch
BDNF ausgeloste Wachstumseffekt vollstdndig reduziert werden konnte. Somit
gelang es in dieser Studie erstmals, ein durch MAG erzeugtes inhibitorisches
Umfeld zu generieren, das eine durch Neurotrophine ausgeldste stimulierende
Wirkung auf das Neuritenwachstum von SGN vollstandig aufhebt. Da die
Neuriten des SGN in vivo fast vollstdndig von einer Myelinscheide umgeben

sind, konnten durch die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse eines
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inhibitorischen Modells durch Myelin somit weitere Experimente in vitro
durchgefuihrt werden, welche die natirlichen Verhdaltnisse realistischer
nachbilden und somit exaktere Schlussfolgerungen in Bezug auf das

Neuritenwachstum im Innenohr zulassen.

4.4 7,8-DHF — ein selektiver TrkB-Agonist

In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass einerseits schon
eine geringe Anzahl an verbliebenen Neuronen in der funktionell geschadigten
Cochlea die Fahigkeit zur spontanen Aussprossung besitzen (Bohne und
Harding, 1992, Glueckert et al., 2008) und dass andererseits diese Fahigkeit
durch die Gabe von exogen zugefuhrten Neurotrophinen weiter unterstitzt wird
(Richardson et al., 2008, Shibata et al., 2010). Der therapeutische Einsatz von
Neurotrophinen in Bezug auf das Neuritenwachstum von SGN ist durch das in
vivo vorherrschende inhibitorische Umfeld, das durch die Aktivitdit von
Myelinzellen induziert wird, jedoch limitiert (Cai et al., 1999, Williams et al.,
2005). Des Weiteren sprechen pharmakokinetische Eigenschaften von BDNF
wie z.B. eine sehr kurze Halbwertszeit (Poduslo und Curran, 1996, Kishino et
al., 2001) gegen einen therapeutischen Einsatz von Neurotrophinen. Daher
werden schon seit langerem potenzielle BDNF-Mimetika (O'Leary und Hughes,
2003, Fletcher und Hughes, 2006) und TrkB-Agonisten (Williams et al., 2005,
Qian et al., 2006, Jang et al., 2009, Fobian et al., 2010, Jang et al., 2010a,
Moubarak et al.,, 2010, Cazorla et al.,, 2011) auf ihre Fahigkeit zur TrkB-
Stimulation untersucht. Dabei sind ein stabiles pharmakokinetisches Profil und
eine maoglichst selektive Bindung an TrkB von entscheidender Bedeutung.

In diesem Zusammenhang wurde in dieser Arbeit das nattrlich vorkommende
Flavonderivat 7,8-Dihydroxyflavon, ein selektiver TrkB-Agonist (Jang et al.,
2010b), auf seine Wirksamkeit beziglich des Neuritenwachstums von SGN
untersucht. Flavonoide sind naturlich vorhandene, essentielle Bestandteile in
vielen unterschiedlichen Sorten von Frichten, Gemuse und Wein (Vauzour et
al., 2008). Dabei entfalten sie eine breite biologische Bandbreite und wirken

unter anderem als Antioxidantien krebsvorbeugend (Harborne und Williams,
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2000). Des Weiteren wird vermutet, dass Flavonoide das Potenzial zur
Steigerung der Gedachtnisleitung und kognitiver Funktionen in sich tragen,
indem sie neuroprotektiv wirken und die Regenerationsfahigkeit von Neuronen
stimulieren (Spencer, 2008a, b, Vauzour et al., 2008). Sie nutzen dabei den
Uber TrkB vermittelten PI3K/AKT- und MAPK-Signalweg (Maher et al., 2006,
Vauzour et al., 2007), um diese Wirkung zu erreichen (Vauzour et al., 2008).
Beide Signalwege werden u.a. durch eine Dimerisierung und anschlieRende
Transautophosphorylierung von TrkB aktiviert. Es ist jedoch noch nicht
abschlieend geklart, auf welche Art und Weise die TrkB-Dimerisierung durch
7,8-DHF erreicht wird. Die pharmakokinetischen Eigenschaften von 7,8-DHF
erweisen sich dabei jedoch als glnstig und stabil (Liu et al., 2010). Somit ist
7,8-DHF potenziell fir weitere in vivo- und in vitro-Studien und fur einen
maoglichen Einsatz in der therapeutischen Anwendung geeignet. Das
Wirkspektrum und die damit verbundene therapeutische Anwendungsbreite von
7,8-DHF ist Thema gegenwartiger Forschung und unterstreicht dessen
zunehmende Bedeutung im Zusammenhang mit unterschiedlichen
neurologischen Fragestellungen (Blugeot et al., 2011, Devi und Ohno, 2012,
Johnson et al., 2012, Mantilla und Ermilov, 2012).

Durch eine in dieser Arbeit durchgefuhrte Stimulation mit 7,8-DHF konnte das
Neuritenwachstum von SGN angeregt werden. Die Wahrscheinlichkeit, dass die
hervorgerufenen Wachstumseffekte Uber einen von TrkB unabhéngigen
Signalweg vermittelt wurden, ist dabei jedoch gering. In dieser Arbeit konnte der
Einfluss auf das Uber TrkB vermittelte Neuritenwachstum von SGN durch die
Zugabe des spezifischen Tyrosinkinaseinhibitors K252a zu 7,8-DHF erstmals
nachgewiesen werden. Somit bleibt festzuhalten, dass obwohl ein direkter
immunhistochemischer Nachweis hier nicht erbracht werden konnte, trotzdem
vieles dafur spricht, dass 7,8-DHF tatsachlich TrkB fur die Vermittlung seiner
stimulierenden Effekte nutzt.

Allerdings wurde weiterhin beobachtet, dass der durch 7,8-DHF erreichte
Wachstumseffekt nur ca. 66,5% des durch BDNF ausgelosten

Wachstumsniveaus erreichte.
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Die gleichzeitige Bindung von Neurotrophinen an TrkB und p75""% in
Anwesenheit von Myelininhibitoren und die damit verbundene Aktivierung eines
inhibitorischen Signalkomplexes stellt ein zentrales Problem fur die Erarbeitung
neuer Strategien zur Foérderung des Neuritenwachstums durch Neurotrophine
dar. Der Nachweis, dass BDNF im inhibitorischen Umfeld keine stimulierende
Wirkung auf das Neuritenwachstum entfalten kann, wurde von Williams et al,
2005, erbracht. Die Gruppe um Williams konnte an Neuronen des Kleinhirns
zeigen, dass p75"'" die zentrale inhibitorische Komponente fiir das
Neuritenwachstum darstellt. Dort wurde demonstriert, dass ein weiteres
Neurotrophin — NGF — mit BDNF um die Bindungsstelle an p75"'® konkurriert,
nicht aber um die Bindungsstelle an TrkB. Bei Giberschissiger Zugabe von NGF
in die Kleinhirnzellkulturen wurden daher alle Bindungsstellen von p75™™® durch
NGF abgesattigt. Dadurch konnte BDNF in Anwesenheit von MAG einen
deutlich positiven Effekt auf das Neuritenwachstum erreichen (Williams et al.,
2005).

Eine weitere Méglichkeit, die tiber p75"'? vermittelte inhibitorische Komponente
zu umgehen, konnte darin liegen, 7,8 DHF einzusetzen und dessen Eigenschatft
als selektiver TrkB-Agonist zu nutzen, indem der p75" *-vermittelte Einfluss
umgangen wird und somit das Neuritenwachstum auch im inhibitorischen
Umfeld angeregt werden kann.

Unterschiedliche TrkB-Agonisten sind in zahlreichen Studien Gegenstand
derzeitiger Forschung (Bai et al., 2010, Hu et al., 2010, Schmid et al., 2012).
Obwohl die Wirkung dieser Agonisten in vielfaltigen neuronalen
Fragestellungen intensiv beforscht wurde (Tsai, 2007, Liu et al., 2010, Andero
et al., 2011, Devi und Ohno, 2012, Liu et al., 2012), auch in Bezug auf das
Uberleben von Spiralganglionneuronen in Kultur (Yu et al.,, 2012), blieb
dennoch offen, ob ein durch selektive TrkB-Stimulation ausgeldster Effekt auch
im inhibitorischen Umfeld bestétigt werden kann. Daher wurde 7,8-DHF und
seine Wirkung auf das Neuritenwachstum im inhibitorischen Umfeld in der
vorliegenden Arbeit Gberprift.

Im Gegensatz zu BDNF, das in seiner Wirkung durch die Anwesenheit eines

myelininduzierten inhibitorischen Umfelds vollstandig restringiert wurde, konnte
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die stimulierende Wirkung von 7,8-DHF auch im inhibitorischen Umfeld bestéatigt
werden. Die Fahigkeit von 7,8-DHF in Anwesenheit von MAG
Neuritenwachstum zu stimulieren, liegt vermutlich an der fehlenden
Bindungsstelle fiir p75"'". Allerdings bleibt abzuwarten, wie sich die positiven
Effekte von 7,8-DHF in Verbindung mit MAG in vivo darstellen.

Im Zuge der technischen Weiterentwicklung von Cochlea-Implantaten, die
verschiedene Ansatze wie bsp. Drug-Delivery-Systeme oder die Beschichtung
der Elektrodentrager mit bioaktiven Substanzen zur kontinuierlichen Applikation
verfolgen (Tykocinski und Cowan, 2005, Pettingill et al., 2007, Richardson et al.,
2007, Volkenstein et al., 2009, Jolly et al., 2010), kénnte 7,8-DHF als mdoglicher
Kandidat fur eine gezielte Anregung des Neuritenwachstums ernsthaft in
Betracht gezogen werden. Allerdings bleibt abzuwarten, wie sich 7,8-DHF im
Tierversuchsmodell verhalt und ob die pharmakokinetischen Eigenschaften

dieser Substanz eine klinische Anwendung zulassen.

4.5 Y27632 greift in die p75""*-Signalkaskade ein

Ein alternativer Ansatz zur Stimulation des Neuritenwachstums von SGN ist der
direkte Eingriff in den inhibitorischen Signalweg, der durch die gleichzeitige

5NTR und den durch die Aktivitat von

Bindung von Neurotrophinen an p7
Myelinzellen wachstumsinhibierenden NgR-LINGO1-Rezeptorkomplex
ausgelost wird.

In mehreren Studien, die an unterschiedlichem Zellgewebe neuronalen
Ursprungs durchgefiihrt wurden, konnte gezeigt werden, dass Rho-GTPasen
wichtige Funktionen im Zusammenhang mit neuronalem Wachstum einnehmen
(Sarner et al., 2000, Yamaguchi et al., 2001, Aoki et al., 2004). Dabei wird das
Neuritenwachstums durch die Rho-GTPasen Rac und Cdc42 aktiviert,
wohingegen die Aktivierung von Rho zu einem Zusammenbrechen der
axonalen Wachstumskegel fuhrt und eine entscheidende Rolle fir die Inhibition
des Neuritenwachstums spielt (Jalink et al., 1994, Jin und Strittmatter, 1997,
Kozma et al., 1997, Hirose et al., 1998, Kranenburg et al., 1999, Lehmann et al.,

1999, Fournier et al., 2003). Downstream von Rho befindet sich die Rho-
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assoziierte Kinase (ROCK), die eine Phosphorylierung der Myosin-leichte-
Ketten-Phosphatase bewirkt und regulatorisch die Kontraktilitdt von
Aktinfilamenten innerhalb des Zytoskeletts beeinflusst und somit direkt Einfluss
auf das Neuritenwachstum nimmt (Kimura et al., 1996, Amano et al., 1997,
Schmandke und Strittmatter, 2007).

Fur die Inhibition von ROCK konkurriert der in dieser Arbeit verwendete ROCK-
Inhibitor Y27632 mit dessen Bindungsstelle fir ATP (Ishizaki et al., 2000).
Y27632 inhibiert vornehmlich ROCK-II, wobei auch die Inhibition von ROCK-I
sowie der Protein Kinase C-abhangigen Protein Kinase (PRK2) Einfluss auf die
Regulation des Neuritenwachstums haben (Vincent und Settleman, 1997,
Darenfed et al., 2007). So konnte das durch neurotrophe Faktoren vermittelte
Neuritenwachstum durch die Zugabe von Y27632 an kultivierten PC12-Zellen
signifikant gesteigert werden (Minase et al., 2010).

Fur das Spiralganglion wurde bereits ein experimenteller Ansatz zur Stimulation
des Neuritenwachstums durch einen weiteren ROCK-Inhibitor L-1152
untersucht (Lie et al., 2010). Die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse
bestatigen den positiven Effekt eines ROCK-Inhibitors auf das
Neuritenwachstum von SGN. Durch Zugabe von 10 pM Y27632 konnte das
durch BDNF ausgel6ste Neuritenwachstum in vitro um 75,1% gesteigert werden.
Dieses Ergebnis unterstreicht die zentrale Bedeutung von ROCK fur das
Neuritenwachstum von SGN und bestatigt die Ergebnisse von Lie et al, 2010.
Des Weiteren sprechen die Ergebnisse dafir, dass BDNF in den
Positivkontrollen trotz stabilem Wachstum nicht die volle Wirkung entfalten kann.
Dafur ist vermutlich die gleichzeitige Bindung des NgR-LINGO1-

5NTR verantwortlich, der die Wirkung inhibitorischer

Rezeptorkomplexes an p7
Proteine wie NOGO, OMgp und MAG vermittelt (Goldberg und Barres, 2000,
Sandvig et al., 2004). Dadurch wird die RhoA-ROCK-Kaskade in Gang gesetzt
und somit die potenzielle Wirkung von BDNF, die durch Zugabe eines ROCK-
Inhibitors zusatzlich ausgeschopft werden kann, unterdriickt. In diesem
Zusammenhang spielt eine wichtige Rolle, dass durch Inhibition von ROCK
durch Y27632 nicht nur die inhibitorische p75""-Signalkaskade unterbrochen

wird, sondern durch ROCK-Inhibition interessanterweise gleichzeitig eine
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intrazellulare Phosphorylierung der MAPK und AKT stattfindet (Lingor et al.,
2008). Diese beiden Signalwege sind vor allem fur die durch Neurotrophine
Uber TrkB vermittelten Wachstumseffekte verantwortlich. Jedoch bleibt die
alleinige Gabe des ROCK-Inhibitors Y27632 ohne Zugabe von exogenem
BDNF ohne Effekt auf das Langenwachstum der Neuriten, was die These
unterstreicht, dass Neurotrophine oder neurotrophinéhnliche Substanzen zur
Stimulierung von Spiralganglionneuriten notwendigerweise vorhanden sein
mussen.

Vor diesem Hintergrund stellt die selektive pharmakologische Intervention in die
p75"TR-Signalkaskade durch den Einsatz von ROCK-Inhibitoren wie Y27632
einen interessanten und vielversprechenden Ansatz zur Stimulation des
Neuritenwachstums von SGN dar. Damit kdnnte ein weiterer Schritt in der
Weiterentwicklung der bisher vorhandenen Cl-Technologie durch eine besser
zu kontrollierende Uberbriickung der Distanz zwischen Sender (Elektrode) und

Empfanger (neuronales Gewebe) gemacht werden.

4.6 Selektive p75""*-Inhibition im inhibitorischen Umfeld

Neben der selektiven TrkB-Stimulation durch 7,8-DHF stellt die selektive
Unterbrechung der p75"""-Signalkaskade einen weiteren Mechanismus zur

5NTR_vermittelten inhibitorischen Einflusses dar.

Umgehung des uber p7
Dadurch wird der Weg fir die wachstumsstimulierenden Effekte durch
Neurotrophine wie BDNF geebnet. Hierbei existieren zwei grundsatzliche
Uberlegungen, wie das durch Myelin induzierte inhibitorische Umfeld
uberwunden werden kann. Einerseits besteht die Moglichkeit, die
Myelininhibitoren selbst oder deren Zielrezeptoren durch Antikérper oder
Peptide gezielt zu beeinflussen.

Andererseits konnte die intrinsische Antwort des Neurons auf das
Vorhandensein von Myelin so veréandert werden, dass die Wahrnehmung von
Myelin als Wachstumsinhibitor modifiziert wird und somit kein inhibitorischer

Einfluss mehr von Myelin ausgeht (Filbin, 2003).
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Zu Beginn der Entwicklung, die sich mit der Reduktion von inhibitorischen
Einflissen beschéaftigt, wurde lange Zeit mit Antikorpern wie dem IN-1-
Antikérper zur direkten Blockierung der durch NOGO-A hervorgerufenen
inhibitorischen Effekte geforscht (Caroni und Schwab, 1988a, Schnell und
Schwab, 1990, Bregman et al., 1995). Mit der Entdeckung von NgR als
zentralem Bindungsprotein fur alle drei Myelininhibitoren kam die Vorstellung
auf, an diesem Knotenpunkt der Inhibition flir das Neuritenwachstum ebenfalls
einzugreifen, um das Zusammenspiel von NgR mit p75"'} zu verhindern
(Fournier et al., 2001, Liu et al., 2002, Wang et al., 2002b). Dazu wurden
diverse Studien bezuglich der Blockade von NgR veroffentlicht. Es konnte
sowohl an NgR-knockout-Mausen (Kim et al., 2004) als auch durch eine
pharmakologische Blockade durch kompetitive Bindungspeptide und NgR-
Antikdrper (Domeniconi et al., 2002, GrandPre et al., 2002) gezeigt werden,
dass in Anwesenheit von Myelininhibitoren ein deutliches Neuritenwachstum in
vitro erreicht werden konnte. So wurden diese positiven Ergebnisse mit der
Strategie, NgR auszuschalten, bereits in klinischen Phase-I-Studien im
Zusammenhang mit Rickenmarksverletzungen transferiert (Zorner und Schwab,
2010). Ebenso konnte durch den Einsatz von spezifischen p75"'R-Antikdrpern,
die kompetitiv mit NgR um die Bindungsstelle an p75"™® konkurrieren, jedoch
kein intrazellulares Signal vermitteln, ein positiver Effekt auf das
Neuritenwachstum nachgewiesen werden (Wang et al., 2002a).

Eine andere Moglichkeit, die myelininduzierte Inhibition zu Gberwinden, besteht
darin, das Neuron selbst zu verédndern, sodass es nicht mit einem
Zusammenbrechen der Wachstumskegel oder der Hemmung des
Neuritenwachstums auf die Anwesenheit der Myelinproteine antwortet.

Der Schlissel zum Erfolg dieser Strategie liegt in der Unterbrechung der
wachstumsretardierenden intrazellularen Signalkaskade. Durch die Aktivierung
von Rho und der weiteren Signalkaskade durch den NgR-p75"""-
Rezeptorkomplex kommt es zur intrazellularen Polymerisierung von Aktin, die
ein vermindertes axonales Wachstum, den Kollaps von Wachstumskegeln und
den Ruckzug von Neuriten nach sich zieht (McGee und Strittmatter, 2003,

Mimura et al.,, 2006, Boomkamp et al.,, 2012). Daher stehen schon seit
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langerem Rho und sein nachgeschalteter Effektor ROCK fir die Erforschung
axonaler Regeneration und des Aussprossens von Neuriten nach neuronalen
Traumata zum Verstandnis der genauen Wirkmechanismen im Fokus (McGee
und Strittmatter, 2003, Chan et al., 2005, Lord-Fontaine et al., 2008).

In vorangegangenen Studien konnte die Bedeutung des Rho-Signalweges fur
das Auswachsen von Neuriten nachgewiesen werden. C3 ist ein von
Clostridium botulinum hergestelltes Toxin und verhindert die Aktivierung von
Rho durch ADP-Ribosylierung der Effektordoméane (Dillon und Feig, 1995). Der
ROCK-Inhibitor Y27632 blockiert die Aktivitat von ROCK durch kompetitive
Bindung mit ATP fir die Bindungsstelle an ROCK (Uehata et al., 1997, Ishizaki
et al., 2000). Von beiden Substanzen wird eine wachstumsférdernde Wirkung
von Neuriten im inhibitorischen Umfeld berichtet (Lehmann et al., 1999, Bito et
al., 2000, Dergham et al., 2002).

Bislang ist keine Untersuchung fur das Auswachsen von Neuriten von SGN in
einem inhibitorischen Umfeld durch selektive pharmakologische Unterbrechung
des p75""R-Signalwegs bekannt. In der vorliegenden Arbeit wurde daher
erstmals ein in vitro Modell fir ein durch MAG induziertes inhibitorisches Umfeld
etabliert, das in weiteren Versuchsansatzen durch Zugabe des ROCK-Inhibitors
Y27632 aufgehoben werden sollte.

Es konnte gezeigt werden, dass der ROCK-Inhibitor Y27632 in Anwesenheit
eines durch MAG ausgelosten inhibitorischen Umfeldes die
wachstumsfordernde Wirkung durch BDNF nicht nur bestatigen, sondern sogar
unterstitzen konnte. Der Neuritenlangenindex konnte um beinahe 100%
(99,4%) des durch alleinige Zugabe von BDNF erreichten Wachstumseffektes
gesteigert werden. Daher stellt die pharmakologische Unterbrechung der
p75"TR-Signalkaskade durch Y27632 im inhibitorischen Umfeld einen
wirkungsvollen Ansatz im Rahmen der moglichen Anwendung innerhalb

biologischer Entwicklungsprozesse neuer Cl-Strategien dar.
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4.7 Kombination aus selektiver TrkB-Stimulation und selektiver p75""*-Inhibition

In einem weiteren Versuchsansatz sollte gepruft werden, ob die Kombination
aus selektiver TrkB-Stimulation durch 7,8-DHF und selektiver p75"TR-
Unterbrechung durch den ROCK:-Inhibitor Y27632 einen zuséatzlichen Effekt auf
das Neuritenwachstum von SGN hervorruft. Die hierbei zugrunde liegende Idee
beruhte darauf, dass durch die Beseitigung des inhibitorischen Einflusses, der

durch Bindung von endogen vorhandenem BDNF an p75"™®

vorhanden ist, ein
zusatzliches Potential fur die durch 7,8-DHF vermittelte Wirkung auf das
Neuritenwachstum entsteht.

In den durchgefiihrten Experimenten konnte zwar ein leichter Anstieg des
Neuritenwachstums durch die Kombination beider Substanzen sowohl ohne
inhibitorisches Umfeld als auch in Anwesenheit eines myelininduzierten
inhibitorischen Umfelds festgestellt werden. Jedoch konnte kein signifikanter
Unterschied im Vergleich zu dem durch alleinige Gabe von 7,8-DHF induzierten
Wachstumseffekt festgestellt werden, was darauf hinweist, dass der durch
endogenes BDNF hervorgerufene inhibitorische Effekt geringer als erwartet
auszufallen scheint. Ein weitere Erklarung fur den geringen erzielten
Wachstumseffekt kbnnte die geringe stimulatorische Potenz von 7,8-DHF sein,
die sich schon im Versuch ohne Zugabe eines inhibitorischen Umfeldes gezeigt
hat. Ein alternativer Erklarungsansatz konnte ein bislang unbekannter
Mechanismus in einer der beiden Substanzen sein, der einen bisher nicht
berticksichtigten wachstumshemmenden Einfluss auf die andere Substanz
auslost, wobei sich 7,8-DHF und Y27632 somit negativ beeinflussen kdnnten.
AulRerdem konnte durch die Zugabe beider Substanzen das Neuron selbst so
verandert sein, dass keine optimalen Bedingungen mehr fir ein Auswachsen
von Neuriten vorhanden gegeben sind. Die Frage, warum der Wachstumseffekt
in der Kombination der beiden Substanzen geringer als erwartet ausfiel, bleibt
daher ungeklart und kénnte Gegenstand weiterer Forschungsarbeiten sein.
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4.8 Mogliche Anwendungsgebiete

Obwohl das Uberleben und das Auswachsen von SGN durch die exogene
Zufuhr von Neurotrophinen und neurotrophen Faktoren geleistet werden kann,
ist dieser Effekt nur temporar und gilt bislang lediglich fur die Zeit der direkten
intracochlearen Applikation dieser Substanzen (Gillespie et al., 2003). Daher
steht die berechtigte Frage im Raum, wie eine anhaltende Wirkstoffapplikation
zur Stimulation des Neuritenwachstums gewahrleistet werden kann. In diesem
Zusammenhang ist erwahnenswert, dass nicht nur Neurotrophine einen
positiven Effekt auf Uberleben und Neuritenwachstum von SGN auslosen
konnen, sondern auch die direkte elektrische Stimulation durch ein Cochlea-
Implantat. Auf diese Weise kann ein positiver Effekt fiur die Aufrechterhaltung
und die Integritat des Hornerven hervorgerufen werden (Shepherd et al., 2008,
Song et al., 2008, Agterberg et al., 2009, Scheper et al., 2009). Daher stellt die
Strategie zur Bewerkstelligung einer anhaltenden Neurotrophinapplikation in
Kombination mit einer verlasslichen elektrischen Stimulation einen wichtigen
Ansatzpunkt in der Weiterentwicklung der Cl-Therapie dar.

Eine intensiv untersuchte Fragestellung in diesem Zusammenhang beschaftigt
sich damit, wie eine kontinuierliche Applikation von wachstumsférdernden
Substanzen an die SGN erfolgen kann. Einige methodische Uberlegungen zur
transienten Applikation von Neurotrophinen in die Cochlea wurden bereits
gemacht. Im Wesentlichen existieren momentan drei wichtige Modelle, die sich

mit der exogenen Zufuhr von Neurotrophinen beschéftigen.

1) In einem ersten Ansatz werden Hydrogenperlen in das runde Fenster der
Cochlea eingesetzt. Diese werden mit Natriumalginat gefillt und sollen so tUber
Tage kontinuierlich NT-3 freisetzen, was kontinuierliche

Stimulationsbedingungen gewébhrleisten soll (Noushi et al., 2005).
2) Eine weitere Methode zur Neurotrophinapplikation besteht in der

Beschichtung der ClI-Elektrode selbst. Dazu wird sie mit dem leitfahigen

Polymer Polypyrrol beschichtet, in das exogene Neurotrophine eingewachsen
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sind, die kontrolliert freigesetzt werden konnen (Thompson et al., 2006,
Richardson et al., 2007, Evans et al., 2009, Richardson et al., 2009, Thompson
et al., 2010). Die Bestatigung der biologischen Aktivitat der freigesetzten
Neurotrophine konnte bereits in vivo nachgewiesen werden (Richardson et al.,
2009).

3) Ein weiteres Verfahren im Tierexperiment stellt die dauerhafte Applikation
von Neurotrophinen durch mini-osmotische Pumpen dar. Die Neurotrophine
konnen auf diese Weise kontinuierlich in die Cochlea appliziert werden (Miller et
al., 1997, Wise et al., 2005, Glueckert et al., 2008).

Alle genannten Verfahren stellen geeignete Vehikel fiur die in dieser Arbeit
evaluierten Ergebnisse dar. So konnten statt der bisher ({blichen
Neurotrophinapplikation andere Substanzen wie 7,8-DHF oder Y27632
entweder gesondert oder in Kombination mit Neurotrophinen appliziert werden.
Allerdings stellt sich bei allen vorgestellten Verfahren zur intracochleéren Zufuhr
von Neurotrophinen die Frage, ob die auf diese Weise dargebotene trophische
Unterstitzung ausreicht, um die Neuriten einerseits suffizient zu stimulieren und
andererseits die biologische Integritat der Neuriten zu erhalten. Weiterhin bleibt
offen, ob hierdurch eine Regeneration der Fasern, die sich bereits im
Degenerationsprozess befinden, erreicht werden kann.

Eine weitere Herausforderung liegt darin, die Neuriten zu einem r&umlich
gerichteten Wachstum anzuregen, damit sie sich der Cl-Elektrode annahern
und nicht ungeordnet auswachsen. Es konnte gezeigt werden, dass sich
Neuriten, die sich in der Regeneration befinden, unregelmafig ausbreiten (Wise
et al., 2005). Durch ein ungerichtetes Auswachsen der Nervenzellfortsatze kann
die Strategie der selektiveren Stimulation einzelner Neurone, die einem
tonotopen Muster innerhalb der Cochlea folgt, nicht erreicht werden. In der
Bewadltigung dieser Fragestellung werden bislang zwei Ansatze zum

geordneten Auswachsen von Neuriten des Spiralganglions verfolgt.
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1) Der erste Ansatz beschatftigt sich mit der Idee der Chemotaxis. Dabei sollen
die sich ausbreitenden Neuriten entlang eines neurotrophininduzierten
Konzentrationsgradienten in eine vorgegebene Richtung auswachsen und
konnten somit der Stimulationselektrode angenéhert werden (Robinson et al.,
1999, Richardson et al., 2007, Yu et al., 2008).

2) Ein weiterer Ansatz besteht darin, eine biomolekulare Bricke zwischen
Elektrode und neuronalem Gewebe zu errichten, auf der die Neuriten durch die
Anwesenheit von wachstumsstimulierenden Substanzen an die Elektrode
heranwachsen kénnen (Rangappa et al., 2000, Mahoney et al., 2005, Gomez
und Schmidt, 2007).

Durch die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse kdnnten auch hier effektive
Substanzen in die Cochlea eingebracht werden, die unabhéngig vom Einfluss
inhibitorischer Myelinproteine ein gerichtetes Neuritenwachstum hin zur
Stimulationselektrode fordern und somit zur Weiterentwicklung von Strategien
zur Applikation und zum gerichteten Neuritenwachstum verwendet werden

kdnnten.

4.9 Schlussfolgerungen

Im Zuge der Weiterentwicklung von CIl-Technologien zur Steigerung der
Frequenzselektivitdt und damit des Horergebnisses wird der Distanzreduktion
zwischen Elektrode und zu stimulierendem neuronalen Gewebe des
Spiralganglions eine entscheidende Rolle beigemessen. Ein biologischer
Ansatz zur Umsetzung dieses Ziels besteht darin, das Neuritenwachstum von
SGN in Richtung der Elektrode durch neurotrophe Faktoren anzuregen.

In dieser Arbeit konnte erstmals ein geeignetes Modell zur Untersuchung der
Wachstumseffekte von Neuriten des Spiralganglions in einem durch Myelin
induzierten inhibitorischen Umfeld durchgefuhrt werden. Durch die fur dieses

Modell der Organkultur adaptierte Sholl-Analyse konnte eine verlassliche und

82



DISKUSSION

reproduzierbare Methode zur Auswertung des Langenwachstums der
Spiralganglionneuriten etabliert werden.

Auf der Suche nach neurotrophindhnlichen Substanzen, die eine konstante und
vielversprechende stimulatorische Wirkung auf das Auswachsen von Neuriten
zeigen und deren pharamkokinetischen Eigenschaften stabiler als die von
Neurotrophinen wie beispielsweise BDNF sind, konnte mit dem in der Natur
vorkommenden Flavonderivat 7,8-DHF ein potenter und potenziell fur die
Anwendung in der weiteren biomolekularen Cl-Forschung geeigneter TrkB-
Agonist identifiziert werden. Es bleiben jedoch weiterhin Fragen offen, inwieweit
die Wirkung von 7,8-DHF in vivo bestatigt werden kann und ob dieses
Flavonderivat fur die klinische Anwendung moglicherweise in Betracht gezogen
werden kann.

Des Weiteren konnten in dieser Arbeit die zuvor schon in anderen
Fragestellungen und auf andere Systeme erforschten Effekte von ROCK-
Inhibitoren auf das Neuritenwachstum von SGN bestéatigt werden. Die
Verwendung von Y27632 als wirkungsvolle Unterstitzung fur das durch TrkB-
Agonisten generierte  Aussprossen peripherer Nervenzellfortsatze im
Spiralganglion misste in einem néchsten Schritt im Tiermodell zur Anwendung
kommen und Uuberprift werden. Ein neuer Ansatz in der biologischen
Weiterentwicklung der Cl-Technologie kdnnte eine Strategie sein, die sowohl
die selektive Stimulation der durch TrkB als auch die selektive Unterbrechung
der durch p75"™® hervorgerufenen Effekte beinhaltet. Diese Strategie gilt es
allerdings in weiteren Forschungsarbeiten zu stabilisieren und weiter
voranzutreiben.

Des Weiteren mussen die Ergebnisse dieser Arbeit auf den aktuellen
technischen Stand der Mdoglichkeiten zur Applikation von Neurotrophinen und
neurotrophindahnlichen Substanzen in die Cochlea und zum gerichteten
Wachstum von Neuriten der Spiralganglionneurone im Rahmen von neu

entwickelten Cl-Strategien Ubertragen und ausgeweitet werden.
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5 Zusammenfassung

Jahrlich wird eines von 1000 Kindern gehdrlos oder mit hochgradiger
Schwerhorigkeit geboren. Das Cochlea-Implantat (Cl) stellt eine der wichtigsten
Entwicklungen zur Kommunikation von hochgradig schwerhérigen und
ertaubten Menschen dar. Hierbei wird die Funktion der geschadigten
Haarsinneszellen durch direkte elektrische Stimulation des Hornervs ersetzt.
Das Horergebnis eines Cls hangt zum einen von der Anzahl erhaltener
Neurone des Spiralganglions ab, zum anderen ist eine moglichst definierte
Interaktion zwischen Stimulationselektrode und erhaltenem Nervengewebe von

entscheidender Bedeutung fur das Hoérergebnis von CI-Tragern.

Ein biologischer Ansatz, um diese Interaktion zu verbessern, besteht in der
Verringerung des raumlichen Abstands zwischen Nerv und Elektrode. Dabei
wird das Auswachsen der Neuriten des Spiralganglions in Richtung der
Elektrode stimuliert. Fur die Stimulation des Neuritenwachstums sind
Neurotrophine wie BDNF (brain derived neurotrophic factor) verantwortlich. Sie
vermitteln ihre wachstumssteigernde Wirkung Uber die Bindung an TrkB-
Rezeptoren. Neurotrophine binden jedoch gleichzeitig an den niedrig-affinen
p75""R-Rezeptor, der diesen wachstumssteigernden Effekt in Anwesenheit
eines durch Myelin induzierten inhibitorischen Umfeldes vermindert. Daher ist
die Suche nach Strategien zur Umgehung der durch p75"™" ausgeldsten
Wachstumsretardierung von entscheidender Bedeutung fur eine effektive

Stimulierung des Neuritenwachstums von SGN.

In dieser Arbeit wurde eine Organkultur des Spiralganglions verwendet, das die
Beurteilung verschiedener Substanzen, die in die Regulierung des peripheren
Neuritenwachstums tber TrkB und p75"'" eingreifen erlaubt. Dies wurde
erstmals auch in Anwesenheit eines durch Myelin induzierten inhibitorischen
Umfeldes untersucht. Die in der Literatur beschriebenen, durch BDNF
hervorgerufenen Wirkungen konnten in dem verwendeten Modell bestétigt

werden. Durch gezielte Eingriffe an entscheidenden Stellen in der TrkB-
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Signalkaskade mit Inhibitoren der PI3K (Phosphatidylinositol 3-Kinase), PKA
(Proteinkinase A) und am Rezeptor selbst, konnte der durch BDNF tber TrkB
hervorgerufene Wachstumseffekt inhibiert und damit die Spezifitdt der

Stimulation nachgewiesen werden.

Das Flavonderivat 7,8-Dihydroxyflavon (7,8-DHF) zeigte einen deutlichen
fordernden Effekt auf das Neuritenwachstum von SGN und wirkt als selektiver
TrkB-Agonist. Im Gegensatz zu BDNF vermittelte es auch eine Wirkung im
inhibitorischen Umfeld. Um den durch p75"™" vermittelten inhibitorischen
Einfluss von BDNF zu umgehen, wurde durch selektive Inhibition der p75"™"-
Signalkaskade mit dem ROCK-Inhibitor Y27632 die durch BDNF und 7,8-DHF
ausgelosten Wachstumseffekte auch im inhibitorischen Umfeld noch weiter

gesteigert.

Die gewonnenen Erkenntnisse kénnten in vorhandene und neue Strategien fur
die Weiterentwicklung der CI-Technologie im Bereich eines biomolekularen
Modells eingebracht werden. Ein erster Schritt ware die Umsetzung der hier
erbrachten Erkenntnisse auf ein Tierversuchsmodell. Beispielsweise stellt die
kombinierte Anwendung eines TrkB-Agonisten mit einem ROCK-Inhibitor einen
neuen Ansatzpunkt in der Forschung mit neurotrophen Faktoren und

neurotrophindhnlichen Substanzen in Neuronen des Spiralganglions dar.

Zusammenfassend konnten die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse einen

wichtigen Baustein fir die weitere angewandte Cl-Forschung darstellen.
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6 Abstract

Every year one out of 1000 children is born deaf or with severe hearing loss.
The development of cochlear-implant-technology marks a milestone for the
communication of deaf or profoundly hearing impaired people. A cochlear
implant works by direct stimulation of the auditory nerve fibers by omitting the
damaged hair cells. On the one hand the outcome of a cochlear implant is
dependent on the number of neurons that are available for stimulation and on
the other hand of a preferably defined interaction between neurons and the

stimulating electrode.

A biological strategy to improve the interaction between neurons and electrode
consists of reducing the spatial distance between neurons and stimulating
electrode by specific stimulation of the peripheral auditory nerve fibers so that
the neurites grow towards and onto the electrode. Stimulation of neurite
outgrowth can be achieved by neurotrophic factos as BDNF (brain derived
neurotrophic factor). Neurotrophins mediate their stimulatory effects by binding
to trk-recepors, in this case to TrkB-receptors. However, as a paradox, BDNF is
also binding to the low-affinity receptor p75""" and limits its stimulating effects
in the presence of a myelin-induced inhibitory environment. Therefore there is a
need to search for strategies to circumvent the p75""~-mediated inhibitory
effects to achieve constant and effective neurite outgrowth.

An organotypic model of postnatal (P4-6) mouse spiral ganglion was
established to evaluate the various effects of different substances referring to
the regulation of neurite outgrowth via TrkB and p75"'%, even in the presence of
a myelin induced inhibitory environment. This study could confirm the well
known effects of BDNF already published. Selective inhibition of neurite
outgrowth through TrkB could be achieved by inhibitors of PI3K
(phosphatydilinositol 3-kinase), PKA (protein kinase A) and by inhibiting the
tyrosine phosphorylation of TrkB.
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The naturally occurring TrkB-ligand 7,8-dihydroxyflavone (7,8-DHF) is a
derivative of flavones and reveals distinct effects on neurite outgrowth. In
contrast to BDNF, 7,8-DHF reveals to be a potent stimulator of neurite
outgrowth in a myelin-induced inhibitory environment. An alternative way to
overcome the negative influence of p75"'" on neurite outgrowth is a selective
intervention in the inhibitory p75"'R-pathway with ROCK-inhibitors like Y27632.
Selective inhibition of p75"} improves the effects of BDNF an 7,8-DHF on

neurite outgrowth in an inhibitory environment.

The findings of this study could be transferred into existing and novel strategies
of tissue engineering in further development of Cl-technologies. The next step
includes a transfer of these findings into an animal model. A possible strategy in
the field of neurite outgrowth research in the inner ear could be a combined
application of a selective TrkB-agonist and a ROCK-inhibitor to attain optimal

neurite growth effects.

In summary the findings of the study reveal to be an important step in the field
of applied Cl-research.
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8 Anhang

8.1 Verzeichnis der Materialien

Software

CoreIDRAW® Graphics Suite X4 Version 14.0.0.701 (Corel Corporation™, Ottawa, Ontario,
Kanada)

EndNote® X5 Bld 5478 (Thomson Reuters, New York, USA)

ImageJ 1.42g (Wayne Rasband, National Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA,
http://www.rsb.info.nih.gov/ij, JAVA 1.6.0_10 (32-bit))

JMP® 9.0.0 64-bit Version (2010 SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA)

Microsoft Office Excel™ 2007 (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA)

Microsoft Office PowerPoint™ 2007 (Microsoft Corporation , Redmond, Washington, USA
Picasa™ 3.9.0 Build 135.93 (Google Inc., Mountain View, California, USA)

SigmaPlot® 2002 for Windows Version 8.0 (Systat Software Inc., Chicago, Illinois, USA)

Zeiss — AxioVision Rel. 4.8 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Géttingen, Deutschland)

Herstellung von Lésungen/Materialien

Messpipette — eppendorf Research 10 (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Messpipette — eppendorf Research 100 (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Messpipette — eppendorf Research 200 (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Messpipette — eppendorf Research 1000 (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
Pipettenspitzen — ratiolab® Multirack 0,5 — 20ul (Ratiolab, Dreieich, Deutschland)
Pipettenspitzen — ratiolab® Multirack 1 — 200ul (Ratiolab, Dreieich, Deutschland)
Pipettenspitzen — ratiolab® Multirack 100 — 1000ul (Ratiolab, Dreieich, Deutschland)
Feinwaage — Sartorius Basic (Sartorius-Mechatronik, Goéttingen, Deutschland)

Wage-Spatel

Makro — Pipettierhilfe (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

Glasflaschen mit Schraubverschluss 100ml, 500ml, 1000ml (Schott AG, Mainz, Deutschland)
Becherglaser 25ml (Schott-AG, Mainz, Deutschland)

Tisch-Vortex - Scientific Industries Vortex-Genie 2 (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
Tisch-Zentrifuge - Heraeus Biofuge pico (Heraeus Medical Components, Hanau, Deutschland)

Greiner Bio-One Cellstar PP-Test tubes, 5ml (Greiner Bio-One GmbH, Solingen, Deutschland)
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BD Falcons BlueMax, 50ml (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland)
BD Falcons BlueMax, 15ml (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland)

Praparation/Materialien

Einmal-Handschuhe Ansell Hygrip Micro-touch Latex Powder-Free M, L (Ansell, Miinchen,
Deutschland)

grof3e Schere (FST — ToughCut Straight 17.5cm)

kleine Schere (FST — Wagner Scissors Straight 12cm)

Spring Scissors (FST — Straight 8cm / tip diameter 0.05mm)

Pinzette (FST — Dumont #3 Standard tip / 0.17mm x 0.10mm / 12cm)

Pinzette (FST — Dumont #55 Inox / 0.05mm x 0.02mm / 11cm)

Pinzette (FST — Dumont #5 Inox / 0.05mm x 0.02mm / 11cm)

Pinzette (FST — Graefe forceps, narrow pattern with serrated tips Curved / 16cm)

Mikroschere (FST — No. 15000-00)

Greiner Bio-One Cellstar Gewebekulturschale 94/16mm (Greiner Bio-One GmbH, Solingen,
Deutschland)

Greiner Bio-One Cellstar Gewebekulturschale 60/16mm (Greiner Bio-One GmbH, Solingen,
Deutschland)

Spritzenkantlen, 0,4mm x 19mm (BD Microlance, BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland)

Praparation/Losungen

Neurobasal® Medium (Gibco®/Invitrogen™, Karlsruhe, Deutschland)

L-Glutamin (Invitrogen™, Karlsruhe, Deutschland)

B27 Supplement (Invitrogen™, Karlsruhe, Deutschland)

Penicillin (Sigma Aldrich®, St. Louis, USA)

Hepes Hanks-Ldsung (hanks buffered salt solution, Universitatsapotheke Tubingen)
Ethanol S 99% EU VG (SAV Liquid Production GmbH)

Tiere

NMRI-M&use im Alter von 4-6 Tagen (P4-6) — (Charles River WIGA GmbH, Sulzfeld,
Deutschland)
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Mikroskope und Zubehor

Leica MZ6 (Leica, Heerbrugg, Schweiz)
Zeiss Stemi 2000-C (Carl Zeiss®, Géttingen, Deutschland)
Zeiss Axioplan 2 (Carl Zeiss®, Gottingen, Deutschland)

Immunfluoreszenzmarkierung/Materialien

licht-undurchlassige Inkubationskammer

Messpipetten — eppendorf Research 10 - 1000 (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
Pipettenspitzen — ratiolab® Multirack 0,5 — 1000ul (Ratiolab, Dreieich, Deutschland)
Feinwaage — Sartorius Basic (Sartorius-Mechatronik, Gottingen, Deutschland)

Wage-Spatel

Macro — Pipettierhilfe (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

Glasflaschen mit Schraubverschluss 100ml, 500ml, 1000ml (Schott AG, Mainz, Deutschland)
Tisch-Vortex - Scientific Industries Vortex-Genie 2 (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
Tisch-Zentrifuge - Heraeus Biofuge pico (Heraeus Medical Components, Hanau, Deutschland)
Eppendorf Safe-Lock Reaktionsgefale 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg, Deutschand)

Eppendorf Safe-Lock ReaktionsgefalRe 2,0 ml (Eppendorf, Hamburg, Deutschand)

Deckglaser - 24x60mm / Glasdicke 0,13-0,17mm (R. Langenbrinck, Teningen, Deutschland)
BSA (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)

Triton (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

Zellstoff

Aluminiumfolie

Immunfluoreszenzmarkierungen/Antikérper

NF-200 (Sigma Aldrich®, St. Louis, USA)

GFAP (Sigma Aldrich®, St. Louis, USA)

DAPI (Sigma Aldrich®, St. Louis, USA)

AlexaFluor 488 (Molecular Probes®, Eugene, USA)
AlexaFluor 546 (Molecular Probes®, Eugene, USA)

Immunfluoreszenzmarkierungen/Lésungen
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Fluor-Save™ Reagent Calbiochem.-Novabiochem. Corp.(Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland)

Triton® X-100 (Merck KgaA, ,Darmstadt, Deutschland)

PBS (Phosphat buffered saline PBS tablets, Gibco®/Invittogen™ GmbH, Karlsruhe,
Deutschland)

BSA (Sigma Aldrich®, St. Louis, USA)

Roti®-Histofix 4% Formaldehydlésung (Carl Roth GmbH + CO. KG, Karlsruhe, Deutschland)
Aqua bidest. - Millipore-Filteranlage/Abgabe bei 18,2 MQ / 25°C (Millipore GmbH,
Schwalbach/Ts., Deutschland

Sonstiges

Kuhlschrank Liebherr Premium (Liebherr®, Biberach an der Ril3)

Autoklav Tuttnauer 3870 ELV Systec (Systec GmbH, Wetternberg, Deutschland)
CO, HERAcell® (Heraeus®, Hanau, Deutschland)

Sterilbank HERAsafe® (Heraeus®, Hanau, Deutschland)

Autoklavierband Comply™ Steam Indicator Tape (3M™, St. Paul, Minnesota, USA)
Lichtquelle Zeiss KL 1500 LCD (Carl Zeiss®, Goéttingen, Deutschland)

Lichtquelle Leica KL 1500 LCD (Leica, Heerbrugg, Schweiz)

Eismaschine Scotsman® AF 100 (Scotsman ICE Systems, Mailand, Italien)
Warme und Magnetrihrplatte RH basic IKAMAG® (IKA®-Werke GmbH & CO.KG, Staufen,
Deutschland)

Trockenschrank wtc binder (Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland)

Kulturkammern — BD BioCoat™ (BD Biosciences®, Heidelberg, Deutschland)

Verwendete Substanzen

rhBDNF (R&D Systems®, Minneapolis, Minnesota, USA)

7,8-DHF (TCI Chemicals, Tokyo, Japan)

K252a (Sigma Aldrich®, St. Louis, USA)

InSolution™ Y27632 Calbiochem® (Merck KgaA, ,Darmstadt, Deutschland)
InSolution™ LY294002 Calbiochem® (Merck KgaA, ,Darmstadt, Deutschland)
InSolution™ KT5720 Calbiochem® (Merck KgaA, ,Darmstadt, Deutschland)
InSolution™ H-89 Calbiochem® (Merck KgaA, ,Darmstadt, Deutschland)
InSolution™ Wortmannin Calbiochem® (Merck KgaA, ,Darmstadt, Deutschland)
rrMAG/Fc Chimera (R&D Systems®, Minneapolis, Minnesota, USA)
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8.2 Verzeichnis der verwendeten Protokolle

Standardprotokoll fur die Farbung von Spiralganglionpraparaten der Maus (P4-6)

Inkubationslésung Inkubationszeit Wiederholungen Verdinnung
4% PFA 20 min

Permeabilisierungspuffer (PB) 5 min

Blockierungspuffer (BB) 60 min

NF-ZQO anti mouse in 0319
Reaktionspuffer (RB) tiber Nacht ’
GFAP anti rabbit in RB 0,319
Permeabilisierungspuffer 15 min 3x

goat anti-mouse Alexa 488 in RB 60 min 0,597
goat anti-rabbit Alexa 546 in RB 0,597
Permeabilisierungspuffer 15 min 3X

DAPI in PB 20 min 0,111
Permbeabilisierungspuffer 5 min

Eindecken mit Eindeckmedium fur Fluoreszenzpraparate: Fluor Save™

Lagerung in Dunkelheit bei +4°C

Herstellung des Kulturmediums

Menge Einheit Substanz

9,43 mi Neurobasal

0,2 ml B-27 Supplement
0,25 ml L-GIn

0,1 mi Hepes

0,602 mg Penicillin

Herstellung von 70%igem Ethanol

Menge Einheit Substanz
700 ml Ethanol 99%
300 ml Aqua bidest.
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Herstellung des Blockierungspuffers (BB) 1% BSA

Menge Einheit Substanz
10 mi PB
10 mg BSA

Herstellung des Reaktionspuffers (RB)

Menge Einheit Substanz
5 mi PB
5 mi BB

Herstellung des Permeabilisierungspuffers (PB)

Menge Einheit Substanz
500 mi Aqua bidest
1 Tablette PBS

0,2 ml Triton X-100
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