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  Einleitung 

1 Einleitung 
 
Das Nervensystem ist für die Wahrnehmung, Verarbeitung und Weiterleitung von Signalen 

zuständig. Es ermöglicht eine schnelle und integrative Kommunikation zwischen einzelnen 

Organen des Körpers. Es wird in das zentrale Nervensystem (ZNS), Gehirn und Rückenmark, 

und in das periphere Nervensystem (PNS), periphere Nerven und Ganglien (Nervenknoten) 

unterteilt. Das enterische Nervensystem (ENS), die Nervenplexus des Intestinaltraktes, bildet 

einen autonomen Teil des PNS. Auf zellulärer Ebene besteht das Nervensystem von 

Vertebraten aus zwei Komponenten, den Neuronen und den Gliazellen. Neurone bestehen aus 

einem Zellsoma (Perikaryon), das den Nukleus enthält, und aus einem oder mehreren 

Fortsätzen. Die Fortsätze werden in Dendriten, die dem Erregungsempfang dienen, und in 

Axone unterteilt, die der Erregungsweiterleitung dienen. Oligodendrozyten, Astrozyten und 

Mikrogliazellen sind die Gliazellen des zentralen, Schwannzellen die des peripheren 

Nervensystems. Bei Neuronen, deren axonaler Durchmesser über einem µm liegt, wickeln im 

PNS die Schwannzellen viele konzentrische Zellmembranschichten um einen Axonabschnitt 

die so genannte Myelin- oder Markscheide. Sie wirkt als Isolator für Ionenströme, wodurch 

die Entstehung von Aktionspotentialen auf nicht myelinisierte Axonabschnitte (Nodien oder 

Ranviersche Schnürringe) beschränkt wird und eine schnelle, saltatorische Erregungsleitung 

im Axon ermöglicht wird. 

 

Schwannzellen entstehen aus pluripotenten Stammzellen der Neuralleiste (neural crest stem 

cells), die sich aus dem Ektoderm entwickelt. Der Endothelin-B-Rezeptor (ETB-Rezeptor) ist 

ein wichtiger Faktor für die Entwicklung der Neuralleistenzellen. Bei Ratten führt ein Defekt 

des ETB-Rezeptorgens zu einem Entwicklungsdefekt von Neuralleistenzellen und zu 

kongenitaler Aganglionose des kaudalen Darmabschnitts. Diese natürlich mutanten Tiere 

dienen als Modellsystem für den menschlichen Morbus Hirschsprung.  

Da der ETB-Rezeptor auch die embryonale Entwicklung von Schwannzellen beeinflusst, soll 

in der vorliegenden Arbeit anhand des Rattenmodells der mögliche Einfluss des ETB-

Rezeptors auf die frühe, postnatale Myelinisierung des PNS untersucht werden. 
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1.1 Endotheline 

1.1.1 Endotheline und ihre Rezeptoren 

Endotheline (ET-1, ET-2, ET-3) sind Peptide aus jeweils 21 Aminosäuren, einem 

hydrophoben C-Terminus und zwei Disulfidbrücken im N-terminalen Ende (Abbildung 1). 

Sie sind in den verschiedensten Zellen und Organsystemen weit verbreitet und vermitteln sehr 

unterschiedliche, physiologische Effekte. ET-2 und ET-3 werden in Nieren, Nebennieren und 

Darmtrakt gebildet. ET-3 findet sich in hoher Konzentration im Gehirn und scheint spezifisch 

für neuronales Gewebe zu sein, während ET-1 die einzige Isoform in menschlichen 

Endothelzellen ist. Weiterhin wird ET-1 vor allem in Gefäßmuskelzellen, aber auch in nicht 

vaskulärem Gewebe wie Gehirn, Nieren und Lunge synthetisiert. Peptide ähnlicher Struktur, 

die Sarafotoxine, finden sich im Schlangengift von Atractaspis engaddensis (Takasaki et al. 

1988). 

 

 

 

 

Abbildung 1: Struktur der Endotheline und des Sarafotoxin-S6b 

Schwarz markierte Aminosäuren zeigen Unterschiede in der Aminosäuresequenz zum Endothelin-1 (Modifiziert nach Nayler 

1990, S. 97). 

 

ET-1 ist der potenteste heute bekannte Vasokonstriktor. Er wird in Endothelzellen gebildet 

und wirkt sich auf die umliegenden Gefäßmuskelzellen stark kontrahierend aus (Vanhoute 

und Houston 1985). Erst 1988 konnte dieses Peptid aus den Überständen von kultivierten 

Gefäßendothelzellen der Schweineaorta isoliert und schließlich sequenziert werden 

(Yanagisawa et al. 1988). Durch Endopeptidasen entsteht aus dem Prä-pro-ET-1 mit 212 

Aminosäuren das Big-ET mit 39 Aminosäuren (Abbildung 2, S. 3). Big-ET-1 wird durch eine 
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membrangebundene Zink-Metallopeptidase, das Endothelin-Conversions-Enzym-1 (ECE-1), 

erst kurz vor seiner Sekretion in das aktive ET-1 umgewandelt (Harrison et al. 1995). 

 

 

 

Abbildung 2: Enzymatische Prozessierung von Endothelin-1 

Endothelin-1 ist etwa 100-fach stärker wirksam als Big-ET-1. Nur ein kleiner Teil des in der Endothelzelle gebildeten 

Endothelin-1 wird in das Gefäßlumen sezerniert, der größte Teil gelangt zu den Gefäßmuskelzellen und wird dort an 

Endothelin-Rezeptoren gebunden (Modifiziert nach Vane und Botting 1994, S. 514 ). 

 
Zelluläre Effekte der Endotheline werden durch spezifische G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 

(GPCR’s; Abbildung 3, S. 4) vermittelt. Es wurden zwei Isoformen des humanen 

Endothelinrezeptors A (ETA-Rezeptor) und B (ETB-Rezeptor) kloniert, die auf den 

Chromosomen 4 und 13 lokalisiert sind (Arai et al. 1990; Sakurai et al. 1990; Hosoda et al. 

1992). Ein weiterer Rezeptorsubtyp, der ETC-Rezeptor, wurde bisher nur im Krallenfrosch 

Xenopus laevis nachgewiesen (Karne et al. 1993). Für den ETB-Rezeptor konnten zwei 

mRNA-Spleißvarianten identifiziert werden, die für veränderte zytoplasmatische Domänen 

kodieren. Diese zeigen trotz unveränderter Bindungseigenschaften keine Aktivierung der G-

Proteine mehr (Shyamala et al. 1994; Elshourbagy et al. 1996).  
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Abbildung 3: Struktur des humanen ETB-Rezeptors 

Homologe Bereiche zum ETA-Rezeptor sind dunkel hervorgehoben. Die ersten 26 Aminosäuren können von einer 

Signalpeptidase abgespalten werden und dienen möglicherweise als Erkennungssequenz. Das Asparagin 59 kann glykosiliert 

werden. Der lange, prolinreiche N-Terminus sowie der C-Terminus des ETB-Rezeptors weisen eine geringe Homologie zum 

ETA- Rezeptor auf (Modifiziert nach Adachi et al. 1991, S. 1268). 

 

Zwischen den verschiedenen Spezies sind die Isoformen A und B hoch homolog. So ist der 

humane ETA-Rezeptor zu dem ETA-Rezeptor der Ratte zu 93% und zu dem des Rindes zu 

94% identisch (Adachi et al. 1991). Der humane ETB-Rezeptor stimmt mit dem ETB-Rezeptor 

der Ratte zu 88% überein (Sakamoto et al. 1991). Hingegen besteht zwischen dem humanen 

ETA-Rezeptor und ETB-Rezeptor nur eine Sequenzhomologie von 64% (Adachi et al. 1991). 

Die strukturellen Unterschiede zwischen den humanen Endothelin-Rezeptoren sind die 

Ursache für die verschiedenartigen Bindungsprofile und Signalkaskaden. Der ETA-Rezeptor 

ist Isopeptid-selektiv, d.h. er bindet ET-1 und ET-2 mit gleicher, ET-3 jedoch mit 1000-fach 

geringerer Affinität, während der ETB-Rezeptor für alle Endotheline nahezu identische 

Bindungseigenschaften besitzt. 

 

1.1.2 Physiologische und pathophysiologische Bedeutung der Endotheline 

Die Beteiligung des Endothelinsystems an der Blutdruckregulation ist weitestgehend 

unverstanden. Da die Konzentration von ET-1 im Blutkreislauf nur sehr gering ist, wird eher 
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eine lokale Einflussnahme im Sinne einer para- bzw. autokrinen Regulation vermutet. ET-1 

führt an Endothelzellen zur Freisetzung gefäßrelaxierender Faktoren wie Stickstoffmonoxid 

(NO) und Prostacyclin (Prostaglandin I2; PGI2), während es an glatten Gefäßmuskelzellen 

konstriktorisch wirkt. Somit stellt sich die Frage, ob ET-1 ein relaxierender oder 

kontrahierender Faktor ist. Mäuse, die heterozygot für das ET-1-Gen sind (Maemura et al. 

1995) sowie Mäuse mit einer stark verminderten ETB- Rezeptor- Expression weisen einen 

erhöhten Ruheblutdruck auf. Dies ist vermutlich auf die fehlende ETB-Rezeptor-vermittelte 

Freisetzung von Prostacyclin zurückzuführen (Ohuchi et al. 1999). Auch beim Menschen 

wurde der Einfluss des Endothelinsystems auf den Blutdruck gezeigt. Eine intravenöse 

Infusion des ETA-Rezeptor–Antagonisten BQ-123 führt bei normotensiven Probanden zur 

Erhöhung des Blutflusses infolge einer Gefäßrelaxation, während ETB-Rezeptor–

Antagonisten einen anhaltenden Blutdruckanstieg bewirken (Haynes und Webb 1994). Bei 

zahlreichen Krankheitszuständen, wie beispielsweise der chronischen Herzinsuffizienz, der 

pulmonalen Hypertension, dem Schlaganfall, der Gehirnblutung und der Niereninsuffizienz, 

ist eine stark erhöhte ET-1-Plasmakonzentration nachweisbar. Endothelinrezeptor-

Antagonisten zeigen oftmals eine deutliche Inhibition dieser fortschreitenden pathologischen 

Prozesse und damit eine Verbesserung des Krankheitszustandes. ET-1 zeigt bei einigen Zellen 

stark mitogene Eigenschaften und induziert die Expression einiger Protoonkogene, wie 

beispielsweise c-fos, c-jun und c-myc (Battistini et al. 1993). Hier könnte ein Zusammenhang 

mit der Entwicklung von zellulärer Hypertrophie/Hyperplasie gesehen werden. Diese Effekte 

können in pathologischen Vorgängen, wie z.B. der Hypertonie oder der Herzinsuffizienz, 

allmählich zu einer Veränderung der kardiovaskulären Strukturen führen. Ebenso ist ET-1 

durch proliferative Effekte auf Astrozyten an Wundheilungsstörungen im Gehirn beteiligt. 

ET-3-defiziente bzw. ETB-Rezeptor –defiziente Mäuse und Ratten zeigen den Phänotyp von 

Morbus Hirschsprung infolge fehlender Ausbildung von Ganglien im Darmbereich (Hosoda 

et al. 1994; Baynash et al. 1994). 

 

1.1.3 Signalkaskaden der Endothelinrezeptoren 

Nach der Bindung des Liganden an den Rezeptor werden infolge von 

Konformationsänderungen heterotrimere G-Proteine aktiviert. Zumeist können GPCR’s 

unterschiedliche Signalwege aktivieren. Dies wird durch Bindung verschiedener G-Proteine 

an einen Rezeptor bzw. über Wechselwirkungen ihrer hydrolysierten βγ-Untereinheiten 

vermittelt (Milligan 1999). So konnte in zahlreichen heterologen Expressionssystemen auch 

für ligandenaktivierte Endothelinrezeptoren ein ausgeprägtes, vernetztes Effektorsystem 
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gezeigt werden. Der ETA-Rezeptor stimuliert über ein Gαs-Protein die Adenylatzyklase (AC), 

was zur Erhöhung der Konzentration des sekundären Botenstoffs cAMP führt (Takuwa et al. 

1990), während der ETB-Rezeptor über Pertussistoxin (PTX)-sensitive Gαq-Proteine eine 

Aktivierung der Phospholipase Cβ (PLC-β) bewirkt (Sokolovsky 1995). Aktivierte PLC-β 

spaltet Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP2) zu 1,4,5-Inositoltriphosphat (IP3) und 1,2 

Diacylglycerol (DAG). IP3 setzt aus intrazellulären Speichern Ca2+ frei und erhöht so die 

zytoplasmatische Ca2+-Konzentration. Membranständiges DAG aktiviert zusammen mit Ca2+ 

die Proteinkinase C (PKC) (Nishizuka 1992), was u.a. zu einer Serin/Threonin-

Proteinphosphorylierung einer großen Anzahl unterschiedlicher Substrate führt. Beide 

Endothelinrezeptoren können über Gαq die Phospholipase A2 (PLA2) aktivieren und somit 

Arachidonsäure aus der Zellmembran freisetzen, aus welcher Zelltyp-abhängig Prostaglandine 

gebildet werden (Schramek et al. 1994; Sokolovsky 1995). Weiterhin vermitteln Endotheline 

über komplexe Wege die Aktivierung von mitogenaktivierten Proteinkinasen (MAPK) und 

beeinflussen damit die Proliferation und Differenzierung in verschiedenen Geweben. 

Aktivierte Endothelinrezeptoren können in einem „Cross-talk“ mit Rezeptor-Tyrosinkinasen, 

wie für den EGF-Rezeptor gezeigt, die kleine Ras GTPase aktivieren (Daub et al. 1996). Ein 

anderer Weg wird von der βγ-Untereinheit des Gαi- Proteins oder der α- Untereinheit von 

Gαq aktiviert (Hawes et al. 1995; Abbildung 4, S. 7).  
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Abbildung 4: Effektorsysteme der humanen Endothelin-Rezeptoren 

PLA2: Phospholipase A2; PLC-ß: Phospholipase Cß; PLD: Phospholipase D; IP3: 1,4,5-Inositoltriphosphat; DAG: 

Diacylglycerol; eNOS: endotheliale NO-Synthase; NO: Stickoxid; PGI2: Prostacyclin; MAP-Kinase: Mitogen-Aktivierte 

Protein-Kinase. 

 
1.1.4 ETB-Rezeptor-defiziente Ratten 

Defekte im ETB-Rezeptor/ET-3-Signalsystem und der gesamte Verlust dieses Signalweges 

führen, wie bereits oben erwähnt, zu Entwicklungsdefekten in den enterischen Ganglien 

(Baynash et al. 1994; Hosoda et al. 1994). Mutationen im ETB-Rezeptorgen und im ET-3-

Gen wurden im Zebrafisch und Säugetieren (Ratte, Pferd, Maus und Mensch) entdeckt. Die 

kongenitale Aganglionose in Ratten, die mit einem weißen Fell einhergeht, weist einen 

Mangel an enterischen Ganglien und Melanozyten auf (McCabe et al. 1990; Gariepy et al. 

1996; Abbildung 5, S. 9). Diese Ratten, die auch als “spotting lethal“ (sl/sl) bezeichnet 

werden, haben eine Deletion von 301 Basenpaaren im ETB-Rezeptorgen. Diese rezessive 

Mutation führt zu einer aberranten Spleißvariante des ETB-Rezeptorproteins (Ceccherini et al. 

1995; Gariepy et al. 1996; Kunieda et al. 1996). Eine andere Mutationsvariante ist die “lethal 

white foal”-Mutation, die zu einem Austausch von einem Isoleuzinrest durch einen Lysinrest 
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in der ersten Transmembrandomäne des ETB-Rezeptorproteins führt (Metallinos et al. 1998; 

Yang et al. 1998). 

In der Maus kodieren die “lethal spotting“ und “piebald lethal“ Loki ebenfalls das ET-3 und 

den ETB-Rezeptor. Einige dieser Mutationen wurden als natürlich vorkommende Tiermodelle 

identifiziert, andere wurden durch genetische Manipulation generiert (siehe 

http://www.informatics.jax.org). All diese Genotypen haben einen sehr ähnlichen Phänotyp, 

der sich durch Melanozytenmangel in der Haut und einer Aganglionose im Dickdarm 

auszeichnet. Mildere Mutationen sind ebenfalls bekannt, wie z.B. in der piebald Maus, wobei 

lediglich ca. 20% der Haut weiß ist und sich nur ein milder Ganglienzellendefekt im Darm 

zeigt. 
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Abbildung 5: Äußerlicher Phänotyp und Morphologie des Darms bei sl/sl-Ratten und Wildtypratten 

A) Von links erstes und drittes Tier sind homozygot für die sl Mutation (sl/sl) mit fast komplett weißem Fell. Von links das 

zweite und vierte Tier sind Wildtyptiere mit normal geflecktem Fell. B) Freiliegender Darm, bestehend aus Dünndarm, 

Dickdarm und dem Blinddarm. Der linke Dickdarm ist aufgeweitet und stenotisch vor der Aufweitung, Bild eines toxischen 

Megacolons bei einer sl/sl-Ratte. Der rechte Darm eines Wildtyptiers ist regelhaft. 

 

 

1.2 Das Periphere Nervensystem 

1.2.1  Die Neuralleiste 

Das Ektoderm unterteilt sich zunächst in zwei Regionen. Der mediale Teil entwickelt sich 

während der Gastrulation zur Neuralplatte, die sich während der Neurulation einrollt und sich 

zum Neuralrohr entwickelt, dem Vorläufer des zentralen Nervensystems (Couly und Le 

Douarin, 1987). Der distale Teil des Ektoderms entwickelt sich zum Oberflächenektoderm, 

das nach dem Einrollen und Abschnüren des Neuralrohrs den gesamten Embryo als Epidermis 

umgibt. Vor der Neurulation bringt der Übergangsbereich zwischen dem späteren neuralen 

und epidermalen Ektoderm die Neuralleistenzellen hervor. Die Neuralleiste entsteht dann 

entlang der Körperachse in rostro-kaudaler Ausrichtung. Die Neuralleistenzellen lösen sich 

nach dem Schließen des Neuralrohrs aus dem Epithel des dorsalen Ektoderms und wandern 

durch den Embryo (LaBonne und Bronner-Faser, 1999). Aus diesen Zellen entsteht unter 

anderem das periphere Nervensystem, die Melanozyten sowie kraniofasziale Knochen- und 

Knorpelzellen (Ayer-Le Lievre und Le Douarin 1982).  

 

1.2.2  Entwicklung und Differenzierung der Schwannzellen 

Schwannzellen stammen von pluripotenten Vorläuferzellen der Neuralleiste ab. Aus diesen 

Zellen entwickeln sich nicht nur Neurone und Gliazellen des PNS, sondern auch 

Pigmentzellen der Haut und Bindegewebszellen (Le Douarin und Dupin 2003). Die 

Entwicklung einer Neuralleistenvorläuferzelle zu einer Schwannzelle ist ein komplexer 

Prozess, der über mehrere Stufen verläuft. Einzelne Entwicklungsstufen sind durch 

Expression spezifischer Proteine gekennzeichnet (Abbildung 6, S. 10). Der 

Transkriptionsfaktor Sox-10 ist für den Entwicklungsschritt von Neuralleistenvorläuferzellen 

zu Schwannzellvorläuferzellen notwendig. Dies wurde auch mit Hilfe von Sox-10-defizienten 

Mäusen gezeigt, denen diese frühen Gliazellen fehlen (Britsch et al. 2001). 

Schwannzellvorläuferzellen sind während der embryonalen Entwicklung ab dem 

Embryonaltag 14/15 (E14/15) in peripheren Nerven zu erkennen. Die Expression von GAP-

43 („Growth associated protein 43“ = Wachstum-assoziiertes-Protein 43) und geringe 
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mRNA-Mengen von P0 (Myelin Protein Null), PMP22 (peripheres Myelin Protein von 

22kDa) und Oct-6 (Octamer-bindender Transkriptionsfaktor 6) unterscheidet sie von den 

Neuralleistenvorläuferzellen (Lobsiger et al. 2002).  

 

 
 

Abbildung 6: Die Schwannzell-Entwicklungslinie 

Schematische Darstellung der wichtigsten Stadien, während der Entwicklung von einer Neuralleistenvorläuferzelle zu einer 

Schwannzelle. Gestrichelte Linien zeigen die Reversibilität des letzten postnatalen Entwicklungsschrittes, in welchem 

myelinisierende und nicht-myelinisierende Schwannzellen gebildet werden. Die embryonale Entwicklungsphase von 

Schwannzellen beinhaltet drei Übergangsformen von Zellpopulationen: Neuralleistenvorläuferzellen, Schwannzell-

vorläuferzellen und unreife Schwannzellen. Alle Entwicklungsstadien können durch spezifische Markerproteine identifiziert 

und voneinander unterschieden werden (Modifiziert nach Jessen und Mirsky 2005, S. 673). 

 

Das Überleben von Schwannzellvorläuferzellen ist von axonalen Signalen abhängig (Mirsky 

et al. 2002). Eines dieser axonalen Signale ist Neuregulin-1 (NRG-1; Garratt et al. 2000). 

Neuregulin-1 ist außerdem wichtig bei der Differenzierung von Schwannzellvorläuferzellen in 

unreife Schwannzellen. Diese Entwicklung erfolgt schnell und synchronisiert zwischen E15 

und E17. Die Differenzierung beginnt proximal in den Spinalganglien und endet in den 

Nervenenden (Lobsiger et al. 2002). Unreife Schwannzellen exprimieren S100 (ein Calcium 

bindendes Protein), Sox-10, den Neurotrophin-Rezeptor p75, Krox-20 („early growth 

response 2“ EGR2) und Oct-6 (Bhatheja und Field 2006). Als Markerprotein zur 

Unterscheidung von Schwannzellvorläuferzellen und unreifen Schwannzellen kann S100 
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verwendet werden, da dieser Faktor ausschließlich von unreifen Schwannzellen exprimiert 

wird (Brennan et al. 2000).  

Der zeitliche Verlauf der Differenzierung wird durch mehrere bekannte Faktoren gesteuert. 

Eine Gruppe davon sind Endotheline (ET), die über den ETB-Rezeptor vermittelt werden 

(Abbildung 6, S. 10). Eine Rolle des ETB-Rezeptor/ET-3-Signalsystems bei der 

Schwannzelldifferenzierung wurde in in-vitro-Experimenten durch die Inkubation von 

Schwannzellvorläuferzellen mit ET-1 oder NRG-1 nachgewiesen. Kulturen mit 

rekombinantem NRG-1 enthielten 87%, Kulturen mit Zusatz von rekombinanten ET-1 nur 

16% unreife Schwannzellen (Brennan et al. 2000).  

Inkubation der Schwannzellvorläuferzellen mit beiden Faktoren, ET-1 und NRG-1, ergab im 

Vergleich zu unbehandelten Kulturen hingegen nur 50% S100 positiver unreifer 

Schwannzellen (Brennan et al. 2000). Dieser Effekt auf die Reifung der 

Schwannzellvorläuferzellen zu unreifen Schwannzellen wurde auch in vivo an ETB-Rezeptor-

defizienten „spotting lethal“ (sl/sl) Ratten beobachtet. Die Analyse der Ischiasnerven mutanter 

Ratten bei E16 zeigte mehr S100 positive unreife Schwannzellen als bei wildtypischen 

Kontrolltieren (Brennan et al. 2000). Daher ist zu folgern, dass das ETB-Rezeptor/ET-3-

Signalsystem die Schwannzelldifferenzierung verlangsamt und antagonistisch auf den 

„Reifungseffekt“ von NRG-1 wirkt. 

 

 
1.2.3 Signale, die das Überleben der Schwannzellen beeinflussen 

Das Überleben von Schwannzellvorläuferzellen ist abhängig von parakrinen Signalen der 

Neurone. Zu diesen Signalen zählt unter anderem NRG-1 (Jessen und Mirsky 2005). 

Schwannzellen in Nerven adulter Tiere sind hingegen in der Lage, einige Monate ohne Axone 

zu überleben (Jessen und Mirsky 2002). Dies ist eine notwendige Eigenschaft für die 

Regeneration von Nerven, da Schwannzellen für das Wachstum von Axonen nach 

Verletzungen benötigt werden (Mirsky et al. 2002). Reife Schwannzellen besitzen autokrine 

Mechanismen („survival loops“), durch die sie ihr eigenes Überleben sichern können (Meier 

et al. 1999). Daran beteiligte Faktoren sind unter anderem IGF („insulin like growth factor“ = 

Insulin-ähnlicher Wachstumsfaktor), NT-3 (Neurotrophin-3) und PDGF („platelet-derived 

growth factor“). Ein solcher autokriner Mechanismus konnte in Schwannzellvorläuferzellen 

und unreifen Schwannzellen nicht identifiziert werden (Jessen und Mirsky 2005). Beide Arten 

von reifen Schwannzellen, sowohl myelinisierende wie auch nicht-myelinisierende, können 

nach einer Verletzung zu unreifen Schwannzellen differenzieren. Sobald wieder axonaler 
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Kontakt besteht, differenzieren sie abhängig von axonalen Signalen, zu myelinisierenden oder 

nicht-myelinisierenden Schwannzellen (Bhatheja und Field 2006). 

 

1.2.4 Das Myelin 

Das Myelin (myelos; griech. Mark) ist im Nervensystem höherer Vertebraten die 

physikalische Grundlage schneller saltatorischer Erregungsleitung. Markscheiden 

gewährleisten die elektrische Isolierung von Axonsegmenten und beschränken 

Aktionspotentiale auf die Ranvierschen Schnürringe (Raine, 1984). Die 

Reizleitungsgeschwindigkeit myelinisierter Axone ist daher bis zu 100-mal höher als die 

nackter Fasern gleichen Durchmessers (Lemke und Axel 1985). Gleichzeitig reduzieren 

Myelinscheiden axonale Leckströme und stabilisieren das extrazelluläre Milieu von 

schnellfeuernden Axonen. Myelin kann als lipidreiches, extrazelluläres Organell der Gliazelle 

angesehen werden, welches metabolisch mit dem Gliazellkörper verbunden bleibt. Im 

zentralen Nervensystem wird Myelin von Oligodendrozyten produziert, die der 

Subventrikularzone entstammen. Abkömmlinge der Neuralleiste, die Schwannzellen, 

übernehmen diese Aufgabe im PNS. Eine Schwannzelle myelinisiert nur ein Axonsegment, 

ein Oligodendrozyt hingegen gleichzeitig bis zu 50 Axonsegmente, indem sich Bereiche 

seiner Plasmamembran bis zu 160-mal konzentrisch um ein Axon winden (Pannese et al. 

1994;Abbildung 8, S. 15). Trotz dieser ontogenetischen und morphologischen Unterschiede 

ähneln sich peripheres und zentrales Myelin in ihrer Ultrastruktur, da sie auf einem 

äquivalenten, spiraligen Umwickeln eines Axonabschnittes durch die flächig ausgebreitete 

Gliamembran beruht. Durch die Reduktion von Membranzwischenräumen (Kompaktierung) 

entstehen elektronendichte Bereiche. Hierbei werden kondensierte extrazelluläre Seiten 

gegenüberliegender Membranen als „intraperiod line“ (IPL) bzw. intrazelluläre als „major 

dense line“ (MDL) bezeichnet (Lees et al. 1984; Abbildung 7, S. 13). 

Die Funktion dieser Proteine für die Architektur von kompaktem Myelin ist intensiv mit Hilfe 

von natürlich vorkommenden und künstlich generierten Tiermodellen studiert worden (Nave 

1995).  
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Abbildung 7: Myelin Organisation im zentralen und peripheren Nervensystem 

Schematisch dargestellt sind eine Myelin-bildende Gliazelle, die Ultrastruktur von kompaktem Myelin und wichtige 

Strukturproteine. Die „major dense line” und „intraperiod line“ werden jeweils durch anliegende intrazelluläre und 

extrazelluläre Membranoberflächen gebildet. Die angenommenen topologischen Modelle der wichtigsten Myelinproteine des 

ZNS und PNS umfassen: PLP=Proteolipidprotein; MBP=Myelin basisches Protein; MAG=Myelin-assoziiertes Glykoprotein; 

Cx32=Connexin 32; CNP=2’,3’-zyklische Nukleotid 3’-Phosphodiesterase; ErbB ist eine Rezeptor-Tyrosin-Kinase 

(Adaptiert von Werner et al. 1998, S.772). 

 

 

1.2.5 Die Myelinisierung im peripheren Nervensystem 

Bei der Ratte wandern am Embryonaltag 9-10 (E9-10) die Schwannzellvorläufer vom 

Neuralrohr lateral und ventral in ihre Zielgebiete und entwickeln sich u. a. zu Melanozyten, 

glatten Muskelzellen, PNS-Neuronen und glialen Zelltypen (Anderson 1993; Henion und 

Weston 1997). 

Für die Entwicklung von Schwannzellen ist eine Reihe von verschiedenen Faktoren zur 

Differenzierung in die unterschiedlichen Entwicklungsstufen notwendig. Die Entwicklung des 

Ischiasnerven der Ratte hat sich zur Untersuchung des peripheren Nervensystems als gutes 

Modellsystem herausgestellt (Mirsky und Jessen 1999; Lobsiger et al. 2002). Die ersten 

Axone des N. ischiadicus  projizieren in den Bereich der Hinterbeine zwischen E13 und E14. 

Diese Axone sind mit Vorläuferzellen der Schwannzellen assoziiert, die die Axone in 

Gruppen formieren („radial sorting“). In Zellkultur, getrennt von ihren Axonen, sterben diese 

frühen Schwannzellvorläufer. Daher wurde vermutet, dass Ihr Überleben von axonalen 

Faktoren abhängig ist. Später wurde gezeigt, dass es sich bei diesen Faktoren vor allem um ß-

Neureguline handelt, die an erbB3- oder erbB4-Rezeptoren auf den Schwannzellvorläufern 

binden können (Dong et al. 1995; Shah et al. 1994; Shah et al. 1996). Sie bewirken nicht nur 

das Überleben der Vorläuferzellen, sondern verhindern auch, dass diese in eine neuronale 

Entwicklung eintreten. Mausmutanten, die entweder Neuregulin- oder erbB3-defizient sind, 
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zeigen kaum Schwannzellvorläufer (Riethmacher et al. 1997; Meyer und Birchmeier 1994). 

Interessanterweise wurde auch umgekehrt eine Abhängigkeit der Neurone von glialen 

Faktoren nachgewiesen. Während Neuregulin-defiziente-Mutanten bereits am Tag E11.5 

aufgrund von Herzdefekten starben, überlebten die erbB3-Mutanten bis zur Geburt und 

besaßen Axone, die ihre Zielgebiete innervieren konnten (Garratt et al. 2000). Allerdings 

starben rund 80% aller Spinalganglien und Motoneurone bis zum Tag E18 ab (Henderson et 

al. 1998). Schwannzellen scheinen daher nicht für die Elongation oder das Auswachsen der 

Axone verantwortlich zu sein, aber für das Überleben der Neurone. In diesem Zusammenhang 

wurden Mitglieder der GDNF- Familie (glial-derived neurotrophic factor) diskutiert, die von 

den Schwannzellen exprimiert und sezerniert werden (Kotzbauer et al. 1996; Milbrandt et al. 

1998; Arce et al. 1998). 

Ab dem Tag E16 finden sich im PNS der Ratte zwei Typen von Schwannzellen (Lobsiger et 

al. 2002). Die myelinisierenden Schwannzellen, die mit größeren Axonen assoziiert sind und 

die Myelingene P0 und MBP (myelin basic protein, Basisches Myelin Protein) verstärkt 

exprimieren, sowie die nicht- myelinisierenden Schwannzellen, die mit kleineren Axonen in 

Kontakt treten und nur geringe Mengen an P0 und MBP exprimieren. Die Differenzierung zu 

myelinisierenden Zellen ist reversibel, damit werden zum Beispiel nach Nervenverletzungen 

geeignete Wachstumsbedingungen für wieder auswachsende Neurone geschaffen (Mirsky und 

Jessen 1996). Es kommt zum Abbau des Myelins, zur Einwanderung von Makrophagen und 

zur Schwannzellproliferation (Salzer und Bunge 1980). 

 

Für die Prozesse während der Myelinisierung sind in der Entwicklung wie auch nach einer 

Nervenläsion eine Reihe von Transkriptionsfaktoren von großem Interesse (Küry et al. 2001; 

Mirsky und Jessen 1999). Vor allem für das Zink-Finger Protein Krox-20 und das POU-

Domänen Protein Oct-6 konnte gezeigt werden, dass sie für die Myelinisierung und 

Kompaktierung des Myelins im PNS essentiell sind. Krox-20-defiziente Mausmutanten 

zeigen zwar eine 1:1 Kontaktaufnahme von Schwannzellen mit Axonen, aber keine 

Ausbildung der Myelinscheide. Auch Oct-6-defiziente Mausmutanten bilden kein Myelin 

oder nur zeitlich verzögert. 
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Abbildung 8: Schematische Darstellung von myelinisierten Axonen im PNS und ZNS 

Oligodendrozyten können mehrere Axonabschnitte auch unterschiedlicher Axone myelinisieren, während Schwannzellen 

immer nur ein Segment eines Axons myelinisieren (Modifiziert nach Poliak und Peles 2003, S. 969). 

 

Die Mutationen einiger Myelingene ähneln zum Teil stark den Phänotypen der Oct-6- bzw. 

Krox-20-Mutanten (zur Übersicht der Myelingene siehe Nave 1994; Martini und Schachner 

1997). Das wichtigste Myelinprotein im PNS ist P0 (mehr als 50% aller Myelinproteine). Es 

wird neben anderen Proteinen aufgrund seiner homophilen Interaktionsfähigkeit für die 

Kompaktierung der extrazellulären Seite verantwortlich gemacht (D’Urso et al. 1990). 

Darüber hinaus scheint P0 durch Interaktion mit der Membran und dem Zytoskelett 

Desmosomen zu bilden, wodurch die Kompaktierung des Zytoplasmas ermöglicht wird 

(Doyle et al. 1995). Wie Oct-6-defiziente Mäuse bilden auch Mausmutanten ohne P0-Gen 

einen 1:1-Kontakt zwischen Axonen und Schwannzellen auf, jedoch keine Myelinscheide 

(Martini et al. 1995). Heterozygote P0-Mäuse weisen zunächst morphologisch unauffällige 

Myelinscheiden aus, entwickeln aber im Alter von vier Monaten eine Myelindegeneration mit 

so genannter Zwiebelschalenstruktur und vermehrter Schwannzellproliferation (Martini und 

Schachner 1997). P0 scheint daher an der Aufrechterhaltung der Myelinscheiden beteiligt zu 

sein. 
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Ähnliche gendosisabhängige Effekte konnten im Falle des Peripheren Myelin Proteins 

PMP22 gefunden werden (Suter und Snipes 1995; Sereda et al. 1996; Müller 2000, Young 

und Suter 2003, Meyer zu Hörste et al. 2006, Sereda und Nave 2006). Eine Duplikation des 

Gens führt zu der erblichen humanen Neuropathie Charcot-Marie-Tooth Typ 1A (Timmerman 

et al. 1990; Matsunami et al. 1992; Sereda et al. 1996), während der Verlust einer Kopie von 

PMP22 verursacht hingegen die erbliche Neuropathie mit Neigung zu Druckparesen (HNPP) 

(Chance et al. 1994). PMP22-defiziente Tiere zeigen eine verspätete Myelinisierung, fokale 

Hypomyelinisierung, vermehrt proliferierende Schwannzellen und Demyelinsierung des 

peripheren Nervensystems (Adlkofer et al. 1995). Die richtige Protein-Stöchiometrie und 

quantitative Zusammensetzung der Zellmembran scheint demnach für die Bildung und den 

Erhalt der Markscheiden wichtig zu sein (Anzini et al. 1997; Garbern et al. 1997). 

 

1.2.6 Die Rolle der Endotheline im Nervensystem 

Durch eine Reihe von Expressionsanalysen konnte gezeigt werden, dass die Funktion des 

ETB-Rezeptors eine ausschlaggebende Rolle in der Entwicklung des Nervensystems von 

Säugern spielt.  

Es besteht außerdem eine Assoziation mit der Induktion von ETB-Rezeptor mRNA und der 

Differenzierung von embryonalen Zelllinien zu neuralen Zelllinien (Monge et al. 1995). Zur 

genauen Darstellung der physiologischen Rolle der Endotheline und ihrer Rezeptoren in der 

Entwicklung des Nervensystems wurde die Expression des ETB-Rezeptors in verschiedenen  

Entwicklungsstadien des Nervensystems durch in-situ-Hybridisierungsexperimente 

dargestellt. Dabei konnte gezeigt werden, dass im ZNS der ETB-Rezeptor pränatal in der 

ventrikulären und subventrikulären Zone, sowie in der subependymalen Zone der 

Seitenventrikel stark exprimiert wird (Meei-Ling et al. 1997). Diese Areale enthalten neurale 

Stammzellen, die entscheidend für die Formation des Nervensystems während der 

Embryogenese (Reynolds und Weiss 1996) und der Neuroregeneration im Erwachsenenalter 

sind (Gritti et al. 1996). Diese neuralen Stammzellen spielen eine wichtige Rolle bei Patienten 

mit neurodegenerativen Erkrankungen, wie Morbus Parkinson oder Morbus Alzheimer. Im 

ZNS war die ETB-Rezeptor-mRNA hauptsächlich in den Gliazellen und neuralen 

Stammzellen lokalisiert (Hori et al. 1992). Dies impliziert die Wichtigkeit des ETB-Rezeptors 

für die Differenzierung und Proliferation von glialen Zellen aus neuralen Stammzellen, sowie 

die Initiierung von Gliosen bei Gehirnverletzungen (Hama et al. 1997). 

Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des ETB-Rezeptors verstärkend auf die 

Funktion von EGF bei der Wundheilung wirkt (Tao et al. 1995). Es ist somit möglich, dass 
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der ETB-Rezeptor zusätzlich zu der Funktion der Proliferation und Differenzierung eine Rolle 

bei der Aktivierung von Gliazellen zum Steuern der neuronalen Migration spielt. Ein Beispiel 

dafür im ZNS sind die Bergmann-Gliazellen, die ebenfalls ETB-Rezeptor-mRNA exprimieren. 

Während der zerebellären Entwicklung steuern Bergmann-Gliazellen die Migration der 

Körnerzellen mittels ihrer langen Fortsätze zu ihrer korrekten Lage. Danach retrahieren sie die 

Fortsätze und werden zu Satellitenzellen, um Purkinjezellen zu schützen (Parent et al. 1996). 

Die Neuralleiste ist eine sensible, transiente aber multipotente embryonale Struktur (Etchevers 

et al. 1999). Es wurde bereits mehrfach gezeigt, dass über ein Endothelin-vermitteltes-

Signalsystem die Migration, Entwicklung und Differenzierung von bestimmten 

Neuralleistenzellen wesentlich beeinflusst wird (Nataf et al. 1996; Brand et al. 1998; Wu et al. 

1999). Diverse andere Studien haben die Rolle des ETB-Rezeptors und seines Liganden ET-3 

hinsichtlich der Rolle in der Entwicklung der Melanozyten und enterischen Neurone 

untersucht (Nataf et al. 1996; Brand et al. 1998; Wu et al. 1999). Schwannzellen sind 

ebenfalls Derivate der Neuralleistenzellen, die in einem zeitlich sehr festen Plan entstehen. 

Ihre Entwicklung ist durch axonale Signale reguliert, insbesondere durch die -Neureguline. 

Es konnte in einer in-vitro-Studie von Brennan et al. aus dem Jahre 2000 zum ersten Mal 

gezeigt werden, dass die Endotheline auch eine wichtige Rolle in der Entwicklung der 

Schwannzellen (Brennan et al. 2000) spielen. Die Endotheline agieren in diesem Fall als 

negative Regulatoren von Schwannzellgenerationen.  
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1.3 Zielsetzung der Arbeit 

Das Endothelin/Endothelin-Rezeptor-Signalsystem reguliert eine Reihe von physiologischen 

Prozessen von der Schwannzelldifferenzierung bis zur Regulierung des systolischen 

Blutdrucks. Drei verschiedene Endotheline (ET-1, 2, 3), die über 2 Rezeptoren (A, B) agieren, 

sind bekannt. Es wurde in jüngerer Zeit nachgewiesen, dass der ETB-Rezeptor eine wichtige 

Rolle in der Entwicklung der Neuralleiste spielt. Daraus entwickeln sich Melanozyten, 

Neurone des enterischen Nervensystems, spinale Nervenwurzeln und die myelinbildenden 

Schwannzellen des peripheren Nervensystems. Eine funktionelle Nullmutation im ETB-

Rezeptorgen führt zu einer kongenitalen Aganglionose des Dickdarms, die zum Morbus 

Hirschsprung führt.  

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, anhand eines Tiermodells mit einer funktionellen 

Nullmutation des ETB-Rezeptors dessen Funktion in der postnatalen Entwicklung der 

Myelinisierung des peripheren Nervensystems zu erarbeiten. Es sollte in drei frühen 

Altersstadien P1, P6 und P18 auf immunhistologischer und elektronenmikroskopischer Ebene 

morphologisch untersucht werden, inwieweit der ETB-Rezeptor die Funktion der 

Schwannzellen, also die Myelinisierung peripherer Nerven, beeinflusst und ob ein Mangel 

dieses Rezeptors zu Fehlentwicklungen führen kann.  

Die Möglichkeit, über das ET-Signalsystem die Regulation der Myelinisierung und der 

Schwannzellen zu beeinflussen, würde die biologische Signifikanz dieser Signalkaskade im 

PNS untermauern und möglicherweise neue thematische Optionen hinsichtlich 

demyelinisierender Erkrankungen des peripheren Nervensystems eröffnen.  Ein 

Erkenntnisgewinn über den ETB-Rezeptor und die Entwicklung der Schwannzellen war zu 

erwarten.  
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2 Material und Methoden 
 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien und Bioreagenzien 

Agarose      Bio-Rad, Hercules, CA, USA  

Ammoniumazetat (NH4Azetat)    Merck, Darmstadt 

Azur-II-Farbstoff     Merck, Darmstadt 

Bromphenolblau     International Biotechnology Inc. 

Chloroform      Merck, Darmstadt 

DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindol)   Boehringer Mannheim 

DDSA (2-Duodecenyl-succinicacidanhydrid)  Serva, Heidelberg 

DEPC (Diethylpyrocarbonat)    Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

DMP30 (2,4,6-tris-dimethylaminomethyl-Phenol) Serva, Heidelberg  

DTT       GibcoBRL, Karlruhe 

Eosin Farbstoff                 Merck, Darmstadt 

Essigsäure      Merck, Darmstadt 

Ethanol                  Merck, Darmstadt 

Ethidiumbromid     Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Ficoll (Typ 400)     Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Glutaraldehyd      Merck, Darmstadt 

Glycidether      Serva, Heidelberg 

Haematoxylin      Merck, Darmstadt 

HBSS (Hanks Balanced Salts Solution)   GibcoBRL, Karlsruhe 

Isopropanol      Merck, Darmstadt 

KCl       Merck, Darmstadt 

Ketanest® (Wirkstoff: Ketamin)   Parke-Davis, Berlin 

KH2PO4      Merck, Darmstadt 

Methylenblau      Merck, Darmstadt 

Methyl nadicanhydrid (MNA)    Serva, Heidelberg 

Na2HPO4      Merck, Darmstadt 

Na2HPO4*2 H2O     Merck, Darmstadt 

Na-Cacodylat-Trihydrat    Roth, Karlsruhe 

NaCl       Merck, Darmstadt 

NaH2PO4*H2O                  Merck, Darmstadt 

Osmiumtetroxid     Serva, Heidelberg 

Paraformaldehyd     Serva, Heidelberg 
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Propylenoxid      Serva, Heidelberg 

Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS)                Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Taq-Polymerase Puffer                 Promega, Mannheim 

Tris-HCl Base      Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Xylencyanol      Merck, Darmstadt 

Xylol       Merck, Darmstadt 

 

 

2.1.2 Verbrauchsmaterial 

CO2-Gas      Messer-Griesheim, Krefeld 

Einmalhandschuhe     Hartmann, Heidenheim 

Eppendorfgefäße     Eppendorf, Hamburg 

Falconröhrchen 15ml, 50 ml    Becton & Dickinson,  

Le Pont De Claix, Frankreich 

Falconröhrchen Rundboden 6 ml   Becton & Dickinson,  

Le Pont De Claix, Frankreich 

histologisches Einschlussmittel „Eukitt“  Kindler, Freiburg 

Injektionskanülen 17G, 20G, 23G   Becton & Dickinson, 

Le Pont De Claix, Frankreich 

Objektträger      Menzel-Gläser, Braunschweig 

PCR-Mikrotiterplatten     ABgene, Surrey, UK 

PCR-Tape “Air Pore Sheet”    ABgene, Surrey, UK 

Pipettenspitzen                  Molecular Bioproducts,  

San Diego, CA, USA 

Präparationsbesteck       

 chirurgische Pinzette    Fine Science Tools, Heidelberg 

gerade scharfe/stumpfe Schere                Fine Science Tools, Heidelberg 

gebogene scharf/scharfe Schere               Fine Science Tools, Heidelberg 

Rattenstandarddiät „Ssniff R/M-H V1535“  Ssniff Spezialdiäten, Soest 

S-Monovette 2,6 ml     Sarstedt, Nümbrecht 

Spritzen NormInjekt      Henke Saas Wolf, Tuttlingen 

Transferpipetten     Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

Trockeneis      Messer-Griesheim, Krefeld 

Weichholzgranulateinstreu „Bedding S8/15“  Ssniff Spezialdiäten, Soest 

 

2.1.3 Geräte 

ABI Prism 7700 Sequence Det. System   Applied Biosystems 
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Agarose-Gelkamm     MPI Exp. Med. wiss. Werkstatt  

Agarose-Gelkammer     MPI Exp. Med. wiss. Werkstatt  

Agarosegeldokumentation „ImageMaster VDS“              Amersham Pharmacia Biotech,  

Freiburg 

Diamantmesser „Ultrathin Diamond Knife 45°“  Diatome U.S.,  

Fort Washington, PA, USA 

Drucker Apple LaserWriter 16               Apple Macintosh,  

Drucker Minolta-QMS magicolor 2   Minolta, München 

Feinwaage, digital      Heraeus Instruments,  

Langenselbold 

Fräse für Epon-Präparate    Reichert, Wien, Österreich 

Gefrierschrank –20°C     Liebherr, Ochsenhausen 

Gefrierschrank –80°C     New Brunswick Scientific,  

Nürtingen 

Gewebe-Einbettautomat “Lynx el”   Vision BioSystems Inc,  

Norwell, MA USA 

Gewebeinfiltrationsautomat „Microm HMP 110“ Leica Microsystems, Wetzlar  

Glaswaren      Schott, Mainz 

Magnetrührer RCT basic Ikamag    Omnilab, Bremen 

Mikroskop Leica DM RXA2    Leica Microsystems, Wetzlar 

Paraffin-Ausgießstation „Microm AP 280“  Leica Microsystems, Wetzlar  

PCR-Thermocycler „T3“    Biometra, Göttingen 

PCR-Versiegler „Combi Thermosealer“   Advanced Biotechnologies,  

Surrey, UK 

Peristaltikpumpe     Heraeus Instruments,  

Langenselbold 

Pipetten      Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich 

Quarzküvette      Hellma, Müllheim / Baden 

Reinstwasseranlage „SeralPur Pro 90 CN“  Seral, Ransbach 

Rotationsmikrotom „Leica RM 2155“               Leica Microsystems, Wetzlar 

Schlittenmikrotom „Microm HM 400“               Leica Microsystems, Wetzlar  

Spannungsgeräte Elektrophorese   Amersham Pharmacia Biotech,  

Freiburg 

Spektralphotometer     Amersham Pharmacia Biotech,  

Freiburg 

Stangentesteinrichtung                 MPI Exp. Med. wiss. Werkstatt  

Thermomixer      Eppendorf, Hamburg 

Tierkäfige Ratten     Tecniplast, Buguggiate, Italien 
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Trocknungszentrifuge (Speed Vac)   Eppendorf, Hamburg 

Videomikroskopie-Kamera    Hamamatsu, Herrsching 

Vortexer Probenmischung    Bender & Hobein, München 

Zentrifugen 

„Laboratory Centrifuge 4K15“               Sigma Laborzentrifugen, Osterode am Harz 

 „Heraeus Biofuge 13“                Heraeus Instruments, Langenselbold 

 

 

2.1.4 Lösungen und Puffer 

 
2.1.4.1 Molekularbiologie 

DEPC-H2O 

H2O       1000 ml 

DEPC       1 ml 

über Nacht bei 37°C inkubieren und anschließend autoklavieren 

 

DNA-Probenpuffer 

Bromphenolblau     0,25% 

Xylencyanol      0,25% 

Ficoll (Typ 400)     15%in H2O 

 

Erststrangpuffer (Teil des Superscript II RT-Kits) GibcoBRL, Karlruhe 

Zusammensetzung vom Hersteller nicht angegeben 

 

PBS (10× Stammlösung, 1000ml) 

NaCl       100 g 

KCl       2,5 g 

Na2HPO4*2 H2O     7,2 g 

KH2PO4      2,5 g 

auf 900 ml mit H2O auffüllen; pH 7,2 mit 10 N NaOH einstellen; auf 1000 ml mit H2O auffüllen; 1:10 

verdünnen (1× PBS) und autoklavieren 

 

Puffer AE, AL/E, ATL, AW1, AW2    Qiagen, Hilden 

(Teile des DNeasy 96 Kit)    

Zusammensetzung vom Hersteller nicht angegeben 

 

SDS-DEPC-H2O 
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Sodium-Dodecyl-Sulfat                10 g 

auf 1000 ml mit DEPC-H2O auffüllen 

 

TAE (50×, 1000ml) 

Tris-HCl Base      242 g  

Essigsäure 100%     57,1 ml 

EDTA (0,5 M pH 8)     100 ml  

auf 1000 ml mit H2O auffüllen 

 

TE-Puffer 

Tris-HCl (pH 7,4)     10 mM 

EDTA (0,5 M)                 1 mM 

in H2O; für DEPC-TE DEPC-H2O verwenden  

 

2.1.4.2  Histologie 

Fixativ für die Elektronenmikroskopie (Karnovsky 1965) 

Paraformaldehydlösung (8%)                250 ml  

Glutardialdehyd (25%)                 100 ml 

CaCl2*2H2O      0,33 g 

Na-Cacodylat-Puffer (0,08 M)               150 ml 

 

 

 

 

Fixativ für die Paraffineinbettung 

Paraformaldehyd     40 g (4%) 

auf 500 ml mit H2O auffüllen, auf 60°C erhitzen und tropfenweise 1M NaOH zugeben bis die Lösung 

klar wird; 500 ml 0,2 M Sörensenpuffer zugeben, sterilfiltrieren, pH 7,2 einstellen 

 

Kunstharzmischung Epon (Luft 1961) 

Lösung A 

Glycidether      67,5 g 

DDSA       88,2 g 

eine Stunde mit Magnetrührer rühren 

Lösung B 

Glycidether      82,3 g 

MNA       73,3 g 
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eine Stunde mit Magnetrührer rühren 

Gebrauchslösung Epon 

Mischung A + B     1 : 1 

1,8% DMP30 zugeben 

 

Methylen-Azur-II-Färbelösung (Richardson et al., 1960) 

Methylenblau-Lösung: 1% Methylenblau in 1% wässriger Boraxlösung  

Azur-II-Lösung: 1% Azur II in H2O  

in einem Verhältnis von 1: 1 mischen 

 

Na-Kakodylat-Puffer (0,08 M) pH 7,2 

Na-Kakodylat (8,56 g) auf 500 ml mit H2O auffüllen, pH 7,2 einstellen, steril filtrieren 

 

Paraformaldehydlösung (8%) 

Paraformaldehyd (40 g) auf 500 ml mit H2O auf 60°C erhitzen, 1 M NaOH bis zum Aufklaren 

zusetzen, steril filtrieren, pH 7,2 mit 1 M HCl einstellen 

 

Sörensenpuffer 

Lösung A  

NaH2PO4*H2O                 6,9 g (0,2 M) 

in 250 ml H2O 

Lösung B 

Na2HPO4      28,4 g (0,2 M) 

in 1000 ml H2O 

Lösung A      196 ml 

Lösung B       804 ml  

mischen und pH 7,4 einstellen 

 

DAB-Lösung 

100 mg DAB unter Lichtausschluss in 200 ml Tris-Puffer lösen, dem 200µl 30%iges 

Wasserstoffperoxid zugesetzt wurden.  
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2.1.5 Enzyme und Reaktionskomplettsysteme 

 
2.1.5.1 Enzyme 

Proteinase K (Lyophilisat; auf 10 mg/ml eingestellt) Boehringer Mannheim 

Taq-DNA-Polymerase (5 U/μl)                Boehringer Mannheim 

 

 

2.1.5.2 Reaktionskomplettsysteme 

DNeasy 96 Kit                  Qiagen, Hilden 

PCR-Komplettansatz     Promega, Mannheim 

Terminal desoxynucleotidyl transferase-mediated   

Desoxyuridine triphosphate nick-end-labelling 

[TUNEL] Methode, TUNEL-Kit   Boehringer, Mannheim 

 

 

2.1.6 Nukleinsäuren und Nukleotide 

Desoxyribonukleosid-Triphosphate (dNTPs)            Boehringer Mannheim, Mannheim 

DNA-Größenmarker Lambda/HindIII               Promega, Mannheim  

DNA-Größenmarker PhiX174/HaeIII               Promega, Mannheim 

zufällige Nonamerprimer    F. Benseler, MPI f. Exp. Med. 

 

 

 

2.1.6.1 Primer zur Genotypisierung mutanter Ratten 

sense ENDRB:  5’-AGC CGG TGC GGA CGC GCC TT-3’ 

antisense ENDRB: 3’-CAC GAC TTA GAA AGC TAC AC-3’ 

 

 

2.1.7 Tiere 

Wildtyp-Ratten vom Stamm Wistar.  

 

 

2.1.8 Computersoftware 

Excel 2003      Microsoft Europe, Berlin 

Illustrator 10.0                                                                  Adobe Systems Software, 
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 Saggart, Irland 

Openlab 3.0      Improvision, Heidelberg 

Photoshop 7.0      Adobe Systems Software, 

 Saggart, Irland 

PrimerExpress v1.65     Applied Biosystems   

Foster City, CA, USA 

Scion Image Beta 4.0.2  Scion Corporation U.S., 

Frederick, MD, USA 

Statistica 6.0      StatSoft Europe, Hamburg 

Word 2003      Microsoft Europe, Berlin 
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2.2 Methoden  

2.2.1 Zucht und Analyse von Ratten 

 
2.2.1.1 Tiere 

ETB-Rezeptor-defiziente Ratten; Linie: „spotting lethal“ (sl/sl)  

 

 
2.2.1.2 Tierhaltung  

Die Tierhaltung erfolgte unter standardisierten Bedingungen im Tierhaus des MPI für 

experimentelle Medizin (Göttingen) betreut durch staatlich geprüfte Tierpfleger und 

entsprechend den Empfehlungen der Gesellschaft für Versuchstierkunde (GV-Solas). Die 

Ratten wurden in Gruppen von 2 bis zu 6 Tieren in Makrolonkäfigen Typ III (Typ III H: 

1291H, 425×266×185mm (L×B×H), Grundfläche 800cm2) oder IV (Typ IV: 1354G, 

595×380×200 mm (L×B×H), Grundfläche 1820cm2) je nach Wurfgröße gehalten, die 

zweimal pro Woche gewechselt wurden. Die Haltung erfolgte auf staubfreiem 

Weichholzgranulateinstreu (Bedding S8/15, Ssniff Spezialdiäten GmbH). Die Ratten wurden 

mit einer pelletierten Standarddiät gefüttert (Ssniff R/M-H V1535, Ssniff Spezialdiäten 

GmbH). Futter war zu jeder Zeit ad libitum für die Tiere verfügbar. Zur Wasserversorgung 

wurde Leitungswasser aus Tränkeflaschen ebenfalls ad libitum bereitgestellt. Die 

Raumtemperatur lag für alle Tiere bei 22 ± 1°C, die relative Luftfeuchtigkeit bei 55 ± 10%. 

Die Luftwechselrate lag bei 15-fach pro Stunde. Die Beleuchtung erfolgte mit Kunstlicht von 

4.30 bis 16.30 Uhr MEZ mit einer Lichtintensität von 300 Lux, gemessen in einer Höhe von 

einem Meter über dem Fußboden in der Raummitte.  

 

2.2.1.3  Identifikation der Tiere und Schwanzbiopsien 

Zunächst erfolgte die Genotypisierung der Tiere per Auge. Tiere mit einem komplett weißen 

Fell wurden als homozygot, Tiere mit einem kleinen schwarzen Fleck am Kopf als 

heterozygot und Tiere mit einem schwarz-weißen Fell als Wildtyp eingestuft (Abbildung 5, S. 

9). Diese Methode wurde später durch die Schwanzbiopsie zur Genotypisierung ergänzt. Dies 

erfolgte nach der CO2-Narkose von Ratten zum Finalversuch. Bei den Biopsien wurde ein ca. 

0,5 cm langes Stück der Schwanzspitze mit einer Schere entfernt. Die Schwanzbiopsie wurde 

danach bis zur weiteren Verarbeitung (s.u.) in einem Eppendorfgefäß bei –20°C gelagert. 

Dieses wurde markiert mit der fortlaufenden Nummer des Tieres. In einem Zuchtprotokoll 
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wurden für jeden Wurf die Nachkommenanzahl, das Geburtsdatum, das Geschlecht der 

Einzeltiere, die Identifikationsnummern der Elterntiere und eventuelle Auffälligkeiten notiert.  

 

2.2.1.4  Narkotisierung und Tötung der Tiere 

Für histologische Probengewinnung, die eine Perfusionsfixierung erforderte, erhielten die 

Ratten eine Injektionsnarkose durch intraperitoneale Injektion einer Kombination aus 5 mg/kg 

Körpergewicht Ketanest® (Wirkstoff: Ketamin) und 2 mg/kg Körpergewicht Rompun® 

(Wirkstoff: Xylazin). Für eine Probengewinnung, die keine Perfusion erforderte, wurden die 

Tiere durch Einleiten von CO2 in einen gasundurchlässigen Käfig getötet.  

 

 

2.2.1.5  Präparation von Ischiasnerven, spinalen Nervenwurzeln (DRG’s) und 

Rückenmarksabschnitten 

Um Veränderungen in der Entwicklung des peripheren Nervensystems zu beurteilen, wurde 

nach Tötung den Versuchstieren der Nervus ischiadicus als größter peripherer Nerv 

entnommen. Zur Präparation wurde die Haut der Tiere im Bereich der Hüfte und dorsalen Teil 

der unteren Extremität abpräpariert und die Muskulatur freigelegt. Durch Inzisur der 

Glutealmuskulatur wurde der Nervus ischiadicus freigelegt und proximal nach Austritt aus 

dem Foramen infrapiriforme sowie distal im Bereich der Aufteilung in Nervus tibialis und 

Nervus peronaeus durchtrennt. Die Präparation des Rückenmarks und der spinalen 

Nervenwurzeln erfolgte durch einen länglichen Hautschnitt im Lumbalbereich. Die 

Wirbelsäule wurde von der Muskulatur frei präpariert. Anschließend wurden die Laminae 

vertebralis der lumbalen Wirbelkörper entfernt. Es zeigte sich das Rückenmark mit den 

seitlich anliegenden DRG’s. Zunächst wurden diese beidseits heraus geschnitten, 

anschließend erfolgt durch einen sauberen Schnitt im unteren und oberen Bereich der 

Intumescentia lumbalis die Resektion eines Rückenmarkzylinders in der Länge von etwa 4 

mm. Die Präparation wurde mit einem Präparierbesteck (Fine Science Tools, Heidelberg) 

durchgeführt. Nach Resektion wurden die Präparate auf einer sauberen Unterlage mit einer 

Pinzette von Binde- und Fettgewebe befreit und je nach weiterer Verwendung 

weiterbehandelt. Nerven zur histologischen Analyse wurden nach Ganzkörperfixierung (s.u.) 

weiter in Fixativ nach Karnovsky auf 4°C gelagert.  
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2.2.2 Histologische Methoden 

 
2.2.2.1 Ganzkörperfixation von Ratten durch Perfusion 

Tiere in den entsprechenden Altersstadien und Genotypen wurden perfusionsfixiert. Dazu 

wurde nach tiefer Anästhesie durch intraperitoneale Injektion von Ketamin® / Rompun® das 

Herz der Ratten frei präpariert und eine 23G „Venofix“-Kanüle (B.Braun) in den linken 

Ventrikel eingeführt. Die Vena cava inferior gerade distal des rechten Vorhofs wurde 

eröffnet. Über die Kanüle, verbunden mit einer Peristaltikpumpe (Heraeus SR70, Flussrate 2-

5 ml /min), wurde der Kreislauf des Tieres mit 50ml HBSS (GibcoBRL) perfundiert, gefolgt 

von 50ml Fixativ für Epon- oder Paraffineinbettung (Karnovsky 1965) und dadurch fixiert. 

Nach der Perfusionsfixation erfolgte eine Immersionsfixierung der entnommenen Präparate 

durch Lagerung im Fixativ für weitere 24 Stunden. 

 

 

2.2.2.2  Einbettung der Gewebeproben in Kunstharz 

Die fixierten Ischiasnerven, dorsalen spinalen Nervenwurzeln und Rückenmarksabschnitte 

wurden zur Herstellung von Semidünnschnitten in das Kunstharz Epon eingebettet nach der 

Methode von Luft (1961). Dazu wurden die Proben aus den perfundierten Ratten reseziert 

(s.o.). Ein 0,5 cm langes Stück wurde auf immer gleicher Höhe aus dem Nerven 

herausgeschnitten. Das Rückenmark wurde als ein ca. 0,4 cm langer Zylinder im Bereich der 

Intumescencia lumbalis heraus geschnitten. Die entsprechenden spinalen Nervenwurzeln 

ebenfalls präpariert. Diese Gewebestücke wurden in gleicher Ausrichtung in vorgefertigte 

Körbchen des Einbettautomaten „Lynx el“ gelegt und dann mit Epon infiltriert. Dabei wurden 

die Körbchen bei 4°C nach folgendem Schema in den entsprechenden Lösungen geschwenkt.  

 

Lösung Dauer 
Na-Kakodylatpuffer 2 × 30 Minuten 
1% OsO4 / Osmiumtetroxid 2 Stunden 
Na-Kakodylatpuffer 2 × 15 Minuten 
30% Ethanol 15 Minuten 
50% Ethanol 15 Minuten 
70% Ethanol 15 Minuten 
80% Ethanol 15 Minuten 
90% Ethanol 15 Minuten 
100% Ethanol 2 × 15 Minuten 

  29 



  Material und Methoden 

Isopropanol 15 Minuten 
Propylenoxid 2 × 15 Minuten 
Propylenoxid : Epon 2 : 1 Mischung 2 Stunden 
Propylenoxid : Epon 1 : 1 Mischung 2 Stunden 
Propylenoxid : Epon 1 : 2 Mischung 4 Stunden 
Epon 4 Stunden 

 

Nach der Infiltration wurden die Proben in Epon eingebettet. Dazu wurden sie in 

Ausgießformen mit reinem Epon gegeben, welches durch Erhitzen auf 60°C für 24 Stunden 

polymerisierte, so dass feste Epon-Kunstharzblöcke entstanden. 

  

 

2.2.2.3  Semidünnschnitte von in Kunstharz eingebetteten Gewebeproben 

Die Eponblöcke wurden mit einer Fräse an der Spitze zu Pyramidenform angeschliffen. Von 

diesen Eponblöcken wurden an einem Rotationsmikrotom mit einem Diamantmesser 0,5 m 

dicke Schnitte angefertigt. Diese Semidünnschnitte wurden auf Objektträger transferiert und 

eine Stunde lang getrocknet.  

 

 

2.2.2.4  Methylenblaufärbung von Semidünnschnitten  

Die Semidünnschnitte wurden gefärbt mit der Methylen-Azur-II-Färbung nach Richardson et 

al. (1960). Die Methylenblau-Lösung und Azur-II-Lösung wurden im Verhältnis 1:1 gemischt 

und filtriert. Die fertige Färbelösung wurde auf die Schnitte der Ischiasnerven, 

Rückenmarksabschnitte und spinalen Nervenwurzeln gegeben und nach einer Minute bei 

60°C mit destilliertem Wasser abgewaschen. Die gefärbten Schnitte wurden für 15 Minuten 

bei Raumtemperatur getrocknet und dann mit Eukitt-Kleber eingedeckt. 

 

2.2.2.5  Ultradünnschnitte von in Kunstharz eingebetteten Nerven 

Von den Eponblöcken wurden mit Hilfe eines Ultramikrotoms Ultradünnschnitte (50-70 nm) 

angefertigt, auf Formavar befilmte Netze gezogen, 20 min auf einen Tropfen 1%iger 

Uranylazetat kontrastiert und anschließend in H2O gespült. Eine zweite Kontrastierung 

erfolgte 7 min in Bleicitrat, das ebenfalls durch H2O abgespült wurde. Nachdem die Schnitte 

auf den Netzen gut getrocknet waren, erfolgte die mikroskopische Analyse mit Hilfe eines 

EM 10 bzw. eines EM 109 der Firma Zeiss. 
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2.2.2.6  Paraffinschnitte von den entnommenen Gewebeproben 

Nach Ganzkörperfixation von Ratten mit achtprozentiger Paraformaldehydlösung wurden wie 

bereits oben beschrieben der N. ischiadicus, ein Rückenmarkszylinder im Bereich der 

Intumescentia lumbalis und die entsprechenden spinalen Nervenwurzeln präpariert und 

reseziert. Der Nerv wurde mit Hilfe eines Gewebe-Infiltrationsautomaten (Leica 

Microsystems) paraffiniert und dann an einer Paraffin-Ausgießstation (Leica Microsystems) 

ausgegossen. Von den Paraffinblöcken wurden 3 m dicke Schnitte an einem 

Schlittenmikrotom (Leica Microsystems) angefertigt. Die Schnitte wurden auf Objektträger 

aufgezogen, mit Haematoxylin-Eosin und weiter auch immunhistochemisch gefärbt.  

 

Programm: 

Reagenz  Dauer 

50% Ethanol 1 h 

70% Ethanol 2 h 

70% Ethanol 2 h 

96% Ethanol 1 h 

96% Ethanol 1 h 

100% Ethanol 1 h 

100% Ethanol 1 h 

Isopropanol 1 h 

Xylol 2 h 

Xylol 2 h 

Paraffin 2 h 

Paraffin 2 h 

 

 

 

 

2.2.3 Immunhistochemie 

 

2.2.3.1  Dako-LSAB2 System an Paraffinschnitten 

Es wurden 5 μm dicke Schnitte von DRG’s und Rückenmarksabschnitten (zuvor in Paraffin 

eingebettet) in entsprechenden Genotypen und Altersstufen angefertigt, auf beschichtete 

Objektträger (Histobond oder Apes) aufgezogen und über Nacht getrocknet. Die 
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Entparaffinierung erfolgte über Xylol und eine absteigende Alkoholreihe. Die Schnitte 

wurden dann 5 min in Citratpuffer inkubiert, anschließend in kochendem Citratpuffer 

(Mikrowelle) gegeben, darin 2-3× 5 min gekocht und bei RT ca. 20 min abgekühlt. Dann 

wurden die Schnitte 5 min in Tris-Puffer mit 2% Milchpulver gespült und mit einem PAP-Pen 

umrandet. Zur Inaktivierung der endogenen Peroxidase wurden die Schnitte für 5 min in 3% 

H2O2 inkubiert. Das anschließende Spülen erfolgte in Tris-Puffer mit 2% Milchpulver. Um 

die unspezifische Hintergrundfärbung möglichst gering zu halten, wurden die Schnitte bei RT 

in inaktiviertem Ziegenserum (200 μl + 800 μl PBS/BSA) inkubiert, das nach 10 min 

dekantiert wurde. Die Inkubation mit dem primären Antikörper (hier TUNEL System), 

verdünnt in PBS/BSA, erfolgte über Nacht (4°C). Nach Spülung mit Tris-Puffer (+2% 

Milchpuffer) wurde der Brückenantikörper 10 min bei Raumtemperatur auf die Schnitte 

gegeben (gelbe Flasche), mit Tris-Puffer (+2% Milchpulver) abgewaschen und anschließend 

der „Horseradish-Peroxidase-Streptavidin-Komplex“ aufgetragen (rote Flasche). Diese 

Inkubation dauerte ebenfalls 10 min. Nachdem die Schnitte wiederum in Tris-Puffer ohne 

Milchpulver gespült wurden, folgte die enzymhistochemische Reaktion. Dazu wurde eine 

DAB Gebrauchslösung hergestellt. Die Inkubationszeit der Schnitte in dieser Lösung betrug 7 

min. Im Anschluss wurden die Schnitte zweimal in H2O gespült (je 5 min), mit Hämalaun 30 

s gefärbt und nochmals in H2O gespült. Das Bläuen erfolgte alternativ in Tris-Puffer oder 

Leitungswasser (10 min, 3x wechseln), es fügte sich eine aufsteigende Alkoholreihe an, und 

die Schnitte wurden zuletzt in Eukitt eingedeckt. Die Analyse der Schnitte erfolgte mit Hilfe 

eines Axiophots (Zeiss).  

 

 

2.2.3.2  Histologische Analyse von Ischiasnerven 

Verschiedene histologische Charakteristika im peripheren Nerven wurden untersucht, um den 

Entwicklungsstand des Nerven festzustellen. Dazu gehören die Myelinisierung, die Anzahl 

von Schwannzellen und die Gesamtanzahl von Axonen. Um eventuelle Veränderungen dieser 

histologischen Merkmale bei den ETB-Rezeptor-defizienten Ratten untersuchen zu können, 

wurden von den Semidünnschnitten der Ischiasnerven mikroskopische Bilder angefertigt. Die 

Aufnahmen wurden an einem Lichtmikroskop (Leica DM RXA2) mit einer 

Videomikroskopie-Kamera (Hamamatsu) und dem Programm Openlab 2.0 angefertigt. Die 

Weiterbearbeitung erfolgte mit den Programmen Photoshop 6.0 (Adobe) und ScionImage 

(Scion Corporation).  
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Die Gesamtzahl aller Axone der Ischiasnerven auf einer definierten Höhe wurde gezählt. 

Dazu wurde der Gesamtnerv der Wildtyptiere und der ETB-Rezeptor-defizienten Ratten 

unterteilt in analysierbare Abschnitte. Nach Blindung wurden solche Axone gezählt, die der 

Größe nach physiologischerweise eine Myelinisierung erwarten ließen. Also Axone, die eine 

1:1 Schwannzell zu Axon Assoziierung aufwiesen (Abbildung 16a). Die Gesamtsumme aller 

in Ischiasnerven vorhandenen Axone diente als Zeichen der Ausprägung der Myelinisierung. 

Außerdem wurde die Gesamtzahl aller Zellkerne auf den Querschnitten der Ischiasnerven 

gezählt, um ermitteln zu können, ob es möglicherweise einen Defekt in der Migration der 

Schwannzellen gibt oder gar einen programmierten vorzeitigen Zelltod. Dabei wurde 

technisch genau so vorgegangen wie bei den Axonanzahlzählungen.  

 

     
        

  
Abbildung 9: Das „g-ratio“ als Maß für die Myelindicke 

a) Schematische Darstellung der theoretischen Bestimmung des „g-ratios“. Der Quotient aus Innerem (A) und äußerem (B) 

Durchmesser der Myelinscheide dient als so genanntes „g-ratio“ als Maß für die Dicke des Myelins. Bei nicht vollständig 

kreisrunden Myelinscheiden kann der Quotient aus innerem (roter Kreis) und äußerem (grüner Kreis) Umfang als 

ausreichendes Maß für das Verhältnis der Durchmesser gelten. b) Beispielhafte Bestimmung des „g-ratios“ in einem 

histologischen Schnitt des Ischiasnerven. Der äußere und innere Umfang der Myelinscheide wird am Computer mit der Maus 

umfahren und ihre Länge gemessen. Das Verhältnis aus beiden wird errechnet. 
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Als viertes histologisches Kriterium der Myelinentwicklung wurde die Dicke des Myelins 

bestimmt. Dazu wurde im histologischen Bild der innere und der äußere Umfang der 

Myelinscheide von zufällig ausgewählten Axonen gemessen (Abbildung 9a, S. 33). Der 

Quotient aus innerem und äußerem Umfang wurde gebildet: das so genannte „g-ratio“. Ein 

„g-ratio“ von 1,0 entspricht dabei keinem Myelin und ein kleiner werdendes „g-ratio“ einem 

dickerem Myelin. Als Standardwert für die Dicke des Myelins in normalen Ratten kann ein 

“g-ratio“ von ca. 0,68 gelten (Fahrenkamp und Friede 1987), wobei das “g-ratio“ als Quotient 

aus zwei Längenangaben dimensionslos ist (Abbildung 9, S. 33). 

 

2.2.3.3  Histologische Analyse des Rückenmarks 

Zur Feststellung eines möglichen Zelltodes auf Rückenmarksebene führten wir bei den 

Semidünnschnitten eine Quantifizierung von den großen α-Motoneuronen durch. Dabei 

wurden per Auge auf Gesamtquerschnitten im oberen Bereich des Rückenmarks α-

Motoneurone markiert und statistisch mit Statistica 6.0 (StatSoft Europe, Hamburg) 

ausgewertet.  

Außerdem erfolgte eine immunhistochemische Färbung der Rückenmarksabschnitte, die in 

Paraffin eingebettet wurden. Hierzu wurde ein Apoptose TUNEL Kit (Boehringer Ingelheim) 

angewandt, anschließend wurde es mit DAB gegen gefärbt.  

 

 

2.2.3.4  Histologische Analyse der dorsalen spinalen Nervenwurzeln 

Hier wurde ähnlich wie bei den Rückenmarksproben verfahren. Zunächst erfolgte per Auge 

die Zählung der Gesamtzahl aller in der Nervenwurzel enthaltenen Zellleiber. Da es jedoch 

schwierig war, die Nervenwurzel aufgrund ihrer minimalen Größe jedes Mal in der Mitte zu 

treffen, wurde anschließend die Fläche des Querschnitts mittels Photoshop 6.0 (Adobe) 

berechnet und aus beiden Daten ein Verhältnis zueinander errechnet und anschließend 

statistisch für alle Altersgruppen ausgewertet. 

 

 

2.2.4  Molekularbiologische Methoden 

 
2.2.4.1  Präparation von DNA und Genotypisierung 

Zur Genotypisierung der gezüchteten Ratten in Wildtyptiere oder sl/sl-Tiere war es nötig, aus 

dem durch Biopsie der Schwanzspitze gewonnenen Gewebe genomische DNA zu extrahieren. 

Dies erfolgte mit Hilfe des „DNeasy 96 Kits“ (Qiagen) nach dem Protokoll des Herstellers 
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(DNeasy 96 Kit Handbuch). Dazu wurden die bei -20°C gelagerten Gewebebiopsien aufgetaut 

und es wurde eine Mischung aus Puffer ATL (180μl) und Proteinase K (20μl) zugegeben. 

Nach intensivem Mischen und einer kurzen Zentrifugation bei 3000 rpm in einer „Laboratory 

Centrifuge 4K15“ (Sigma) erfolgte durch Inkubation über Nacht bei 55°C die Lyse des 

Gewebes. Am nächsten Tag wurden 400μl Puffer AL/E auf die lysierten Proben gegeben. 

Nach Mischen und kurzer Zentrifugation bei 3000 rpm wurde der Überstand (maximal 900 

μl) auf die Silicamembran der DNeasy Säulchen pipettiert. Die DNeasy Platte wurde mit 

einem „Air Pore Tape Sheet“ verschlossen und 10 min bei 6000 rpm zentrifugiert. Danach 

wurden je 500 μl Puffer AW1 auf die Säulchen gegeben und wieder 5 min bei 6000 rpm 

zentrifugiert. Nach Zugabe von 500 μl Puffer AW2 wurde wieder 5 min bei 6000 rpm 

zentrifugiert und die DNeasy Platte 15 min bei 70°C inkubiert. Zur Elution der DNA, die nun 

an die Silicamembran der Säulchen gebunden war, wurden 200 μl vorgewärmter Puffer AE 

auf die Säulchen gegeben, 5 min bei 60°C inkubiert und 2 min bei 6000 rpm zentrifugiert. Der 

gleiche Vorgang wurde mit weiteren 100 μl Puffer AE wiederholt. Die so eluierte genomische 

DNA wurde bei 4°C gelagert. 

 

 

2.2.4.2  Die Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Das Prinzip der Reaktion beruht auf zwei spezifischen Oligonukleotiden, die als Primer 

bezeichnet werden, und an komplementäre Bereiche denaturierter DNA binden. Durch die 

hitzestabile DNA-Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus (Taq-Polymerase) wird 

anschließend die molare Menge der eingesetzten Matrizen-DNA in jedem Zyklus verdoppelt 

(Holland et al. 1991). Der Standardansatz für die Genotypisierung der sl/sl–Ratten wurde in 

einem Reaktionsvolumen von 20 µl durchgeführt.  

 

Standardreaktion: 

Matrizen-DNA    1 µl 

5’-Primer (10 pmol/µl)   2 µl 

3’-Primer (10 pmol/µl)   2µl 

dNTPs (2,5 mM)    2 µl 

5× Reaktionspuffer    4 µl 

GoTaq-Polymerase    0,1 µl 

H20      8,9 µl 
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Standard-Amplifikationsprotokoll (32 Zyklen): 

 

5’   94ºC (Denaturierung) 

30’’   60ºC (Anlagerung der Primer) Zyklus 

 30’’   72ºC (Extension) Zyklus 32 x 

60’’  94ºC (Denaturierung) Zyklus 

10’   72ºC (End- Extension) 

 

2.2.4.3  Agarose-Gelelektrophorese von DNA 

Zur Auftrennung von DNA Fragmenten wurde ein 2%iges Agarosegel verwendet. Die 

Agarose wurde in 350 ml 1x TAE-Puffer durch Erhitzen gelöst. Nach kurzem Abkühlen 

wurde Ethidiumbromid (1 µg/µl) hinzu gegeben und die Agarose in einen Gelschlitten 

gegossen. Die Geltaschen wurden durch das Einsetzen verschiedener Kämme erhalten.  

Für einen Gellauf wurde der Schlitten in eine Gelkammer gelegt und diese mit Laufpuffer (1x 

TAE) gefüllt Die angelegte Spannung betrug 90-130V. Das Ethidiumbromid in dem Gel 

interkaliert mit der aufgetragenen DNA und kann nach dem Lauf auf einem UV-Illuminator 

sichtbar gemacht werden. Als Größenmarker wurde ein 100 bp Marker verwendet. 

 

 

2.2.5  Statistische Methoden: Histologische Analysen 

Zur Auswertung der in den histologischen Analysen erhobenen Daten wurden diese mit Excel 

2003 (Microsoft) weiterbearbeitet. Die statistische Auswertung erfolgte mit Statistica 6.0 

(StatSoft). Zur Testung der Signifikanz wurde der Student’s t-test für unabhängige 

Stichproben verwendet, wobei ein p < 0,05 als signifikant gewertet wurde. 



  Ergebnisse 

3 Ergebnisse 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle des ETB-Rezeptors für die Myelinisierung m 

peripheren Nervensystem in „spotting lethal“-Ratten (sl/sl) untersucht. Diese Ratten tragen 

eine homozygote Deletion im ETB-Rezeptorgen, äquivalent zum Morbus Hirschsprung beim 

Menschen. Im Folgenden werden die ETB-Rezeptorgen-defizienten-Ratten als mutante 

Tiere/Ratten oder mit sl/sl bzw. die Kontrolltiere mit wt bezeichnet. Es wurden 3 

verschiedene Zeitpunkte während der Myelinisierung gewählt. Der erste experimentelle 

Zeitpunkt stellte einen Punkt zum Beginn der Myelinisierung dar - den Postnataltag 1 (P1). 

Als zweiter Untersuchungszeitpunkt wurde der Postnataltag 6 (P6) während der 

Myelinisierung gewählt. Den dritten und letzten Zeitpunkt stellte der Postnataltag 18 (P18) 

dar. Die Myelinisierung ist zu diesem Zeitpunkt fast abgeschlossen. Die Untersuchung der 

Myelinisierung adulter sl/sl-Ratten ist nicht möglich, da die Lebensdauer der mutanten Ratten 

aufgrund des toxischen Megacolons nur ca. 3 Wochen beträgt. Die Genotypisierung erfolgte 

zunächst per Auge, wobei Tiere mit einem komplett weißen Fell als homozygot und Tiere mit 

einem schwarz-weißen Fell als wildtyp eingeordnet wurden (Abbildung 5, S. 9). Pro Gruppe 

wurden je drei Kontrolltiere und sl/sl-Tiere analysiert. Die Myelinisierung wurde im 

Ischiasnerven analysiert. Die Präparation des Nerven erfolgte proximal an dem Austrittsort 

aus dem Becken und distal seiner Trifurkation. Die Analyse erfolgte immer in der Mitte von 

diesem Teil des Ischiasnerven. Es wurden Semi- und Ultradünnschnitte angefertigt. 

Semidünnschnitte haben eine Schnittdicke von 0,5 µm. Bei lichtmikroskopischer Betrachtung 

sind Blutgefäße, Schwannzellen sowie myelinisierte und unmyelinisierte Axone deutlich zu 

erkennen. Es wurden zunächst die Anzahl der Schwannzellen, die Anzahl myelinisierter 

Axone und deren Myelindicke im Ischiasnerven von sl/sl-Ratten mit Wildtyptieren in allen 

drei Altersstufen untersucht und miteinander verglichen. Anschließend wurde eine 

histologische und morphologische Analyse des Rückenmarks und der dorsalen spinalen 

Nervenwurzeln (dorsal root ganglia; DRG’s) durchgeführt. Hierbei sollten mögliche Effekte 

des ETB-Rezeptor auf neuronale motorische Zellen im Vorderhorn des Rückenmarks (α-

Motoneurone) oder der sensiblen Neurone in den DRG’s untersucht werden. 
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3.1 Morphologie des N. ischiadicus auf 

lichtmikroskopischer Ebene 

Um Unterschiede in der Morphologie des peripheren Nervensystems zwischen den sl/sl-

Ratten und den Wildtypratten zu eruieren wurde der N. ischiadicus, als der größte periphere 

Nerv, auf lichtmikroskopischer Ebene untersucht. Es wurden drei Altersstufen als 

Untersuchungszeitpunkte (P1, P6, P18) gewählt, um die Entwicklung der Myelinisierung zu 

erfassen (Abbildung 10). 

 

 
 
Abbildung 10: Histologie des N. ischiadicus 

Ausschnitte aus Querschnitten des N. ischiadicus als Semidünnschnitte von Wildtypen und sl/sl-Ratten in den Altersstufen 

P1, P6 und P18. 

 

3.1.1 Anzahl myelinisierter Axone im N. ischiadicus 

In den Altersstufen P6 und P18 wurden von 3 Tieren pro Genotyp die Anzahl myelinisierter 

Axone im N. ischiadicus auf Semidünnschnitten gezählt. Da es auf lichtmikroskopischer 

Ebene nicht möglich ist, myelinisierte Axone in der Altersstufe von P1 zu erkennen, wurde 

darauf bei dieser Untersuchung verzichtet. Die statistische Analyse der Ergebnisse wurde jetzt 

und nachfolgend mit dem Programm Statistika durchgeführt. Ein Unterschied ist signifikant, 

wenn der t-Test, in diesem Fall für unabhängige Variablen, einen p-Wert <0,05 ergibt. Es 

konnten signifikante (p < 0,05; Student’s t-test für unverbundene Stichproben) Unterschiede 

in der Anzahl myelinisierter Axone bei P6 und auch P18 festgestellt werden. Im Vergleich zur 
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Kontrollgruppe (n=3) wiesen die sl/sl-Tiere (n=3) bei P6 33 % weniger myelinisierte Axone. 

Im Gesamtquerschnitt wurden in sl/sl-Tieren 2650 Axone und in den Kontrolltieren 3908 

Axone festgestellt. Bei P18 zeigte sich ebenfalls ein Unterschied von 33 %. Bei den sl/sl-

Tieren in der Altersstufe P18 fanden sich  3311 Axone im Gesamtquerschnitt des N. 

ischiadicus, im Vergleich dazu bei den Wildtypratten 4956 Axone (Abbildung 11). Das 

Verhältnis von myelinisierten und nicht myelinisierten Axonen konnte auf 

lichtmikroskopischer Ebene nicht erstellt werden. 

 

 
 
Abbildung 11: Gesamtanzahl myelinisierter Axone im Querschnitt des N. ischiadicus P6 und P18 

Die Anzahl aller myelinisierter Axone in Querschnitten des N. ischiadicus bei P6 sowohl auch bei P18 ist in den sl/sl-Tieren 

im Vergleich zu den Wildtypkontrollen um ca. 33% reduziert (n=3 pro Alter und Genotyp).  

 

3.1.2 Gesamtanzahl von Zellkernen im N. ischiadicus 

Neben der Gesamtanzahl von myelinisierten Axonen wurde auch die Gesamtanzahl von 

Zellkernen quantifiziert. Da es bei Semidünnschnitten auf lichtmikroskopischer Ebene nicht 

möglich ist hinreichend zwischen Schwannzellen und anderen Zellen im Nerven, wie z.B. 

einfache Fibroblasten, zu unterscheiden, wurden hier die Gesamtanzahl aller Zellkerne 

gezählt. Es ist davon auszugehen, dass es sich dabei um größtenteils Schwannzellen handelt 

und dass der Quantifizierungsfehler durch andere Zellen bei der Kontrollgruppe 

gleichermaßen gegeben ist. Es zeigt sich hier kein signifikanter (Student’s t-test für 
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unverbundene Stichproben) Unterschied in der Anzahl von Zellkernen bei P1 in den sl/sl-

Tieren (n=3) verglichen zur Kontrollgruppe (n=3). Bei den P1 sl/sl-Tieren konnten 440 (± 

SD) Zellkerne im Gesamtquerschnitt des N. ischiadicus gezählt werden, im Vergleich dazu 

waren es bei den Wildtypen 460 (± SD) Zellkerne. In der Altersstufe von P6 ist ein deutlicher 

Unterschied zu verzeichnen, jedoch ist dieser aufgrund der hohen Varianz nicht signifikant. In 

den sl/sl-Tieren (n=3) konnten 600 (± SD) und in den Kontrolltieren (n=3) 700 (± SD) 

Zellkerne gezählt werden. Somit haben die sl/sl-Tiere 15% (± SD) weniger Zellkerne als die 

Wildtyptiere in der Altersstufe P6 (Abbildung 12, S. 40). In der Altersstufe P18 stellt sich 

eine deutliche und signifikante Reduktion (p<0,03) der Zellkerne um 30% (± SD) in den sl/sl-

Tieren (n=3) im Vergleich zu den Wildtyptieren (n=3) dar. In den Wildtyptieren sind 750 (± 

SD) und in den sl/sl-Tieren 550 (± SD) Zellkerne gezählt worden (Abbildung 12, s.u.).  

 

 
Abbildung 12: Gesamtanzahl von Zellkernen in Gesamtquerschnitten des N. ischiadicus bei P1, P6 und 

P18 

Die Gesamtanzahl von Zellkernen in den Querschnitten der Nn. ischiadici bei sl/sl-Ratten ist im Vergleich zu den 

Wildtypkontrollen bei P1 unverändert. Bei P6 ist bei den sl/sl-Tieren ein nicht signifikanter Unterschied von ca. 15 % 

weniger Zellkernen zu verzeichnen, jedoch nicht signifikant. In der Altersstufe P18 stellt sich jedoch ein signifikanter 

Unterschied dar, wobei bei den sl/sl-Ratten die Anzahl der Zellkerne um ca. 33% reduziert ist (n=3 pro Alter und Genotyp).  
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3.1.3 Die Myelindicke, “g-ratio“ 

Neben der Anzahl der myelinisierenden Axone ist die Myelindicke ein weiteres Merkmal der 

Myelinisierung. Zu dickes oder zu dünnes Myelin können Hinweise auf verschiedene 

Funktionsstörungen in Schwannzellen, in der Axon-Glia-Kommunikation aber auch im Axon 

sein. In histologischen Schnitten wurden der innere und der äußere Umfang der 

Myelinscheide von 100 zufällig ausgewählten Axonen gemessen. Der Quotient aus innerem 

und äußerem Umfang wurde gebildet: das so genannte „g-ratio“. Ein „g-ratio“ von 1,0 

entspricht dabei keinem Myelin und ein kleiner werdendes „g-ratio“ einem dickerem Myelin 

(Abbildung 9, S. 33). 

Hier wurden ebenfalls Tiere im Alter von P6 und P18 untersucht. Bei P6 zeigt sich ein 

signifikanter Unterschied (p < 0,05; Student’s t-test für unverbundene Stichproben), die sl/sl-

Tiere (n=5) weisen ein dünneres Myelin im Vergleich zu den Wildtyptieren (n=4) auf. Im 

Gegensatz dazu gibt es keinen Unterschied zu verzeichnen bei beiden Gruppen im Alter von 

P18 (je n=3). Auch war die Schwankungsbreite innerhalb der P18 Gruppen deutlich geringer 

als bei P6 (Abbildung 13). 

 

 
 
Abbildung 13:“g-ratio“ bei P6- und P18-Tieren 

Das “g-ratio“ ist im Alter von P6 bei den sl/sl-Tieren (n=5) signifikant höher als bei den Wildtyptieren (n=4), d.h. deren 

Myelin ist dünner als normales Myelin. Im Alter von P18 ist kein Unterschied mehr zu verzeichnen (n=3 pro Gruppe). 

 

Im Rahmen dieser Messungen wurden die einzelnen Axondurchmesser bestimmt und eine 

Verteilung nach Größe der Axone und deren Myelindicke/“g-ratio“ aufgestellt, sowohl bei P6 
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als auch bei P18. Bei P6 fällt eine Hypomyelinisierung der kleinen Axone bei den sl/sl-Tieren 

auf. In den Wildtypen zeigt sich eine breitere Verteilung, wobei bei den sl/sl-Tieren die 

meisten Axone zwischen 2-4 µm im Durchmesser liegen (Abbildung 14, S. 42). In den P18-

Tieren ist dieser Trend nicht zu verzeichnen. Es zeigt sich eine gleichmäßigere Verteilung der 

großen und kleinen Axone (Abbildung 15, s.u.). 

 

  
 
Abbildung 14: Axongrößenverteilung bei P6 

Scatter Plot für mutante Tiere (sl/sl) und Kontrolltiere (wt): der Axondurchmesser (Abzisse) wird gegen den “g-ratio“ Wert 

(Ordinate) aufgetragen. Auffällig ist eine Hypomyelinisierung bei kleinen Axonen der sl/sl-Ratten, wobei die Wildtyptiere 

insgesamt eine breitere Verteilung aufweisen.  

 

 
 

 
 

Abbildung 15: Axongrößenverteilung bei P18 

Scatter Plot für mutante Tiere (sl/sl) und Kontrolltiere (wt): der Axondurchmesser (Abzisse) wird gegen den “g-ratio“ Wert 

(Ordinate) aufgetragen. Es zeigt sich eine gleichmäßigere Verteilung der Axone, ein Trend zeigt sich nicht.  
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3.2 Elektronenmikroskopische Untersuchung des N. 

ischiadicus bei P1 

3.2.1 Anzahl myelinisierter Axone  

Da es in der Altersstufe P1 auf lichtmikroskopischer Ebene eine ausreichende morphologische 

Analyse aufgrund fehlender Myelinisierung und der kleinen Größe der Axone nicht möglich 

ist, wurden die Analysen auf elektronenmikroskopischer Ebene durchgeführt. 

Die Abbildung 16 zeigt elektronenmikroskopische Aufnahmen von Ischiasquerschnitten der 

Wildtypen und sl/sl-Tiere. Die Bilder zeigen Schwannzellen (SZ), unmyelinisierte (U) und 

bereits myelinisierte Axone (rote Pfeilspitzen). Um eine Aussagen über den Grad der 

Myelinisierung treffen zu können, wurde bei P1 die Anzahl myelinisierter Axonen pro Nerv 

elektronenmikroskopisch bei n = 3 Tieren pro Genotyp quantifiziert. Am Postnataltag 1 

bedingen zeitliche Unterschiede der Ratten von nur einigen Stunden deutliche Veränderungen 

im Grad der Myelinisierung. Um die Untersuchungsbedingungen möglichst gleich zu halten, 

wurden die zu untersuchenden Tiere bei P1 komplett einem Wurf entnommen (n = 3 pro 

Genotyp; s.u.).  

Die Auswertung ergab eine signifikant erhöhte Anzahl myelinisierter Axone in den sl/sl-

Ratten im Vergleich zu den Kontrolltieren. Der p-Wert für die Anzahl an myelinisierten 

Axonen ergab ein p<0,004 und ist signifikant (Abbildung 16B, S. 44).  
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Abbildung 16: Histologische Analyse der Myelinisierung bei P1 

A) Elektronenmikroskopische Aufnahmen vom Querschnitt des Ischiasnerven (P1). Es sind myelinisierte Axone (rote 

Pfeilspitzen), unmyelinisierte Axone (U) und Schwannzellen (SZ) zu erkennen. In den sl/sl-Ratten sind mehr myelinisierte 

Axone zu erkennen als in den Wildtyptieren (wt). B) Graphische Auswertung der quantifizierten P1 Daten. Die Auswertung 

der myelinisierten Axone pro Nerv ergab in den sl/sl-Ratten mehr myelinisierte Axone (p<0,004) im Vergleich zu den 

Kontrolltieren (je n = 3 pro Genotyp). Maßstabsbalken: 2,5 µm (In Zusammenarbeit mit A. Matz, Max-Planck-Institut für 

Experimentelle Medizin Göttingen). 

 
3.2.2 Axonale Dichte im N. ischiadicus bei P1 

Es wurden zufällig 10 Ausschnitte in einer 3000 fachen Vergrößerung aus einem Querschnitt 

des N. ischiadicus von P1-Tieren von einem geblindeten Untersucher ausgewählt. Eine 

definierte Gesamtfläche von 0,0813 mm2 pro Nerv wurde untersucht. Für beide Tiergruppen, 

den sl/sl-Tieren sowie den Wildtyptieren, wurde die Anzahl der Axone gezählt und die Dichte 

pro Nerv bestimmt. Dabei konnte kein Unterschied zwischen den sl/sl-Tieren (n=3) und den 

Wildtyptieren (n=3) festgestellt werden (Abbildung 17, S. 45).  

Es ist somit bei P1 ein signifikanter Unterschied in der Anzahl myelinisierter Axone 

nachweisbar, jedoch nicht in der axonalen Dichte. Dies lässt Rückschlüsse auf die Funktion 

des ETB-Rezeptors als möglicher direkter oder indirekter Regulator bei der Initiierung der 

Myelinisierung zu. 
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Abbildung 17: Axonale Dichte bei P1 

Die Dichte der Axone auf einer definiert gemessenen Fläche unterscheidet sich zwischen den sl/sl-Tieren (n=3) und den 

Wildtyptieren (n=3) nicht.  

 

3.3 Histologische Analyse des Rückenmarks und der 

DRG’s 

In den Querschnitten des N. ischiadicus zeigten sich eine Reihe von interessanten 

Beobachtungen, wovon eine die erhöhte Anzahl von myelinisierten Axonen in den 

Wildtyptieren im Vergleich zu den sl/sl-Tieren bei P1 war. Hier stellte sich die Frage, wie es 

dazu kommt, dass der Mangel des ETB-Rezeptors eine erhöhte Anzahl von myelinisierten 

Axonen hervorruft. Die Differenzierung der Schwannzellen wird durch das Fehlen des ETB-

Rezeptors beschleunigt (Brennan et al. 2000). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass 

Axone im Altersstadium P6 hypomyelinisiert sind, wobei dies in P18 nicht mehr nachweisbar 

war (Abbildung 13, S. 41). Außerdem konnte eine reduzierte Gesamtanzahl von Zellkernen in 

P6 und P18 festgestellt werden (Abbildung 12, S. 40). Die beschleunigte Reifung von 

Schwannzellvorläufern bei ETB-Rezeptor-defizienten Ratten kommt es möglicherweise zu 

einer früheren Myelinisierung bei P1, wobei am Postnataltag 6 eine Hypomyeliniserung 

festzustellen war. Folglich wäre es möglich, dass die ETB-Rezeptor-Defizienz zu 

Entwicklungsstörungen von Schwannzellen führt. Zellsomata oder versorgende 

Schwannzellen von hypomyelinisierten Axonen können aufgrund der insuffizienten 

Myelinisierung und infolge mangelnder axonaler Unterstützung absterben. Um dies zu 

ergründen, wurden Apoptosefärbungen auf Querschnitten vom Rückenmark und den dorsalen 

spinalen Nervenwurzeln, den so genannten „dorsal root ganglia“ (DRG’s) durchgeführt. 
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Außerdem erfolgte eine Quantifizierung auf lichtmikroskopischer Ebene von Alpha-

Motoneuronen (α-Motoneuronen) auf Rückenmarksquerschnitten sowie von DRG-

Querschnitten. Im Vorderhorn des Rückenmarks befinden sich die α-Motoneurone, deren 

efferente motorische Axone die Peripherie innervieren. In den DRG’s hingegen findet man 

die Zellsomata von den afferenten sensorischen Axonen. 

 

3.3.1 TUNEL Färbungen DRG’s und Rückenmark 

Um die entsprechenden Zellsomata von Axonen im N. ischiadicus zu treffen, wurde der 

Bereich der Intumescentia lumbalis gewählt, woraus bekanntermaßen der Plexus lumbalis und 

somit der N. ischiadicus, als größter peripherer Nerv seinen Ursprung nimmt. Dazu wurde 

von Tieren in allen 3 Altersstufen, jeweils von einem pro Genotyp und Altersstufe (P1, P6 

und P18), auf der Höhe der Intumescentia lumbalis ca. ein 4 mm großer Zylinder 

Rückenmarsgewebe entnommen. Bei der Präparation wurden ebenfalls die lumbalen DRG’s 

entnommen. Beide Präparatgruppen wurden in Paraffin eingebettet. Die angefertigten 

Präparate von Rückenmarksgewebe und DRG’s wurden immunhistochemisch mit dem 

TUNEL-Kit Reaktionssystem (Boehringer Ingelheim) gefärbt. Dabei wurden auf den gleichen 

Objektträgern von einem Alters- und Genotyp-entsprechenden Tier beide Gewebeproben 

gefärbt. Es zeigte sich bei den Rückenmarksschnitten bei P1 kein Unterschied in der Anzahl 

der apoptotischen Zellen, wobei dies als normaler Entwicklungsvorgang anzusehen ist. Bei P6 

und P18 konnten keine apoptotischen Zellen dargestellt werden. (Abbildung 18B, S. 47). Die 

DRG’s zeigten auch in allen drei Altersstufen keine TUNEL positiven Zellen (Abbildung 

18A, S. 47). Eine Positivkontrolle wurde nicht durchgeführt, womit ein negatives Ergebnis 

nicht verifizierbar ist. 
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Abbildung 18: TUNEL Färbung DRG und Rückenmark 

A) Die obere Reihe zeigt jeweils Ausschnitte aus einem Querschnitt eines DRG’s in 3 Altersstufen eines Wildtyptiers (n=1), 

die untere Reihe die entsprechenden sl/sl-Tiere (n=1). Es sind normale sensorische Neurone und keine TUNEL-positiven 

(braune Zellkerne) Zellen zu sehen. B) TUNEL Färbungen der Rückenmarksproben in 3 Altersstufen und in der oberen 

Reihe die Wildtypen und in der unteren Reihe die sl/sl-Tiere. Bei P1 sind in beiden Tiergruppen apoptotische/ TUNEL-

positive Zellen zu sehen (schwarze Pfeilköpfe). Bei P6 und P18 stellen sich keine TUNEL-positiven Zellen dar.  

 
 
 
 

3.3.2 Dichte der DRG-Neuronen 

Zur Differenzierung einer Affektion von motorischen oder sensorischen Axonen und deren 

entsprechende Zellsomata erfolgte die Bestimmung der Dichte der Neuronen in den einzelnen 
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DRG’s. Es wurden in jeweils 2 DRG’s pro Tier, wobei hier erneut jeweils 3 Tiere pro Alter 

und Genotyp analysiert wurden, die Anzahl der Neuronen ausgezählt und im Verhältnis zur 

Gesamtfläche des einzelnen DRG’s gesetzt. Dazu wurden DRG aus Paraformaldehyd und 

Glutaraldehyd fixierten Tieren entnommen und in Epon eingebettet. Daraus wurden 

Semidünnschnitte angefertigt, mit Methylenblau gefärbt und anschließend lichtmikroskopisch 

untersucht. Dabei fiel zunächst eine große Varianz bei den einzelnen Messungen auf. 

Insgesamt zeigten die sl/sl-Tiere (n=3) im Vergleich zu den Wildtyptieren (n=3) im Alter von 

P1 eine deutlich höhere neuronale Dichte in den DRG’s, jedoch nicht signifikant. Bei P6 

konnte eine unveränderte neuronale Dichte in den sl/sl-Tieren (n=3) im Vergleich zu den 

alters entsprechenden Wildtypkontrollen (n=3) dargestellt werden. Lediglich im Alter von 

P18 konnte eine deutlich höhere neuronale Dichte in den Wildtyptieren (n=3) als in den sl/sl-

Tieren (n=3) festgestellt werden. Die Ergebnisse bei P6 und P18 waren ebenfalls aufgrund 

der hohen Varianz statistisch nicht signifikant. Es fällt auf, dass bei den sl/sl-Tieren die 

neuronale Dichte der Zellsomata von sensorischen Axonen von P1 zu P18 kontinuierlich 

abnimmt. Im Vergleich dazu zeigen die Neurone der DRG’s der Wildtyptiere bei P1 und P18 

die gleichen Dichtewerte (Abbildung 19, S. 48). 

 

 
 
Abbildung 19: Neuronale Dichte lumbaler DRG’s 

Bei P1 und P6 zeigt sich eine etwas höhere neuronale Dichte bei den sl/sl-Tieren (n=3) im Vergleich zu den Wildtyptieren 

(n=3), jedoch nicht signifikant. Bei P18 sieht man eine höhere Dichte bei den Wildtyptieren (n=3) als in den sl/sl-Tieren 

(n=3). Es stellt sich eine kontinuierliche Dichteabnahme der sensorischen Neurone im Verlauf von P1 bis P18 in den sl/sl-

Tieren dar. 
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3.3.3 Anzahl von α-Motoneuronen im Vorderhorn des Rückenmarks 

Nach der Quantifizierung der sensorischen Neurone in den DRG’s wurde eine 

Quantifizierung der α-Motoneurone im Vorderhorn des Rückmarks durchgeführt. Dazu 

wurden erneut 3 Tiere pro Genotyp und Altersstufe geopfert und mit PFA und Glutaraldehyd 

perfundiert und somit fixiert. Das Rückenmark wurde ab der Intumescentia lumbalis in einem 

ca. 4 mm großen Stück herausgetrennt und anschließend in Epon eingebettet. Danach wurden 

Semidünnschnitte angefertigt, mit Methylenblau angefärbt und lichtmikroskopisch 

untersucht. Die untersuchte Fläche betrug die Gesamtfläche oberhalb einer durch die Mitte 

des Zentralkanals gezogenen waagerechten Linie. Dabei wurden einzelne deutlich als α-

Motoneuron zu erkennende Zellen quantifiziert (Abbildung 20, S. 50). Die Auswertung ergab 

keine signifikanten Unterschiede.  
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Abbildung 20: Anzahl der α-Motoneurone im Vorderhorn des Rückenmarks 

A) Die sl/sl-Tiere (n=3) weisen im Vergleich zu den Wildtypkontrollen (n=3) im Altersstadium P1 keinen signifikanten 

Unterschied in der Anzahl von α-Motoneuronen auf. B) Hier verhält es sich bis auf eine diskret geringere Anzahl der α-

Motoneurone bei den sl/sl-Tieren (n=3) im Vergleich zu den Wildtyptieren (n=3) ähnlich wie bei P1. C) Auch hier zeigt sich 

zwischen beiden Gruppen (je n=3) kein signifikanter Unterschied. Trends sind in allen 3 Altersstadien nicht zu verzeichnen. 
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3.4  Zusammenfassung der Ergebnisse 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Myelinisierung des peripheren Nervensystems bei ETB-

Rezeptor-defizienten Ratten in vivo untersucht. Vermutlich kommt es in Folge des Fehlens 

eines intakten ETB-Rezeptors während der embryonalen und postnatalen Entwicklung des 

peripheren Nervensystems zunächst zu einer früheren Reifung von Schwannzellen aus deren 

Vorläuferzellen und somit zu vermehrt auftretenden myelinisierten Axonen bei P1. 

Möglicherweise kommt es dann durch eine frühere Reifung der Schwannzellen zu einem 

Verlust der Migrationsfähigkeit. 

Die Analyse der Myelinisierung im weiteren Verlauf ergab eine Hypomyelinisierung bei sl/sl-

Tieren im Vergleich zu den Wildtyptieren in der Altersstufe P6, jedoch eine normale 

Myelindicke bei beiden P18 Gruppen. Weiterhin zeigte sich eine reduzierte Anzahl 

myelinisierter Axone in den sl/sl-Tieren verglichen mit den altersentsprechenden 

Wildtyptieren bei P6 und P18. Auffällig war bei der P6-Analyse, dass insbesondere kleine 

Axone unter 2-4µm vermehrt von der Hypomyelinisierung betroffen waren. Diese kleinen 

Axone entsprechen im PNS den sensorischen Axonen. Entsprechend dazu konnte zwar 

immunhistochemisch keine Apoptose in den dorsalen spinalen Nervenwurzeln der sl/sl-Tiere 

gezeigt werden, jedoch war ein abnehmender Trend in der Dichte von sensorischen Neuronen 

der sl/sl-Ratten von P1 bis P18 zu verzeichnen. Veränderungen im Bereich der α-

Motoneurone zeigten sich nicht. Insgesamt sprechen diese Ergebnisse für eine Affektion der 

sensorischen Axone und möglicherweise auch deren Zellsomata in den dorsalen spinalen 

Nervenwurzeln durch den ETB-Rezeptor-Mangel. 
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4 Diskussion 
 
In jüngerer Zeit wurde mehrfach nachgewiesen, dass das ETB-Rezeptor/ET-Signalsystem eine 

wichtige Rolle in der Entwicklung der Neuralleiste und deren Zellabkömmlingen spielt. Die 

wichtigsten Zelllinien, die daraus entstehen und folglich eine Notwendigkeit eines intakten 

ETB-Rezeptor/ET-Signalsystems zeigen sind Melanozyten, enterischen Ganglienzellen sowie 

Schwannzellen (Baynash et al. 1994; Hosoda et al. 1994; Brennan et al. 2002). Defekte im 

ETB-Rezeptor/ET-Signalsystem und der gesamte Verlust dieses Signalweges führen, wie 

bereits oben erwähnt, zu Entwicklungsdefekten in den enterischen Ganglien und Melanozyten 

(Baynash et al. 1994; Hosoda et al. 1994). Es kommt bei diesen Tieren zu einem weißen Fell, 

was auf den Mangel an Melanozyten zurückzuführen ist (McCabe et al. 1990; Gariepy et al. 

1996). Außerdem entwickeln diese Ratten mangels intrinsischer Ganglienzellen im distalen 

gastrointestinalen Trakt ein toxisches Megacolon, das nach etwa 3 Wochen durch eine 

Ileussymptomatik zur Letalität führt. Der intestinale Defekt in den sl/sl-Ratten dient als ein 

Tiermodell für den menschlichen Morbus Hirschsprung (Ceccherini et al. 1995).  

Während der embryonalen Entwicklung wirken Endotheline (ET) über den ETB-Rezeptor  auf 

den Entwicklungsschritt einer Schwannzellvorläuferzelle zu einer unreifen Schwannzelle. Das 

ETB-Rezeptor/ET-Signalsystem verlangsamt die Schwannzelldifferenzierung und wirkt zu 

diesem embryonalen Zeitpunkt antagonistisch zu Neuregulin-1 (NRG-1) auf den 

Reifungseffekt (Brennan et al. 2000). Der Einfluss des ETB-Rezeptor/ET-Signalsystems auf 

die postnatale Entwicklung hinsichtlich des peripheren Nervensystems hingegen ist nicht 

bekannt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten anhand eines Tiermodells mögliche 

Effekte des ETB-Rezeptor/ET-Signalsystems auf die postnatale Myelinisierung im PNS 

untersucht werden. Die Analyse erfolgte mit Hilfe der natürlich vorkommenden ETB-

Rezeptor-defizienten, so genannten „spotting lethal“-Ratten (sl/sl). Die Myelinisierung wurde 

zur Erfassung einer Entwicklung an drei verschiedenen Zeitpunkten (Postnataltag 1, 6 und 18) 

analysiert. Diese 3 Zeitpunkte stellen einen frühen, mittleren und einen Endzeitpunkt der 

Myelinisierung in Ratten dar. Die Myelinisierung ETB-Rezeptor-defizienter Ratten im PNS 

sollte im Vergleich zu Wildtyptieren auf histologischer und morphologischer Ebene näher 

untersucht werden. 
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4.1 Effekte des ETB-Rezeptor/ET-Signalsystems auf die 

Myelinisierung im peripheren Nervensystem (PNS) 

Die Myelinisierung von Axonen im peripheren Nervensystem beginnt mit der Geburt. Die 

morphologischen Veränderungen in einem Nerven sind von der genauen transkriptionellen 

Kontrolle bestimmter Gene abhängig. Veränderungen der zeitlichen Abfolge verschiedener 

Signale oder verringerte Expression eines einzelnen Gens können starke Veränderungen der 

Myelinisierung hervorrufen. Ein essentieller Faktor für die Myelindicke im PNS ist 

Neuregulin-1 (NRG-1) Typ III (Michailov et al. 2004). Auch die Initiierung der 

Myelinisierung ist abhängig von dieser Isoform (Taveggia et al. 2005). Die Menge von axonal 

präsentierten NRG-1 Typ III entscheidet, ob ein Axon myelinisiert wird oder unmyelinisiert 

in einem Remakbündel verbleibt (Taveggia et al. 2005). Die fehlende ETB-Rezeptor/ET-

Signaltransduktion bewirkt eine verfrühte Entwicklung der Schwannzellvorläuferzellen zu 

unreifen Schwannzellen in peripheren Nerven von sl/sl-Ratten bei E16, so dass davon 

auszugehen ist, dass dieses System einen wesentlichen Einfluss auf die Terminierung der 

Schwannzelldifferenzierung hat (Brennan et al. 2000). 

 

4.1.1 Erhöhte Anzahl myelinisierter Axone im Ischiasnerven der sl/sl-

Ratten bei P1 

Elektronenmikroskopische Analysen im Ischiasnerven von sl/sl-Ratten bei P1 zeigten eine 

signifikant erhöhte Anzahl myelinisierter Axone im Vergleich zu Kontrolltieren (Abbildung 

11, S. 39). Erste Analysen an P1 Ratten aus unterschiedlichen Würfen wiesen eine hohe 

Varianz der Anzahl myelinisierter Axone auch innerhalb einer Gruppe auf (zwischen 50 und 

300 myelinisierte Axone). Um die Versuchsbedingungen möglichst gleich zu halten wurden 

die Analysen daher zu diesem Zeitpunkt an Ratten des gleichen Wurfs durchgeführt. Trotz 

dessen können zeitliche Unterschiede in einem Wurf vom erst bis zum letzt geborenen Tier 

Auswirkungen auf den Myelinisierungsgrad haben. Die Bestimmung der axonalen Dichte bei 

P1, wobei auf einer definierten Fläche des Ischiasnerven alle Axone ausgezählt worden, 

zeigte keinen Unterschied zwischen den sl/sl-Ratten und Wildtyptieren. Zu Beginn der 

Myelinisierung wird möglicherweise zur Kompensation der ETB-Rezeptor-Defizienz der 

Ligand ET-3 hoch reguliert. Ein axonaler Verlust kann somit evtl. noch verhindert werden. 

Aufgrund der embryonal beschleunigten Entwicklung der Schwannzellvorläuferzellen in 

Vorläufer myelinbildender Schwannzellen im PNS von sl/sl-Ratten, ist davon auszugehen, 

dass auch der Beginn der Myelinisierung zeitlich verschoben ist. Ein Pilotexperiment zur 
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Untersuchung des Myelinisierungsbeginns bei E20,5 und P0 zeigte allerdings keine 

Unterschiede zwischen ETB-Rezeptor defizienten und Wildtyptieren im untersuchten Bereich 

der Ischiasnerven (Brinkmann und Sereda et al. unpublizierte Daten, Max-Planck-Institut für 

Experimentelle Medizin Göttingen 2009). Somit scheint zwar nicht die Anzahl unreifer 

Schwannzellen, jedoch das frühere Vorhandensein im peripheren Nerven der bestimmende 

Faktor für den Beginn der Myelinisierung zu sein.  

Die erhöhte Anzahl myelinisierter Axone im PNS der sl/sl-Ratten könnte somit auf die bei 

Myelinisierungsbeginn fehlende ETB-Rezeptor/ET-Signaltransduktion in sl/sl-Ratten 

zurückzuführen sein. Das Zahlenverhältnis von bereits unreifen Schwannzellen zu 

Schwannzellvorläuferzellen kann im Vergleich zu Kontrolltieren verschoben sein. Solch ein 

ungleiches Verhältnis der verschiedenen Schwannzellstadien ist in sl/sl-Ratten während der 

Embryonalentwicklung (E16) bereits beschrieben worden (Brennan et al. 2000). Wie bereits 

oben erläutert, ist das NRG-1 Typ III für die Dicke des Myelins und die Initiierung der 

Myelinisierung verantwortlich (Michailov et al. 2004; Taveggia et al. 2005). Zu Beginn der 

Myelinisierung bei P1 könnte somit eine mögliche erhöhte Zahl unreifer Schwannzellen 

bereits für das NRG-1-Typ-III-Signal empfänglich sein und mit der Myelinisierung beginnen. 

Dies würde die höhere Zahl myelinisierter Axone in mutanten Tieren bei P1 erklären. Eine 

Veränderung der axonalen Dichte wäre demnach bei fehlender ETB-Rezeptor/ET-

Signaltransduktion nicht zu erwarten und ist auch nicht beobachtet worden. Weitere 

Experimente zur Bestätigung dieser Theorie könnten immunhistochemische Färbungen bei P0 

und E20,5 darstellen, die das Zahlenverhältnis von Schwannzellvorläuferzellen zu unreifen 

Schwannzellen durch spezifische Markerproteine näher beschreiben. 

 
4.1.2 Verminderte Anzahl von myelinisierten Axonen und Schwannzellen in 

sl/sl-Ratten bei P6 und P18 

Im Gegensatz zu den Beobachtungen in der Altersstufe P1 konnte bei den P6- und P18-Tieren 

eine signifikant verminderte Gesamtanzahl von myelinisierten Axonen im Gesamtquerschnitt 

von Ischiasnerven in den sl/sl-Ratten festgestellt werden (Abbildung 11, S. 39).  

Es wird hypothetisiert, dass durch die verfrühte Reifung von Schwannzellen im Ischiasnerven 

der sl/sl-Ratten es zu einer früheren Myelinisierung bei P1 kommt. Möglicherweise kommt es 

jedoch auch zu einer früheren Beendigung der Myelinisierung bei den sl/sl-Ratten, da die 

Myelinisierung einem festgelegten Zeitplan folgt.  

Eine Quantifizierung aller Zellkerne im Gesamtquerschnitt eines Ischiasnerven bei P1 und P6 

auf lichtmikroskopischer Ebene zeigte keinen Unterschied in der Altersstufe P1, jedoch einen 
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deutlichen Unterschied in der Altersstufe P6 (Abbildung 12, S. 40). Da es bei 

Semidünnschnitten auf lichtmikroskopischer Ebene nicht möglich ist, suffizient zwischen 

Schwannzellen und anderen Zellen im Nerven, wie z.B. einfache Fibroblasten zu 

unterscheiden, wurden hier die Gesamtanzahl aller Zellkerne gezählt. Es ist davon 

auszugehen, dass es sich dabei um größtenteils Schwannzellen handelt und dass der 

Quantifizierungsfehler durch andere Zellen bei der Kontrollgruppe gleichermaßen gegeben 

ist. In den Ischiasnerven der sl/sl-Ratten bei P6 und konnte eine deutliche, jedoch aufgrund 

einer hohen Varianz nicht signifikante Reduktion von Gesamtzellen festgestellt werden 

(Abbildung 12, S. 40). In 18 Tage alten sl/sl-Ratten wurde eine signifikante Reduktion der 

Schwannzellen im Vergleich zu Kontrolltieren nachgewiesen (Abbildung 12, S. 40). 

Zusammen genommen zeigte sich eine vermehrte Anzahl von myelinisierten Axonen in sl/sl-

Tieren bei P1, die sich in den späteren Stadien P6 und P18 vermindert darstellte. Auch die 

Anzahl der Gesamtzellen zeigte sich bei P6 und P18 in den sl/sl-Tieren deutlich reduziert im 

Vergleich zu den Wildtyptieren.  

Die Frage, warum eine verfrühte und möglicherweise insuffiziente Myelinisierung später zu 

einem Mangel an myelinisierten Axonen, Schwannzellen und auch Hypomyelinisierung (s.u.) 

führt, ist am ehesten auf die Unfähigkeit von ETB-Rezeptor-defizienten Schwannzellen das 

neuronale trophische Endothelin-Signal zu verarbeiten, zurückzuführen. Möglicherweise kann 

die fehlende ETB-Rezeptor/ET-Signaltransduktion durch eine Hochregulation der Endothelin-

Expression temporär kompensiert werden, so dass der Hauptanteil der Axone initial adäquat 

myelinisiert werden. Jene Axone, die hypomyelinisiert sind, haben eine gestörte Axon-Glia-

Kommunikation. Die versorgende Schwannzelle von hypomyelinisierten Axonen kann durch 

den permanenten Verlust des ETB-Rezeptor/ET-Signalsystem und somit auch einer gestörten 

Axon-Glia-Kommunikation apoptotisch werden. In folge dessen können dann auch die 

entsprechenden Axone absterben.  

 

4.1.3 Hypomyelinisierung kleiner Axone in sl/sl-Ratten bei P6 

Die postnatale Entwicklung myelinisierender und nicht-myelinisierender Schwannzellen 

verläuft über einen Zeitraum von einigen Wochen (Mirsky et al. 2002). Axone mit einem 

Durchmesser >1µm werden aus Remakbündeln aussortiert und myelinisiert. Die 

kleinkalibrigen Axone (<1 µm) verbleiben in Remakbündel, die mit einer nicht-

myelinisierenden Schwannzelle assoziiert sind. Die Analyse der Ischiasnerven am 

Postnataltag 6 (P6) stellt einen mittleren Zeitpunkt während des Myelinsierungsprozesses dar. 

Die Untersuchung der Myelindicke wurde über das “g-ratio“ (Verhältnis des 
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Axondurchmessers zum Gesamtdurchmesser der myelinisierten Faser) ermittelt. In adulten 

Ratten liegt das “g-ratio“ bei 0,66-0,68. Die Erhöhung von diesem Wert zeigt eine Hypo-, die 

Verringerung eine Hypermyelinisierung an. Bei jüngeren Tieren fällt das “g-ratio“ höher aus, 

da die Myelinisierung noch nicht abgeschlossen und die endgültige Myelindicke also noch 

nicht erreicht ist. Die Analyse des “g-ratio“ bei P6 ergab eine Hypomyelinisierung, 

insbesondere kleinkalibriger Axone in sl/sl-Tieren (p<0,05) im Vergleich zu Kontrolltieren 

(Abbildung 13 und Abbildung 14, S. 41 und S. 42). Interessanterweise konnte zwischen den 

sl/sl-Ratten und den Wildtyptieren bei P18 kein Unterschied in der Myelindicke festgestellt 

werden (Abbildung 13 und Abbildung 15, S. 41 und S.42).  

Die Myelindicke von myelinisierten Axonen im PNS wird direkt von axonal präsentiertem 

Neuregulin-1  Typ III (NRG-1) reguliert. Während in Tieren, die heterozygot für NRG-1 Typ 

III sind, eine Hypomyelinisierung im PNS gezeigt wurde, waren Axone von transgenen 

Tieren mit erhöhter NRG-1-Typ-III-Expression hypermyelinisiert (Michailov et al. 2004). 

Diesbezüglich haben Expressionsanalysen von NRG-1 Typ III in den DRG’s und den 

Ischiasnerven keine Veränderungen zwischen den Wildtyptieren und den sl/sl-Ratten gezeigt 

(Brinkmann und Sereda et al. unpublizierte Daten, Max-Planck-Institut für Experimentelle 

Medizin Göttingen 2009). Dies führt zu der Erkenntnis, dass in den sl/sl-Tieren die 

Hypomyelinisierung bei P6 nicht durch ein vermindertes Vorhandensein von NRG-1 Typ III 

bedingt wird.  

Die Analyse der Myelinisierung im PNS ergab in sl/sl-Ratten bei P6 eine selektive 

Hypomyelinisierung kleinkalibriger Axone (Abbildung 14, S. 42). Zusätzlich war die Anzahl 

myelinisierter Axone bei P6 und P18 verringert in mutanten Tieren (Abbildung 11, S. 39). 

Eine mögliche Erklärung dieser Ergebnisse ergibt sich aus einer wahrscheinlichen Interaktion 

des ETB-Rezeptor/ET-Signalsystems und des Neurotrophin-3 (NT-3) Regulationssystems. 

NT-3 stellt einen wichtigen Faktor selektiv für das Überleben von sensorischen Neuronen dar. 

Diese Rolle von NT-3 konnte in Knockout Mäusen für NT-3 gezeigt werden (Ernfors et al. 

1994). Die Reduktion der Expression von diesem Faktor aufgrund von NT-3 Heterozygotie 

führt zu einer Hypomyelinisierung der Axone in peripheren Nerven (Woolley et al. 2008). In 

eigenen Expressionsanalysen zeigte sich hinsichtlich dieser Theorie eine verminderte NT-3 

Expression in sl/sl-Ratten (Brinkmann und Sereda et al. unpublizierte Daten, Max-Planck-

Institut für Experimentelle Medizin Göttingen 2009). Folgend wird hypothetisiert, dass in 

ETB-Rezeptor-defizienten Ratten auch die Interaktion mit dem NT-3 gestört ist und somit zu 

einer selektiven Hypomyelinisierung myelinisierter sensorischer Axone bei P6 führt. In sl/sl-

Ratten wurde gezeigt, dass die Hypomyelinisierung bei P6 hauptsächlich Axone <4 µm 
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betrifft. Analysen an wildtypischen sensorischen Nerven zeigen einen maximalen 

Axondurchmesser von 4,5 µm für sensorische myelinisierte Axone (Zwick et al. 2002). 

Daraus kann geschlossen werden, dass eine reduzierte NT-3 Expression in sl/sl-Ratten zu 

einer Hypomyelinisierung von sensorischen Axonen führt. Damit einhergehend ist der 

beobachtete Verlust von sensorischen unmyelinisierten Axonen bei P18 zu sehen (Brinkmann 

und Sereda et al. unpublizierte Daten, Max-Planck-Institut für Experimentelle Medizin 

Göttingen 2009). Weiterhin wird vermutet, dass die Reduktion myelinisierter Axone der sl/sl-

Ratten bei P18 im Ischiasnerven einen Verlust von sensorischen myelinisierten Axonen 

aufgrund der verringerten NT-3-mRNA-Expression darstellt. Die bereits hypomyelinisierten 

Axone bei P6 könnten durch Absterben die Reduktion der myelinisierten Axone im 

Ischiasnerven bei P18 bedingen. Weiterhin sprechen die Ergebnisse aus DHB- ETB-Rezeptor 

sl/sl-Ratten für einen solchen Verlust von sensorischen Axonen. Diese transgenen sl/sl-Ratten 

exprimieren den ETB-Rezeptor unter der Kontrolle eines menschlichen Dopamin-ß-

Hydroxylase Promotors (Gariepy et al. 1998). Die sl/sl-Ratten stellen einen Knockout für den 

ETB-Rezeptor in allen Zellen des Organismus dar. Zur Verhinderung des toxischen 

Megacolons wurde durch ein transgenes Expressionskonstrukt die Expression des ETB-

Rezeptors in enterischen Ganglienzellen versucht wiederherzustellen. Aufgrund von 

Expressionsanalysen, die nur eine ~30-35%ige Reduktion der ETB-Rezeptor-mRNA-

Expression im Ischiasnerven zeigen, ist anzunehmen, dass der Rezeptor auch auf 

Schwannzellen unter der Kontrolle des DHB-Promotors wieder exprimiert wird. Die Tiere 

zeigen allerdings bei einem Alter von 5 Monaten eine mechanische Hyperalgesie und eine 

taktile Allodynie (Berti-Matterra et al. 2006). Diese veränderte Schmerzempfindlichkeit 

könnte durch den Verlust von sensorischen Axonen hervorgerufen werden und würde die 

Ergebnisse aus den sl/sl-Ratten bestärken. Es wurde allerdings keine histologische Analyse in 

diesen DHB- ETB-Rezeptor sl/sl-Ratten durchgeführt.  

Hingegen scheinen Axonen mit einem größeren Axondurchmesser nicht durch die fehlende 

ETB-Rezeptor/ET-Signaltransduktion auf Schwannzellen beeinflusst zu werden. Die Analyse 

der “g-ratio“ Werte ergab keinen Unterschied der Myelindicke bei P18 zwischen sl/sl-Ratten 

und Wildtyptieren. Der analysierte Ischiasnerv enthält sowohl sensorische wie motorische 

Axone und stellt somit einen gemischten Nerv dar. Das legt die Vermutung nahe, dass die in 

die Analyse eingeflossenen normal myelinisierten Axone zu der Population von motorischen 

Axonen zählen. Motorische Axone werden durch verringerte NT-3-Expression nicht 

beeinflusst, da NT-3 selektiv für das Überleben sensorischer Axone wichtig ist (Ernfors et al. 

1994).  
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Zusammenfassend zeigen die Daten aus den sl/sl-Ratten und der bekannten Literatur in 

Verbindung mit den in-vitro-Analysen von primären Schwannzellen (Brinkmann und Sereda 

et al. unpublizierte Daten, Max-Planck-Institut für Experimentelle Medizin Göttingen 2009) 

eine mögliche Interaktion des ETB-Rezeptor/ET-Signalsystems mit dem NT-3 als potentielle 

Ursache der Hypomyelinisierung von kleinen Axonen. Die verringerte Anzahl von 

myelinisierten Axonen in sl/sl-Ratten ist vermutlich auf das Absterben der versorgenden 

Schwannzellen oder Neurone zurückzuführen. 

Um die Funktion des ETB-Rezeptor/ET-Signalsystems im PNS in Verbindung mit der NT-3-

mRNA-Expression näher zu charakterisieren, sollte in sl/sl-Ratten ein möglicher Verlust von 

sensiblen Neuronen bei P6 und P18 untersucht werden. Das Absterben von Schwannzellen 

oder von Neuronen muss ebenfalls genauer durch immunhistochemische Färbungen gezeigt 

werden.  

 

 

4.2 Wirkung des ETB-Rezeptors auf Neurone von 

peripheren Axonen  

Die immunhistochemischen sowie auch die morphologischen Untersuchungen des 

Rückenmarks haben keine Veränderungen hinsichtlich der Anzahl der α-Motoneurone 

zwischen den sl/sl-Ratten und Wildtyptieren gezeigt. Die Apoptosefärbungen konnten 

keinerlei erhöhte Apoptose Aktivität im Bereich der Vorderhörner des Rückenmarks zeigen 

(Abbildung 18B, S. 47). Auch die Quantifizierung durch Auszählung des gesamten 

Querschnittes eines Rückenmarkabschnittes konnte in allen 3 Altersstufen keine 

Veränderungen in der Anzahl der α-Motoneurone aufweisen (Abbildung 20, S. 50). Diese 

sowie auch die Tatsache, dass in den sl/sl-Ratten bei P6 kleine Axone vorwiegend 

hypomyelinisiert waren, spricht wie bereits erläutert für die Notwendigkeit des ETB-

Rezeptor/ET-Signalsystems für die Myelinisierung von sensorischen Axonen.  

Ähnlich den Ergebnissen der Apoptosefärbungen auf Rückenmarksquerschnitten zeigte sich 

in den Apoptosefärbungen der DRG-Querschnitte keinerlei Apoptoseaktivität in allen 

Altersstufen und Genotypen (Abbildung 18, S. 47). In den Quantifizierungsversuchen zeigte 

sich zwar keine signifikante, jedoch eine stetige Abnahme der Dichte von DRG-Neuronen in 

den sl/sl-Tieren im Verlauf der 3 Altersstufen. In P1 war die Dichte der DRG-Neurone im 

Vergleich zu den Wildtyptieren in etwa gleich, wobei sie bei P6 und schließlich auch bei P18 

deutlich vermindert (Abbildung 19, S. 48). In den Wildtyptieren hingegen war dies nicht zu 
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beobachten. Auch diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass das ETB-Rezeptor/ET-

Signalsystems  für die Myelinisierung von sensorischen Axonen und möglicherweise auch für 

das Überleben von entsprechenden sensorischen Neuronen in den DRG’s wichtig ist. 
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5 Zusammenfassung 
Pluripotente Stammzellen der Neuralleiste (neural crest stem cells) differenzieren sich in der 

embryonalen Entwicklung zu Melanozyten, enterischen Ganglien, kraniofaszialen Knochen- 

und Knorpelzellen sowie Zellen des peripheren Nervensystems (Ayer-Le Lievre und Le 

Douarin 1982). Der Endothelin-B-Rezeptor (ETB-Rezeptor) stellt einen wichtigen Faktor für 

die Entwicklung der Neuralleistenzellen dar. Bei Ratten führt ein Defekt des ETB-

Rezeptorgens zu einem Entwicklungsdefekt von Neuralleistenzellen. Folglich kommt es zu 

einem Melanozytendefekt, einhergehend mit einem weißen Fell und zur kongenitalen 

Aganglionose des kaudalen Darmabschnitts, dem so genannten toxischen Megacolon. Diese 

natürlich vorkommenden ETB-Rezeptor-defizienten mutanten Tiere werden als „spotting 

lethal“-Ratten (sl/sl) bezeichnet und dienen als Modellsystem für den menschlichen Morbus 

Hirschsprung.  

Da Schwannzellen ebenfalls Abkömmlinge der Neuralleiste sind, wurde im Rahmen dieser 

Arbeit anhand der sl/sl-Ratten eine mögliche Wirkung des ETB-Rezeptor/ET-Signalsystems 

auf die postnatale Myelinisierung des PNS in vivo untersucht. 

Am Postnataltag 1 (P1) wurde eine erhöhte Anzahl von myelinisierten Axonen in sl/sl-Ratten 

im Vergleich zu Wildtyptieren festgestellt. Dies ist am ehesten auf eine verfrühte 

Myelinisierung durch eine beschleunigte Schwannzelldifferenzierung zurückzuführen. 

Weiterhin konnte eine Hypomyelinisierung von Axonen, insbesondere von kleinkalibrigen 

(Axondurchmesser <4 µm), im Ischiasnerven der sl/sl-Ratten in der Altersstufe P6 festgestellt 

werden. Sowohl in der Altersstufe P6 als auch in P18 zeigte sich eine verringerte Anzahl von 

myelinisierten Axonen. Zusätzlich war die Anzahl von Schwannzellen bei P6 und P18 in sl/sl-

Ratten reduziert. Eine Apoptose konnte weder im Bereich der α-Motoneurone noch in den 

dorsalen spinalen Nervenwurzeln (dorsal root ganglia; DRG’s) festgestellt werden. Auffällig 

war eine im Verlauf der 3 Altersstufen abnehmende Dichte von sensorischen Neuronen in den 

DRG’s.  

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass sensorische Axone und deren Zellsomata im 

PNS in ihrer Entwicklung auf das Vorhandensein des ETB-Rezeptor/ET-Signalsystems 

angewiesen sind. Es wird hypothetisiert, dass die Endotheline dabei über den ETB-Rezeptor 

eine wichtige Rolle für die Axon-Glia-Interaktion spielen. 
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7 Abkürzungsverzeichnis 
APS  Ammoniumperoxodisulfat 
BDNF aus dem Gehirn stammender neurotrophischer Faktor 
bp Basenpaare 
BSA Bovines Serumalbumin 
cDNA komplementäre DNA 
d delta 
DAPI 4,6-diamidino-2-phenylindol 
DDSA 2-Duodecenyl-succinicacidanhydrid 
DMP-30 2,4,6-Tris(dimethyl-amino-methyl)phenol 

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat 
DRG dorsal root ganglia; dorsale spinale Nervenwurzel 
E Embryonaltag  
EDNRB Endothelin-Rezeptor-B 
EGTA Ethylen-Glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,’N-tetra-Essigsäure 

EM Elektronenmikroskop 
ET-1 Endothelin-1 
ET-2 Endothelin-2 
ET-3 Endothelin-3 
ETA-Rezeptor Endothelin-Rezeptor-A 
ETB-Rezeptor Endothelin-Rezeptor-B 
GAPDH Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase 

GPCR G-protein coupled receptor; G-Protein-gekoppelter Rezeptor  
h Stunde 
HBSS Hank's gepufferte Salzlösung 
HRP horse radish peroxidase; Meerrettichperoxidase  
kDa kiloDalton 
MNA Methylensäure-Anhydrid 
mRNA  messenger ribonucleic acid; Boten-Ribonukleinsäure 
n.s. nicht signifikant 
NGF nerve growth factor; Nervenwachstumsfaktor 
NRG-1 Neuregulin-1 
NT-3 Neurotrophin-3 
P Postnataltag 

P0  Myelin Protein Null 
PCR polymerase chain reaction; Polymerasekettenreaktion 
PFA Paraformaldehyd 
q Quantitative 
RNA ribonucleic acid; Ribonukleinsäure 
rpm rounds per minute; Umdrehungen pro Minute 
RT Raumtemperatur 
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RT Reverse Transkriptase 
SD Standardabweichung 
SZ Schwannzelle 
TEMED  N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin 
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
TrkC Tyrosin-Kinase-Rezeptor C 
V Volumen 
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