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EINLEITUNG 1

I EINLEITUNG

Nervenbiopsien stellen in der Humanmedizin bereits seit den sechziger Jahren ein niitzliches
Verfahren zur Diagnostik peripherer Neuropathien dar (161). Mittlerweile sind die
Indikationen  hierfiir aufgrund hochspezifischer  klinisch-elektrodiagnostischer — und
genomanalytischer Untersuchungsmoglichkeiten riickldufig. In tierexperimentellen Ansitzen
hingegen, wie beispielsweise in der Toxikologie oder bei der Phénotypisierung von
genmanipulierten Versuchtierstimmen, findet die Untersuchung peripherer Nerven regelméBig
ithre Anwendung. Desweiteren ist sie in der Tiermedizin als sinnvolle Ergédnzung zu klinisch-
elektrodiagnostischen Untersuchungen anzusehen, da diese meist nicht derart differenziert wie
in der Humanmedizin durchgefiihrt werden konnen. Dariiberhinaus kann auf Basis der
pathomorphologischen Befunde zumeist eine eindeutige Zuordnung der geschiadigten Bereiche
und des Grades der Schidigung erfolgen und bereits bei einmaliger Untersuchung die
regeneratorische Kapazitdt festgestellt werden. Hierbei konnen neben licht- und
elektronenmikroskopischen  Untersuchungen insbesondere Nervenzupfpriparate einen
wertvollen Beitrag leisten (27). Voraussetzung fiir das Verstdndnis der Pathomorphologie
am peripheren Nerven ist jedoch eine genaue Kenntnis seiner ultrastrukturellen und
funktionellen Anteile sowie der moglichen Reaktionsmuster geschéidigter Kompartimente.
Diese Grundlagen zur Erkennung und Interpretation von Befunden werden im Literaturteil
vorangeschickt. Ein systematischer Uberblick von Krankheiten, die derartige Phinomene
hervorrufen konnen, schlief3t sich an.

Voraussetzung fiir die Beurteilung von Nervenbiopsien ist jedoch auch eine Kenntnis iiber
artifizielle und autolysebedingte Verénderungen, da sie nicht nur die Diagnostik erschweren,
sondern auch zu Fehldiagnosen fithren. Daher wurden solche Verdnderungen im Rahmen
dieser Arbeit in ihrer Reinform dargestellt und Protokolle zur Minimierung der diagnostischen
Fehlerquote vorgeschlagen. Da sich die Untersuchungen in erster Linie auf die Darstellung
gezupfter Nervenfasern konzentrieren, wurde der Versuch unternommen mit Hilfe
kollagenolytischer Substanzen die Trennbarkeit der Fasern zu erhdhen.

Bei der Untersuchung von Nervenbiopsien kann mitunter eine geringe Ausgangsmenge des
Probenmaterials limitierend fiir Diagnostik sein. In wie weit die sogenannte post-teasing-Licht-
und Elektronenmikroskopie in der Lage ist, der geringen Materialmenge mit seiner hohen
Spezifitdt entgegenzuschreiten, wird in der vorliegenden Arbeit ebenfalls erprobt. Allerdings

kann nicht nur eine kleine Probenmenge, sondern auch der Untersuchende selbst der
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limitierenden Faktor einer korrekten Diagnosefindung sein, denn die Beurteilung von
Einzelfasern ist, sofern sie nicht morphometrisch erfolgt, stets durch die erfahrungsabhéngige
Subjektivitit des Untersuchers gefdhrdet. Aus diesem Grund wird hier ein Erfassungsschema
vorgeschlagen, das eine Hilfestellung zur Differenzierung pathognomonisch relevanter
Veranderungen geben soll.

Um eine moglichst detaillierte und spezifische pathomorphologische Diagnostik zu
ermoglichen, wurden zudem neue Verfahren zur selektiven Darstellung neuroparenchymatoser
Komponenten an Nervenzupfprdparaten evaluiert. Hierbei fanden fluorochromatische und

immunhistologische Farbemethoden ihren Einsatz.
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II LITERATURUBERSICHT

1 DER PERIPHERE NERV IM VERGLEICH ZU ZENTRALNERVOSEN BAUELEMENTEN

Die wichtigste funktionstragende Einheit des peripheren wie auch des zentralen Nervensystems
ist das Neuron, an dem morphologisch folgende Abschnitte zu unterscheiden sind: einerseits
eine kernnahe Zytoplasmazone, das Perikaryon, andererseits seine Zytoplasmaausldufer, die
Nervenzellfortsitze (134). Die Perikaryen der Nervenzellen liegen in der grauen Substanz des
Zentralnervensystems (ZNS) oder in den peripheren cerebrospinalen, vegetativen oder
intramuralen Ganglien (168). Zu den Nervenzellfortsidtzen zdhlen die afferent leitenden
Dendriten, sowie das vorwiegend efferent leitende Axon, das im sogenannten Axonhiigel (146)
aus dem Perikaryon austritt. Es wird auch als Nervenfaser bezeichnet. Seine Lange kann, je
nach Spezies, 1m {berschreiten. Die Fortsdtze sind {iber Synapsen mit dem jeweiligen
Erfolgsorgan verbunden, wobei man zwischen neurosensorischen, neuroglanduldren,
interneuralen  (axoaxonale, axodendritische, axosomatische, dendodendritische) und
neuromuskuldren Synapsen unterscheidet (109).

Die Nervenzellfortsitze eines Neurons konnen in unterschiedlicher Anzahl vorliegen, wonach
die Einteilung in verschiedene Nervenzelltypen erfolgt. Am héufigsten ist die multipolare
Nervenzelle (109), bei der viele, breitbasig aus dem Perikaryon entspringende und sich in
dessen Umgebung bidumchenartig ausbreitende Dendriten nervale Impulse zum Perikaryon
leiten. Apolare Nervenzellen, die zwar keine Fortsdtze ausbilden, jedoch funktionell polarisiert
sind, kommen als Sinneszellen im Innenohr und in den Geschmacksknospen vor (109).
Unipolare Nervenzellen, wie die Stibchen und Zapfen der Retina, besitzen nur einen einzelnen,
axonalen Fortsatz (146). Dagegen sind bipolare Nervenzellen, beispielsweise als 2. Neuron der
Retina oder auch im Innenohr, durch ein Axon und einen gegeniiberliegenden Dendriten
gekennzeichnet (109).

Bei pseudounipolaren Nervenzellen verldsst ein Fortsatz das Perikaryon, um sich dann in ein
Axon und einen Dendriten zu gabeln. Die sensiblen Spinal- und Kopfganglien werden
vorwiegend von pseudounipolaren Nervenzellen gebildet. Urspriinglich handelt es sich hier um
bipolare Nervenzellen. Im Falle der Spinalganglien wéchst das Axon ins Riickenmark und der
Dendrit in die Peripherie, wobei sich beide bereits in der Embryonalphase auf einer Seite des
Nervenzellleibes zu einem gemeinsamen Ursprung vereinigen. Der Dendrit unterliegt daraufthin

Umbauvorgédngen, wodurch er zum dendritischen Axon wird (146).
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; Abb. 1: Schemata von Nervenzell-
. ‘T formen. Der Pfeil gibt die
g Richtung des elektrischen
: Impulses an.
e i (modifiziert nach 109)
{ G:/ | S T
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In peripheren Nerven sind die Fasern zu Biindeln zusammengeschlossen. Diese Biindel werden
auch als Faszikel bezeichnet (201). Innerhalb dieser Faszikel kommen die Nervenfasern im
feinfibrilliren Netz des lockeren endoneuralen Bindegewebes zu liegen (237). Jeder Faszikel
wird vom Perineurium, einer zarten mehrschichtig-lamellaren, zirkuldr orientierten Zelllage
zusammengefasst (175). Die Gesamtheit aller Faszikel wird ihrerseits von dem bindegewebigen
Epineurium umschlossen (175). Dieses besitzt als Abgrenzung zum umgebenden Gewebe eine

etwas derbere Struktur als zwischen den Faszikeln (109).

ADbb. 2: Schematischer Querschnitt eines peripheren Nervens
(201)
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Im ZNS hingegen fehlt ein derartiges mesenchymales Interstitium. Das Parenchym wird hier
durch eine innige, filzartige Verflechtung der dort vorkommenden neuroektodermalen Zellen
und insbesondere deren Fortsédtze gebildet und wird als Neuropil bezeichnet (50).

Das mesenchymale Aquivalent zu Hiillen des peripheren Nervens stellen im ZNS die
Meningen dar. Auf Hohe der Nervenwurzeln setzt sich die Dura mater als epineurales
Bindegewebe fort, und die arachnoidalen und subarachnoidalen Zelllagen gehen in die
sogenannte Perineuralscheide iiber (42). Bei Labornagern wird hingegen ein zum Teil
ektodermaler Ursprung der Meningen diskutiert (8).

Im Gegensatz zum peripheren Nerven machen im ZNS Blutgefile den Hauptanteil
mesenchymaler Strukturen aus. Sie senken sich unter Mitnahme pialen und adventitiellen

Bindegewebes von der Organoberfliche her ins Parenchym ein (42). Auf Kapillarniveau stehen
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die sogenannten Astrozyten iiber eine Basalmembran in direktem Kontakt mit dem
Gefillendothel. Ergidnzt durch besondere Zellkontakte im Endothel reprédsentieren diese
ungewoOhnlichen Gefdl3-Parenchym-Verhiltnisse das morphologische Substrat der Blut-Hirn-
Schranke (109), deren Aufgabe die enge Regulation der Homoostase des Hirnparenchyms ist.
Unter anderem werden die Astrozyten deshalb auch als Ammenzellen des ZNS bezeichnet
(146).

Neben der Blut-Hirn-Schranke kommen im ZNS weitere Barrieren vor. Zum einen die Blut-
Liquor-Schranke innerhalb der Plexus choroidei der Ventrikel. Zum anderen die Liquor-Hirn-
Schranke, die einem ungehinderten Eindringen von im Liquor befindlichen Substanzen in das
zentralnervose Parenchym vorbeugt (258).

Im peripheren Nerven befinden sich demgegeniiber zwei funktionelle Schrankensysteme.
Erstens die Blut-Nerven-Schranke des Endoneuriums, die mit der Blut-Hirn-Schranke
vergleichbar ist, und zweitens die als Diffusionsbarriere wirkende Gewebs-Nervenschranke.
Sie wird durch das Perineurium gebildet. Unter 2.2.1 wird auf diese Schrankensysteme genauer
eingegangen.

Dem Gehirn ist ein spezielles System zur Drainage extrazelluldrer Fliissigkeit zu eigen. Im
Gegensatz zum peripheren Nervengewebe fehlt hier ein eigenes Lymphgefaf3system, insgesamt
kommuniziert es aber iiber perivaskuldre Raume und die Liquorrdume mit dem zervikalen und
abdomino-thorakalen Lymphgefdf3system (258). Nach PETTERSON (179) findet aber auch
eine Drainage von Molekiilen aus dem Subarachnoidalraum in die peripheren Nerven statt. So
konnte nachgewiesen werden, dass sowohl Evans-Blau-Albumin als auch Lanthanum-Tracer

aus dem Subarachnoidalraum entlang des Epineuriums in die Peripherie gelangt.

Generell kann die einzelne Nervenfaser von einer Markscheide umgeben sein oder aber als
marklose Faser vorliegen (12). Markhaltig sind vor allem die Gehirn- und Riickenmarksnerven.
Marklos sind hingegen die postgangliondren Fasern des vegetativen Nervensystems und die
Fila olfactoria des Riechhirns (168). Die Markscheidenbildung der Nervenfasern im ZNS
erfolgt durch Oligodendrozyten. Diese lichtmikroskopisch fortsatzarm erscheinenden
Gliazellen bilden die weille Substanz des ZNS. Elektronenmikroskopisch lassen sich zehn bis
flinfzig extrem abgeplattete und flachenartig ausgebreitete Zellausldufer darstellen (146), die
sich bisquitrollenartig um das Axon legen, um so die Markscheide des Neurons zu bilden. Zwei
benachbarte Wickelungen sind jeweils durch einen Ranvierschen Schniirring (Hinweis bei 42)
voneinander getrennt. Ein Oligodendrozyt kann, im Gegensatz zu seinem Aquivalent im PNS,

der Schwannzelle, mehrere Axone (bis zu 50, (146)) einschlieBen. Der Ubergang myelinisierter
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Axone vom ZNS ins PNS findet am sogenannten Ubergangsschniirring statt. Dabei reicht die
Myelinscheide des ZNS in weniger als 1% fiir einige 100 um in das PNS hinaus, wo sie
ithrerseits von der peripheren Markscheide tiberlagert wird (14).

Bei den Hiillzellen des PNS unterscheidet man wiederum zwischen drei Zelltypen: a) die
Schwannzelle im engeren Sinne als myelinbildende Scheidenzelle, b) die Remakzelle als
Nervenhiillzelle markarmer (vegetativer) Axone und c) die Mantelzelle (Amphizyt oder
Satellitenzelle) im Spinalganglion (50).

Innerhalb der durch Schwannzellen gebildeten Myelinscheide sind bereits lichtmikroskopisch
die  Schmidt-Lantermanschen Kerben (143, 205) als schrige Einschnitte, die
Schwannzellzytoplasma enthalten, zu erkennen. Diese Strukturen fehlen im ZNS. Dies konnte
auf die fehlende mechanische Beanspruchung der Axone im ZNS zuriickzufiihren sein, da die
Schmidt-Lantermanschen Kerben moglicherweise Biegebeanspruchungen des Nerven ohne
Beeintrachtigung des Axons zulassen (109). Als weiteres mesenchymales Element im ZNS ist
die Mikroglia zu nennen. Hauptaufgabe dieser im Neuropil phasenweise amoboid beweglichen
Zellen ist die Gewebsreinigung durch aktive Resorption abrdumbediirftiger Materialien (50).
Dies geschieht gemeinsam mit emigrierten Monozyten. Die Fahigkeit zur Neuronophagie

konnen dartiberhinaus auch Astrozyten und Oligodendrozyten entwickeln.

\
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&
Myelinscheide von———
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Abb. 3: Ausdehung eines Motoneurons
vom ZNS ins PNS (modifiziert
nach 146)
peripheres Nervensystem
Myelinscheide von
Schwann-Zellen
motorische Endplatte

an Skelettmuskelzelle
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Am peripheren Nerv {libernechmen hingegen vor allem immigrierte Monozyten,
Bindegewebszellen des Endoneuriums, sowie auch die Schwannzellen resorptive Téatigkeiten

(201). Eine mit dem ZNS vergleichbare ortsstindige Mikroglia gibt es im peripheren Nerven

nicht.

Tabelle 1: Zusammenfassende Gegeniiberstellung

ZNS

PNS

keine interstitiellen Bauelemente

Endo-, Peri- und Epineurium

kein Lymphgefaf3system

Lymphgefilsystem

3 funktionelle Schranken:
Blut-Hirn-Schranke
Blut-Liquor-Schranke

Liquor-Hirn-Schranke

2 funktionelle Schranken:

Blut-Nerven-Schranke

Gewebs-Nerven- Schranke

Neuroparenchym
gebildet von Nervenzellen, Astrozyten und
Oligodendrozyten

Neuroparenchym:
gebildet von Nervenzellen und Schwannzellen

Markscheidenbildung
durch Oligodendrozyten

Markscheidenbildung
durch Schwannzellen

Fehlen von Schmidt-Lantermanschen Kerben

Schmidt-Lantermansche Kerben

Mikroglia

alle Makrophagen aus dem Knochenmark

2 ULTRASTRUKTURELLE UND FUNKTIONELLE MORPHOLOGIE DES PERIPHEREN NERVENS UNTER

BERUCKSICHTIGUNG DER ONTOGENESE

2.1 Das Neuroparenchym

Sowohl die Nervenzellen selbst, wie auch die Schwannzellformen entspringen dem &uf3eren der
drei embryonalen Keimblitter, dem Ektoderm. Im Rahmen der Organogenese entsteht aus der
ektodermalen Neuralplatte durch Aufwolbung von Neuralwiilsten die Neuralrinne und
schlieBlich das Neuralrohr (207). Dieses bildet die histogenetische Grundlage sowohl aller
Nervenzellen, deren Perikarya in Hirn und Riickenmark zu liegen kommen, als auch der
Neuroglia des ZNS. Samtliche Ganglien hingegen (Spinal-, vegetative und Paraganglien),
sowie die Schwannzellformen differenzieren sich aus den bilateral zum Neuralrohr
angeordneten Neuralleisten (197). Letztere werden in der Literatur daher auch als

Ganglienleisten bezeichnet (50).
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2.1.1 Das Neuron und seine Fortsitze

Im peripheren Nerven kommen funktionell gesehen somato- und visceromotorische, wie auch
somato- und viscerosensorische Nervenfasern vor. Somatische Nervenfasern sind, wenn auch
in unterschiedlicher Auspriagung markhaltig, ebenso wie die viscerosensorischen Nervenfasern
(146). Weitere markhaltige Fasern konnen auch durch prigangliondre, efferent leitende
vegetative Fasern gebildet werden, da Ganglien auch in distalen Gliedmafenabschnitten
gefunden werden (151). Marklos hingegen sind die efferenten, postgangliondren Fasern
vegetativer Neurone (168). Fasern sowohl somatomotorischer, als auch priganglionérer
vegetativer Efferenzen stammen aus dem Neuralrohr. Thre Kerne kommen daher in der grauen
Substanz des ZNS zu liegen. Alle afferenten Nervenfasern, wie auch die postgangliondren
vegetativen Efferenzen gehen aus dem Material der Neuralleiste hervor. Die Perikaryen dieser
Neurone kommen daher in den cerebrospinalen bzw. vegetativen Ganglien zu liegen. Neben
diesem ,,Geburtsort* soll allerdings auch der Zeitpunkt der letzten Mitose ausschlaggebend fiir
die spétere Funktion einer Nervenzelle sein (3).

Nachdem das junge Neuron von seinem Geburtsort emigriert ist und sich an seinem
endgiiltigen Platz niedergelassen hat, beginnen Axon und Dendriten auszuwachsen. Dabei
entstechen am Ende der sich ausbreitenden Nervenzelle irregulédre, stachelig erscheinende
Verdickungen, die sogenannten Wachstumskegel (34). Einer von diesen legt an
Geschwindigkeit zu und bildet so den axonalen Wachstumskegel. Hierbei ermdglichen
fingerartige Mikrospikes und Filopodien Vorwértsbewegungen (163). Beriihren diese eine
falsche Zielzelle, ziehen sie sich zuriick. Bei der Richtigen hingegen verbleiben sie, und die
Wachstumsrichtung des gesamten Wachstumskegels orientiert sich dementsprechend.

Nun stellt sich die Frage, nach welchen Kriterien die axonalen Wachstumskegel einen
bestimmten Weg einschlagen. Einerseits wird eine gewisse genetische Determination
angenommen. Andererseits iiben bestimmte extrinsische Faktoren einen grolen Einfluss aus
(201). Man nimmt an, dass Wachstumskegel entlang existierender Routen, wie bereits
bestehenden Axonen, in die Peripherie auswachsen. Daher ldsst sich nachvollziehen wie die im
adulten Nerv sichtbaren Faserbiindel entstehen (166). Das Wachstum wird dabei durch
Adhisionsmolekiile vermittelt (161). Diese befinden sich sowohl auf den Wachstumskegeln
selbst, als auch auf bereits ,,ausgewanderten Axonen und anderen Zellen, iiber die die
Wachstumskegel wandern (z.B. gliale Zellen und Muskelzellen). Die Zell-zu-Zell Kontakte

l6sen dann wiederum intrazellulire Signale zum Wachstumsstop oder Weiterwachsen aus.
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Wachstumskegel wachsen allerdings ebenso entlang extrazelluldrer Matrix wie z.B. Kollagen,
Fibronektin oder Laminin, fiir die sie entsprechende Rezeptoren besitzen (201).

Dieses gezielte In-die-Peripherie-Wachsen der Axone unterliegt in seiner Gesamtheit jedoch
der Abhingigkeit trophischer Faktoren (29). Diese werden einerseits von Schwannzellen und
Schwannzellvorlidufern gebildet und sind neben der Entwicklung auch fiir das Uberleben der
Neurone verantwortlich (120). Andererseits werden bestimmte Neurotrophine auch von den
Zielzellen produziert (29).

Das Uberleben von Dorsalwurzelganglien héingt withrend der Nervenentwicklung zuniichst von
Signalen der Schwannzellvorldufer ab. Hierbei handelt es sich vermutlich um Neurotrophin 3
(120). Bei Erreichen der Zielzelle sind es deren Signale, die diese Aufgabe iibernehmen. Bei
Motorneuronen wirken Schwann- und Targetzellsignale zur gleichen Zeit. Hierbei bilden junge
Schwannzellen unter anderem Neurturin und GDNF (glial cell line derived neurotrophic factor)
(120). Dies konnte im Versuch mit ERBB3-Knockout-Méusen bestétigt werden (193). ERBB3
ist Rezeptor fiir B-Neuregulin in jungen Gliazellen. B-Neuregulin wird axonal gebildet und ist
seinerseits fiir die Differenzierung und das Uberleben der Schwannzellen verantwortlich.
Motorneurone von ERBB3-Knockout-Miusen sterben spit ab, Dorsalwurzelganglien jedoch
friih.

Die klassische neurotrophe Theorie macht hingegen in erster Linie von Targetzellen gebildete
und freigesetzte Faktoren fiir Nervenzellwachstum und —iiberleben verantwortlich. Der wohl
bekannteste dieser Faktoren ist NGF (nerve growth factor) (29), ein spezifisches Protein, das an
komplementire transmembrane Rezeptorproteine mit Tyrosinkinaseaktivitdt bindet (3). Auch
im reifen Nerven hat NGF eine herausragende Bedeutung. Er bewirkt nach Verletzungen das
sogenannte axonal sprouting (239) und ist somit wichtig fiir die Reinnervation von Haut und
Muskeln. Diese axonalen Sprossungsmechanismen werden im Kapitel 4.1 genauer
aufgegriffen. Inzwischen hat sich allerdings herausgestellt, dass NGF ebenso von
Schwannzellen gebildet wird (201). Dass es sich trotz allem eher um einen von ihnen
gebildeten Neurotrophinen- ,,Cocktail* als um einzelne Faktoren handelt, die das axonale
Uberleben steuern, wird deutlich, wenn man sich vor Augen fiihrt, dass viel mehr Neuronen
absterben, wenn gar keine Schwannzellvorldufer bzw. junge Schwannzellen vorhanden sind,
als wenn einzelne Faktoren fehlen (120). Neurone, die nicht geniigend neurotrophe Faktoren
aufnehmen, unterliegen der Apoptose (180). Hieraus erklirt sich, weshalb von den im Uberfluss
produzierten Neuronen nur etwa 50% tiiberleben, nachdem sie die Zielzelle erreicht haben,

obwohl sie keinerlei pathologische Merkmale aufweisen (30).
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Ebenso werden Synapsen mit der Zielzelle vorerst im Uberfluss gebildet. So erhilt
beispielsweise eine embryonale Muskelzelle viele Neuronen, iibrig bleibt allerdings nur eines.
Der Grund hierfiir liegt darin, dass das Uberleben von Synapsen von elektrischer Aktivitit im
Neuron sowie von synaptischen Signalen abhéngig ist. Wenn es nun durch einen elektrischen
Impuls in der Nervenfaser zur Muskelzellerregung kommt, schickt die erregte Muskelzelle
einen ,,rebuff* an alle Axonterminale, die an ihr Synapsen bilden. Synapsen, deren Axon nicht
elektrisch erregt war, werden dadurch geschwicht und bei nachfolgenden Erregungen wird

immer weniger Neurotransmitter freigesetzt (119).

Der bei Nervenzellen in der Regel sehr grof3e Zellkern kommt mit seinem deutlichen Nukleolus
meist zentral im Soma zu liegen, bei vegetativen Neuronen hdufig auch exzentrisch (109). Im
Zellkern von Nervenzellen finden zwar Transkription und Bildung der mRNA wie in anderen
Korperzellen statt, aber die Nervenzelle ist wohl aufgrund ihres hohen Differenzierungsgrades
nicht mehr zur Zellteilung befdhigt. Eine Ausnahme bilden hierbei Neurone in definierten
Hirnregionen (157). Folglich kénnen - zumindest alle peripheren Nerven betreffend - keine
neuen Nervenzellen mehr im Organismus entstehen und Neurone, die irreversibel geschidigt
worden sind, werden nicht mehr ersetzt.

Aufgrund des Unvermogens der Nervenzellen, sich zu teilen, ist es nicht weiter verwunderlich,
dass Zentriolen in Neuronen adulter Individuen meist nicht mehr vorhanden sind. Allerdings
wird auf die Bedeutung des Zentriolenpaares bei der Organisation des Zytoskeletts
hingewiesen, indem es ,,...seinen Einfluss {iber die vielen Mikrotubuli, die in das perizentrioldre
Material einstrahlen, ausiibt.“ (109). Um den Zellkern herum befindet sich die dem Perikaryon
im Lichtmikroskop sein typisches Aussehen verleihende, basophile Nissl-Substanz (175). Sie
ist schollig verteilt und wird vom rauen endoplasmatischen Retikulum (rER) gebildet.
Elektronenmikroskopisch stellt sich das rER als ein membranstapelartig aufgebautes
Zisternensystem dar, an dessen Aullenseite Ribosomen anhaften. Im Axon und in den feineren
Verzweigungen der Dendriten fehlt ein rER. Ebenso kommt der Golgi-Apparat nur im
Perikaryon vor. Proteine und Membranbestandteile, die zur Erneuerung des Axons und der
Nervenendigungen bendtigt werden, werden also nur im Zellkorper gebildet. Sie gelangen
dann, verpackt in membranumhiillte Vesikel, per anterograden Transport in die
Nervenzellfortsitze (3).

Das glatte endoplasmatische Retikulum, dessen Aufgabe in der Synthese von komplexen
Lipiden, Steroiden und Glykogen besteht, ist hingegen sowohl im Perikaryon als auch im

Zytoplasma der Nervenzellfortsitze vorhanden. THOMAS und OCHOA (237) sowie
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BERTHOLD und SKLOGUND (15) beschreiben das axonale glatte ER als mehr oder weniger
flach-r6hrenartiges Zisternensystem, das weniger als 2,5% der axonalen Querschnittsflache
ausmacht. Es reicht als kontinuierliches retikuldres Netzwerk vom Axonhiigel bis in die
Nervenendigungen und teilt sich vor den Axonaufzweigungen in ein primédres und sekundires
System. Ersteres besteht aus dickeren Rohren, die direkt am (237) bzw. im (15) Axolemm zu
liegen kommen und bis in die Nervenendigungen reichen. Das sekundire, aus kleineren R6hren
bestehende System kommt eher zentral im Axon zu liegen, und zerféllt in Untereinheiten, die
in etwa der GroBe der synaptischen Vesikel entsprechen. Es wird diskutiert, ob das glatte ER
des Axons neben den Neurotubuli an axonalen Transportvorgéngen beteiligt ist (109, 61).

Freie Ribosomen, deren Aufgabe vor allem die Synthese von Strukturproteinen und Enzymen
ist, sind in erster Linie im Perikaryon zu finden. THOMAS und OCHOA (237) beschreiben
gelegentlich vorkommende, an Ribosomen erinnernde Partikel distal des Axonhiigels.
Mitochondrien kommen sowohl im Perikaryon als auch im Zytoplasma der Nervenzellfortsétze
vor. Sie werden im Zellkorper gebildet und dann entlang der Neurotubuli in Axon und
Dendriten transportiert. Bei diesem, wie auch bei jedem anderen mikrotubuldren Transport,
handelt es sich um einen aktiven Transportmechanismus durch mikrotubuldre
Transportproteine. Das fiir den axonalen Transport notige ATP wird durch die Mitochondrien
bereitgestellt. Vereinzelt konnen bereits bei lichtmikroskopischer Darstellung Mitochondrien
als winzige Punkte im Axon angesprochen werden. Detaillierte Angaben tiber die Ultrastruktur
der axonalen Mitochondrien finden sich bei DONOSO et al. (59) und BERTHOLD und
SKLOGUND (15). Im Gegensatz zu den meisten anderen Organellen kommen Lysosomen im
Perikaryon und im Axon, aber nicht in den Dendriten zu liegen. Mit Hilfe von hydrolytischen
Enzymen bauen sie zelleigenes Material ab. In der Literatur (12, 237) werden sie als
lamellenartige, dichte, osmiophile Strukturen beschrieben. Als membranumhiillte Gebilde
tauchen weiterhin kleine, dichte, katecholaminhaltige Vesikel in postganglionédren, nicht
myelinisierten Nervenfasern auf. Glykogenpartikel kommen in erster Linie in Axonterminalen,
aber auch in Nervenwurzeln vor.

Das Zytoskelett der Nervenzelle wird von Mikrotubuli und Neurofilamenten, deren Aggregate
als Neurofibrillen bezeichnet werden, gebildet. Neurofibrillen sind héufig bereits
lichtmikroskopisch anzusprechen.

Die Mikrotubuli der Nervenzelle werden auch als Neurotubuli bezeichnet. Axoplasmatische
Neurotubuli kommen héufig in Gruppen zusammen mit Mitochondrien und glattem ER zu
liegen (237). Sie stellen sich als zylindrische R6hrchen mit einem Durchmesser von etwa 24-25

nm dar (12), deren Wand von Tubulin gebildet wird. Im geeigneten Milieu konnen
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Tubulinmolekiile rasch zu Mikrotubuli aggregieren (78). In Axonen ist der Grofteil der
Mikrotubuli stabil und modifiziert (3). Andererseits konnen die Mikrotubuli durch
pathologische Faktoren wieder in Tubulinmolekiile zerfallen. Zudem hat man beobachtet, dass
sowohl die Anzahl an Mikrotubuli, als auch ihre Verbindung zu anderen Organellen durch die
Zusammensetzung des Puffers im Glutaraldehydfixativum beeintrachtigt wird (137). Daher
miissen Angaben iiber die Anzahl an Neurotubuli im Axon, die zwischen 50 und 100/pm? in
nicht-myelinisierten, und zwischen 10 und 20/um? in groflen, myelinisierten Axonen schwankt
(169, 12), mit Vorsicht beurteilt werden. In feineren Verzweigungen treten sie zuriick. Neben
Tubulin enthalten Mikrotubuli noch mikrotubulus-assoziierte Proteine (MAPs), die die Bildung
der Mikrotubuli beschleunigen, ihre Stabilitit unterstiitzen (109) und ihre Interaktionen mit
anderen Zellkomponenten vermitteln (3).

Wie ihre Ultrastruktur erkennen ldsst, ist die Funktion der Mikrotubuli im peripheren Nerv
vielgestaltig: Sie tragen zur Formerhaltung der Zelle bei und sind fiir Bewegungsvorgénge von
Zellen mitverantwortlich (3). In erster Linie jedoch sind sie wesentlich an intrazelluldren
Transportvorgingen beteiligt. In dem vom Perikaryon ausgehenden, kontinuierlichen
zentrifugalen Axoplasmastrom leiten sie verschiedene Zytoplasmabestandteile in die
Peripherie. Dieser langsame Transport betridgt etwa 1,5 mm pro Tag (109). Daneben gibt es
noch einen schnelleren Axoplasmatransport (250-400mm/Tag), durch den unter
Energicaufwand Ubertriigersubstanzen und deren Abbauenzyme bis zum Axonende bewegt
werden (109). Fiir diesen Transport von Organellen und synaptischen Vesikeln wird das
Motorprotein Kinesin bendtigt. Seine schweren, ATP-haltigen Ketten binden dabei an die
Mikrotubuli, und seine leichten Ketten verankern die zu transportierenden Zellkomponenten.
Neben diesem anterograden Transport gibt es auch einen retrograden Transport vom Axon
Richtung Perikaryon. Hierbei fungiert das zytoplasmatische Dynein als Motorprotein.
Zusitzlich sollen die Mikrotubuli an der Ausformung des Axonhiigels (262) sowie am
transmembrandsen lonenaustausch (12) und der Verteilung von Ionenkandlen auf der
Zelloberflache (205, 252) beteiligt sein.

Als Neurofilamente werden die Intermediérfilamente der Neurone bezeichnet. Diese
unverzweigten, longitudinal orientierten Strukturen bestehen aus faserigen Polypeptiden und
haben einen Durchmesser von 10 nm. Im Abstand von etwa 50 nm entsenden sie
speichenartige Strukturen, die in Verbindung mit benachbarten Filamenten stehen (237). Durch
diese Quervernetzungen bestimmen sie maligeblich den Axondurchmesser. Die
Neurofilamentdichte betrdgt zwischen 100 und 300/um? (267). Neurofilamente sind die

stabilsten Komponenten des Zytoskeletts und verleihen so besondere Widerstandsfahigkeit
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gegen Zug- und Druckkréfte (109). Inwieweit sie in axonale Transportmechanismen involviert
sind, ist ungeklért (12, 61). In den Endverzweigungen der Dendriten ziehen sie sich zuriick.
Als weitere Filamente befinden sich aktinartige Filamente mit einem Durchmesser von etwa

Snm (Mikrofilamente) in den Pseudopodien axonaler Wachstumskegel (163).

Tabelle 2
Organellen Perikaryon Axon Dendriten
Zellkern + - -
raues ER + - nicht in feineren
als Nissl-Substanz Asten
glattes ER + + +
Ribosomen + im Axonhiigel -
Mitochondrien + + +
Golgi-Apparat + - -
Zentriolen im erwachsenen Nerv - -
meist nicht mehr
Lysosomen + + -
Neurotubuli und + + nicht in feineren
-filamente Asten
Pigmente + + +

2.1.2 Die Schwannzellen

Die Schwannzelllinie beginnt im Sinne von Schwannzellvorldufern mit migrierenden
Neuralleistenzellen, aus denen sich jugendliche Schwannzellen entwickeln. Von diesen
unreifen Schwannzellen leiten sich die myelinisierten und nicht-myelinisierten, reifen
Populationen ab (123). Als Marker fiir die Schwannzelllinie kann PO (major peripheral myelin
protein) dienen, da alle Neuralleistenzellen, die sich spéter zu Schwannzellen differenzieren,
dieses Protein - wenn auch nur in verhdltnisméBig geringer Konzentration - exprimieren (120).
Diese Expression ist vollig unabhédngig davon, ob sie als reife Zellen Myelinscheiden bilden
oder nicht. Unter den adulten Schwannzellen hingegen exprimieren nur noch die
myelinbildenden PO, da bei nicht-myelinisierenden Schwannzellen die PO-Expression durch
axonale Signale supprimiert wird. PO macht iiber 50% des peripheren Myelinproteins aus (161).
Als Adhésionsmolekiil stabilisiert es die Myelinscheide und ist zudem fiir das axonale
Wachstum mitverantwortlich.

Prinzipiell sind zwei Moglichkeiten denkbar, wie Schwannzellen sich von anderen Zellen der
Neuralleiste differenzieren. Einerseits scheint ihr Weg zum Zeitpunkt des Migrationsbeginnes

bereits determiniert (110). Andererseits erhalten sie instruktive Signale. So blockiert das axonal
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gebildete B-Neuregulin die Entwicklung von Neuronen, die ebenfalls der Neuralleiste
entstammen (120). Als trophischer Faktor regelt P-Neuregulin aber nicht nur die
Differenzierung, sondern auch das Uberleben der Schwannzelllinie. Es bindet dabei, wie
bereits erwéhnt, an den ERBB3-Rezeptor der Schwannzellen (193).

Weiterhin besitzen Schwannzellen einen Rezeptor fiir NGF. Da neben den Targetzellen der
Nervenfaser auch die Schwannzellen selbst NGF bilden, konnen sie via autokrine Loops ihre
eigene Entwicklung mitbestimmen (201).

Die postnatale Differenzierung in myelinisierende und nicht-myelinisierende Schwannzellen
wird wiederum axonal gesteuert, wobei genaue Mechanismen unbekannt sind (120). Dabei
finden sowohl morphologische als auch biochemische Verdnderungen der Schwannzellen,
insbesondere der myelinbildenden, statt. So wird die Expression neuer Gene hochreguliert, und
die fiir myelinbildende Schwannzellen typischen Proteine PO, MBP (myelin basic protein), und
PMP22 (peripheral myelin protein 22) werden vermehrt gebildet. Im Gegenzug wird die
Expression andere Gene, wie z.B. flir NCAM (neural cell adhesion molecule), den
Neurotrophinrezeptor p75, und GFAP (glial fibrillary acidic protein) herunterreguliert. Von
reifen nicht-myelinisierenden Schwannzellen hingegen werden diese Proteine weiterhin
gebildet (124).

Schwannzellen fungieren bei Axonen jeder Grof3e als Hiillzellen (201). Bei nicht-myelinisierten
Nervenfasern werden Abschnitte mehrerer Axone zwar einzeln, aber von einer einzigen
Schwannzelle manschettenartig umhiillt. Dabei senken sich die Axone in das Plasmalemm der
Schwannzelle ein, das entsprechende Einstlilpungen bildet (109). Die Duplikatur der
Schwannzell-Membran wird als Mesaxon bezeichnet (12). Solche Schwannzellen, die eine
Vielzahl an nicht-myelinisierten Nervenfasern einschlieBen, werden auch als Remakzellen
bezeichnet (129).

Die myelinbildende Schwannzelle stellt man sich am einfachsten als flache, trapezoide Zelle
vor (Abb. 4), die spiralig um ein einzelnes Axon gewunden ist (237), und so ein Axonsegment
bestimmt. Thr innerster Anteil, der dem kiirzeren Trapezende entspricht, wird dabei von der
schmalen Zone des adaxonalen Schwannzellzytoplasmas gebildet. Diesem schlieft sich nach
auBen eine Zone kompakten Myelins an, die beidseits von einem schmalen, lateralen
Zytoplasmarand umgeben wird. Das Myelin ist von Zytoplasmakanélen durchzogen. Diese
konnen, wenn sie senkrecht zum Axon verlaufen, das adaxonale Schwannzellzytoplasma mit
dem sich an das Myelin anschlieende, breiteren abaxonale Zytoplasmasaum verbinden. Im
abaxonalen Schwannzellzytoplasma kommt der Zellkern und ein Grofteil der Organellen zu

liegen.
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Abb. 4:
zweidimensionale
Darstellung einer

Schwannzelle
(237)

Der adaxonale Anteil der Schwannzelle schiebt sich um das Axon herum immer weiter vor, so
dass im Querschnitt folgendes Bild entsteht: um das Axon kommt das adaxonale, kaum
Organellen enthaltende Schwannzellzytoplasma zu liegen. Es fiihrt etwas mehr als eine
Wickelung aus, wobei Bereiche, an dem die Schwannzell-Oberflichenmembranen {iberlappen
und tber eine tight junction verbunden sind (237). Diese Stelle wird als inneres Mesaxon
bezeichnet (12).

Die angrenzende, lamelldr geschichtete Myelinscheide besteht zu 75% aus Lipiden
(Cholesterin, Sphingomyelin und Galaktolipide) und zu 25% aus Proteinen, dessen grofBten
Anteil das Glykoprotein PO ausmacht (201). Sie weist alternierend dunkle Zonen, die major
dense lines, und helle Lamellen, sogenannte intraperiod lines auf (81, 221). Letztere sind
genauer genommen zwei Linien, die durch eine schmale Liicke von 2 nm (intraperiod gap)
voneinander getrennt werden (201). Im gemischten peripheren Nerven besteht die
Myelinscheide diinner Nervenfasern insgesamt aus etwa 30, die dicker Nervenfasern aus bis zu
120 Myelinlamellen (6). Die osmiophilen major dense lines entstehen durch Fusion
intrazelluldrer Teile der gegeniiberliegenden Schwannzellmembranen einer Wickelung.

Dementsprechend befand sich vor ihrer Vereinigung Zytoplasma im Bereich der major dense
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lines, und sie stellen den ehemals intrazelluliren Schwannzellanteil dar. Die intermediate lines
entsprechen dem Mesaxon, und stellen damit den ehemals extrazelluldren Raum dar (237).

AuBen an das Myelin schliet sich das organellenreiche, den Zellkern enthaltende abaxonale
Schwannzellzytoplasma an. Es besteht ebenfalls aus etwas mehr als einer Wickelung und bildet
im Uberlappungsbereich das duBere Mesaxon. Zytoplasmaanteile in diesem Bereich werden in

der Literatur vereinzelt auch als zytoplasmatische Lippen (237) bezeichnet.

Das Schwannzellplasmalemm besteht aus einer dreischichtigen symmetrischen Membran (237).
Gegeniliber dem umliegenden Bindegewebe grenzt sich die duBlere Schwannzellmembran
sowohl bei myelinisierten als auch in nicht myelinisierten Nervenfasern durch eine
kontinuierliche Basalmembran ab (201). Interessanterweise kann die Basalmembran in freeze-

fracture-Priparaten nicht nachgewiesen werden (6).

In bestimmten Regionen der Myelinscheide 6ffnen sich die major dense lines und bilden
zytoplasmatische Taschen. Diese wurden erstmals 1884 von SCHMIDT (205) und 1877 von
LANTERMAN (143) als Inzisuren der Myelinscheide beschrieben, und werden daher als
Schmidt-Lantermansche-Kerben (SLK) bezeichnet (Abb. 5). In ihnen sind einzelne
Mikrotubuli enthalten, gelegentlich werden auch elektronendichtes Material und
multivesikuldre Korper beschrieben (105). Nach Glutaraldehydfixierung erscheinen die SLK's
héufig osmiophil, und ihre Anzahl steht in direkt proportionalem Zusammenhang mit der
Myelindicke (237). Sie bilden zur Myelinlamelle einen Winkel von anndhernd 9° (88). Die
Funktion der SLK's wird vielgestaltig beschrieben:

ROBERTSON (195) fiihrt ihre Existenz auf Scherdefekte eines dynamischen Prozesses zuriick.
Andere Autoren schreiben ihnen eine der Myelinscheide Plastizitét verleihende Funktion zu
(88, 109). Dariiberhinaus wurde ihnen die Beteiligung an der axoplasmatischen Peristaltik und
am Zytoplasmafluss innerhalb der Myelinlamellen unterstellt, indem sie sich langsam
rhythmisch 6ffnen und schlieen sollen (219). In anderen Untersuchungen (105) konnte dies
jedoch nicht bestétigt werden. Durch das Vorkommen zytoskelettaler Anteile in den Kerben
tragen sie moglicherweise zur strukturellen Bestindigkeit des Myelins bei (237). Weiterhin
wird eine metabolische Bedeutung der SLK's, wie die Passage von Metaboliten durch die
Myelinscheide zum Axon, in Betracht gezogen. So konnte man beispielsweise Peroxidase als
Marker zuerst in den Kerben, dann im adaxonalen Zytoplasma und letztendlich im Axon
nachweisen (195, 220). Dariliberhinaus nehmen einige Autoren an, dass die SLK's in das

Langenwachstum des Myelins einbezogen sind (39).
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Der Zellkern der Schwannzelle besitzt
eine deutliche Kernmembran. Als
zytoplasmatische Organellen sind
schwach differenzierte Mitochondrien,
der Golgi-Apparat, Zentriolen, ein raues
und ein glattes endoplasmatisches
Retikulum sichtbar. Des Weiteren
werden Glykogenpartikel, Lysosomen,
die als Telolysosomen hiufig Lipofuszin
enthalten, und mikropinozytotische
Vesikel  beschrieben  (237). Als
Einschliisse sind von REICH die

sogenannten m-Granula  beschrieben

Abb.5 A und B: Feinstruktur der SLK’s worden (188).
(ax= Axon; ml= Myelinlamellen; S= Schwannzellzytoplasma; mt=
Mikrotubuli; pv= pinozytotische Vesikel) (237)

Die daher auch als Reich-Granula benannten stabformigen Gebilde sind bei einem
Durchmesser von etwa 0,2-0,5 um Ium lang (6, 237), und kommen vorwiegend perinukledr zu
liegen. Elektronenmikroskopisch bestehen sie aus lamellenartigen Membranstapeln. Sie sind
gelegentlich mit dichtem osmiophil-amorphem Material assoziiert und stets von einer
Membran umgeben. Da sie eine saure Phosphataseaktivitit beinhalten werden sie als
Lysosomen klassifiziert (259, 6).

Sie entstehen durch Speicherung und Strukturierung gewisser Lipide oder Lipidgemische. Es
wird angenommen, dass die m-Granula aus nicht weiter metabolisierbaren Lipiden des
Myelinstoffwechsels resultieren (6). In diesem Sinne ist ihr Vorkommen auf bemarkte
Nervenfasern beschriankt. Es wurde mehrfach beobachtet, dass sie im Alter akkumulieren (237,
240). Eine Anfarbung der n-Granula mit der histochemischen Farbung nach MARCHI (7) ist
moglich. In der Literatur wurden vielfach auch Marchi-positive-Korper oder Granula
beschrieben, die in erster Linie paranodal zu liegen kommen (45, 178). Sie sind ebenfalls
Zeichen von Myelinkatabolismus. Sie werden auch bei jungen Individuen, hier allerdings in
erster Linie in Oligodendrozyten beobachtet (189).

Daneben kommen Marchi-positive Lipidtropfen als sogenannte Elzholz-Korper oder p-Granula
vor (237). Bei einem Durchmesser von 0,5 bis 2um sind sie von sphéroider Form (6). Thr Inhalt

ist homogener als der der m-Korperchen. Manchmal kann er als Lipofuszinkomponente
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angesprochen werden. In Makrophagen werden Partikel von dhnlicher Struktur gefunden, die
als Abbauprodukte von Neutralfetten zu identifizieren sind. Mit zunehmendem Alter treten sie
héufiger in Erscheinung (6). Im Zytoplasma der Schwannzellen sind bei alternden Rattennerven
auBBerdem Anhdufungen von Hirano-Korpern beschrieben (208). Sie bestehen aus
iiberlappenden Lagen paralleler Filamente, die gemeinsam mit Axonschwannzell-Netzwerken
in Erscheinung treten. IThre Bedeutung ist nicht genau bekannt, man vermutet sie als ein

Proteinabbauprodukt (236).

2.1.3 Gegentiberstellung von myelinisierten und nicht-myelinisierten Fasern

Im nun folgenden Abschnitt sollen Axon und Schwannzellen nicht mehr als einzelne
Strukturen, sondern als Funktionseinheit betrachtet werden.

Bei nicht-myelinisierten Nervenfasern bilden sich zwischen aufeinanderfolgenden
Schwannzellen 10 bis 30 um weite, leer erscheinende Liicken, die durch Ineinandergreifen der
Schwannzellen bzw. deren Fortsétze, die mitunter desmosomenartige Verbindungen ausbilden,
tiberbriickt werden (12).

Die Markscheide myelinisierter Nervenfasern ist in regelmiBigen Abstinden durch die
Ranvierschen Schniirringe (42) in Segmente zerlegt. Der Schniirringbereich wird auch als
Knoten oder Nodium bezeichnet, die Abschnitte dazwischen als Internodien. Letztere
entsprechen je einem Schwannschen Zellbezirk und sind deshalb durch den Zellkern einer
Schwannzelle markiert (168).

Der schmale Raum, der zwischen dem Axolemm und dem Plasmalemm der Schwannzelle
entsteht, wird als periaxonaler Raum oder Klebsscher Raum bezeichnet (175). Er kann
entweder diffus-feingranuldres Material enthalten, oder mehr oder weniger leer erscheinen
(169). An einigen Stellen beriihren sich Axolemm und Schwannzellmembran und bilden
mehrschichtige Membrankomplexe (149). Bei nicht-myelinisierten Nervenfasern stellt der
Klebssche Raum die unmittelbare AuBenseite der erregbaren Membran dar. Obwohl
Meerrettichperoxidase ungehindert in ihn penetrieren kann (149), darf daraus nicht geschlossen
werden, dass der periaxonale Raum offen fiir freie Diffusion ist. So zeigt es sich, dass bei
permanenter Impulsweiterleitung K™ auBerhalb der erregbaren Membran akkumuliert (97). Bei
der myelinbildenden Schwannzelle ist der periaxonale Raum durch eine tight junction des

inneren Mesaxons vom extrazelluliren Raum der intraperiod lines entlang des ganzen
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Internodiums abgegrenzt (237). Am Schniirring liegen besondere Verhéltnisse vor, die an

spéterer Stelle genauer erldutert werden.

Beim Menschen beginnt die Myelinisierung in der 18. Gestationswoche (201). Bei der Katze
setzt BERTHOLD (13) den Zeitraum der Bildung der Ranvierschen Schniirringe und der
angrenzenden Paranodien, die sogenannte Nodalisation, von prénatal bis zum ersten
Lebensmonat, wobei die Faserdicke danach noch etwa um das Vierfache zulegen wird.
Verschiedene Schwannzell-assoziierte Oberflaichenmolekiile sind an der Formung der
Myelinscheide beteiligt (161). PO und PMP 22 sind fiir die Spiralisierung des Myelins um das
Axon mitverantwortlich. Auch das myelin associated glycoprotein (MAG) spielt hierbei,
zumindest unter Abwesenheit von PO eine Rolle (150). MAG dient auch der Aufrechterhaltung
der Myelinstruktur. Es existieren zwei zytoplasmatische Isoformen, von denen die kleine auch
als small oder sMAG bezeichnet wird und mit dem Tubulin der Schwannzelle assoziiert ist.
Auf diese Weise ist die axonale Oberfliche mit dem Zytoskelett der Schwannzellen verbunden.
Die Kompaktierung des Myelins wird durch PO und das myelin basic protein (MBP) vermittelt
(161). Die Myelindicke wird durch PO, MBP und PMP 22 festgelegt, wobei die beiden
erstgenannten das Myelinwachstum vorantreiben, PMP 22 es dagegen hemmt (150).

Fiir die Aufrechterhaltung der Schwannzell- und Myelin-Axon-Verbindung sind in erster Linie
die Myelinbestandteile PO, PMP 22 und Connexin 32 essentiell (150). Liegt eine Mutation der
Gene fiir eine dieser drei letztgenannten Schwannzell-Oberflaichenmolekiile vor, kommt es zur
Demyelinisierung. Dieses Krankheitsbild entspricht verschiedenen Formen der beim Menschen

vorkommenden Charcot-Marie-Tooth Erkrankung (CMT) (101, 19).

Bei myelinisierten Nervenfasern variiert die Lédnge der Internodien generell mit dem
Kaliberdurchmesser der Fasern, wobei diinnkalibrige Fasern eine Internodienldnge von 200 bis
300um, und dicke Nervenfasern bis zu 2000um aufweisen (263). Dabei kann die
Internodienlénge bei Fasern gleichen Kalibers allerdings deutlich variieren (165).

Die Internodien selbst sind wiederum in stereotype internodale Segmente (STIN's) und
paranodale Anteile zu untergliedern. Dabei macht das zentral gelegene STIN-Segment 95% des
Internodiums aus (13). In Langsschnitten (vgl. Abb. 5) und Teasingpriaparaten (siche Kapitel 3)
konnen in dieser Region kompaktierten Myelins die SLK’s in ihrer typischen
fischgrétenartigen Form dargestellt werden. Im Querschnitt stellt sich das Axon rund und die

Mpyelinscheide ringférmig dar (237).
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In Bezug auf den Zellkorper schlieBen sich proximal und distal an das STIN-Segment
paranodale Bereiche an. Bei diinnmyelinisierten Nervenfasern endet das Myelin am Knoten
eher im spitzen Winkel (Phillips-Typ 1, 181), bei dickeren Fasern hingegen haufig kolbenartig
aufgetrieben, in einem bis zu 90° stumpfen Winkel (Phillips-Typ 2, 181). LUBINSKA und
LUKASZEWSKA beschreiben eine stete paranodale Asymmetrie, wobei das proximale
Paranodium dicker erscheinen soll (148).

Die Paranodien konnen ihrerseits in ein Haupt- und ein Endsegment unterteilt werden (13). In
dlteren Standardwerken (237) wird das Hauptsegment auch als juxtaparanodale Region, und nur
die Endsegmente selbst als Paranodium bezeichnet. Das Endsegment ist durch terminale
Myelinscheidenanteile und deren Berlihrungszone mit dem Axonabschnitt der an den Knoten
angrenzt, gekennzeichnet. Dieser Teil des Axons wird als myelin sheath attachment (MYSA)-
Segment bezeichnet (13). Sein Durchmesser ist hier im Vergleich zu STIN-Segmenten um etwa
die Hélfte bis ein Drittel bei diinnen, und bis auf ein Sechstel bei dicken Fasern reduziert (12),
wobei er im Nodium selbst wieder an Dicke zunehmen kann. Daher scheint im paranodalen
Bereich die Organellendichte hoher zu sein, wobei insbesondere ein zunehmender
Mitochondrienreichtum zu beobachten ist. Zusétzlich findet hier eine Umorganisation des

glatten ER’s von seinem retikuldren Muster in ein eher longitudinales statt.
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Im paranodalen Bereich ist die Myelinscheide bei diinnen Nervenfasern von drei, bei dicken
von bis zu sieben tiefen Langsfurchen durchzogen (237). So entsteht im Querschnitt die hdufig
unregelmédBige kleeblattartige Kontur paranodaler Abschnitte. Im Bereich des Hauptsegmentes
enthalten die Furchen mitochondrienreiches Schwannzellzytoplasma (161). Sie sind ein
wichtiger ~ ATP-Lieferant fiir  energieabhingige Ilonentransportprozesse bei  der
Aufrechterhaltung und Weiterleitung der Erregungsleitung in Knotenbereichen (Na'-K'-
Pumpe). Diese als paranodale Mitochondrientaschen bezeichneten Zytoplasmaanteile (13)

beherbergen unter anderem auch hiufig Glykogen, Lipidtropfen und Marchi-positive
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Myelinkoérper. Das Axon passt sich in dieser Region der Form der Myelinscheide an. Im
paranodalen Endsegment (MYSA-Segment) hingegen stellt sich das Axon rund dar. Die
Anteile, die kammartig die Myelinscheide im Hauptsegment ausfiillen, sind hier als diinne,
spiralige Fortsdtze innerhalb des inneren zytoplasmatischen Schwannzell-Kompartiments
sequestriert und bilden so Axon-Schwannzell-Netzwerke (19) aus, die mit dem Alter in ihrer
Zahl zunehmen (13). THOMAS und SPENCER (226) zeigten, dass diese Axon-Schwannzell-
Netzwerke bei Neuropathien, die mit axonaler Degeneration einhergehen, auch internodal
gehduft auftreten. Es ist anzunehmen, dass auf diese Weise Axoplasmabestandteile von
Schwannzellen phagozytiert werden. Im Gegensatz dazu verliert das duflere Schwannzell-

Kompartiment gegen den Knoten zunehmend an Mitochondrienreichtum (13).

Im Léngsschnitt ist das Paranodium durch terminale zytoplasmatische Taschen der
Myelinlamellen gekennzeichnet, die gelegentlich desmosomenartig miteinander verbunden
sind (106). Sie entsprechen dem lateralen Zytoplasmarand, der ad- und abaxonales
Schwannzellzytoplasma miteinander verbindet (237). Von diesen auch als paranodale
Schwannzellloops bezeichneten Taschen reichen nur etwa 20% bis zum MYSA-Segment des
Axons hinab (13). An den Beriihrungspunkten mit dem Axolemm bildet das transmembrane
Schwannzell-Protein Connexin 32 einen gap junction-dhnlichen Membrankomplex (101).
Zusitzlich besitzt die paranodale Axonmembran ein transmembranes Glycoprotein (CASPR
oder Paranodin), das einerseits mit dem axonalen Zytoskelett, andererseits mit den paranodalen
Schwannzellloops interagiert (160).

Sowohl zwischen den Schwannzelltaschen selbst, als auch zwischen ihren Beriihrungspunkten
mit dem Axolemm sind schmale Liicken, iiber die der periaxonale Raum mit dem
extrazelluldren Bereich des Nodiums verbunden ist.

Der Ranviersche Schniirring wird im reifen Nerven beidseits von der jeweils terminalsten
zytoplasmatischen Schwannzelltasche begrenzt (13), wobei zytoplasmatische abaxonale
Schwannzellfortsitze bzw. Mikrovilli  aufeinanderfolgender = Schwannzellen  derart
ineinanderzugreifen scheinen, dass der Knoten fast versteckt wirkt. Dabei beriihren sich aber
die Zytoplasmafortsidtze weder gegenseitig noch das Axolemm (6). Die zwei bis finf dem
Knoten am nichsten liegenden Taschen bilden gemeinsam mit dem Axon die Schniirringnische
(13). Vom angrenzenden Bindegewebe ist der Schniirring durch die Basalmembran, die sich
wie ein Schlauch um die gesamte Nervenfaser legt, getrennt (6). Der Raum, der so entsteht,
wird als Ring des Nemiloff (175) bezeichnet. Hierin befinden sich in erster Linie

sulfatveresterte (12) und carboxylierte, proteingebundene Mukopolysaccharide (142, 237). Sie
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bilden ein polyanionisches Milieu, das aktiv am Kationenaustausch und somit an der
Ausbreitung des Aktionspotentials beteiligt ist. Der endoneurale Raum, der iiber der
Basalmembran entsteht, wird als perinodaler Raum bezeichnet (12).

Die Ranvierschen Schniirringe werden von Schwannzellen formiert (120). Hierbei antworten
Axone zuerst auf ein 16sliches Schwannzellprodukt mit erhdhter Produktion von Na'-Kanilen
in ithrer Membran, wie HINSON et al. (112) experimentell belegen konnte. Im Anschluss
unterliegen die Na'-Kanile einer Clusterung. Interaktionen zwischen diesen Clustern und
Schwannzell-Oberflichenmolekiilen ~ bewirken, dass die Na'-Kanile mit dem
Schwannzellwachstum das Axon entlang geschoben werden, und im Schniirring zu liegen
kommen (120). Diese ,,Wanderung* der Na'-Kanile findet nicht nur wihrend der Entwicklung,
sondern auch bei regeneratorischen Prozessen statt. Es sind letztendlich also Schwannzell-
Signale, die fiir Induktion und Positionierung der Na'-Kanile am Ranvierschen Schniirring
verantwortlich sind. Verankert sind die Na'-Kanile dort durch Ankyrin, ein Protein, das
Hauptbestandteil des axonalen Zytoskeletts im Nodium ist. Diese Verbindung kommt iiber die
als Adhésionsmolekiile wirkenden integralen Membranproteine Neurofascin und NrCAM
zustande. LAMBERT et al. (140) konnten feststellen, dass der Clusterung von Na+-Kanilen
und Ankyrin eine Clusterung von Neurofascin und NrCAM vorangeht.

Das Axolemm stellt sich elektronenmikroskopisch als asymmetrische dreilagige Membran dar.
Ihr inneres Blatt ist osmiophiler und etwas breiter als das duflere, und beide sind durch eine
klare Zone voneinander getrennt (77). An ihrer Innenseite werden, insbesondere bei
myelinisierten Nervenfasern, Akkumulationen von kleinem, elektronendichtem Material
beschrieben, die sich vor allem in nodalen und paranodalen Bereichen hdufen (237).

Die paranodale Schwannzellmembran besitzt des Weiteren spannungsabhingige K'-Kaniile,
die hier, im Gegensatz zu den K'-Kanilen am angrenzenden Axolemm, gehiuft und in Clustern
vorliegen. Sie dienen wahrscheinlich der K'-Pufferung am Knoten (203). Typische, dem
Paranodium zueigene Oberflaichenmolekiile sind weiterhin das Adhédsionsmolekiil E-Cadherin
und MAG (161).

Neben seinen bereits erwdhnten Funktionen induziert MAG die Phosphorylierung der
Neurofilamente durch Regulierung des Kinase-Phosphatase-Zyklus (120). Ob Neurofilamente
phosphoryliert sind oder nicht, konnte in engem Zusammenhang mit der Neurofilamentdichte
und dem Axonkaliber in diesem Bereich stehen (123). Untermauert wird diese Hypothese durch
einen Versuch mit MAG-Knock-Out Miusen (266), bei denen myelinisierte Axone im Kaliber
reduziert sind, und dichter gepackte und in geringerem Malle phosphorylierte Neurofilamente

aufweisen. Zudem wurde mehrfach beobachtet, dass nicht- bzw. hypomyelinisierte
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Nervenfasern einen geringeren Axondurchmesser bei einer vermehrten Neurofilamentdichte
und geringerer Neurofilamentphosphorylierung aufzeigen (120). Somit scheint MAG
letztendlich mitverantwortlich fiir die Ultrastruktur der markhaltigen Nervenfasern zu sein. Am
Schniirring, der ja frei von myelinisierenden Schwannzell-Abschnitten ist, zeigt das Axon

dementsprechend einen geringeren Durchmesser als in internodalen Bereichen.

Die Markscheiden myelinisierter Nervenfasern wirken als Isolierschicht, so dass
Depolarisationsvorgéinge nur noch an den Ranvierschen Schniirringen stattfinden koénnen.
Dadurch  kommt eine  saltatorische  Erregungsleitung  zustande  (134). Die
Nervenleitgeschwindigkeit wird so gegeniiber nicht-myelinisierten Fasern immens erhoht. Das
zum Aktionspotential bendtigte Na™ stammt dabei nicht nur aus dem Extrazellularraum,
sondern auch aus den paranodalen zytoplasmatischen Schwannzelltaschen (76). Es gelangt von
dort in die Knotenregion selbst und wird letztendlich iiber die Schwannzellmikrovilli wieder
aufgenommen. Markhaltige Fasern leiten mit sehr hohen Geschwindigkeiten von bis zu 120
m/Sekunde (134). Bei klinischen Messungen der Nervenleitgeschwindigkeit bei Hunden
werden Werte bis zu 60 m/Sekunde als noch im physiologischen Bereich angesehen. Bei
Tieren unter einem Jahr und liber 10 Jahren kann die Nervenleitgeschwindigkeit auch ohne ein
krankhaftes Geschehen unter diesen Wert sinken (0084). Bei nicht myelinisierten Nervenfasern
sind die Na"-Kanile gleichmiBig iiber das ganze Axon verteilt und ein Ladungsausgleich folgt
dem nichsten. Marklose Nervenfasern sind daher mit einer Nervenleitgeschwindigkeit von ca.

Im /Sekunde (134) eher langsam leitend.

Tabelle 3

Fasertyp Funktion Durchmesser Leitungsgeschwindig-
(nm) keit (m/sek)
Aa efferent und afferent 15 70-120
leitend an Muskulatur markhaltig
Al Beriithrungsempfindungen 8 30-70
markhaltig
Ay efferent leitend an 5 15-30
Muskelspindeln markhaltig
Ad Schmerz-, Kélte- und 3 12-30
Wirmeempfindungen markhaltig
B vegetativ pragangliondr 3 3-15
markhaltig
C vegetativ postganglionér 1 0,5-2
marklos

(Aa-Fasern werden auch als Ta- (Muskelspindeln) oder IIa-Fasern (Golgische Sehnenorgane), AB- und Ay-Fasern als II-Fasern, Ad- als III-

Fasern, und die C- als IV-Fasern bezeichnet)

Nicht nur die Markscheide, sondern auch der Axondurchmesser hat Einfluss auf die

Leitgeschwindigkeit. Generell gilt: je dicker die Nervenfaser, desto schneller leitet sie. Eine
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Differenzierung in unterschiedliche Nervenfasertypen kann daher aufgrund verschiedener

Durchmesser und Leitungsgeschwindigkeiten erfolgen (134, 146).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass bei myelinisierten Nervenfasern die
Paranodien zusammen mit dem Ranvierschen Schniirring als paranode-node-paranode (PNP)-
Region die sowohl strukturell als auch funktionell spektakuldrste Untereinheit des Nerven
ausmachen (13). Hier befindet sich nicht nur die Maschinerie zur Erzeugung und
Aufrechterhaltung des Aktionspotentials, es stellt auch den stoffwechselaktivsten Anteil dar.

Viele Neuropathien manifestieren sich vermutlich daher in diesem Bereich (13).

2.2 Mesenchymale Komponenten des peripheren Nervens

Alle mesenchymalen Anteile des peripheren Nervens entstammen dem mittleren Keimblatt,

dem Mesoderm (207).

2.2.1 Das Endoneurium

Das Endoneurium ist das direkt die Nervenfasern umgebende Gewebe und wird von diesen
durch die Basalmembran der Schwannzellen abgegrenzt. 20-30% des Endoneuriums bestehen
aus albuminhaltiger Fliissigkeit und Bindegewebsmatrix (201). Die endoneurale Matrix wird
vorwiegend von Kollagen 1-, aber auch von Kollagen 2- und -3-Fasern gebildet. Hierbei kann
zwischen der inneren Endoneuralscheide, nach PLENK und LAIDLAW (175), und der
AuBeren, nach KEY und RETZIUS (133), unterschieden werden. Letztere besteht aus
longitudinal orientierten, dicken Kollagen-Fasern. Die innere Endoneuralscheide setzt sich
hingegen aus wesentlich feineren, die Nervenfaser quer umbhiillenden Kollagenfasern
zusammen (175). Sie bildet mit der Basalmembran der Schwannzellen das sogenannte
Neurilemm (5). Bei einigen peripheren Neuropathien, wie der diabetischen Polyneuropathie
und einer Form der hereditary motor and sensory neuropathy (HMSN) des Menschen wird

iber eine verdnderte Zusammensetzung der Kollagentypen berichtet (21).

Die léngsorientierten Kapillaren des Endoneuriums sind von Perizyten umgeben. Zusammen

mit der Basalmembran und den Endothelzellen, die ihrerseits {iber tight junctions miteinander
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verbunden sind, bilden sie die Blut-Nerven-Schranke. Andere Autoren schreiben ausschlief3lich
der innigen Verbindung zwischen den Endothelzellen die Schrankenfunktion zu (176). In
Dorsalwurzel- und autonomen Ganglien fehlt die Blut-Nerven-Schranke vollig (201).
Lymphgefifle kommen im Endoneurium nicht vor (175).

Zelluldre Bestandteile des Endoneuriums schlieBen Fibroblasten, Mastzellen und Makrophagen
ein (201). Fibroblasten besitzen im Gegensatz zu den Schwannzellen keine Basalmembran, und
ihr Kern ist groBer und runder und wirkt kondensierter als der der Schwannzellen (6). GREHL
und SCHRODER berichten in einer Studie iiber die Bedeutung von degenerierenden
Endoneuralzellen fiir die Diagnostik peripherer Polyneuropathien (98), dass es sich bei den
betroffenen Zellen vorwiegend um Fibroblasten handelt. Degenerierende Fibroblasten sind als
unspezifisches Zeichen vieler peripherer Neuropathien, und hier insbesondere als Indiz fiir
entziindliche Verdnderungen zu werten. Sie besitzen im Normalfall phagozytotische Fahigkeit
und spielen eine Rolle beim Abbau von Myelin und axonaler Debris (238).

Makrophagen machen 2-9% der endoneuralen Zellen aus (238). Sie befinden sich meist in der
Néhe von BlutgefdBBen. Makrophagen sind die Antigen prisentierenden Zellen des PNS, und
konnen extrazelluldres Protein aus dem Endoneurium phagozytieren. Die Rolle einwandernder
Makrophagen bei Neuropathien ist in Kapitel 4 erldutert. Makrophagen produzieren eine Reihe
von Zytokinen, unter anderem IL-1, das als Promotor zur Expression von NGF wirkt (238).
Eine weitere Abwehrzellpopulation stellen die Mastzellen dar. Sie zeichnen sich durch die fiir
sie typischen Granula aus. Die Anzahl der Mastzellen scheint bei einigen pathologischen
Verdnderungen, wie der Wallerschen Degeneration und einigen neoplastischen Erkrankungen
(z.B. von Recklinghausen Neurofibromatosis) erhdht zu sein (175). Uber die Ausschiittung
biogener Amine konnen Mastzellen die Permeabilitit der Blut-Nervenschranke erhéhen.
Zudem wirken Mastzell-Proteasen myelinolytisch und ihre Rolle bei demyelinisierenden
Neuropathien wird diskutiert (125).

Subperineural sind nicht selten die sogenannten Renaut-Korper (191, 190) anzutreffen. Im
Querschnitt stellen sie sich als rundliche Korper dar, die aus scheinbar willkiirlich orientierten
Kollagenfasern und elastischen Fasern, Fibroblasten und Perineuralzellen bestehen (175). Es
wird vermutet, dass sie als Schutzpolster im Nerven dienen, da sie in Gelenkbereichen ebenso
wie nach Kompressionen vermehrt auftreten (201). Beim Pferd sind sie leicht unter dem
Pripariermikroskop zu erkennen (175). DINES, SHELTON et al. ziehen iiber die Aktivierung
von Fibroblasten und Perineuralzellen eine mogliche Beteiligung von Mastzellen an der

Bildung von Renaut-Korpern in Betracht (56).
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2.2.2 Das Perineurium

Das Bindegewebe, das die einzelnen Faserbiindel des peripheren Nervens umgibt, wird als
Perineurium bezeichnet (238). Es besteht aus Lagen von konzentrisch orientierten, flachen
polygonalen Zellen, die durch diinne Lagen an Kollagen voneinander getrennt sind (201).
Elektronenmikroskopisch ldsst sich neben dem schmalen Zytoplasmasaum der wenig ER,
Filamente und viele pinozytotische Vesikel beherbergt, auf beiden Seiten jeder Perineurallage
eine Basalmembran darstellen (261). Die Perineuralzellen einer Lage sind untereinander durch
tight junctions verbunden (175). So bildet das Perineurium als Diffusionsbarriere das zweite
Schrankensystem im peripheren Nerven. Es ist bereits kurz nach der Geburt ausgebildet (175)
und verhindert das Eindringen schddlicher Substanzen wie Toxine, Antigene oder
Infektionserreger ins Neuroparenchym (238). Es reguliert das endoneurale Milieu, da es die
Passage von Ionen (z.B. Kalium und Kalzium) und kleinen Molekiilen (z.B. Glukose)
beschriankt (238). Solch eine Diffusionsbarriere fehlt im Bereich der Dorsal- und autonomen
Ganglien, wodurch diese Bereiche fiir verschiedene Noxen anfillig werden (z.B. grass sickness
beim Pferd, (182)).

Die Anzahl der Perineurallagen variiert von Nerv zu Nerv und héngt direkt proportional vom
Durchmesser der Faszikel ab. Durchschnittlich befinden sich im peripheren Nerven 8 bis 12
Lagen (175) pro Faszikel. An distalen Nervenabschnitten wird mitunter ein nur noch einlagiges
Perineurium gefunden (201, 175). Bei sensorischen Nervenendigungen ist das Perineurium
tiberdies an der Bildung von sensorischen Endorganen wie den Muskelspindeln oder
Pacinischen Korperchen beteiligt (5). In motorischen Nervenendigungen hingegen 6ffnet sich
das Perineurium trichterartig um die Motorischen Endplatten (175).

Da im Perineurium sensible Nervenendigungen terminieren, lassen sich unter anderem die bei

der sensorischen Perineuritis auftretenden Pardsthesien erkléren (172).

BUNGE et al. konnten im In vitro-Versuch mit einem retroviralen Marker nachweisen, dass die
Perineuralzellen trotz ihrer Basalmembran von Fibroblasten abstammen (32). Die
Differenzierung von Fibroblasten zu Perineuralzellen wird unter anderem von Schwannzellen
gesteuert. Dabei spielt das von Schwannzellen gebildete Protein desert hedgehog eine zentrale
Rolle (120). Auch bei der Regeneration des Perineuriums nach der Einwirkung von Noxen sind
Schwannzellen unabdingbar. POPOVIC et al. (183) diskutieren die zusétzliche Abhédngigkeit
von regenerierenden Axonen zur vollkommenen morphologischen und funktionellen

Restrukturierung eines geschéidigten Perineuriums.
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Dartiberhinaus wird auch von einem mdglichen Einfluss von desert hedgehog Protein auf die
Formierung von Endo- und Epineurium berichtet (32, 174). So bilden bei Nichtvorhandensein
von desert hedgehog endoneurale Fibroblasten multiple Minifaszikel im Nerv, die den

Minifaszikeln von regenerierenden Nerven gleichen (103).

2.2.3 Das Epineurium

Das die Gesamtheit aller Faszikel umgebende Gewebe wird als Epineurium bezeichnet. Es
besteht aus Lagen von Kollagen 1 und Kollagen 2, sowie elastischen Fasern. Letztere sind vor
allem um die Faszikel herum konzentriert (201). Das eher fettreiche, Fibroblasten und
Histiozyten enthaltende Epineurium fiihrt Blut- und LymphgefaBe. Mitunter sind auch

Mastzellen zu verzeichnen. In Gelenkregionen scheint es besonders ausgepragt zu sein (175).

2.2.4 Die Blutgefiale des peripheren Nervens

Die Vasa nervorum, die den Nerv nutritiv versorgen, stammen von regionalen Arterien, die ins
Epineurium eindringen. Dort verlaufen sie longitudinal und bilden zahlreiche Anastomosen
(201). Daher scheint ein kompletter Infarkt im peripheren Nerven selten aufzutreten (175).
Thrombosen und Entziindungen epineuraler Arterien werden im Zuge von Vaskulitiden
beschrieben (20). Durch die hierbei resultierende Ischdmie kann es zur axonalen Degeneration

und folglich zu einer peripheren Neuropathie kommen (94).

Zweige der epineuralen Arterien gelangen via Perineurium unter Mitnahme von kurzen
Anteilen von Perineurallagen ins Endoneurium, wo Kapillaren schlieBlich ein ldngsorientiertes
Netzwerk bilden (201). Die Venen verlaufen ebenso wie die Arterien stets ldngsorientiert zum
Nerven. Epineurale wie transperineurale Gefdle werden durch Plexus nicht-myelinisierter
Axone innerviert. BEGGS et al. berichten {iber eine gestorte Innervation dieser Gefille bei

Menschen mit Diabetes mellitus (9).
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3 BEARBEITUNGSMETHODEN VON NERVENBIOPSIEN ZUR DIAGNOSTIK

Die Nervengewebsprobe sollte so schnell wie moglich unter hochst vorsichtiger Manipulation
in das Fixiermedium {iberfiihrt werden (60), wobei vorher das eventuell umgebende Fettgewebe
zu entfernen ist (60). Héaufig wird empfohlen den Nerven unter leichtem Zug gerade
ausgerichtet an beiden Enden fixiert in das Fixativum zu verbringen (87, 213, 27).

Im Weiteren existieren unterschiedliche Protokolle zur Bearbeitung von Nervenbiopsien.
BRAUND et al. (27) empfehlen fiir lichtmikroskopische Untersuchungen die Fixierung in
gepufferter 10%iger Formalinlosung. Ein Teil des Nerven wird in Paraffin eingebettet und
histologischen Routinefarbungen unterzogen (z.B. Héamatoxylin und Eosin). Eine
Spezialmethode zur selektiven Anfirbung bestimmter neuroparenchymatdser Anteile kann
fluorochromatisch durchgefiihrt werden (204). Léngs- und Querschnitte der in Paraffin
eingebetteten Nerven bieten sich besonders zur Beurteilung interstitieller Komponenten und
der darin vorkommenden Zellen an (213). Die Beurteilung pathologischer Vorginge am
Neuroparenchym ist hingegen limitiert, da die Myelinscheide groen Artefakten unterworfen
ist (60).

Der zweite Teil der Nervenprobe wird nach BRAUNDS Protokoll (27) iiber Nacht mit
Milloning's Phosphatpuffer (pH 7,4) bei 4°C gewaschen, um dann fiir 1 Stunde in 1%igem
Osmiumtetroxid nachfixiert zu werden. Osmium ist ein Element der Platinmetalle, das der
Fixierung und Schwarzfarbung von Lipiden dient (7). Dann wird der Nerv abermals gewaschen
und mit Hilfe von steigenden Alkoholreihen in Kunststoff bzw. Kunstharz eingebettet. Im
folgenden koénnen Semidiinnschnitte von 1-2 um werden angefertigt und mit
Paraphenylendiamin oder Toluidinblau gefarbt werden. Ladngs- und Querschnitte von
Kunststoffeinbettungen sind Mittel der Wahl um Neuroparenchym und Interstitium
aussagekriftig im Lichtmikroskop beurteilen zu konnen. Eine neue, kombinierte Bodian-Luxol
Féarbung soll eine gute lichtmikroskopische Beurteilung von nicht-myelinisierten Nervenfasern
ermoglichen (54), was ansonsten elektronenmikroskopischen Untersuchungen vorbehalten ist.
Zur Elektronenmikroskopie werden Ultradiinnschnitte der Kunststoffeinbettung angefertigt und
mit Uranylacetat oder Bleizitrat kontrastiert. Nicht-myelinisierte Fasern, zytoplasmatische
Organellen und Speicherprodukte kénnen so optimal dargestellt werden (60). Mit einer initialen
Fixierung in 2,5%igem phosphatgepuffertem Glutaraldehyd anstelle des Formalins konnen
allerdings wesentlich bessere, mit weniger Artefakten beladene Semi- und Ultradiinnschnitte

angefertigt werden (27).
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Ein weiterer Teil der Nervenprobe wird nach BRAUND (27) in 1%igem Osmiumtetroxid iiber
Nacht postfixiert, gewaschen, fiir 12-24 Stunden in 66%iges Glycerin, und letztendlich zur
Anfertigung von Nervenzupfpréparaten in 100%iges Glycerin iiberfithrt. Das Zupfen von
Nervenfasern (nerve fiber teasing) ist Mittel der Wahl zur Beurteilung von pathologischen und
regenerativen Vorgingen myelinisierter Fasern (60) tber lédngere Strecken (27). Nach
BRAUND sollten unter einer Stereolupe auf einer Glasplatte von jeder Biopsie ungefdhr 100
Einzelfasern von unterschiedlichen Faszikeln isoliert werden, ohne dabei nach GroBe oder
Verdnderungen zu selektieren. Je 15 bis 20 Einzelfasern sind auf saubere Objekttriger zu
tiberfithren, wobei jede eine Mindestlinge von vier bis sechs Internodien umfassen sollte.
KALICHMANN et al. (128) setzen bei der Beurteilung ihrer humanen Biopsien eine
Mindestlange von drei Internodien bei 300 Fasern voraus. Auf die Objekttriger mit den
gezupften Einzelfasern wird 100%iges Glycerin getropft und ein Deckglas aufgelegt, dessen
Ecken beispielsweise mit Nagellack versiegelt werden konnen (87).

Der nicht geteaste, mit Glycerin infiltrierte Nerv kann auch bei —70°C tiefgefroren und dann zu
einem spiteren Zeitpunkt bearbeitet und untersucht werden (87). Nach FRANKL und
DENARO (87) ist es moglich, die glycerin-infiltrierten Proben zur elektronenmikroskopischen
Untersuchung einer Paraffin- oder Kunstharzeinbettung zu unterziehen.

Eine neue Methode zur Korrelation innerer und &uBlerer Strukturen bei der Beurteilung
einzelner myelinisierter Nervenfasern wurde von ZHAO und Mitarbeitern beschrieben (268).
Hierbei wird ein Einzelfaserteasing in Kunstharz durchgefiihrt. Morphologisch interessante
Abschnitte werden markiert, isoliert und zu licht- und elektronenmikroskopischen
Untersuchungen aufbereitet.

Spezielle Anfarbungen zur Viabilititspriifung von Schwannzellen am geteasten Nerven wurden

von DECHERCHI und Mitarbeitern etabliert (53).

SCHRODER schligt zur Anfertigung von Kunststoff-Semidiinnschnitten, Ultradiinnschnitten
und Nervenzupfpréparaten eine initiale Fixierung in mit 0,1 molarem Sérensen Phosphatpuffer
versetztem 3%igem Glutaraldehyd vor (213). Dagegen fixieren DOUGLAS et al. (60) initial in
4%igem Glutaraldehyd mit 0,1 mol/L. Cacodylate Puffer bei einem pH von 7,4 fiir 4 Stunden
bei 4°C. KALICHMANN et al. fixieren zur Anfertigung von Teasingprédparaten eine Stunde in
2,5%igem Glutaraldehyd, gefolgt von 2 Stunden in 2%igem Osmiumtetroxid, bevor er die
Probe in Glycerin tiberfiihrt (128). Das Standardprotokoll von CASH und BLUMBERGS (35)

beschreibt hingegen eine zweistiindige Fixierung in mit 0.05 mol/L Natriumcacodylat
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gepuffertem 2,5%igem Glutaraldehyd, mit einer Postfixierung in 1%igem Osmium fiir 2

Stunden.

Einige Autoren (213, 60) schlagen vor, zusitzlich chemisch unfixierte Gefrierschnitte fiir
Spezialuntersuchungen wie Immunhistochemie und molekulargenetische Untersuchungen
anzufertigen. Je nach zu untersuchendem Antigen konnen immunhistochemische
Untersuchungen allerdings auch an formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten Nervenproben
durchgefiihrt werden (40).

RoutinemdBig werden Antikorper zur Phinotypisierung von Lymphozyten (40), Identifizierung
von Zytokinen und ihren Rezeptoren (222), Immunglobulinen und einigen anderen
Komponenten des peripheren Nervens wie Neurofilamente (265) und PMP22 (241) eingesetzt.
Ebenso werden Antikorper zur Typisierung von Schwannzellen, Perineuralzellen und
Fibrozyten verwendet, was insbesondere in der Tumorklassifizierung grofle Bedeutung erlangt.
Molekulargenetische Techniken wie Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) und In situ-
Hybridisierung (147) konnen wie an jedem anderen Gewebe auch eingesetzt werden. So
erwiesen sich PCR-Versuche zur Identifizierung mutierter Gene, die fiir PMP22 codieren, als

erfolgreich. Die DNA wurde hierzu aus Paraffinschnitten der Nervenprobe extrahiert (210).

4 ALLGEMEINE PATHOLOGIE DES NEUROPARENCHYMS IM PERIPHEREN NERVEN

4.1 Reaktionen und Regeneration im Vergleich zum ZNS

Prinzipiell muss bei den mdglichen Reaktionsmustern des Neuroparenchyms differenziert
werden, welche Anteile des Gewebes zerstort werden. Handelt es sich hierbei um das Neuron
selbst, muss man zwischen perikaryalen und axonalen Lé&sionen unterscheiden. Ist das
Perikaryon betroffen, kommt es sowohl im ZNS als auch im PNS zum Absterben der ganzen
Nervenzelle, d.h. also dass eine Axondegeneration immer als Folge auftreten muss. Dem
Schwund des Axons folgt im ZNS wie auch im PNS eine Atrophie der Hiillzellen, die im
Bereich des PNS in der Regel von einer Schwannzellproliferation begleitet ist. Unmittelbare

Folge ist jedoch stets ein sekundédrer Myelinscheidenzerfall (251).

Ist das Perikaryon hingegen verschont geblieben, und das Axon der Angriffspunkt der Noxe,

zeigen sich in ZNS und PNS unterschiedliche Reaktionsmuster. Axonale Degenerationen
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konnen prinzipiell von axoplasmatischen Anteilen — und hier insbesondere dem Zytoskelett -

wie auch von Verdnderungen des Axolemms herriihren.

Vereinfacht sollen die Vorgidnge am Beispiel einer Nervenfaserdurchtrennung erldutert werden:
Kontinuitdtsunterbrechungen haben immer die Bildung eines proximalen, aus dem Perikaryon
entspringenden, und eines distalen, nicht mehr mit dem Perikaryon, dafiir aber mit der Zielzelle
in Verbindung stehenden Stumpfes zur Folge. Proximal schlieft sich die Axonmembran am
distalsten intakt gebliebenen Ranvierschen Schniirring. Das Perikaryon stellt sich funktionell
auf regeneratorische Syntheseleistung um, was man als Nisslsche Reizung bezeichnet (211). Es
kommt zur Abrundung des Zellleibs und zur Chromatolyse (Bildung von Polyribosomen, auch
unter Dissoziation der Ribososmen vom rauen endoplasmatischen Retikulum). Der Zellkern
kommt exzentrisch zu liegen und ein synaptic stripping, d.h. eine Abnabelung von Afferenzen
(96), setzt ein. Neurotubuli, Filamente und Mitochondrien sammeln sich im proximalen
Axonstumpf an, der dadurch aufgetrieben wirkt. Der distale Axonstumpf atrophiert, woraufhin
die Myelinscheide zerfillt. Dieses Phanomen wurde erstmals von WALLER beschrieben und

wird daher als Wallersche Degeneration bezeichnet (251).

Im ZNS folgen distal mikroglial-makrophagische Resorptionen und astrozytire Proliferationen,
die in ein Narbendquivalent iibergehen. Diese Vorgidnge dauern wenige Tage bis etliche
Monate. Die Regenerationsbestrebungen der Nervenzelle vom proximalen Stumpf ausgehend
erschopfen, und es kommt zur Zytonekrose (50). Im peripheren Nerven ist dagegen eine
Regeneration sehr wohl moglich. Das Axon sprosst regelrecht aus (axonal sprouting), wobei
der Grofiteil der Sprosse letztendlich keinen Anschluss ans Zielorgan bekommt und
degenerieren wird. TOFT et al. (239) haben axonale Verzweigungen nach einer
Nervenquetschung bei der Ratte untersucht und festgestellt, dass zwei bis vier Wochen nach
der Quetschung die Anzahl der distalen Axone um das zwei- bis dreifache zunimmt. Danach
nimmt die Anzahl wieder ab. Schlieflich ist die Zahl der regenerierten markhaltigen
Nervenfasern nicht hoher als im proximalen Stumpf, wihrend die Zahl der marklosen Axone
noch nach 12 bis 19 Wochen um 18 bis 60% hoher bleibt als im normalen Nerv. Das mag
daran liegen, dass markhaltige Axone durch vorhandene Schwannzellen geleitet werden und
die marklosen Axone nicht einem vorgegebenen Weg folgen, wodurch sie eine grofere
Tendenz zur Verzweigung haben (211). Bei den markhaltigen Nervenfasern kommt es durch
die Zerfallsprodukte der Wallerschen Degeneration am distalen Stumpf zur Proliferation der

hier befindlichen glialen Zellen und endoneuralen Fibroblasten. Innerhalb von 5-9 Tagen (50)
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entstechen auf diese Weise die sogenannten Hanken-Biingnerschen Béander, die als
Bandfaserstrukturen den Regenerationsweg vorgeben. Hierbei durchdringen regenerierende
Axone die Membran der Schwannzellsdulen und heften sich selektiv an die innere Oberfléche
der Basalmembran (231). Die Schwannzellen dieses Bereiches unterliegen nicht nur radikalen
morphologischen Verdnderungen, sondern auch Verdnderungen in ihrer Gen-Expression. Das
Resultat ist vergleichbar, wenn auch nicht identisch, mit unreifen Schwannzellen im neonatalen
Nerv (122). Relativ viel neurotrophe Faktoren - unter anderem NGF - und Zell-Adhésions-
Molekiile enthaltend, bilden sie ein Milieu, das das axonale Wiedereinwachsen einleitet (121).
Auf diese Weise, gekoppelt mit der Eigenschaft der Schwannzellen iiber autokrine
Mechanismen auch ohne Axonkontakt {iberleben zu koénnen, wird die Basis fiir Regeneration

im PNS gebildet.

Im Gegensatz zu Schwannzellvorldufern, die axonales P-Neuregulin bendtigen, um zu
iiberleben, konnen reife Schwannzellen dieses auch ohne Anwesenheit des Axons. Hierbei
sezernieren die Schwannzellen selbst ein Gemisch an Wachstumsfaktoren wie IGF2 (insulin
like growth factor 2), PDGF-BB (platelet-derived growth factor BB) und NT3, die
synergistisch wirkend den Schwannzelltod verhindern (159). Die Moglichkeit, dass diese
Wachstumsfaktoren auch an der Differenzierung bzw. am Uberleben anderer Zellen, inklusive
der Neuronen, verantwortlich sind, wird diskutiert (120). Auf diese Weise bilden
Schwannzellen distal von Verletzungen die Leitschiene fiir das wieder einwachsende Axon.

Entlang dieser Leitschiene gelangen die Axone zu ihren Zielzellen.

Wird der distale Stumpf beispielsweise bei Amputationen ganz entfernt, und der massiv
regenerierende proximale Stumpf findet keinen Anschluss, so entstehen schlieBlich die

durchaus sehr schmerzhaften Amputationsneurome (50).

ADbb. 7: Stadien der axonalen Degeneration und Regeneration (175)

(A: normaler Nerv. B: 7 Tage nach axonaler Schidigung;
Schwannzellen enthalten axonale und Myelindebris; und haben sich
zur Formierung von Hanken-Biingnerschen Bindern geteilt. C:
Axonsprossung vom proximalen Stumpf aus. D: Remyelinisierung
des Axons. E: wiederhergestellte Verbindung mit dem Endorgan;
regenerierende Internodien sind kiirzer als normal.)
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Funktionell kann bei der Graduierung der Nervenschddigung zwischen Neurapraxie,
Axonotmesis und Neurotmesis unterschieden werden. (215). Neurapraxie ist ein vollstindig
reversibler Funktionsausfall, der sich als Leitungsblock ohne anatomische Unterbrechung
darstellt. Bei der Axonotmesis handelt es sich um eine schwere Schidigung des Nervens mit
Kontinuitdtsunterbrechung der Axone bei erhaltener Nervenhiille. Distal der Schidigung
kommt es zur Wallerschen Degeneration, Axonregeneration und funktionelle
Wiederherstellung  sind jedoch moglich. Neurotmesis beschreibt eine vollstindige
Durchtrennung der Nervenfasern und ihrer Hiillstrukturen, die eine anhaltende Aufhebung der

Leitfahigkeit zur Folge hat.

Nicht nur vom Neuron selbst, auch von glialen Strukturen koénnen pathologische
Verdnderungen ausgehen. Hierbei konnen die Schwannzellen bzw. die Oligodendrozyten
ebenso wie die Myelinscheide per se betroffen sein (50). Ergebnis ist hierbei ein primirer
Markscheidenzerfall und eine Demyelinisierung des Axons. Frither wurde postuliert, dass mit
dem Untergang der Markscheide keine Atrophie oder Zerstorung des dazugehorigen Axons
verbunden sei und es lediglich zu einem Verlust der Erregungsleitung kommt. Neuere Literatur
(19) belegt hingegen, dass axonale Schiden durchaus auch als Folge von Erkrankungen des
Myelins auftreten konnen, da myelinbildende Zellen verschiedene fiir das Axon trophische
Faktoren exprimieren. So wird beispielsweise der von Schwannzellen gebildete ciliary
neurotrophic factor (CNTF) nur bei axonalem Kontakt exprimiert (89). Fehlt dieser wie auch
andere trophische Faktoren in Folge einer primdren Schwannzellschiddigung, so geht das Axon
zugrunde (19).

Strukturelle Verdnderungen des Axons konnen nicht nur durch Fehlen neurotropher Faktoren
zustandekommen. So konnte bei Méiusen mit MAG-Defizit aufgrund einer Modulation des

axonalen Zytoskeletts eine progressive axonale Atrophie nachgewiesen werden (266).

Bei Mpyelinscheidenverlust ist der Organismus versucht, durch Gliazellproliferation und
vermehrter Myelinbildung dem demyelinisierenden Prozess eine Remyelinisierung
entgegenzusetzen (231). Im Allgemeinen sind hierbei Schwannzellen aktiver als
Oligodendrozyten einzuordnen (162). Die Schwannzellen, die die Remyelinisierung einleiten,
konnen aus Teilung der Schwannzellen der angrenzenden Internodien hervorgehen, sowie von
benachbarten nicht-myelinisierten Fasern, also ehemaligen Remakzellen, stammen. Ebenso
kann sich in einigen Féllen die urspriingliche Schwannzelle des Internodiums wieder

regenerieren (260).
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Schwannzell-Axon-Interaktionen bei remyelinisierenden Prozessen sind vergleichbar mit
denen bei einer sich entwickelnden myelinisierten Nervenfaser. Auch hier schieben die
Schwannzellen, wenn sie sich am Axon entlang ausbreiten, die Na -Kandle in der axonalen

Membran vor sich her (120).

Je nach Ursache, Lokalisation an der Myelinscheide selbst und Haufigkeit der
Demyelinisierung, sowie dem Erfolg der Remyelinisierung entstehen die unterschiedlichsten
Bilder, die im folgenden Abschnitt bei der Beschreibung allgemeiner Phdnomene dargelegt

werden sollen.

4.2 Beschreibung allgemeiner Phinomene

4.2.1 Herkdmmliche Klassifikationsmuster geteaster peripherer Nerven

Geteaste Nervenfasern werden seit iiber 100 Jahren zur Beurteilung von Nervenschidigungen
herangezogen (68). Die Einzelfaserdiagnostik wird zur Charakterisierung myelinisierter Fasern
in tierexperimentellen (192) und klinischen (126) Studien sowie zur klinischen Routine-

Diagnostik (161) durchgefiihrt.

4.2.1.1 Klassifikationsschema geteaster peripherer Nerven nach DYCK et al.

Das wohl bekannteste Schema zur Klassifizierung geteaster Nervenfasern basiert auf den 9
Kategorien, die von DYCK et al. (68) beschricben wurden. In Form einer
Summationsklassifizierung bestimmt er die Haufigkeit pathologischer Verdnderungen einer

Nervenbiopsie.

Hier beinhaltet Kategorie A Fasern mit normalem Erscheinungsbild. Ist das Myelin extrem
irreguldr oder gefaltet, wird die Faser der Kategorie B zugeordnet. Sind paranodal oder
internodal Demyelinisierungen zu verzeichnen, gehdrt die Faser Kategorie C oder D an,
abhingig von der Dicke des am geringsten myelinisierten Internodiums. Dabei kdnnen

Myelinovoide im Zytoplasma der Schwannzellen auftreten oder auch nicht, und das Myelin der
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Internodien regelmifig oder unregelmifBig erscheinen. Eine Degeneration der Gesamtfaser,

bestehend aus einer linearen Anordnung von Myelinovoiden beschreibt Kategorie E.

Kategorie F sind Fasern, deren am diinnsten
myelinisiertes Internodium einen um mehr als die
Hilfte geringeren Durchmesser aufweist als ihr am
dicksten myelinisiertes Internodium. Dabei zeigen
die Fasern aber keine segmentale Demyelinisierung
auf. Das internodale Myelin kann regelméBig oder
unregelmafig sein. Sind innerhalb der Internodien
keine segmentalen Demyelinisierungen  aber
globuldre oder tomakuldre  Strukturen als
,, Wurstformationen zu verzeichnen, handelt es sich

um Kategorie G. In Kategorie H werden Fasern

normalen  Erscheinungsbildes aber mit an

mindestens zwel Internodien anhaftenden

Abb. 8: Klassifikationsschema nach DYCK et al.
(68)

Myelinovoiden eingeteilt.

Kategorie I beschreibt eine friihe distale Degeneration, bei der proximale Faserabschnitte intakt
oder paranodal oder internodal demyelinisiert sind, und die an distalen Abschnitten

Myelinovoide aufweisen.

4.2.1.2 Klassifikationsschema geteaster peripherer Nerven nach KALICHMANN et al.

KALICHMANN et al. (128) iiben an den Summationskategorien von DYCK et al. dahingehend
Kritik, als dass hier durch die grofe Variabilitit innerhalb der einzelnen Kategorien
Information verloren gehen kann. Daher nehmen sie eine konkrete Beschreibung von
Einzelfaserveranderungen vor, die sie folgendermaf3en einteilen:

Eine Kategorie stellt die Wallersche Degeneration mit ihrer linearen Reihe von mindestens drei
Mpyelinfragmenten entlang eines degenerierenden Axons dar.

Bei der Demyelinisierung kommt es zum teilweisen oder ganzen Myelinverlust mindestens
eines Internodiums, beim ansonsten intakten Nerven. Die Linge der Internodien spielt dabei

keine Rolle. Die Hypomyelinisierung ist definiert als ein im Vergleich zu seinem benachbarten
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Internodium mindestens um 50% weniger myelinisiertes Internodium, wobei die Linge des
Internodiums mindestens 60% des ldngsten Internodiums der Faser betrigt.

Bei der Kategorie der Remyelinisierung der Einzelfaser muss wenigstens ein Internodium
mindestens 60% kiirzer als das lingste Internodium sein. Die Dicke der Myelinscheide kann
hierbei normal oder reduziert sein. KALICHMANN bezeichnet den Ubergang von
demyelinisierten zu remyelinisierten Nervenfasern als flieBend, weshalb er in Zweifelsfillen
die Hypomyelinisierung vorschlégt.

Als  abnormale  paranodale  Myelinisierung wird ein Paranodium mit einer
Myelinscheidendicke von weniger als 50% im Vergleich zum restlichen Internodium, oder aber
ein geweiteter Schniirringbereich bezeichnet, wobei mechanische Artefakte ausgeschlossen
werden miissen.

In die Kategorie der unklassifizierbaren Nervenfasern fallen diejenigen, welche inaddquat
osmiumgefarbt, zu kurz (weniger als drei Internodien) oder mit anderen Fasern verflochten

sind. Eine Faser, die in keine der genannten Kategorien fillt, ist als normal zu bezeichnen.

4.2.2 Axonale Degeneration und ihre Folgeprodukte

Die Ausprigung axonaler Reaktionen auf Noxen hingt von Alter, Spezies, Art des Neurons
ebenso ab, wie von der Art der Léision und ihrer Nihe zum Zellleib. So verursacht
beispielsweise eine Axonotomie bei Jungtieren abrupte und stirkere Verdnderungen als bei
erwachsenen Individuen. Genauso verursacht eine Kontinuititsunterbrechung des Axons in
proximalen Bereichen eine beschleunigte und schwerwiegendere Reaktion als eine weiter distal

gesetzte Lasion (229).

Friithe Stadien axonaler Degeneration zeigen sich durch progressive Modifikationen des
Axoplasmas (161). Es kommt zur elektronenmikroskopisch nachvollziehbaren Proliferation des
glatten endoplasmatischen Retikulums. Das Axon schwillt zunehmend an und die
Neurofilamente werden durch Proteolyse rarifiziert und auseinandergerissen (41). An ihre
Stelle tritt ein lockeres Netzwerk, bestehend aus fein zerstreutem, granuldrem Material.
Pathogenetisch wird bei der axonalen Degeneration Ca’'-abhingigen Cystein-Proteasen
(Calpaine) eine bedeutende Rolle zugeschrieben (253). THOMAS und SPENCER (226)
vermuten, dass Axoplasmabestandteile von Schwannzellen phagozytiert werden und so Axon-

Schwannzell-Netzwerke bei axonaler Degeneration auch internodal gehduft auftreten (vgl. auch
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Kapitel 2.1.3). Man nimmt an, dass es sich beim Sduger um einen synchronen Zusammenbruch
des Axoplasmas entlang des gesamten distalen Stumpfes handelt (58). Das Axolemm
degeneriert in etwa zur gleichen Zeit (41).

Folge einer axonalen Degeneration ist stets der bereits angesprochene sekundire
Myelinscheidenzerfall. Je nach Stadium kann die Wallersche Degeneration in Stadium I bis IV
unterteilt werden. Elektronenmikroskopisch lassen sich zwei bis drei Stunden nach einer
Durchtrennung der Nervenfaser Fragmentationen des Zytoskeletts nachweisen, die die
beginnende Wallersche Degeneration anzeigen. Der sekundire Myelinscheidenzerfall nimmt an
den Ranvierschen Schniirringen seinen Ursprung, indem sich das Myelin hier zuriickzieht
(229). Nach 12 bis 36 Stunden beginnt das internodale Myelin sich im Bereich der Schmidt-
Lantermanschen-Kerben zuerst aufzublittern (Stadium I) (90), um sich anschlieBend zu
segmentieren (Stadium II) (255). Eine lineare Reihe an Ovoiden entsteht, die nach Cajal auch
als Digestionskammern bezeichnet werden (Hinweis bei 229). Sie enthalten degeneriertes
Myelin und zentral Axonsegmente (Stadium III). Die Myelinovoide zerfallen, und ein Axon ist

nicht mehr zu erkennen (Stadium I'V).

BIGNAMI et al. (17) wiesen bei Rattennerven anhand einer Immunfluoreszenzmethode mit
Neurofilamentantiserum axonale Debris nach gesetzten Nervenldsionen nach. Im Falle des N.
opticus war noch nach 4 Monaten axonale Debris nachweisbar. Beim N. ischiadicus fiel die
Immunfluoreszenz bereits 10 Tage nach Nervendurchtrennung nahezu negativ aus. Im
peripheren Nerven wird die Myelindebris innerhalb von kurzer Zeit zuerst von ortsstéindigen,
dann vor allem von einwandernden Makrophagen ebenso wie von Schwannzellen selbst
phagozytiert. Auch endoneurale Fibroblasten konnen phagozytotisch aktiv sein. Diese myelin
clearance beginnt proximal und setzt sich nach distal fort. Beim Nager ist nach drei Wochen
nahezu keine Myelindebris mehr vorhanden, wohingegen beim Menschen sieben Monate nach
Nervendurchtrennung noch Debris enthaltende schaumige Makrophagen nachzuweisen waren
(41). Im ZNS ist die Entfernung des Myelins auch bei Ratten ein eher langwieriger Prozess
(141). So wurde nachgewiesen, dass das Myelin, das 90 Tage nach Degeneration des N. opticus
isoliert wurde, noch aus normalen Protein- und Lipidkomponenten bestand (18).

Ausschlaggebend fiir den Myelinscheidenzerfall scheint ein Signal des degenerierenden Axons
zu sein (108). Die Initiierung des Axonzerfalls ist wiederum von der baldigen Einwanderung
hdamatogener Makrophagen abhingig (91). Wird dies unterbunden, verldngert sich die

,,Uberlebenszeit* des Axons nach der Neurotomie (229).
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Als hédufigste Form der axonalen Erkrankung sei die sogenannte distale Axonopathie genannt
(37). Besonders betroffen sind hierbei die distalen Anteile sehr langer Nerven. Wirken in diesen
Bereichen Noxen, gleich welcher Genese, ein, so ist die Aufrechterhaltung bzw. die
Wiederherstellung weit vom Perikaryon entfernter, geschidigter Bereiche in erster Linie ein
logistisches Problem und es kommt an dieser Stelle zur axonalen Degeneration. Diese setzt sich
retrograd Richtung Zellkorper fort (37) und wird daher auch als dying back neuronopathy
bezeichnet (36).

Im vorangegangenen Abschnitt wurden bereits die Regenerationsmechanismen beschrieben.
Das typische Bild einer regenerierten Nervenfaser setzt bereits zwei Tage nach Lésion (102) in
Form von axonaler Sprossung als Folge der distalen Degeneration ein. Typischerweise sind in

diesem Bereich die Internodien kiirzer und diinner myelinisiert als im proximalen Stumpf (128).
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4.2.3 Primére Verdnderungen der Myelinscheide und ihre Folgen

Prinzipiell kann bei demyelinisierenden Prozessen das kompaktierte oder das nicht
kompaktierte Myelin betroffen sein. Beim nicht kompaktierten Myelin gehen Verdnderungen
von den Schmidt-Lantermanschen Kerben oder den Paranodien aus. Von Demyelinisierung
wird jedoch erst gesprochen, wenn die Verdnderungen auf benachbartes kompaktiertes Myelin
iibergreifen.

Rein deskriptiv kann die Demyelinisierung segmental, also ein ganzes Internodium betreffend,
oder interkalierend sein. GeméR der Definition nach KALICHMANN et al. (128) nehmen
interkalierende Verdanderungen ihren Ursprung paranodal.

Die Myelindebris wird auch hier von Makrophagen, Fibroblasten und nicht geschidigten
Schwannzellen resorbiert. Zudem wirken Mastzellproteasen myelinolytisch, und ihre Rolle bei

demyelinisierenden Neuropathien wird diskutiert (125)
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Veranderungen des Schwannzellzytoplasmas konnen sich ebenfalls derart auswirken, dass es
zur Demyelinisierung kommt. Sie sind mit Hilfe von Elektronenmikroskopie zu klassifizieren.
Eine ausfiihrliche Bezugnahme wiirde den Rahmen an dieser Stelle sprengen. Es sei nur soviel
erwiahnt, dass prinzipiell intrazisternale (242) und mikrotubuldre Einschliisse (211), vakuolére
Erweiterungen (248), Kernverdnderungen und mitochondriale Anomalien (211) beschrieben

sind.

4.2.3.1 Segmentale Demyelinisierung und Remyelinisierung

Die segmentale Demyelinisierung kann als Myelinverlust eines oder mehrerer Internodien bei
einer ansonsten intakten Nervenfaser definiert werden (128). In der Regel handelt es sich
hierbei um primére Vorgédnge. Sie konnen allerdings im Falle von urdmischen Neuropathien
beim Menschen (67), der Friedreichs Ataxie (71) oder als Ergebnis permanenter Axotomie (72)

infolge axonaler Atrophien auftreten.

Nach KALICHMANN et al. sind segmentale Demyelinisierungen am eindeutigsten in ihrer
Anfangsphase zu erkennen, wenn von Makrophagen phagozytierte Myelinfragmente um ein
intaktes Axon herum akkumulieren. Kurz darauf wird das demyelinisierte Internodium
remyelinisiert und ist dann hiufig schwer von einer Hypomyelinisierung zu unterscheiden
(128). Dies geschieht indem zwei oder mehrere benachbarte Schwannzellen einspringen (128).
Resultat ist daher zundchst die Verkiirzung des Internodiums und, zumindest in

Anfangsstadien, eine diinne Myelinscheide.

Kommt es zur iibersteigerten segmentalen De- und Remyelinisierung, proliferieren die
Schwannzellen derart, dass sich sogenannte Zwiebelschalenformationen (onion bulbs) bilden
(211, 66). Diese sind im peripheren Nerven jedoch im Rahmen ganz unterschiedlicher hyper-,
dys- oder neoplastischer Proliferationen nicht nur von Schwann- sondern auch von
Perineuralzellen beschrieben (144). So ist beim Beurteilen dieser histologisch gut aufzeigbaren
Zwiebelschalenformationen differentialdiagnostisch beispielsweise ein Perineurinom, wie auch
ein intraneurales Fibrom oder aber ein besonders konzentrisch geschichteter Renaut-Korper in
Erwdgung zu ziehen (144). Abgrenzungen konnen durch elektronenmikroskopische sowie

immunhistochemische Untersuchungen erfolgen.
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4.2.3.2 Paranodale Demyelinisierung und Remyelinisierung

Bei vielen Erkrankungen des peripheren Nervens beginnen pathologische Verdnderungen sich
in der paranodalen Region darzustellen. Hierbei kann das paranodale Myelin diinner erscheinen
oder aber der Schniirringbereich ldnger wirken. Das restliche Internodium zeigt ein normales
Erscheinungsbild (128). Die Verdnderung kann demnach als interkalierende Verdnderung

beschrieben werden.

beginnende
paranodale
(68)

Ist die paranodale Demyelinisierung weit genug fortgeschritten, wird an dieser Stelle eine neue
Schwannzelle ihren Platz einnehmen und das Ergebnis wird ein sehr kurzes und haufig auch
diinnes Internodium sein. KALICHMANN et al. bezeichnen solche Internodien als
interkalierende Internodien (128). SUMMERS et al. (229) hingegen bezeichnet remyelinisierte

Internodien nach segmentaler Demyelinisierung als interkalierende Internodien.

interkalierende

(68)

4.2.3.3 Fokale Schwellungen der Myelinscheide

Bei diversen demyelinisierenden Neuropathien sind fokale Schwellungen und tomakulére
Strukturen der Myelinscheide in geteasten Einzelfaserpriparaten beschrieben (200; 33). Diese
Prozesse konnen sich sowohl paranodal als auch segmental manifestieren und letztendlich als
Zeichen einer Demyelinisierung gewertet werden. Dabei sind nur Myelinverdickungen die {iber
50% des Gesamtfaserdurchmessers betragen als tomakulédr zu bezeichnen (245). Im Gegensatz
zu den Myelinovoiden der Wallerschen Degeneration sind Tomakula nicht abgesetzt und somit

als wurstartig zu umschreiben.
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Die Ursache der Myelinverdickungen kann vielgestaltig sein. Meist fithren genetische oder
immunologische Defekte von Myelinkomponenten (200) zur derartigen Umstrukturierung der
Myelinscheide.

Urspriinglich geht der Begriff ,,tomakulire Neuropathie® auf die HNPP (hereditary neuropathy
with pressure palsies) des Menschen zurlick (11). Hierbei liegt ein Defekt des fiir das
Myelinprotein PMP22-exprimierenden Gens vor. PMP22 ist unter anderem an der Festlegung
der Myelinscheidendicke beteiligt, indem es das Myelinwachstum supprimiert. Tomakulére
Strukturen  entstehen  folglich durch  Vermehrung von  Schwannzellloops und
Hypermyelinisierung aufgrund exzessiver Bildung von Myelinlamellen (200). Prinzipiell kann
die Verdnderung eines jeden Myelinproteins eine Umformierung der Myelinscheide bewirken.
So sind beim Menschen verschiedene Formen der HMNS bzw. CMT beschrieben, bei denen es
unter anderem durch Myelinausstiilpungen zur Bildung tomakuldrer Strukturen kommt. Ebenso
konnen Myelineinfaltungen zu fokalen Schwellungen der Myelinscheide fiihren. Eine
lamellenartige Aufsplitterung der Myelinscheide, wie sie bei der Ablagerung von
Autoantikdrpern gegen das MAG beschrieben ist (249,194), kann ebenfalls eine Ursache
darstellen.

Ebenso  konnen  Myelinschwellungen  und  wurstartige  Verdickungen  durch
Myelinscheidenddeme, im Zuge entziindlich-demyelinisierender Neuropathien auftreten (199),
bedingt sein.

Inwieweit eine von verschiedenen Untersuchern beschriebene lichtmikroskopisch darstellbare
paranodale Schwellung mit dem Phinomen der elektronenmikroskopisch darstellbaren
axoglialen Abldsung einhergeht ist umstritten. Hierbei l6sen sich die terminalen loops des

Schwannzellzytoplasmas vom paranodalen Axon ab (218).

Sl A‘— |
Abb.12:
tomakuldre Verdnderungen in Teasingpriparaten
CMT1A e — ’ bei unterschiedlichen hereditdren Neuropathien

des Menschen (200)
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5 SYSTEMATISCHER UBERBLICK UBER ERKRANKUNGEN DES PERIPHEREN NERVENS

Die Einteilung von peripheren Neuropathien kann unter verschiedenen Gesichtspunkten
erfolgen: die Topik betreffend unterscheidet man die reine Neuropathie von einer
Radikuloneuropathie (233), und nach Amnzahl der beteiligten Nerven Mono- und
Polyneuropathien (209).

Morphologisch ist eine Differenzierung in bevorzugt interstitielle und bevorzugt
parenchymatose Lédsionen sinnvoll (20), wobei hier wiederum zwischen axonalen,
demyelinisierenden und gemischten Neuropathien unterschieden werden muss. Interstitielle
Verdnderungen sind meist entziindlicher Natur (254). Mitunter gehen aber auch
Stoffwechselstorungen mit einer Speicherung von Metaboliten im Interstitium einher (94, 93).
Funktionell sind sensorische, motorische, sensomotorische und autonome Neuropathien zu
unterscheiden (50, 209).

Des Weiteren ist eine Einteilung nach dtiologischen Gesichtspunkten moglich (50). In diesem
Sinne konnen hereditire Neuropathien den erworbenen gegeniibergestellt werden. Hierzu zéhlt
man dysmetabolische, toxische, nutritive, endokrinopathische, paraneoplastische, infektidse,
autoimmune, traumatische, vaskulédre und idiopathische Nervenerkrankungen.

Dariiberhinaus ist rein deskriptiv eine Unterteilung in entziindliche, degenerative und

neoplastische Neuropathien sinnvoll.

5.1 Entziindliche Verdnderungen des PNS

Von entziindlichen Erkrankungen sind am peripheren Nerven radikuldre Strukturen oft
massiver betroffen als nachgeschaltete Anteile (229). Hierbei stehen bei den meisten
Entziindungen primir interstitielle Verdnderungen im Sinne von Vaskulitiden und
entziindlichen Odemen mit Infiltraten von mononukleiren Entziindungszellen und
Makrophagen im Vordergrund, wobei auch die Anzahl von Fibroblasten und Mastzellen hiufig
steigt (254). Nach GREHL und SCHRODER (98) sind degenerierende Fibroblasten als Indiz
fiir entzlindliche Verdnderungen zu werten. Entziindliche Infiltrate konnen aber auch als rein
resorptives Phdnomen ohne vaskultische und Odematdse Komponenten auftreten. Am
Neuroparenchym kann es bei interstitiellen Entziindungen sekundidr zu demyelinisierenden

Prozessen, seltener auch zur axonalen Degeneration kommen. Manchmal unterliegt das
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Perineurium ebenfalls entziindlichen Verdanderungen. Als in erster Linie perineurale Strukturen
betreffende Entziindung gilt die sensorischen Perineuritis des Menschen (172). In der Literatur
sind vor allem bei Hund (243, 47, 16) und Katze (217, 86) akut und chronisch verlaufende
idiopathische Poly(radikulo)neuritiden beschrieben. Daneben werden auch infektios bedingte
Poly(radikulo)neuritiden viraler Genese wie z.B. bei Tollwut, caninem Herpesvirus und
Pseudotollwut  (229) aufgefiihrt. Insbesondere bei Jungtieren kommen protozodre
Polyradikuloneuritiden, beispielsweise bei Infektion mit Toxoplasma gondii (75, 167) und
Neospora caninum (48, 62) vor.

Seltener ist das Neuroparenchym selbst Angriffspunkt der Entziindung. Bei entziindlich
demyelinisierenden Neuropathien ist histopathologisch eine Myelinclearance durch
Makrophagen und eine variierende Anzahl an infiltrierenden Lymphozyten zu verzeichnen
(104). Mit Hilfe von immunzytochemischen Untersuchungsmethoden konnen in einigen Fillen
IgG-Antikorper und Komplementfaktoren in der Myelinscheide nachgewiesen werden (95, 28).
In Teasingpriaparaten zeigen sich bei chronisch entziindlichen demyelinisierenden
Polyneuropathien neben Infiltraten deutliche, in erster Linie paranodale Demyelinisierungen,
sowie interkalierende Internodien und remyelinisierte Fasern (28). Entsprechende Befunde
findet man hiufig in protrahierten Stadien des Guillain-Barré-Syndroms (4, 115) des Menschen
beschrieben. Als Tiermodell dieser Erkrankung dient die experimentelle autoimmune Neuritis
(269). Pathogenetisch wird bei beiden eine autoimmune Komponente gegen noch nicht genau
definierte Anteile der Myelinscheide postuliert (4, 269). Einige Autoren (49, 113) ziehen
Vergleiche zu der in Nordamerika auftretenden Coonhound Paralysis (229) und zur akuten
idiopathischen Polyneuritis des Hundes (84).

In seltenen Fillen konnen derartige Autoimmunreaktionen auch gegen axonale Strukturen

gerichtet sein (4, 115).

5.2 Degenerative Verdnderungen des PNS

5.2.1 Neurodegenerative Erkrankungen im engeren Sinne

Neurodegenerative Erkrankungen im engeren Sinne sind hereditire Verdnderungen des
Neuroparenchyms.  Schwannzellen  konnen  aufgrund  genetischer  Defekte  von
Myelinproteingenen unfdhig sein, eine stabile Myelinscheide zu bilden bzw. aufrecht zu
erhalten (200). In Teasingpréparaten finden sich hierbei fokale Schwellungen und tomakuldre

Erweiterungen der Myelinscheide (200; 33). Ultrastrukturell lassen diese sich als iiberschiissige
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Schwannzellloops und als exzessive Bildung von Myelinlamellen (200) sowie
Mpyelinausstiilpungen oder Myelineinfaltungen (33) darstellen. In der Tiermedizin kommt
dahingehend die Canine Hereditdre Hypertrophe Neuropathie beim Tibetanischen Mastiff vor
(227). Nach primirer Demyelinisierung kommt es durch Schwannzellproliferation zur
Formierung primitiver Zwiebelschalenformationen. Kongenitale Schwannzelldefekte konnen
aber genauso zu einer rein hypomyelinisierenden Polyneuropathie fiithren. (26, 156)

Manchen neurodegenerativen Erkrankungen liegen andererseits axonale Verdnderungen
zugrunde. Hierbei kann es durch eine Anhdufung von Neurofilamenten zur deutlichen axonalen
Schwellung kommen (135). Im Extremfall fiihrt diese zur Riesenaxonneuropathie, die sich
unter den Haustieren gelegentlich beim Hund als eine sensomotorische Nervenerkrankung

manifestiert (64, 65).

5.2.2 Speicherkrankheiten

Speicherkrankheiten sind hereditire Enzymdefekte, die den Gesamtorganismus betreffen.
Mitunter beziehen sie das periphere Nervensystem ein bzw. manifestieren sich hier besonders
deutlich (50). Dabei reichern sich die Stoffwechselprodukte, die nicht abgebaut werden hiufig
in phagozytisch aktiven Zellen an (131, 107). So konnen wie beispielsweise bei der
globoidzelligen Leukodystrophie (246) diffuse Myelindegenerationen in groflen globoiden
Makrophagen oder wie bei der felinen Form der Niemann-Pick-Krankheit (46) auch in
Schwannzellen beobachtet werden. Mitunter kommt es im Zuge von Speicherkrankheiten auch
ohne Verdnderungen der Myelinscheide zur Speicherung membrangebundener Vesikel in
Schwannzellen (127). Dariiberhinaus kann bei Speicherkrankheiten, wie beispielsweise der
atypischen GM2-Gangliosidose des Hundes (229), eine Degeneration myelinisierter Axone

auftreten.

5.2.3 Dysmetabolisch-toxische Erkrankungen

Auch systemische dysmetabolische Zustinde manifestieren sich mitunter am peripheren
Nerven. Die hierbei hiufig einsetzende axonale Degenerationen mit sekundéirer
Myelinveridnderung (74, 267,23) zeigt sich besonders gut in Zupfpréparaten (211), was bereits

aus der Erstbeschreibung der segmentalen Demyelinisierung bei Urdmischer Neuropathie
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hervorgeht (235). Elektronenmikroskopisch findet man hier zusdtzlich feinvesikulédre

Schwellungen und Zerfall paranodaler Markscheidenlamellen (186).

Im Zuge von Diabetes mellitus kann eine distale axonale Degeneration auftreten (229), die mit
Hilfe der Einzelfaserdiagnostik ebenfalls schon darzustellen ist. Sie entsteht durch Reduktion
der Na'-K'-ATPaseaktivitit (211), wodurch es zum gestdrten Proteinmetabolismus in den
Perikaryen und zur dying-back Neuropathie kommt (23). Die Pathomechanismen und
Primérlokalisationen der diabetogenen Neuropathie sind jedoch multifaktoriell. So schreiben
einige Untersucher verschiedenen Schwannzell- und Myelinscheidenverdnderungen per se die
Hauptrolle zu (164). Neben paranodalen Demyelinisierungen sind anhand von licht- und
elektronenmikroskopischen Untersuchungen Myelinscheidenaufsplitterungen und—,balooning*
beobachtet worden (164). Es ist anzunehmen, dass Myelindefekte durch eine abnorme
Proteinglykolysierung (198) oder eine verdnderte Expression von Myelinproteinen
zustandekommen (164). Im Zusammenhang mit diabetischen Neuropathien wird auch eine
vaskuldre Genese diskutiert (9, 234). Strukturelle Alterationen von Mikrogefdflen und gestorte
Innervation der Vasa nervorum konnen zu Hypoxie fithren und somit ischdmische
Verianderungen (vgl. 5.2.4) hervorrufen. Im Endoneurium ist zudem eine starke Erhéhung der
Kollagendichte zu verzeichnen, die BRADLEY et al. (21) immunhistochemisch als
Vermehrung von Kollagenfasertypen IV, V und VI identifizierten.

Bei der hypothyreoten Neuropathie des Menschen (158) und des élteren Hundes (23) sind
anhand von Licht- und Elektronenmikroskopie dystrophische und regenerative Verdnderungen
der Axone mit Regenerationsgruppen kleiner, diinnbemarkter Fasern zu beobachten. Mukoide
Substanzen im Sinne eines ausgepriagten Myxddems konnen Kompressionen des
Neuroparenchyms bewirken (216). In gleichem Male sind segmentale De- und

Remyelinisierung in Teasingpréiparaten festzustellen.

Im Zuge von Cushing-Neuropathien sind beim Hund lichtmikroskopisch hypomyelinisierte
Fasern und Zwiebelschalenformationen, und in  Teasingpridparaten segmentale

Demyelinisierung und kurze interkalierende Internodien beschrieben (24).

Neben diesen endogenen Noxen haben viele exogene Substanzen &hnliche neurotoxische
Effekte. Verschiedene Giftstoffe greifen an neuroparenchymatdsen Strukturen des PNS an. Es
wiirde an dieser Stelle den Rahmen sprengen, auf einzelne Substanzen genauer einzugehen.

Daher seien hier nur exemplarisch einige Schwermetalle angefiihrt, deren Schidigungsmuster
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Modellcharakter fiir andere PNS-Erkrankungen besitzt. Distale Axonopathien werden in
diesem Sinne insbesondere bei Organophosphat- (224) und chronischen Thalliumvergiftungen
(132) beobachtet. Quecksilbervergiftungen kdnnen dagegen durch Degeneration der Zellkorper
und anterograde Axondegenerationen ebenfalls distale Symptomatiken hervorrufen (229). Bei
der chronischen Bleivergiftung wird neben der axonalen Degeneration zusdtzlich eine
Schidigung von Schwannzellen beschrieben (184, 264).

Ebenso ist bei Finsatz zahlreicher Medikamente auch in therapeutischen Dosen eine
Neurotoxizitit vorprogrammiert. Chemotherapeutika wie Vincristin (253) und Taxol (2) greifen
beispielsweise am Zytoskelett an. Anhand immunhistochemischer Untersuchungen mit
monoklonalen MAP-Antikérpern wurden Parallelen zwischen Pathomechanismen der

Wallerschen Degeneration und der Vincristin-induzierten Neuropathie aufgezeigt (253).

5.2.4 Ischdamische Neuropathien

Zur Verminderung oder Unterbrechung der Durchblutung kann es durch Thrombosen,
Embolien, Entzlindungen wie beispielsweise einer Polyarteritis nodosa (247), Gefdllspasmen
und Tumoren kommen (185). Ischdmien treten ebenso als Folgeerscheinungen von
Krankheiten, die sekundéir mit GefdBalterationen einhergehen, auf (234).

Bei der Katze ist eine ischdmische Neuromyopathie nicht selten durch Aorten- oder
Femoralisthromben bedingt (99). Als Folgeerscheinung kommt es in erster Linie zur Nekrose
faszikuldrer Komponenten (136). Degenerative axonale Verdnderungen stehen hierbei im
Vordergrund und liegen meist im Zentrum der Faszikel (229,247). Elektronenmikroskopisch
stellen sich axonale Lésionen als Schwellungen infolge Akkumulation vesikuldrer Strukturen,
Filamenten oder abnormen Mitochondrien dar (247). Die Vulnerabilitdt von Schwannzellen
gegeniiber Ischdmien zeigt sich durch segmentale Demyelinisierungen (247, 111). Je nach
Ausmall der Schiddigung konnen Remyelinisierung und axonale Regeneration zur

Wiederherstellung der neuronalen Funktion fiihren (229).

5.3 Neoplastische Verdanderungen PNS

Klinische Bedeutung erlangen neoplastische Erkrankungen in erster Linie beim Hund, bei dem

Neoplasien der peripheren Nerven und ihrer Wurzeln rund 16% aller Nerventumoren

ausmachen (152). Prinzipiell kénnen sowohl die Hiillstrukturen des peripheren Nervens, wie
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auch das Neuron selbst tumords entarten (202). Tumore neuronalen Ursprungs sind bei Tieren
eher selten (22, 116).

Bosartige Verdnderungen der Hiillstrukturen sind lichtmikroskopisch als maligne periphere
Nervenscheidentumore (MPNST) anzusprechen (79). Zur Differenzierung in Schwannzell-,
Fibroblasten- oder Perineuralzellursprung sind weitere diagnostische Untersuchungen wie
Elektronenmikroskopie oder Immunhistochemie vonndten (229). Schwannzellproliferationen
sind immunhistochemisch anhand ihrer S-100- und Leu 7-Positivitit zu identifizieren (177).
Bei Perineuralzelltumoren ist eine deutliche Laminin- und Kollagen-IV-Positivitit und,
zumindest in der Humanmedizin, eine Expression von epithelial membrane antigen darstellbar
(256, 152).

Ein meist gutartiger Tumor der Schwannzellen wird als Schwannom bezeichnet (229, 202).
Beim Neurofibrom handelt es sich ebenfalls um einen Tumor der Schwannzelllinie, der mit
Beteiligung von Fibroblasten oder Perineuralzellen einhergeht (202). Als in der Regel benigne
Veranderung der Perineuralzellen gilt das Perineurinom (202).

An dieser Stelle seien noch Neoplasien auflerhalb des PNS angesprochen, die im Sinne eines
paraneoplastischen Syndroms periphere Neuropathien verursachen. Beim Hund sind sie hédufig
nicht mit klinischen Symptomen korreliert, sondern nur pathomorphologisch zu beobachten
(25). In Nervenzupfpriparaten waren Myelinovoide im Zuge von axonalen Degenerationen
(244) ebenso nachweisbar, wie paranodale und segmentale Demyelinisierungen und deren
Regenerationsprodukte (25). Als Ursache werden hierfiir metabolische Faktoren und
immunologische Storungen diskutiert (25, 118). Die immunologische Pathogenese beruht

wahrscheinlich auf der Ahnlichkeit zwischen Tumorantigenen und Myelinproteinen (85, 139)

6 GRUNDLAGEN DER ELEKTRODIAGNOSTIK

Strukturelle ~ Verdnderung  des  Neuroparenchyms  gehen mit  entsprechenden
elektrophysiologischen Konsequenzen einher. Sie konnen sowohl zur Verminderung der
Nervenleitgeschwindigkeit wie auch zur insuffizienten Innervierung von Endorganen fiihren.
Diese pathophysiologischen Verdnderungen lassen sich mit Hilfe der Elektrodiagnostik
erfassen.

Im Gegensatz zur Nervenbiopsie stellt die Elektrodiagnostik eine nicht-invasive Methode in
der Diagnostik peripherer Neuropathien dar. Grundsitzlich ist hierbei zwischen

Elektromyographie, die elektrische Muskelaktivitdt aufzeichnet, und Elektroneurographie, bei
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der Geschwindigkeit und Homogenitédt der Nervenleitung gemessen werden, zu differenzieren
(250). Verdnderungen der Myelinscheide manifestieren sich in einer Verlangsamung der
Nervenleitgeschwindigkeit oder im Leitungsblock. Erkrankungen von Axonen fiihren zur
Denervation der Muskelfasern und zu reduzierter Erregbarkeit der Muskulatur. Die
Denervation von Muskelfasern wird im Rahmen der elektromyographischen Untersuchung in
der Tiermedizin in erster Linie anhand von pathologischen Spontanaktivitédten erfasst. An Hand
von elektroneurographischen Untersuchungen kann die Erregbarkeit der Muskulatur getestet

werden (83). Die Untersuchung sensibler Nerven wird in der Tiermedizin nicht durchgefiihrt.

Bei der elektromyographischen Untersuchung werden mit Hilfe von Nadelelektroden (250)
Muskelpotentiale aufgezeichnet, die in Form akustischer Signale ertonen und in Kurven auf
den Bildschirm projiziert werden. Beim Tier beschridnkt sich die Diagnostik wie bereits
erwihnt im Wesentlichen auf den Nachweis pathologischer Spontanaktivitit, die prinzipiell
neuro- oder myogen bedingt sein kann. Das bedeutet, dass ein Aktionspotential aus der
Muskelzelle selbst heraus entsteht, oder durch unphysiologische nervale Impulse hin auftaucht.
Pathologische  Spontanaktivititen sind als Fibrillationen, positiv scharfe Wellen,
Faszikulationen, myotone Entladungen oder komplex repititive Entladungen beschrieben. Aber
auch eine Verdnderung Einstichaktivitdt kann Hinweise auf Erkrankungen geben. Bei einer
verminderten Anzahl funktionsfdhiger Muskelzellen durch Denervation oder Entziindung ist

sie reduziert.

Zur Untersuchung der motorischen Nervenleitgeschwindigkeit (NLG) wird der Nerv an
mindestens zwei Stellen stimuliert. Die Muskelantwort ist distal an der GliedmaBle an einem
von dem untersuchten Nerven innervierten Muskel abzuleiten (173). Durch die Untersuchung
in mehreren Teilstiicken ist eine Lokalisierung der Schidigung moglich, da die NLG distal der
Lision normal sein kann.

Anhand des sogenannten Muskelsummenaktionspotentials (MSAP) wird die Erregbarkeit des
Muskels nach elektrischer Stimulation seines motorisch innervierenden Nervens abgeleitet
(83). Die Zeit, die zwischen Stimulation und Muskelantwort vergeht, wird als Latenzzeit
bezeichnet. Sie hiingt von der Ubertragung des Stimulus auf den Nerven, der Leitungszeit im
Nerven, der neuromuskulidren Ubertragung und der Ausbreitung des Aktionspotentials im
Muskel ab. Zu einer verldngerten Dauer der MSAP-Kurve kommt es vor allem bei
demyelinisierenden Erkrankungen, da die langsam leitenden Fasern zur spateren Erregung der

Muskelzellen flihren. Die Amplitude der MAPS ist vor allem bei axonalen Verdnderungen
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vermindert, da die Anzahl der erregten motorischen Einheiten sich verringert (83). Auch
neuromuskulire Ubertragungsstérungen und ein Leitungsblock bei demyelinisierenden
Erkrankungen konnen niedrige Amplituden bewirken (44). Am aussagekréftigsten ist hier
letztendlich die Messung der Fliche unter der MSAP-Kurve, die der Anzahl der erregten

Muskelfasern direkt proportional ist.
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IIT EIGENE UNTERSUCHUNGEN

1 ZIELSETZUNG

Im Rahmen dieser Doktorarbeit soll ein Beitrag zur Interpretation von Verdnderungen am
peripheren Nerven unter besonderer Beriicksichtigung der FEinzelfaserdarstellung in
Nervenzupfprdparaten geleistet werden. Dariliberhinaus wird eine Methodenanalyse
herkdmmlicher und neuer Verfahren zur Bearbeitung von Nervenbiopsien durchgefiihrt, deren
Ergebnisse Grundlage fiir eine verbesserte pathomorphologische Diagnostik bieten sollen.

Ziel des ersten Teils der Arbeit ist es daher chemisch, mechanisch und autolytisch bedingte
Verdnderungen in ithrer Reinform darzustellen. Um den Einfluss der Fixation in Abhéngigkeit
von Konzentration und Einwirkzeit zu {iberpriifen, werden Nervengewebsproben nach
unterschiedlichen Protokollen inkubiert. AnschlieBend erfolgt eine Beurteilung ihrer
Bearbeitungsfiahigkeit und Auswertbarkeit im single fiber teasing, und die induzierten
Artefakte sollen beschrieben werden. Zu jedem Préparat werden Kontrollschnitte zur
lichtmikroskopischen Untersuchung angefertigt, wobei fragliche Bereiche zusitzlich einer
Elektronenmikroskopie zu unterziehen sind.

Zur Darstellung autolysebedingter Verdnderungen sollen Teilproben von Nerven frisch toter
Tiere zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Entnahme fixiert werden, damit eine
Abschitzung moglich wird, zu welchen Zeitpunkten post mortem bzw. post excisionem mit
bestimmten Verdnderungen an gezupften Nervenfasern und Schnittpriparaten gerechnet
werden muss.

Um eine Moglichkeiten zur Erleichterung der Einzelfaserdarstellung zu evaluieren, soll der
kollagenolytische Einfluss von Glycinpuffer und Kollagenase untersucht werden. Ziel ist ein
Protokoll zu etablieren, das eine Bearbeitung unfixierter und bereits fixierter Proben ohne
Qualitédtsverlust ermoglicht.

Anhand der bisher aufgezdhlten Versuche soll nicht nur eine Verbesserung der
Verfahrenstechniken vorgeschlagen, sondern auch ein Katalog an artifiziellen und
autolytischen Verdnderungen erstellt werden, die ihrerseits altersbedingten und pathologischen
Verdnderungen gegeniiberzustellen sind.

Um die Mdoglichkeiten der diagnostischen Aussagekraft zu erweitern, sollen Verfahren zur
selektiven Darstellung neuroparenchymatdser Kompartimente an gezupften Einzelfasern

untersucht werden. Hierzu werden Protokolle zur Anfiarbung mit dem Fluorochrom 5,5'-
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Diphenyl-9-ethyl-oxacarbocyanin (DPED) variiert und der prid- und postfixative Einsatz des
Farbstoffes untersucht.

Zur selektiven Darstellung der Axone werden des weiteren immunhistologische Versuche im
Sinne einer whole-mount-Immunhistochemie durchgefiihrt. Hierbei soll iiberpriift werden
inwieweit die Art der Immersionsfixierung vor Antikorper- und Chromogenapplikation
Einfluss auf die Darstellbarkeit hat.

Ziel der sogenannten post-teasing-Licht- und Elektronenmikroskopie ist es, zu untersuchen, ob
und wie bereits gezupfte Nervenfasern licht- und elektronenmikroskopischen Untersuchungen
zugefiihrt werden konnen, und inwieweit mit dieser Methode nicht nur neuroparenchymatdse,
sondern auch interstitielle Komponenten erfassbar sind.

Neben der bereits erwéhnten Katalogisierung autolytischer und artifizieller Verdnderungen soll
auch eine Kategorisierung pathologischer Phanomene an gezupften Einzelfasern erfolgen. Als
Grundlage dient hier eine Reihe an Kasuistikfdllen. Somit wird die Voraussetzung fiir ein
Erfassungsschema von artifiziellen, autolytischen und pathologischen Verdnderungen an
Einzelfasern geschafft.

Dariiberhinaus soll dargelegt werden, inwieweit pathomorphologische Befunde an
Teasingpriparaten es ermdoglichen, Dysfunktionen des peripheren Nervens nicht nur zu

spezifizieren, sondern auch prognostisch zu bewerten.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Untersuchungsmaterial

Das Untersuchungskollektiv erstreckt sich auf das laufende Sektions- und Einsendungsmaterial
des Instituts fiir Tierpathologie, wobei der GroBteil der Uberweisungen von der Universitits-
Tierklinik der LMU Miinchen und von praktizierenden Kollegen stammte. In wenigen Fillen
sind Biopsien direkt von anderen Institutionen und Kliniken eingeschickt worden. Die
Verteilung auf die einzelnen Tierarten ist der Tabelle 4 zu entnehmen.

Insgesamt wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit 436 Nervenproben mit insgesamt etwa

112400 Einzelfasern aus 84 Tieren untersucht.

Tabelle 4
Autopsieproben Biopsieproben insgesamt
Hund 34 6 40
Katze 13 1 14
Pferd 9 2 11
Rind 5 5
Schwein 5 5
sonstige 9 9

Bei Autopsien wurde der zu untersuchende Nerv in der Regel in toto entnommen.
Einsendungen waren dagegen meist Faszikularbiopsien. Hierbei wurden im herkémmlichen
Verfahren nach BRAUND (27) Nervenfaserbiindel {iber eine bestimmte Distanz unter
Schonung des verbleibenden Nervengewebes entnommen.

Bei Polyneuropathien war fiir Untersuchungszwecke der Nervus fibularis superficialis Nerv der
Wahl. Konnten aufgrund klinischer und elektrophysiologischer Untersuchungen neurologische
Defizite anderer Nerven festgestellt werden, so wurden zusitzlich bzw. stattdessen Proben von
diesen genommen. Eine Ausnahme stellt hier das Pferd dar, bei dem Nervenbiopsien stets an

einem Hautast des Nervus accessorius durchgefiihrt wurden (187, 117).

Zur Entnahme des N. fibularis superficialis wurden die Tiere in Seitenlage verbracht und ein
Schnitt tiber dem Fibulakopfchen gesetzt (92). Der Nerv zieht hier unter der Faszie nach
proximokaudal und liegt dabei tiber dem Musculus gastrocnemius (168).

Zur Entnahme des N. accessorius superficialis (dorsalis) beim Pferd konnte man sich etwa eine
Hand breit hinter den Ganaschen orientieren und zwei Finger breit oberhalb der Drosselrinne

einen zu ihr parallelen Schnitt setzen (187).
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Fiir samtliche Manipulationen am empfindlichen Nervengewebe diente ein Besteck aus der
Augenchirurgie.

Um ein Austrocknen zu verhindern, wurde der Nerv nach der Entnahme umgehend in eine mit
kardioplegischer HTK-Losung (Custodiol®, Dr. Franz Kohler Chemie GmbH) angefeuchtete
Gaze gewickelt und zur weiteren Bearbeitung schnellst moglich ins Labor verbracht. Mit Hilfe
einer Kopflupe (PEAK Head Lupe) konnte die Feinpriparation vorgenommen werden.
Nachdem das umgebende Fettgewebe entfernt war, wurde das Epineurium eingeschnitten, um
dann vom iibrigen Nervengewebe vorsichtig abgezogen zu werden. Einzelne
Nervenfaserbiindel konnten nun voneinander isoliert werden. Weitere Arbeitsschritte sind den
unten genannten Versuchsprotokollen zu entnehmen.

Die Einsendungen befanden sich in der Regel in einer mit NaCl angefeuchteten Gaze oder

waren bereits in Formalin fixiert.

ADDb. 13: Organigramm der Versuchsanordnung

Kollagenolyseversuch I

Kollagenolyseversuch II

Fluorochromversuch
zur Axondarstellung

Feinpriiparation

whole-mount- Autolyseversuch
immunhistologischer Versuch

Fixierversuch

Fluorochromversuch
zur Myelinscheiden-
darstellung

Kollagenolyseversuch III

Fixierung

Kollagenolyseversuch IV Post-Teasing-Licht- und
Elektronenmikroskopie
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2.2 Versuche zur Darstellung fixationsbedingter Artefakte

2.2.1 Bearbeitungsprotokolle

Die unten angefiihrten Fixierprotokolle wurden an 171 Einzelproben bzw. 51300 geteasten
Einzelfasern untersucht. Dafiir wurde von 15 Tieren (vgl. Tabelle 6) je nach zur Verfiigung
stehendem Nervenmaterial bis zu 12 Einzelproben gewonnen, um diese in 1%igem, 2,5%igen
und 6,25%igem Glutaraldehyd fiir je 1, 2, 4 und 24 Stunden zu inkubieren. Nach Fixierung
wurden diese bei 4°C fiir 24 Stunden in Waschlosung belassen. Alternativ bestand die

Moglichkeit, sie 4 Stunden auf dem Riittler zu waschen.

Die Herstellung der Fixativa und der Waschlosung erfolgte nach folgenden Protokollen:

6,25% Glutaraldehyd

Glutaraldehyd 25% (Serva GmbH, Nr. 23115) 25 ml

ad Sorensen-Phosphatpuffer 100 ml
2,5% Glutaraldehyd

Glutaraldehyd 25% (Serva GmbH, Nr. 23115) 10 ml

ad Sorensen-Phosphatpuffer 100 ml

1% Glutaraldehyd
Glutaraldehyd 25% (Serva GmbH, Nr. 23115) 4 ml
ad Sorensen-Phosphatpuffer 100 ml

Sorensen-Phosphatpuffer (pH-Wert 7,4)

Ldsung A: Kaliumdihydrogenphosphat 9,078 g
(Merck, Nr. 1.04873.0250)
Aqua dest. 1000 ml
Losung B: Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat 11,876 g
(AppliChem, Nr. A2006)
Aqua dest. 1000 ml

192 ml der Lésung A auf 808 ml der Losung B geben.

Waschlosung
0,2 m gepufferte D(+)-Saccharose:
D(+)-Saccharose (AppliChem, Nr. A1125) 6,84 g
ad Sorensen-Phosphatpuffer 100 ml

Zur Haltbarmachung 1-2 Tropfen 1%ige Merthiolatldsung auf 100 ml Zuckerldsung .
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Mit einem scharfen Skalpell war je nach Gesamtlange der Probe an einem Ende ein 1 bis 5 mm
langes Stiick abzuschneiden und zu verwerfen. Von der neu entstandenen Schnittstelle wurden
2 bis 3 mm lange Nervenstiicke abgesetzt, die bei Bedarf zusétzlich in Langsrichtung halbiert
wurden, so dass sie eine Dicke von ungefdhr 0,25 bis 0,5 mm aufwiesen. Von den je nach
Ausgangsmaterial insgesamt 4 bis 12 erhaltenen Einzelstiicken wurden routinemaflig 3 quer
und 1 lings in Epoxidharz eingebettet (Tabelle 5). Uberzihlige Stiicke wurden asserviert. Die
so eingebetteten Proben polymerisierten bei 60°C im Brutschrank ca. 48 Stunden aus.
AnschlieBend wurden sie getrimmt (Reichert Jung, ULTRATRIMM®), und mit einem
Ultramikrotom (Reichert Jung, ULTRACUT®) Semidiinnschnitte von 1 pm angefertigt. Die
Schnitte wurden anschlieBend auf Objekttrigern hitzefixiert, um dann mit Azurblau und
Safranin gefarbt zu werden. Die lichtmikroskopische Untersuchung erfolgte. Unklare Bereiche
wurden markiert, so dass von den entsprechenden Blocken Ultradiinnschnitte von etwa 70 nm
Dicke angefertigt werden konnten. Es folgte hierbei eine Kontrastierung mit Uranylacetat und
Bleizitrat und die Schnitte wurden fiir die anschlieBende elektronenmikroskopische

Untersuchung auf Kupferringe und —netze (Stork Veco, NL) aufgebracht.

Tabelle 5: Epoxidharzeinbettung mit Glycidéther-Mischung

Ldsung Konzentration Dauer Inkubationsbedingungen
Osmium 1% 2 Std. Kiihlschrank

Waschlosung nach Protokoll 3x spiilen

Aceton 50% 3x spiilen

Aceton 70% 10 Min. Kiihlschrank

Aceton 70% 10 Min. Kiihlschrank

Aceton 90% 10 Min. Kiihlschrank

Aceton 90% 10 Min. Kiihlschrank

Aceton 100% 20 Min. Kiihlschrank

Aceton 100% 20 Min. Kiihlschrank

Aceton 100% 20 Min. Zimmertemperatur

Aceton 100% / Glycidather- | 1:1 1 Std. Zimmertemperatur ohne Deckel
Mischung

Glycidéither-Mischung pur 30 Min. Zimmertemperatur ohne Deckel
Glycidéither-Mischung pur 30 Min. Zimmertemperatur ohne Deckel

Herstellungsprotokolle fiir die Losungen der Epoxidharzeinbettung:

1%iges Osmium

Saccharose (AppliChem, Nr. A1125) 0,45g
Aqua bidest. 1,0 ml
0,1 m HCL (Merck, Nr. 1.09060.1000) 2,0 ml
Veronalacetat-Puffer 2,0ml

2%iges Osmium 5,0 ml
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Veronalacetat-Puffer (ph-Wert 10,3)

5,5-Diédthylbarbiturséure Natriumsalz 147 g
(Merck, Nr. 6318)

Natriumacetat (Merck, Nr. 6267) 0,97 g
Aqua bidest. 50 ml

2%iges Osmium Tetroxid

Osmiumtetroxid (Plano W. Plannet GmbH )1g
Aqua bidest. 50ml

Glycidéither-Mischung

Losung A: Glycidather 100 (Serva, Nr. 21045) 38,82 g
2-Dodecenylsuccinicacid- 4- 53¢
anhydrid (Serva, Nr. 10755)

Losung B: Glycidather 100 (Serva, Nr. 21045) 61,80 g
Methylnacidanhydrid 56,34 g
(Serva, Nr. 29452)

Mischverhiltnis:
Losung A 41,20 g
Losung B 75,00 g

2,4,6-Trisdimethylaminomethylphenol 1,5 ml
(Serva, Nr. 36975)

Der ldngere Teil der Nervenprobe wurde fiir 1-2 Stunden in 2%igem Osmiumtetroxid
postfixiert. Die Osmiumfixierung erfolgte unter dem Abzug bei Lichtausschluss und
Zimmertemperatur. Danach wurden die Proben 10 Sekunden in Waschlosung geschwenkt und
iiber Nacht in frische Waschlosung gelegt oder vergleichsweise 4 Stunden auf einem Riittler
gewaschen. AnschlieBend wurden sie in mindestens 99,5%igem, wasserfreiem Glycerin
(AppliChem GmbH, Nr. A3552,1000) fiir 10 Sekunden geschwenkt und anschlieend in ein
zweites Gefdll mit frischem Glycerin gelegt. Hierin verblieben sie fiir mindestens 24 Stunden.
Die Nervenprobe wurde auf eine Glasplatte verbracht und mit einigen Tropfen des Glycerins
benetzt. Unter einer Stereolupe (Olympus SZH, Zeiss Stemi DV4) sind mit feinen Pinzetten die
Faszikel eines Endes erfasst und auseinandergezogen worden, um verbleibende epi- und
perineurale Anteile zu entfernen. Dann wurden kleinere Stringe voneinander getrennt, von
welchen wiederum Einzelfasern separiert und unter kontinuierlichem, vorsichtigem Zug auf
einen angrenzenden sauberen Objekttrager verbracht wurden. Die Reibung der Einzelfasern
entlang des Glases ermdglichte eine gerade Ausrichtung und eine Losung von der
Pinzettenspitze. Pro Prdparat wurden zwischen 200 und 300 Einzelfasern geteast, wobei

jeweils 12 bis 25 Fasern auf einen Objekttriger zu liegen kamen. AnschlieBend wurde
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vorsichtig ein Deckglas aufgelegt und mit einer Glaspipette einige Tropfen 95%iges Glycerin
aufgebracht, das durch die Kapillarwirkung zwischen Objekttriger und Deckglas gesogen

wurde. Dann erfolgte die lichtmikroskopische Beurteilung.

Tabelle 6
klinische oder Zeit vom Tod bis
Nr. Tierart Rasse Geschlecht Alter pathologische Diagnose zur Nerv Proben-
Probennahme anzahl
VV1 Hd. Mix wk 10J. Myasthenia gravis ca. 48 Std. N. fib. 6
YA Schw. Trollschwein mk 4 Mon. malignes Melanom max. 12 Std. N. fib 9
VV3 Pfd. Andalusier mk 61J. Borna'sche Krankheit frisch tot N. acc. 12
A% Rd. BV w 5 Wo. Kongenitale Myopathie max. 8 Std. N. fib. 12
VV5 Rd. BV m 5 Wo. Kongenitale Myopathie max § Std. N. fib. 12
VVé6 Ktz. Maine-Coon w 8 Mon. FIP ca. 36 Std. N. fib. 12
VV8 Ktz. EKH wk 18 J. Otitis media, Meningeom ca. 24 Std. N. fib. 12
VV9 Rd. DFV w 13 Tg. Immundefizienz, max. 4 Std. N. fib. 12
Kryptosporidien
VV10 Rd. DFV w 3. Labmagenverlagerung ca. 24 Std. N. fib 12
VVI11 Schw. DLR mk 12 Wo. PRRS max. 4 Std. N. fib. 12
VVI12 Hd. Dackel w 12 J. Adenokarzinom der ca. 24 Std. N. fib. 12
Niere und Nebenniere;
Mammamischtumor
VV13 Hd. Beagle w 2 Mon. Kardiomyopathie max. 8 Std. N. fib 12
VVI15 Schw. DLR w 41. Panaritium max. 4 Std. N. fib. 12
VV16 Pfd. Quarter Horse m 14 Tg. Herzmif3bildung max. 24 Std. N. acc. 12
VVv17 Pfd. WB mk 8. COPD frisch tot N. acc. 12

(BV= Braunvieh; DFV= Deutsches Fleckvieh; DLR= Deutsche Landrasse; EKH= Européisch Kurzhaar; WB= Warmblut)

2.2.2 Beurteilungskriterien

Als Erstes wurde die Teasbarkeit von Einzelfasern systematisch untersucht. Die Beurteilung
setzt sich aus folgenden Kriterien zusammen:

1. Fassbarkeit der Einzelfasern

2. Trennbarkeit der Einzelfasern

3. Fragilitit der Einzelfasern.

Dementsprechend erfolgte ein scoring fiir den Gesamteindruck der Teasbarkeit nach folgendem

Schema:
Tabelle 7
sehr schwer teasbar -
schwer teasbar + -
teasbar +
leicht teasbar + +
sehr leicht teasbar ++ +

Die Ergebnisse fiir die jeweiligen Fixierstufen einer Probe wurden tabellarisch
zusammengefasst, wobei besondere Auffilligkeiten zusitzlich in diesen Tabellen aufgefiihrt

werden.
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Beim Kollagenolyseversuch erfolgte ebenfalls ein scoring fiir die Teasbarkeit nach den
gleichen Kriterien. Bei allen anderen Versuchen wurden nur dann Auffélligkeiten beziiglich der

Teasbarkeit vermerkt sofern sie vorlagen.

Die Beurteilung der Einzelfasern erfolgte mit 100-, 200- und 400-facher VergroBBerung an
einem ZEISS Axioplan Lichtmikroskop. Morphologische Auffilligkeiten wurden mit 630 -und
1000-facher VergroBerung in Ol betrachtet.
Der Einfluss unterschiedlicher Fixierungsstufen wurde an folgenden Kriterien bemessen:

1. Anféarbbarkeit der Myelinscheide

2. Kontrast zwischen Myelinstrukturen und Axon

3. AuB3enkontur der Myelinscheide

4. Kompaktheit der Myelinscheide

5. Myelinscheidenzeichnung

6. Kaliberstirke des Axons

7. Detailerkennbarkeit

Alle weiteren morphologischen Auffilligkeiten wurden in Art und Ausmal3 beschrieben. Bei
dem Kollagenolyseversuch und beim Autolyseversuch wurden Verdnderungen an den

Teasingpréiparaten nach den gleichen Kriterien (1.-7.) erfasst.

Die Beurteilung von Befunden erfolgte bei allen Versuchen in Anlehnung an die
Beurteilungsschemata von KALICHMANN et al. (128) und DYCK et al. (68) (vgl. II., 4.2.1.1
und 4.2.1.2), wobei nur Positivbefunde verzeichnet wurden. Neben diesen kategorisierbaren

Befunden wurden auch jegliche anderen Auffilligkeiten vermerkt.

Zur Beurteilung der histologischen Kontrollschnitte wurden pro Probe mindestens 3 Quer-
und 1 Lingsschnitt am ZEISS Axioplan Lichtmikroskop beurteilt. Einen groben Uberblick iiber
die Représentativitdt des Gewebes erhielt man mit 200- facher Vergroferung. Priparate die nur
Fett enthielten oder deren Integritdt aufgrund schlechter Schnitteigenschaften nicht erhalten
war, gingen nicht in die Beurteilung ein. Bei 400- und 600-facher VergroBBerung wurden zuerst
epi-, peri- und subperineurale Anteile betrachtet. Bei der gleichen VergroBerungsstufe wurde
die Faseranzahl und -verteilung sowie die Form und der Myelinisierungsgrad markhaltiger
Fasern, und die Hiufigkeit und die Grofle von Schwannzellen beurteilt. Bei 1000-facher

VergroBerung in Ol wurden auffillige Myelin- und Schwannzellstrukturen, das Axon sowie
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Zellen und Blutgefile und bei Auffilligkeiten auch die extrazellulire Matrix des
Endoneuriums beurteilt. Es wurden auch hier nur Positivbefunde notiert. Feinstrukturen, die
der Lichtmikroskopie nicht zugidnglich waren, wurden unter einem ZEISS EMI0
Elektronenmikroskop bei 2500- bis 80.000 VergroBerung beurteilt, wobei auch hier der Erhalt

des Gewebes wihrend der Bearbeitung Vorraussetzung ist.

Die lichtmikroskopische Beurteilung erfolgte bei allen anderen Versuchen nach den gleichen
Kriterien. Eine Ausnahme wurde bei den Versuchen zur post-teasing-Licht- und

Elektronenmikroskopie gemacht, die unter diesem Punkt genauer erléutert ist.

In diesem experimentellen Ansatz wurde bei jedem Tier sowohl fiir die Teasingpréparate als
auch fiir die Kontrollschnitte ein score fiir ihre Auswertbarkeit in den einzelnen Fixierstufen
vergeben. Diese wurden mit dem score fiir die Teasbarkeit in einer Tabelle zusammengefasst.
Dabei war die Auswertbarkeit der Einzelfasern nicht durch die Faserzahl eingeschriankt, da pro

Probe 300 Fasern geteast wurden. Die scores wurden folgendermal3en verteilt:

Tabelle 8
sehr schlecht auswertbar -
schlecht auswertbar + -
auswertbar +
gut auswertbar ++
sehr gut auswertbar + 4+

2.3 Versuche zur Darstellung autolysebedingter Verdnderungen

2.3.1 Bearbeitungsprotokoll

Um die unterschiedlichen Erscheinungsbilder der Autolyse zu dokumentieren, wurden
insgesamt 37 Einzelproben bzw. etwa 9300 Einzelfasern untersucht. Sie stammten von den
Tieren der Tabelle 9. Die Proben sind sofort, 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 48, 72, 96 und in einem
Fall 120 Stunden nach Entnahme fiir 1-2 Stunden in 2,5%igem Glutaraldehyd fixiert worden.
Bis dahin befanden sie sich bei Zimmertemperatur in einer mit Custodiol® befeuchteten Gaze.
Nach der Fixierung wurden die Proben wie unter 2.2.1 beschrieben weiterverarbeitet. Pro
Praparat wurden 200 bis 300 Finzelfasern geteast und histologische Kontrollschnitte
angefertigt.
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Tabelle 9
Nr. Tierart | Rasse | Alter | Geschlecht Diagnose Nerv |Proben- | Autolysedauer
anzahl in Stunden
VAI Ktz. EKH 81J. wk Ataxie N. fib. 13 0,1,2,4,8,12,
(Kleinhirnodem), bds. 16, 20, 24, 48,
Stupor 72,96, 120
VA2 Hd. Mix 12 J. wk Verdacht auf N. fib. 12 0,1,2,4,8,12,
Leishmaniose bds. 16, 20, 24, 48,
72,96
VA3 Pfd. WB 10J. mk COPD N. acc. 12 0,1,2,4,8, 12,
bds. 16, 20, 24, 48,
72,96

2.3.2 Beurteilungskriterien
siche 2.2.2.

2.4 Kollagenolyseversuche

Um die Trennbarkeit von Fasern bei der Herstellung von Teasingprdparaten zu verbessern,
wurde der Einsatz von Glycinpuffer bzw. Kollagenase untersucht. Ein Ziel war die
Feinpréparation zu erleichtern. Dazu wurden bindegewebige Anteile vor der Behandlung mit
Glycinpuffer und Kollagenase stets am Nerven belassen. Um andererseits ihren Einfluss auf die
Teasbarkeit und auf die Darstellbarkeit neuroparenchymatoser Strukturen mdglichst
unverfdlscht bewerten zu konnen, wurde in einem weiteren Ansatz das umgebende
Bindegewebe vor Inkubation weitgehend enfernt. Dabei wurden bei beiden Versuchsansétzen

sowohl unfixierte als auch bereits fixierte Proben herangezogen.

2.4.1 Bearbeitungsprotokolle

2.4.1.1 Einsatz von Glycinpuffer

Grundlage der Beurteilung zu diesem Versuchsansatz bildeten 27 Proben bzw. etwa 6750
Einzelfasern. Dazu wurden Nervenproben unterschiedlicher Tierspezies (vgl. Tabelle 10)
weitgehend von bindegewebigen Anteilen befreit. AnschlieBend erfolgte eine Unterteilung
jedes Nerven in 9 Einzelproben, die fiir 5, 10, 15, 20, 25, 30, 60 und 120 Minuten in
Glycinpuffer inkubiert wurden. Je eine Kontrollprobe pro Tier blieb unbehandelt. Eine
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einstiindige Fixierung in 2,5%igem Glutaraldehyd folgte. Nach der Fixierung wurden die
Proben wie unter 2.2.1 beschrieben weiterverarbeitet. Pro Préparat sind 200 bis 300

Einzelfasern und histologische Kontrollschnitte angefertigt worden. Protokoll zur Herstellung

des Glycinpuffers:
Glycinpuffer (nach ADAMS et al., 1)
(ph-Wert 6,0 )
0,05 M Triethylamin-HCI 34415 ¢
(Fluka, Nr. 371056/1 43897)
0,7 M Glycin (Sigma, Nr. G7126) 26,2745 g
ad Aqua bidest. 1000 ml
Tabelle 10
Tierart Rasse Geschl. | Alter Zeit vom Tod bis zur Proben-anzahl
Nr. Diagnose Entnahme Nerv
GPA1 | Ktz Perser mk |15J. | Herzversagen max. 24 Std. N. fib. 9
bds.
GPA2 | Hd. DSH m |14]J. | Magendrehung max. 12 Std. N. fib. 9
bds.
GPA3 | Pfd. | Kaltblut mk [19]. | lleumobstipation max. 24 Std N. acc. 9
bds.

2.4.1.2 Vergleichender Einsatz von Glycinpuffer und Kollagenase

Von allen Proben der Tabelle 10 wurde auch der entsprechende Nerv der anderen Kdorperseite
entnommen. Mitsamt des umgebenden Bindegewebes wurde je die Haélfte sofort in
Glycinpuffer, und die andere Hélfte sofort in Kollagenase geschwenkt und auf verdnderte
Eigenschaften bei der Feinpriparation beurteilt.

Andererseits wurden Nervenproben (V4 und V3, Tabelle 12) sofort nach Entnahme mitsamt
dem wumgebenden Bindegewebe fiir 2 Stunden in 2,5%igem Glutaraldehyd fixiert.
Anschliefend wurden sie fiir 4 Stunden auf dem Riittler in Waschlosung gewaschen. Die
Proben wurden in drei Teile getrennt. Ein Teil wurde fiir 1 Stunde in Glycinpuffer und ein
zweites flir 1 Stunde in Kollagenase inkubiert. Eine mit der Kontrollprobe vergleichende
Feinpraparation wurde durchgefiihrt.

In einem weiteren Ansatz dienten 45 Einzelproben bzw. etwa 9000 Einzelfasern dem
vergleichenden Einsatz von Glycinpuffer und Kollagenase. Dazu wurden von Nervenproben
(V1 bis V3, V5 bis V10, Tabelle 12) soweit wie moglich bindegewebige Anteile entfernt, um
sie dann in je 5 Einzelproben zu unterteilen. Je eine Probe wurde vor der Fixation fiir 5
Minuten in Kollagenase (Vx/K5a) und eine weitere fiir 5 Minuten in Glycinpuffer (Vx/G5a)
inkubiert. Je eine weitere Probe wurde in Anlehnung an TATKE und DOYLE (230) erst nach
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der Fixation fiir eine Stunde in Kollagenase (Vx/K60p) und eine weitere Probe fiir 1 Stunde in
Glycinpuffer (Vx/G60p) gelegt. Als Kontrolle diente bei jedem Tier eine unbehandelte Probe
(Vx). (vgl. Tabelle 11). Alle Proben wurden wie unter 2.2.1 nach der Fixierung beschrieben
weiterverarbeitet. Von jeder Probe wurden etwa 200 Fasern geteast und histologische

Kontrollschnitte angefertigt. Protokoll zur Herstellung der Kollagenase:

Kollagenase
Kollagenase Typ I (Sigma, Nr. CO130-)
ad Ringer-Infusionslosung
zur Herstellung einer 0,3%igen Losung

Tabelle 11

Vx Vx/G60p Vx/K60p Vx/G3a Vx/K5a

Kollagenase 5 - - - - +
Min.
Glycinpufter 5 - - - + -
Min.
Schwenken in
Waschlosung - - - + +
1-2 Std.
Fixierung in + + + + +
2,5% GA

in Waschlosung
24 Std. im
Kiihlschrank
oder 4 Std. auf - + + - -
dem Riittler

Kollagenase 60 - - + - -
Min.
Glycinpuffer 60 - + - - -
Min.

Tabelle 12: Versuchstiere fiir den Glycinpuffer-Kollagenase-Vergleich

Tierart Rasse Geschl. Alter Zeit vom Tod Proben-

Nr. Diagnose bis zur Nerv anzahl
Entnahme
\"2! Hd. Mix mk 5. Verdacht auf max. 24 Std. N. fib. 5
Cumarinvergiftung
V2 Ktz. EKH m 171]. Intrathorakale Masse max. 24 Std. N.fib. 5
V3 Pfd. Fjordpferd w 12 J. Blind, multiple Arthrosen frisch tot N.acc. 5
bds.

V4 Hd. Mix m 12 Wo. Staupe max. 12 Std. N. fib. 1
V5 Pfd. WB w 18 J. Kolik frisch tot N.acc. 5
V6 Ktz. EKH wk 12 ]. Leukose max. 18 Std. N. fib. 5
V7 Hd DSH m 147, Trauma max. 12 Std. N. fib. 5
V8 Ktz EKH mk 91J. Akutes Nierenversagen frisch tot N. fib 5
V9 Hd. Mix w 141]. Multiple Mammatumore | max. 24 Std. N. fib. 5
V10 Pfd. WB mk 171]. COPD max. 8 Std. N.acc. bds. 5

2.4.2 Beurteilungkriterien
Die Beurteilung der Teasbarkeit, der geteasten Einzelfasern sowie der histologischen

Kontrollschnitte erfolgte wie unter 2.2.2 beschrieben.
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2.5 Fluorchromatische Darstellung geteaster Nerven

Zur selektiven Darstellung neuroparenchymatdser Kompartimente an geteasten Nerven wurde
das Fluorochrom 5,5 -Diphenyl-9-ethyl-oxacarbocyanin (DPED) in unterschiedlichen
Protokollen eingesetzt. In diesem Sinne erfolgte die Féarbung an unfixierten und bereits
fixierten Nerven, wobei insgesamt 62 Einzelproben bzw. etwa 15500 Fasern untersucht

wurden.

2.5.1 Bearbeitungsprotokolle

2.5.1.1 Einsatz von DPED vor Fixierung

a) Um die Auswirkung der Inkubationsdauer von DPED auf die Darstellbarkeit und den
Strukturerhalt des Neuroparenchyms zu untersuchen, wurden 8 Einzelproben bzw. etwa 2400
Einzelfasern untersucht. Direkt nach der Entnahme wurden die Nerven (Tabelle 14) in
Einzelproben unterteilt, die dann unterschiedlich lange in das fluorochromhaltige Medium
verbracht und danach einheitlich weiterverarbeitet wurden (vgl. Tabelle 13). Bei jedem Tier
diente ein zusétzliches Teasingpréiparat, das zuerst 4,5 Stunden in 2,5%igem Glutaraldehyd und

anschlieBend 2 Stunden in 2%igem Osmium fixiert wurde, der Kontrolle.

Tabelle 13: Protokoll zum Prifix-Versuch

Losung Dauer Inkubationsbedingungen
DPED a) 20 Min. abgedunkelt, Zimmertemperatur
b) 90 Min.
¢) 24 Std.
Alkohol 30% 10 Sek. schwenken Zimmertemperatur
Alkohol 100% 10 Sek. schwenken Zimmertemperatur
Aqua bidest. 10 Sek. schwenken Zimmertemperatur
Glutaraldehyd 2,5% 4,5 Std. abgedunkelt, Zimmertemperatur
Waschpuffer 24 Std. Kiihlschrank
Glycerin, reinst 10 Sek. schwenken Zimmertemperatur
Glycerin, reinst mind. 24 Std. Zimmertemperatur

Protokolle zur Herstellung der DPED-L&sung:

DPED-L6sung, pH 5,4

FS VI (Nr.Rr 340, 30.6.1997, Berlin) 0,001g

ad Methanol (AppliChem, Nr. A0688) 50 ml
8 Stunden rithren

ad Zitronensaure-Phosphat-Puffer pH 5,4 50 ml
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Zitronensiure-Phosphat-Puffer, pH-Wert 5,4

Losung A: Zitronensdure, kristallwasserfrei (Merck, Nr. 241.1000) 1921 ¢
ad Aqua dest. 1000 ml

Losung B: Dinatriumhydrogenphosphat (Roth GmbH, Nr. 4984.1) 35,6 g
ad Aqua dest. 1000 ml

Mischung Losung A: B =44,4: 55,6

Tabelle 14: Nervenproben fiir den Préfix-Versuch

Tierart Rasse Geschl. Alter Diagnose Nerv Zeit vom Tod Anzahl
Nr. bis zur gewonnener
Entnahme Proben
VFA1 Hd. Husky mk 41. Trauma N. fib. ca. 12 Std. 4
VFA2 Schw. DLR m 14 Tg. Pneumonie N. fib. ca. 2 Std. 4

b) In Anlehnung an vorhergegangene Ergebnisse aus Protokoll a) sind unfixierte Proben
(VFB1, Tabelle 18) 2 Stunden in DPED inkubiert worden. AnschlieBend wurden
Losungsmittel in unterschiedlicher Abfolge eingesetzt (Tabelle 15). Es erfolgte wiederum eine
Beurteilung beziiglich der Auswirkung auf Darstellbarkeit und Strukturerhalt des
Neuroparenchyms an insgesamt etwa 1800 Einzelfasern von 6 Proben.

In Aqua bidest und Alkohol erfolgte jeweils ein 10-sekiindiges Schwenken. Die Fixierung in

Glutaraldehyd betrug 1 bis 2 Stunden.

Tabelle 15: Losungsmitteleinsatz beim Prafix-Versuch

Nr. Aqua bidest. Alkohol 30% | Alkohol 100% | Alkohol 30% Aqua 2,5%
DPED bidest. Glutaraldehyd
A + + + + - + +
B + + - + + + +
C + + + - + +
D + - - + + + +
E + ¥ - - n
F + - +

2.5.1.2 Einsatz von DPED nach Fixierung

Bereits fixierte Proben wurden mit DPED gefirbt und anschlieBend mit verschiedenen
Kombinationen an Alkoholkonzentrationen gewaschen (Tabelle 16 und 17). Als Kontrolle
dienten Préparate, die 1 bis 2 Stunden in 2,5%igem Glutaraldehyd und anschlieBend 2 Stunden
in 2%igem Osmium fixiert waren. Insgesamt wurden 48 Einzelproben bzw. etwa 9600

Einzelfasern untersucht. Die Nerven stammten von den Tieren aus Tabelle 18.
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Tabelle 16: Protokoll zum Postfix-Versuch

Losung Dauer Inkubationsbedingungen
Glutaraldehyd 2,5% 1-2 Std. Zimmertemperatur
Waschlosung 24 Stunden Kiihlschrank

DPED 2 Std. abgedunkelt, Zimmertemperatur
Waschlosung 10 Sek. schwenken Zimmertemperatur

Alkohol 1 10 Sek. schwenken Zimmertemperatur

Alkohol II 10 Sek. schwenken Zimmertemperatur

Aqua bidest. 10 Sek. schwenken Zimmertemperatur

Glycerin, reinst 10 Sek. schwenken Zimmertemperatur

Glycerin, reinst mind. 24 Std. Zimmertemperatur

Tabelle 17: Losungsmitteleinsatz beim Postfix-Versuch

Konzentration b c d f |g h |i j k
30%
50% +
Alkohol I 70% +
80% +
96%
100% + |+ + |+ |+ +
100% + + + +
96% +
Alkohol 11 80% +
70% T
50% +
30% +
Tabelle 18: Nervenproben fiir den Postfix-Versuch
Tierart Rasse Geschl. Alter Diagnose Nerv Zeit vom Tod Proben-
Nr. bis zur anzahl
Entnahme
VFBI Elch m adult Enterotoxdmie N. fib. max. 1 Tg. 18
bds.
VFB2 Hd. Pekinese wk 10 Mon. gestorben nach N. fib. ca. 1 Tg. 12
Ovarihysterektomie bds.
VFB3 Hd. DSH w 111] Malignes Lymphom, N. fib. ca. 1 Tg. 12
Chemotherapie bds.
VFB4 Rd. DFV m 0 Tg. Totgeburt zum N. fib. ca. 12 Std. 12
Geburtszeitpunkt bds.

Bei allen Versuchsreihen wurden pro Priparat 200 bis 300 Einzelfasern geteast. Dunkelblaues

Tonpapier unter der Glasplatte der Stereolupe ermdglichte hier eine leichtere Erkennung der

nicht-kontrastierten Nervenfasern.

2.5.2 Beurteilungskriterien

Die Beurteilung der fluorochromgefirbten Einzelfasern erfolgte stets abgedunkelt und bei den

gleichen VergroBerungsstufen wie die der osmiumgefdrbten Préparate, wobei einige

Spezialvorrichtungen des ZEISS AXIOPLAN Mikroskops eingesetzt werden mussten:
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Tabelle 19: Technische Daten zur Fluoreszenzmikroskopie

Quecksilberlampe 200 Watt
Exzitationsfilter 450-490 nm
Dichroic-Spiegel 510 nm
Barriere-Filter 520nm

Dabei wurden die Fasern nach folgenden Kriterien beurteilt:
1. welche Komponenten des Neuroparenchyms farben sich an?
2. Verianderungen beziiglich der Stirke und der Farbe der Emission.

3. Detailerkennbarkeit angefarbter Strukturen.

2.6 Versuche zur Darstellung des Axons an Teasingpriaparaten mittels whole-mount-

Immunhistochemie

Bei der whole-mount-Methode wird die Probe als Ganzes in den Reagenzien der
immunhistochemischen Untersuchung inkubiert. Bei der hier angewandten Methode handelt es
sich um eine indirekte Darstellung der Neurofilamente. Nachdem eine Inkubation in
Normalserum zur Verhinderung unspezifischer Reaktionen durchgefiihrt worden war, erfolgte
die Beschickung mit primidrem und anschlieBend biotinyliertem sekundiren Antikérpern. Den
Losungen war stets Triton-X-100 beigefiigt, um die Permeabilitit fiir die Antikorper zu
erhohen. An den sekundéiren Antikorper bindet Avidin, an das eine Peroxidase gekoppelt ist.

Als Chromogen diente DAB mit einer H,O,-Starterlosung.

2.6.1 Bearbeitungsprotokolle

Zu dieser experimentellen Studie wurden insgesamt 36 Einzelproben bzw. 3600 Fasern
beurteilt, die von den Tieren der Tabelle 22 stammen.

Nach Entnahme wurden die Nerven in jeweils 12 Teile zerlegt. Alle Einzelproben wurden
einem Vorteasing unterzogen. Dann wurden je 4 der Proben in Glutaraldehyd, 4 in Formalin
und 4 in Paraformaldehyd fixiert. Von jeder Fixierart wurde eine Probe vor dem Teasing in
Glycinpuffer geschwenkt. Die fixierten Nervenproben aus Tabelle 20 wurden der
Immunhistochemie nach Tabelle 21 unterzogen. Die iibrigen Proben dienten als
Negativkontrollen, wobei bei drei Proben (je eine in Glutaraldehyd, eine in Formalin und eine

in Paraformaldehyd fixiert) kein Primér-, und bei den anderen drei Proben (je eine in
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Glutaraldehyd, eine in Formalin und eine in Paraformaldehyd fixiert) kein Sekundirantikorper
verwendet wurde. Das Protokoll zu dieser whole-mount-Immunhistochemie wurde eklektisch

aus mehreren publizierten Arbeiten zusammengestellt (82, 80, 31).

Tabelle 20: Fixierprotokolle fiir die Immunhistochemie

Probe PF PF/GP F F/GP GA GA/GP

In Glycinpuffer - + - + N T
schwenken

Vorteasing + + + + + +

1 Std.

Paraformaldehyd 4% + + - _ _ _

1 Std. Formalin 10% - - + + - _

1 Std. Glutaraldehyd - - - - + +
2,5%

Tabelle 21: Markierungs- und Farbeprotokoll fiir die whole-mount-Immunhistochemie

Reagenz Dauer Inkubationsbedingungen
30%ige Sucrose-PBS-Lisung 10 Sekunden schwenken
30%ige Sucrose- PBS-Losung 48 Std. Kiihlschrank
1%ige Triton-X-PBS-Losung mit 1% 1 Std. Raumtemperatur
Ziegenserum (Vector S-1000)
1%ige Triton-X-PBS-Losung mit 1% 1 Std. Raumtemperatur
Ziegenserum
1%ige Triton-X-PBS-Losung mit 1% 1 Std. Raumtemperatur
Ziegenserum
Primér-AK gegen NF160 Maus iiber Nacht Brutschrank, 37°C
(Sigma, Nr. N 5264), 1: 300 in 1%iger
Triton-X-PBS-Ldsung
3 Tg. Raumtemperatur, Riittler
1%ige Triton-X-PBS-Lésung 6-8 Std. 8-10x wechseln, Raumtemperatur
Sekundér-AK: biotinylierter Ziege-Anti- iiber Nacht Kiihlschrank
Maus-AK
(DAK, Nr. E-0433)
1:100 in 1%iger Triton-X-PBS-Losung
1%ige Triton-X-PBS-Losung mehrmals waschen Raumtemperatur
1%ige Triton-X-PBS-Lésung iiber Nacht Raumtemperatur
Avidin-Biotin-Komplex
(mit Peroxidase) in 1%iger Triton-X-PBS- 2 Std. Raumtemperatur, im Dunkeln
Ldsung
1%ige Triton-X-PBS-Losung 1-2 Std. Raumtemperatur, im Dunkeln
0,5mg/ml DAB in Tris-HCL-Ldsung 3 Std. Raumtemperatur, im Dunkeln, unter Abzug
0,5mg/ml DAB in Tris-HCL-L6sung mit wenige Minuten, bis Raumtemperatur, im Dunkeln, unter Abzug
0,01% H202 gewiinschte Anférbung unter
Stereolupe
Aqua dest. mehrmals waschen Raumtemperatur

Von jeder Probe belieB man die Hélfte iiber Nacht in mindestens 99,5%igem Glycerin bei
Raumtemperatur, und die andere Hilfte in Aqua dest. im Kiihlschrank. Dann erfolgte ein

Teasing von etwa 100 Fasern pro Einzelansatz.
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Protokolle zur Herstellung der Reagenzien:

Paraformaldehyd 4%
4mg Paraformaldehyd (Merck, Nr. 4005.1000)
ad 100ml 0,1 M PBS-L6sung, ph 7,3

30%ige Sucrose-PBS-Losung
30g Sucrose (AppliChem, Nr. A1125)
ad 100 ml 0,1 M PBS-Losung, pH 7,3

1%ige Triton X-PBS-Ldsung
Iml Triton-X-100 (Calbiochem, Nr. B33458)
ad 100 ml 0,01 M PBS-Losung, ph 7,3

PBS (Phosphatgepufferte Kochsalz)-Loésung, 0,01 M

Dinatriumhydrogenphosphat (Merck, Nr. 1.06580.1000) 1,48 ¢
Kaliumhydrogenphosphat (Merck, Nr. 4873) 043¢
Natriumchlorid (AppliChem, Nr. A1149) 72¢g

ad 11 Aqua dest.
mit NaOH und HCI auf den entsprechenden ph-Wert titrieren

Avidin-Biotin-Komplex (Vector) in 1%iger Triton-X-PBS-Losung
1 Tropfen Losung A
1 Tropfen Losung B
ad 5 ml 1%iger Triton-X-PBS-Ldsung
Vor Gebrauch 30 Minuten im Dunkeln reifen lassen !

0,5 mg/ml DAB (Diaminobenzidin) in Tris-HCI
1 Tablette DAB 10 mg (Kem-En-Tec, Nr. 4170)
ad 20 ml Tris-HCI

Tris-HCI
Trishydroxymethylaminomethan (Sigma, Nr. T-1503) 3,05 g
in 25 ml Aqua dest 16sen
In HCI 18,5 ml
ad 500 ml Aqua dest.
mit NaOH und HCI auf einen ph-Wert von 7,4 titrieren

Tabelle 22: Nervenproben fiir die Immunhistochemie

Tierart Rasse Geschl. Alter Diagnose Nerv Zeit vomTod bis zur | Proben-
Entnahme anzahl
Hd. Mix wk 217, Pleuritis, Peritonitis N. fib. frisch tot 12
bds.
Ktz. EKH wk 12 J. Trauma N. fib. frisch tot 12
bds.
Pfd. WB mk 16 J. Ileumobstipation N. acc. frisch tot 12
bds.
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2.6.2 Beurteilungskriterien
Bei der immunhistologischen Darstellung der Neurofilamente wurde beurteilt ob und mit
welcher Intensitdt und RegelmiBigkeit sich die Axone oder gegebenenfalls andere Strukturen

immunhistochemisch anfiarben.

2.7 Versuche zur post-teasing-Licht- und Elektronenmikroskopie

Bei den Versuchen zur post-teasing-Licht- und Elektronenmikroskopie wurde untersucht, ob es
moglich ist, in Glyciddther geteaste Nervenfasern der Licht- und Elektronenmikroskopie
zuzufiihren, und inwieweit es gelingt, definierte Verdnderungen der Teasingprdparate in den

Schnittpréparaten darzustellen.

2.7.1 Bearbeitungsprotokolle

Die Nervengewebsprobe wurde nach 1-2 stiindiger Fixierung in 2,5%igem Glutaraldehyd und
24 Stunden im Waschpuffer in ihrer ganzen Lénge dem unter 2.1.1 beschriebenem
Einbettungsverfahren unterzogen. Anstelle einer Auspolymerisierung belie8 man die Probe fiir
24 Stunden in reiner Glyciddther-Mischung, um sie darin einer Nervenzupfpriparation zu
unterziehen. Gezupfte Fasern wurden hierbei auf eine diinne Plastikplatte (Melinex Polyester
Film, 175um dick, Plano W. Plannet GmbH, Nr.4103) iiberfiihrt und auf dieser 24 Stunden im
Brutschrank ausgehértet. Eine lichtmikroskopische Beurteilung erfolgte. An 11 willkiirlichen
Stellen (Praparat 9,10, 12-20) sind Nervenfasern und das umgebende Kunstharz dann entweder
mit einem scharfen Skalpell vorsichtig von der Plastikplatte abgehoben oder mitsamt einem
Plastikstiick ausgeschnitten worden.

Ebenso verfuhr man mit 9 morphologisch verdnderten Stellen (Préparat 1-8, 11), die vorher mit
einem diinnen Folienstift auf der Plastikplatte iiber eine Lénge von etwa Imm markiert worden
waren. Die freipraparierten Teilstiicke der geteasten Nervenfasern wurden in die fiir die
Kunststoffeinbettung iiblichen, mit Glycidéther gefiillten Einbettungsbehéltnisse gebracht und
2 Tage im Brutschrank auspolymerisiert. Es folgte die unter 2.2.1 beschriebene Aufbereitung
fiir licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen. Dabei wurden die markierten
Praparate 1 bis 8 und 11 — soweit moglich — in 6 Ebenen geschnitten, um die ,, Trefferquote*

der Verdnderungen zu ermitteln.
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Histologische Kontrollschnitte wurden bereits nach Fixation separiert, und einer eigenen

Einbettung ( nach 2.2.1) unterzogen.

Tabelle 23: Nervenprobe fiir die PTEM

Zeit vom Tod bis zur Entnahme
Tierart Rasse Geschl. Alter Diagnose Probe
Hd. Mix mk 131J. Hepatopathie N. fib. 12- 24 Std.

2.7.2 Beurteilungskriterien

In diesem Versuch wurde beurteilt, wie gut die Proben mit und ohne Plastikunterlage semi- und
ultradiinn zu schneiden waren. AnschlieBend sind die Schnitte mit und ohne Plastikunterlage
licht- und elektronenmikroskopisch auf ihre Qualitdt hin untersucht worden. Dabei verglich
man den Erhaltungszustand und die Detailerkennbarkeit neuroparenchymatoser Strukturen mit
dem vorher nicht geteasten Schnittpréiparat.

Anhand mehrerer Schnittebenen pro Pridparat wurde beurteilt, ob und mit welcher
Wabhrscheinlichkeit gekennzeichnete Verdnderungen an geteasten Nerven in post-teasing
Schnittprdaparaten wiederzufinden sind. Dariiberhinaus sollte getestet werden ob sich

interstitielle Strukturen darstellen lassen.

2.8 Kasuistik

Zur Kasuistik wurden Fille herangezogen, bei denen eine elektrodiagnostisch bestétigte, oder
durch klinische Untersuchung vermutete periphere Neuropathie vorlag, oder bei denen
aufgrund anderer Erkrankungen sekundér pathomorphologische Verdnderungen am peripheren
Nerven zu erwarten waren. Insgesamt wurden etwa 17000 Einzelfasern aus 57 Nervenproben

aufgearbeitet und beurteilt.

Die Nervenproben wurden standardmiBig, wie unter 2.2.1 beschrieben, fiir die
Teasingpréparation und fiir histologische Kontrollschnitte bearbeitet. Einzelheiten zur
Fixierung sowie zusdtzliche Untersuchungen sind der Tabelle zu entnehmen.

Die Beurteilung erfolgte ebenfalls in Anlehnung an Kapitel 2.2.2, wobei von jeder
Nervenprobe 200-300 Fasern geteast wurden. Es wurden stets nur Positivbefunde

aufgezeichnet.
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Tabelle 24-1: Kasuistik
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Tabelle 24-2: Kasuistik
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Tabelle 24-3: Kasuistik

‘PISC
VD %S'C J8L9] 14%4
BuisesyjwniwsQ ‘a4 °'N siisoAwAjod Ty w dllepally ‘PH AN
‘PISC
Hluydsuunpiweg VD %S'C 44
BuiseajwniwsQ ‘pP1S 8L°eD ‘gl ‘N osoalAyuedAH v AM HM3 pa)| SA
(zv'L°Z 16 Bunjeis
-lepuaplayosul|aAp
inz 9 ||0%0104d)
Buisea] - PIS T )
d3dQa Bluydsuunpiweg slseueyiny V9D %S'C 9l
BuiseajwniwsQ yoeU H0}J0S swyeuiuy 'spq "qi °N P2jopl01dazaluldA|n ZSdN sneiy | A
(zv'L'C "1BA Bunjjals
-lepuaplayosullaAp|
inz 9 ||0%0104d)
Buises]- 3daq ‘PISC p
Hluydsuunpiweg alseueyiny VO %S'C 9l
BuiseajwniwsQ yoeu 110j0s awyeuiug 'spq gl 'N P|ojop101dazaiuldA|D LedN sne|N | A
(zv'L'C 1B Bun|jels
-1epuaplayasul|sAN
inz 9 ||0%0104d)
Buisea|- 3dd ‘PISC 2
Hluydsuunpiweg alseueyiny VD %S'C 9l
BuiseaywniwsQ yoeu 140j0s awyeuiug 'spq gl 'N P|ojop101dazaiuldA|D 0sdN sne|N | A
(¢v'L°z 16A Bunjjals
-lepuaplayosul|oAp
inz 8 [|0%0104d)
Buises]- @3da ‘PIST q
Hluydssuunpiweg siseueying V9D %S'C 9l
BuiseaywniwsQ yoeu 140J0s swyeujug 'spq ‘gl ‘N DP|ajop01dazaiuldA|D 62dN snely | A
(Tv'L°z 16A Bunjjals
-lepuaplayosullaApy|
inz 9 ||0%0104d)
Buisea]- 3daq pPis¢ e
Hniuydsuunplwes aiseueying V9D %S'C 9l
BuiseajwnjwsQ yoeu 140j0s awyeuiug 'spq gl 'N P|ojop101dazaiuldA|D 8zZdN sne|N | A
‘PISC
V9 %S'C 1z19896qeI8Y DN
1uydsuunplwesg ‘PIS CL "Bd 1| sueu|n‘'N alyredoinauAjod €l
BuiseaywniwsQ I1°qi N ‘wolipuAssuoissaidwoy euinba epney ‘r oL jw HSa ‘PH MA
‘PISC
VO %S'C u
11uydssuunpiwesg 'spq sijeloey "N (eso1Azouo| ‘aljiydoulsoy) oL
BuiseajwniwsQ ‘PIS € "€D 'spq gl 'N alyiedoinap a|eyo4l3nw aAlleIauUabap-AISSaIBold| "UOIN w ZoBANY)| ‘PH MA
awyeulug .
uabunyodnsialun inz siq pO] WOA 137 BuijpueH pun aqoud asoubeiqg pun 1yo118qIoOA 191)y| '|Yosap| assey yesarg | N




EIGENE UNTERSUCHUNGEN

74

Tabelle 24-4: Kasuistik
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Tabelle 24-5: Kasuistik
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3 ERGEBNISSE

3.1 Versuche zur Darstellung fixationsbedingter Artefakte

Als Grundlage dienten diesen Untersuchungen 171 Einzelproben bzw. 51300 geteaste
Einzelfasern von 14 Tieren. Zu jeder Probe wurden histologische Quer- und Langsschnitte
angefertigt. Im Rahmen der Auswertung zeigte sich, dass es sinnvoll ist im Ergebnisteil die

einzelnen Inkubierzeiten den Fixierkonzentrationen zuzuordnen.

3.1.1 Teasbarkeit der Einzelfasern

Tendenziell kristallisierte sich heraus, dass bei kurzen Fixierzeiten in 1%igem Glutaraldehyd
die Nerven haufig sehr weich und dadurch fragil waren. Bei langen Einwirkzeiten in hoheren
Konzentrationen kommt es zu einer durch Rigiditdt und Konsolidierung bedingten Fragilitit.
Das war am deutlichsten bei 24-stiindiger Fixation in 6,25%igem Glutaraldehyd. Einzelheiten

zu den jeweiligen Proben sind den Tabellen im Anhang zu entnehmen.

3.1.2 Darstellung der Artefakte in Teasingpriparaten und histologischen Kontrollschnitten

3.1.2.1 Fixationsbedingte Artefakte bei Hundenerven

Bei dem 12 Jahre alten Hund VV12 war an den Teasingpriparaten bei Fixierung in /%igem
Glutaraldehyd fir alle Inkubationszeiten eine bestenfalls mittlere, eher ungleichméaBige
Anfarbbarkeit zu erreichen, wobei sich die Kontraste von Myelinscheide zum Axon mit
steigender Inkubationszeit verbesserten. Ab einer Inkubationszeit von 4 Stunden schienen die
Fasern etwas verquollen. Die AuBlenkontur der Myelinscheide war stets rau. Bei 2-stiindiger
Fixierung in 1%igem Glutaraldehyd kamen viele axonale Subhernien vor. Subhernien
beschreiben sich aus der Myelinscheide stiilpende Axone ohne Axoplasmaaustritt. Bei Hernien
tritt hingegen immer Axoplasma mit aus. Derartige Subhernien und Hernien traten auch bei
anderen Proben bei kurzen Inkubationszeiten in 1%igem Glutaraldehyd auf (vgl. VVS, VVe6,
VV2, VV4). In den histologischen Kontrollschnitten waren bei einer Stunde vereinzelt
,Hufeisenbildungen zu beobachten. Hierbei scheint ein Teil des Axons die Myelinscheide zu

durchbrechen. Elektronenmikroskopisch war zu belegen, dass hier die Myelinscheide komplett
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fehlt, und das Axon sich hernienartig vorwdlbt. Das gleiche Phdnomen war auch bei VV3,
VV16, VV10 und VVI1 zu beobachten. Bei VV12 waren lichtmikroskopisch weiterhin
Invaginationen und extreme Myelinscheidenfaltungen zu erkennen, die bei 24-stiindiger
Fixierung im Zirkularititsverlust myelinisierter Fasern gipfelten. Hierbei war das Interstitium
zumeist zerrissen.

Bei Inkubation in 2,5%igem Glutaraldehyd wurde in allen Teasingpriparaten prinzipiell eine
gute Anfiarbbarkeit bei gutem Kontrast erzielt, wobei die bereits bei 4—stiindiger Inkubation
einsetzende Verquellung, sowie eine beginnende leopardenfelldhnliche Tiipfelung der
Myelinscheide (,,Leopardentiipfelung®) die Detailerkennbarkeit bei 24-stiindiger Inkubation
deutlich herabsetzte. In den histologischen Kontrollschnitten resultierte bei 1-stiindiger
Inkubation eine gute Anfiarbung, nach 2 Stunden wirkten die Schnitte bereits iiberfarbt und bei
24-stiindiger Inkubation war eine Verquellung der Myelinscheiden zu verzeichnen.
Elektronenmikroskopisch war in diesen Bereichen die Periodizitit der Myelinlamellen nicht
mehr nachvollziehbar. Invaginationen der Myelinscheide traten vor allem bei 24-stiindiger
Inkubation auf. Im Gegensatz zur 1%igen Fixierung war das Interstitium bereits ab 2 Stunden
Einwirkzeit zunehmend zerkliiftet.

1-, 2- und 4-stiindige Inkubation in 6,25%igem Glutaraldehyd ergab bei den Teasingpréiparaten
eine relativ gute Anfarbung und deutliche Kontraste. Bei 24-stiindiger Inkubation war die
Anfarbung jedoch nur mittelmiBig. Dariiberhinaus waren Kontrast und Detailerkennbarkeit
hier durch die mit der Inkubationszeit zunehmenden Konsolidierung von Fasern, sowie der
starkeren Verquellung und Leopardentiipfelung der Myelinscheide als schlecht zu beurteilen.
Eine sich mit der Inkubationszeit verstitkende Konsolidierung bei 6,25%iger
Glutaraldehydfixierung war tierarteniibergreifend bei fast allen anderen Nervenproben ebenso
zu beobachten (VVI1, VV2, VV4, | VV8-10, VV11, VVI13, VV15-17). Bei 4-stiindiger
Inkubation stellten sich Verschiebungen des Myelins bis zur nichsten Schmidt-
Lantermanschen Kerbe dar, so dass Einzelfasern ein proglottidendhnliches Aussehen erhielten.
Im Gegensatz zu den geteasten Fasern zeigte sich in histologischen Kontrollschnitten generell
eine Uberfirbung. Myelinscheidenverquellungen und Zirkularititsverlust der myelinisierten
Fasern waren bereits bei 1-stiindiger Inkubation aufzuzeigen. Bei zunehmender Inkubationszeit
kam es zu Leopardentiipfelungen. Elektronenmikroskopisch liegen ihnen eine Trennung der
intraperiod lines mit Verquellung der zusammenhéngend verbleibenden Lamellen zu Grunde.

Ab 4 Stunden Fixierung war das Interstitium verdichtet und auseinandergerissen.
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Bei 1%iger Glutaraldehydfixierung der Probe des jungen Hundes VV13 verbesserte sich die
Anférbbarkeit der Teasingpréparate bei stets gutem Kontrast mit zunehmender Inkubationszeit.
Die Paranodien waren stark aufgehellt, wobei erst eine 24-stiindige Fixierung ermdglichte, dass
sich diese Bereiche nicht mehr hell darstellten. Dies war auch in anderen Préparaten anderer
Spezies zu beobachten (VVI1, VV2, VV6, VV9, VVI10). Myelinscheideneinfaltung und
Leopardentiipfelung nahmen bei VV13 mit zunehmender Inkubationszeit zu, bei 2-stlindiger
Fixierung zeigte die Myelinscheide sich zusitzlich vakuolisiert. Die Anfarbung der
histologischen Schnitte war gut und kontrastreich. Ab 2 Stunden Inkubation zeigten sich in den
Randbereichen Myelinverquellungen. Myelinscheidenaufblétterung paranodaler Abschnitte
waren, den hellen Paranodien des Teasingbefunds entsprechend, bis auf den 24-Stundenwert zu
verzeichnen, wobel hier zusitzlich Myelinscheideneinschliisse und
Schwannzellvakuolisierungen auffielen.

Bei Fixierung in 2,5%igem Glutaraldehyd waren Anfarbung und Kontrast der Teasingpréparate
durchwegs gut, bei 24-stiindiger Einwirkzeit sogar sehr gut. Eine Leopardentiipfelung trat stets
auf und beim 2-Stundenwert erschien die Myelinscheide zusidtzlich vakuolisiert. Bei 1-
stiindiger Fixierung waren die Paranodien aufgehellt und zahlreiche Quetschartefakte konnten
beobachtet werden. Bei 24-stiindiger Fixierung zeigte sich die Myelinscheide verquollen und
stark gefaltet. Dariiberhinaus fielen Léngs- und Querfrakturen auf. Bei den histologischen
Kontrollschnitten erschienen bei allen Inkubationszeiten die Myelinscheiden aufgequollen und
aufgeblittert, bei 24-stiindiger Fixierung regelrecht frakturiert. Bei 1-stiindiger Fixierung waren
tropfenformige Einschliisse in der Myelinscheide erkennbar.

Bei Fixierung in 6,25%igem Glutaraldehyd war die Anfarbung der geteasten Einzelfasern nach
1 Stunde paranodal eher schlecht, und ab 4 Stunden insgesamt unregelmafig. Der Farbkontrast
blieb dagegen gut. Die Myelinscheide schien stets aufgequollen und ab 2 Stunden traten
Leopardentiipfelung, Vakuolisierung und Faltung der Myelinscheide, ab 4 Stunden zusétzlich
Querfrakturen auf. Einzelne Fasern waren teilweise miteinander verbacken. In den
histologischen Schnitten waren vor allem in den Randbereichen eine deutliche Verquellung

und Aufblétterung des Myelins mit Einschliissen in der Myelinscheide auffallend.

Bei dem Hund VV1 wurden auf Grund von mangelndem Ausgangsmaterial fiir jede Fixierstufe
nur der 1- und 2-Stunden-Wert ermittelt.

Bei Fixierung in [%igem Glutaraldehyd war die Anfirbung in den Teasingpriparaten
ungleichmifig, wobei vor allem paranodal Aufhellungen zu verzeichnen waren. Nach 2-

stiindiger Fixierung kam es zur leichten Leopardentiipfelung. Die AuBlenkontur der
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Myelinscheide schien hier stets aufgeraut. Histologisch zeigte sich bereits bei 1 Stunde eine
leichte Leopardentiipfelung und sowohl bei 1 wie auch bei 2 Stunden waren vorwiegend
paranodal gelegene, vakuolisierte Authellungen zu beobachten.

Bei Fixierung in 2,5%igem Glutaraldehyd waren sowohl Anfirbung als auch Kontrast der
Teasingpréparate besser als bei der 1%igen Fixierung, und die Aulenkontur der Myelinscheide
war weniger aufgeraut. Vereinzelte paranodale Authellungen traten bei 2 Stunden auf, die sich
auch in den histologischen Kontrollschnitten zeigten. Die Myelinscheide war im Teasing und
in den Kontrollschnitten leopardenartig getiipfelt.

Bei 6,25%iger Glutaraldehydfixierung war die Detailerkennbarkeit der gezupften Einzelfasern
durch Verquellung, Konsolidierung und stirkerer Leopardentiipfelung der Myelinscheide stark
reduziert. Zudem traten Lings- und Querfrakturen wieder gehduft auf. Die AuBenkontur der
Myelinscheide blieb hier jedoch glatt. Histologische Kontrollschnitte spiegelten die
Leopardentiipfelung wider, die teilweise mit einer Vakuolisierung der Myelinscheide

einherging.

3.1.2.2 Fixationsbedingte Artefakte bei Katzennerven

Bei der 18 Jahre alten Katze VV8 waren bei Fixierung in /%igem Glutaraldehyd die geteasten
Einzelfasern bis auf den 4-Stunden-Wert von guter Anfirbung bei gutem Kontrast. Die
AuBenkontur der Myelinscheide war stets rau. Hier neigten die Fasern bei 1-stiindiger
Fixierung zu Subhernien. Ab 4 Stunden schienen die Fasern geringgradig aufgequollen, bei 24-
stiindiger Fixierung etwas vakuolisiert und vermehrt quer-frakturiert. Bei den histologischen
Kontrollschnitten war die Anfiarbung mit steigender Inkubationsdauer zu verbessern. Die
Myelinscheide zeigte zunehmend Aufbldtterungen, die elektronenmikroskopisch als
Separierung der intraperiod lines zu identifizieren waren. Im Bereich um das Axon stellten sie
sich wabenartig dar. Bei 4 Stunden war in vielen Querschnitten eine Doppelringbildung der
Myelinscheide zu erkennen, die sich ultrastrukturell ebenfalls als Separierung der intraperiod
lines erwies. Diese Doppelringbildung war auch bei 1%iger Glutaraldehydfixierung bei den
Tieren VV10 und VV3 reproduzierbar.

In Teasingpriparaten der 2,5%igen Glutaraldehydfixierung waren die Anfirbung und der
Kontrast ab 4 Stunden schlechter und die Myelinscheide immer stirker aufgequollen. Ab einer
Inkubationszeit von 2 Stunden nahm die Leopardentiipfelung zu, wobei nach 24 Stunden

zusdtzlich eine Vakuolisierung der Myelinscheide auftrat. Die 1-stiindige Fixierung wies
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Subhernien und Querfrakturen auf. In histologischen Kontrollschnitten war die Anfirbung
prinzipiell gut, wobei die Myelinscheide mit steigender Inkubationsdauer eine intensivere
Leopardentiipfelung zeigte. AuBler beim 4-Stundenwert war die Myelinscheide insgesamt
aufgeblittert. Diese Aufblétterung zeigte sich in Querschnitten mitunter auch hier als
Doppelring.

Bei Fixierung in 6,25%igem Glutaraldehyd waren Anfirbung und Kontrast der
Teasingpréiparate zunehmend schlechter und unregelméBiger. Eine stete Leopardentiipfelung
war von geringer Aufquellung der Myelinscheide und geringgradiger Verbackenheit von
FEinzelfasern begleitet. Die histologischen Kontrollschnitte zeigten eine starke
Mpyelinscheidenaufblitterung, die bei 24-stiindiger Inkubation von einer deutlichen

Aufquellung der Myelinscheide mit Leopardentiipfelung tiberdeckt wurde.

Das Jungtier VV6 hatte bei 1 %iger Glutaraldehydfixierung nach 2 Stunden das beste Ergebnis
fiir Anfarbbarkeit und Kontrast der Teasingpriparate, wobei sich die histologischen Schnitte
nach 1 Stunde am deutlichsten anfdarben lieBen. Bei 1 und 2 Stunden waren paranodale
Authellungen und eine unregelmifBige AuBBenkontur der Myelinscheide zu beobachten, die sich
in der Querschnittshistologie gleichermallen darstellten. Axonale (Sub-)hernien waren nach 1
und 4 Stunden an den Teasingpriaparaten zu erkennen. Ab 4 Stunden Inkubation setzte hier eine
geringgradige Leopardentiipfelung ein. In den Kontrollschnitten war eine in erster Linie
paranodale, mit steigender Inkubationszeit starker werdende Aufblétterung der Myelinscheide
vorhanden.

Teasingpriparate der 2,5%igen Glutaraldehydfixierung zeichneten sich durch eine mit
steigender Inkubationsdauer verbessernde Anfarbung und zunehmenden Kontrastreichtum aus.
Die Myelinscheide schien bei 1-stiindiger Fixierung eingefaltet, was sich ebenso in
Kontrollschnitten nachvollziehen lieB. Eine geringgradige Leopardentiipfelung war bei allen
Inkubationszeiten sowohl an Einzelfaser-, wie auch Schnittpridparaten vorhanden. Bei letzteren
schienen die Myelinscheiden stets etwas aufgeblittert, wobei ab 4 Stunden eine derartige
Uberfirbung vorlag, dass Axon und Myelinscheide kaum voneinander bzw. vom
zusammengeschrumpft erscheinenden Endoneurium zu unterscheiden waren.

Bei 6,25%igem Glutaraldehyd wurden Anfarbung und Kontrast bei Teasingprdparaten mit
steigender Inkubationsdauer besser. Zu Querfrakturen und axonalen Hernien traten bei ldngerer
Fixierzeit die Verbackung einzelner Fasern, Leopardentiipfelung und bei 24 Stunden eine
deutliche Aufquellung der Myelinscheide hinzu. In allen Schnitten war neben der

Leopardentiipfelung eine hochgradige Einfaltung und Aufblétterung der Myelinscheide zu
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verzeichnen, die mit der Inkubationszeit jeweils zunahm. Durch eine zusitzliche Uberfirbung,

die ab der 4. Stunde auftrat, war eine Beurteilung kaum noch moglich.

3.1.2.3 Fixationsbedingte Artefakte bei Pferdenerven

Bei dem Fohlen VV16 waren die Teasingpraparate bei [%iger Glutaraldehydfixierung bis auf
den 24-Stundenwert mittelgut anzufdrben, wobei der Kontrast ab 4 Stunden zunehmend unklar
und die Fasern etwas verbacken wirkten. Bei einer Inkubationszeit von 24 Stunden war die
Myelinscheide aufgequollen. Histologische Kontrollschnitte waren gut anfarbbar. Bei 1- und 2-
stiindiger Fixierung zeigten sich Myelinscheidenaufblétterungen. Nach einer Fixierung von 2
Stunden konnte eine Vakuolisierung des Schwannzellzytoplasmas festgestellt werden.

Bei Fixierung in 2,5%igem Glutaraldehyd waren innerhalb der 2- und 4-Stundenwerte
Anfarbbarkeit und Kontrast sehr gut. Beim 1- und 2-Stundenwert faltete sich die
Myelinscheidenauflenkontur geringgradig. Ab 4 Stunden wirkten die Fasern zunehmend
aufgequollen und bei 24 Stunden sehr verbacken. Histologische Kontrollschnitte waren bis auf
vereinzelte Hufeisenbildung nach 4 Stunden unauffallig.

Die Teasingfasern lieBen sich in 6,25%igem Glutaraldehyd bei gutem Kontrast deutlich
anfarben. Die Konsolidierung der Einzelfasern nahm mit steigender Inkubationszeit massiv zu
und bei 24 Stunden kam es vermehrt zu Quetschartefakten. Die Fasern wirkten ab 2 Stunden
zunehmend verquollen, wobei sich hier noch einige Frakturen zeigten. Ab einer
Inkubationsdauer von 4 Stunden trat eine Leopardentiipfelung auf. In den histologischen
Langsschnitten stellten sich Bereiche nicht-kompaktierten Myelins schollig dar, und die
Myelinscheide wirkte im Querschnitt zunehmend eingefaltet. Wie bei der 1%igen Fixierung

war das Schwannzellzytoplasma schaumig vakuolisiert.

Bei dem 8 Jahre alten Pferd VV17 schienen Teasingpriparate [ %iger Glutaraldehydfixierung
bei 1 Stunde extrem und bei 24 Stunden miBig liberfarbt, so dass keine klaren Kontraste
darstellbar waren. Bei 2 und 4 Stunden waren Anfarbbarkeit und Kontrast jeweils mittelgut.
Bei allen Inkubationszeiten lag eine hochgradige Konsolidierung der Nervenfasern vor, wobei
alle Fasern mit der Fixierzeit zunehmend zu Quetschartefakten neigten. In den
Kontrollschnitten stellten sich die SLK's feinlamellér dar.

Bei 2,5%iger Glutaraldehydfixierung wurden Anfarbbarkeit und Kontrast mit steigender

Fixierdauer schlechter, bei 24 Stunden waren die Fasern schlieBlich hochgradig iiberfarbt.



82 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Nach 2-stiindiger Fixierung war mitunter eine Umverteilung des Myelins in paranodalen
Bereichen zu beobachten, so dass das Axon hier dunkel dargestellt war. Dasselbe Phdnomen
konnte bei VV3 (Pfd., 6 J.) mit 2,5%igem Glutaraldehyd nach 4 Stunden, und bei VV10 (Rind,
3 J.) mit 1%igem Glutaraldehyd nach 1 Stunde erreicht werden. Einzelfasern von VV17 waren
mit der Zeit zunehmend konsolidierter und ab 4 Stunden kam es zu Quetschartefakten. Die
Mpyelinscheiden zeigten eine geringgradige Leopardentiipfelung. In histologischen
Léangsschnitten stellten sich die SLK's bei 2,5%iger Fixierung ab 2 Stunden Inkubation
schollig, bei 24 Stunden sogar mit Protrusion nach innen dar. Im Querschnitt zeigten die
Myelinscheiden einen geringgradigen Zirkularititsverlust.

Teasingpriparate mit 6,25%iger Glutaraldehydfixierung wurden bei stets deutlicher
Leopardentiipfelung in Anfiarbung und Kontrast zunehmend schlechter und waren ab 4 Stunden
deutlich {iberfirbt. Ab 2 Stunden wirkten die Fasern bereits konsolidiert. Im 24-Stundenwert
waren zusétzlich viele Frakturen zu verzeichnen. Ab 2 Stunden Inkubation waren die SLK's in
den Liangsschnitten derart schollig aufgedunsen, dass sie kaum noch als solche zu erkennen
blieben. Im Querschnitt zeigte sich hier mitunter ein Zirkularititsverlust. Nach 24 Stunden

schien das Interstitium etwas briichig zu sein.

Von dem 6-jdhrigem Wallach VV3 war bei Fixierung in /%igem Glutaraldehyd der 1- und 2-
Stundenwert auf Grund hdchster Fragilitit nicht teasbar. Anfarbung und Kontrast waren bei 4
Stunden trotz Leopardentiipfelung gut, und bei 24 Stunden von uneinheitlicher Qualitit. In
Kontrollschnitten zeigte die Myelinscheide hiufig Doppelringbildungen.
Elektronenmikroskopisch war der Bereich zwischen den Ringen als Schwannzellzytoplasma zu
identifizieren. In den Léangsschnitten waren bei 4-stiindiger Fixierung die SLK's fein
aufgeblittert und das Schwannzellzytoplasma durchwegs leicht vakuolisiert.

Anfarbung und Kontrast der Teasingprdparate war bei allen Inkubationszeiten in 2,5%igem
Glutaraldehyd sehr gut, wobei ab 2 Stunden eine Leopardentiipfelung hinzukam. Die Anzahl
an Querfrakturen war bei 2-stiindiger Fixierung am hochsten. In histologischen
Kontrollschnitten war die Anfiarbung bei zunehmender Myelinscheidenaufblitterung stets gut.
Bei 4 Stunden zeigte sich das Schwannzellzytoplasma wie das der Proben der 1%igen
Fixierung vakuolisiert.

Geteaste Fasern 6,25%iger Glutaraldehydfixierung hatten die beste Anfarbung bei 24 Stunden,
wobei der Kontrast hier am schwéchsten war. Die Myelinscheidenkontur stellte sich etwas
unregelmdBig dar, und Leopardentiipfelungen waren ein konstantes Merkmal. Die meisten

Querfrakturen traten bei 1 Stunde auf. Bei histologischen Kontrollschnitten zeigten sich neben
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einem deutlichen Zirkularititsverlust myelinisierter Fasern auch eine Aufblitterung der

Myelinscheide nach 1 sowie 24 Stunden und eine Verquellung nach 4 Stunden.

3.1.2.4 Fixationsbedingte Artefakte bei Schweinenerven

Bei dem 12 Wochen alten Tier VV11 war bei Fixierung in /%igem Glutaraldehyd Anfirbung
und Kontrast nur nach 2-stiindiger Fixierung als gut zu bewerten. Bei einer Stunde traten viele,
bei 2 Stunden vereinzelt Querfrakturen auf. Beim 4-Stundenwert waren viele Quetschartefakte
zu verzeichnen. In den Kontrollschnitten waren Anfarbung und Kontrast stets gut. Bis zu 4
Stunden Inkubation traten Hufeisenbildungen und eine Aufblitterung der Myelinscheide auf,
die bereits ab dem 4-Stundenwert von Verquellung und Faltung der Myelinscheide begleitet
wurden.

In 2,5%igem Glutaraldehyd waren Kontrast und Anfiarbung in den 1- und 2-Stunden
Priparaten am besten. Zu Quer- und Lingsfrakturen kam es bei 1 Stunde und zu wenigen
Querfrakturen bei 2 und 24 Stunden. Nach 24 Stunden schien die Myelinscheide geringgradig
aufgequollen. In den Schnitten war die Anfarbung und der Kontrast bis zu 4 Stunden gut,
wobei ab 2 Stunden bereits eine deutlicher werdende Leopardentiipfelung einsetzte und das
Axon zunehmende Schrumpfungstendenz aufwies. Nach 24-stiindiger Inkubation war diese am
deutlichsten, wobei zusitzlich eine Myelinscheidenverquellung hinzukam.

Bei 6,25%igem Glutaraldehyd wurden Anfiarbung und Kontrast der Teasingpriparate mit
steigender  Inkubationszeit  schlechter. Nach 2  Stunden begann sich eine
Mpyelinscheidenverquellung mit Leopardentiipfelung abzuzeichnen. Das bestdtigte sich auch in

den Kontrollschnitten. Die Verbackenheit der Nervenfasern stieg mit der Fixierdauer.

Bei der Altsau VV15 zeigten die Teasingprédparate bei [%iger Glutaraldehydfixierung stets
eine gute Anfirbbarkeit bei zunehmend schlechter werdendem Kontrast. Querfrakturen waren
multipel nach 1 Stunde und seltener nach 2 Stunden. Eine Verquellung und Faltung der
Mpyelinscheide setzte ab der 2. Stunde ein. Eine Leopardentiipfelung trat nur nach 4-stiindiger
Inkubation auf. In den Schnitten war bei 1 und 2 Stunden eine feine Aufsplitterung der
Myelinscheide erkennbar. Sie wurde ab 2 Stunden Fixierung zunehmend von Verquellungen
und Leopardentiipfelungen abgelost. Bei 24 Stunden faltete sich die Myelinscheide ein und das

Schwannzellzytoplasma schien vakuolisiert.
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Bei 2,5%iger Glutaraldehydfixierung waren Anfiarbung und Kontrast der Teasingpréiparate bis
zu 2 Stunden gut, ab 4 Stunden jedoch durch eine zunehmende Leopardentiipfelung und
Mpyelinscheidenverquellung gekennzeichnet. Bei den histologischen Kontrollschnitten war
diese Tendenz bereits ab 2-stiindiger Fixierung vorhanden.

6,25%ige Glutaraldehydfixierung bewirkte eine mit der Inkubationszeit ansteigende
Konsolidierung der Fasern, Leopardentiipfelung, Verquellung und Einfaltung der

Myelinscheide, was sich auch in den histologischen Schnitten widerspiegelte.

Bei dem Schwein VV2 wurden auf Grund von Materialmangel nur 1-, 2- und 24-Stundenwerte
der verschiedenen Fixierstufen untersucht. Bei /%igem Glutaraldehyd stellten sich Farbung
und Kontrast der Teasingpriparate ungleichmiflig mit paranodalen Authellungen, die bei 24
Stunden allerdings unilateral waren, dar. Leopardentiipfelung und Querfrakturen waren bei 24
Stunden am ausgeprigtesten. Beim 1-Stundenwert waren Hernien mit Austritt von Axoplasma
zu sehen. Im Schnittbild war nach 24-stiindiger Inkubation Leopardentiipfelung und Faltelung
der Myelinscheide sowie Einschliissen innerhalb der Myelinscheide, die sich in den axonalen
Tubus vorwdlbten, zu erkennen. Letztere waren elektronenmikroskopisch als lamellenartige
Ausstiilpungen der Myelinscheide zu identifizieren. Bei bis zu 2 Stunden Fixierung war die
Myelinscheide aufgeblattert.

Die 2,5%ige Glutaraldehydfixierung zeigte nach 2 Stunden die beste Anfirbung und den
besten Kontrast, wobei die Paranodien stets heller waren als die internodalen Bereiche. Bei 24
Stunden war die Aufhellung nur noch unilateral. Die Fasern wirkten hier stets konsolidiert. Bis
zu 1 Stunde waren wenige axonale Hernien zu beobachten. Ab 2 Stunden schien die
Mpyelinscheidenkontur rauer und eine beginnende Leopardentiipfelung zeichnete sich ab. Im
Schnittbild traten ab 2 Stunden Leopardentiipfelungen und eine Féltelung der Myelinscheide
auf. Bei 2 und 24 Stunden zeigten sich Myelinscheideneinschliisse. Das Myelin der Paranodien
schien (aufler bei 1 Stunde) in der Peripherie schaumig-feinvakuolédr aufgehellt, und zentral
eher lamelldr aufgesplittert. Eine detailiertere Darstellung war elektronenmikroskopisch nicht
moglich.

Anfarbung und Kontrast bei in 6,25%iger Glutaraldehydlosung fixierten Teasingpriparaten
waren durchwegs gut. Nach 24 Stunden trat eine leichte Leopardentiipfelung auf. Ab 2 Stunden
wirkten die Fasern konsolidiert. Nur bei 1-stiindiger Fixierung kam es zu axonalen Hernien.
Die histologischen Schnitte waren zunehmend durch Leopardentiipfelung und Féltelung der
Myelinscheide gekennzeichnet und die Paranodien des 2-Stundenwertes stellten sich wie unter

2,5% beschrieben dar. Zuséatzlich waren hier Einschliisse in der Myelinscheide zu verzeichnen.
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3.1.2.5 Fixationsbedingte Artefakte bei Rindernerven

Die Teasingpriparate des Kalbes VV9 waren bei [%iger Glutaraldehydfixierung trotz gutem
Kontrast schlecht und ungleichmédBig angefirbt. Bei I-stiindiger Fixierung waren die
Paranodien aufgehellt. In den Kontrollschnitten zeigte sich eine mit der Inkubationszeit
zunehmende  Aufbléitterung der Myelinscheide und ab 4 Stunden war das
Schwannzellzytoplasma vakuolisiert. Eine geringgradige Leopardentiipfelung konnte bei einer
Stunde vereinzelt beobachtet werden. Ab 4 Stunden setzte sie jedoch mit RegelmiBigkeit ein.
Anfarbung und Kontrast der Teasingpriparate bei 2,5%iger Glutaraldehydfixierung waren
nach 1 Stunde gut, nach 2 Stunden ungleichmiafig schlecht und bei 4 Stunden wieder sehr gut.
Bei 24 Stunden war die Anfirbung bei vorhandenem Kontrast ungleichméfig und schlecht.
Beim 2-Stundenwert schienen einige Einzelfasern geringgradig verbacken zu sein und wiesen
wenige Querfrakturen auf. In den histologischen Kontrollschnitten war die Myelinscheide
etwas aufgeblittert. Ab 2 Stunden kam es zur Leopardentiipfelung. Bei 1 Stunde war ein
geringgradiger Zirkularititsverlust myelinisierter Fasern zu verzeichnen. Ab 24 Stunden war
das Schwannzellzytoplasma extrem vakuolisiert.

Bei 6,25%iger Glutaraldehydfixierung waren Anfarbung und Kontrast bei 2 und 4 Stunden gut,
ansonsten eher schlecht. Die Fasern wirkten zunehmend aufgequollen und ab 2 Stunden zudem
verbacken. Bei 2-stiindiger Inkubation schien sich das Myelin in den SLK's proglottidenartig
zusammenzuschieben. Ab 4 Stunden traten eine Leopardentiipfelung und vereinzelte
Querfrakturen auf. Die histologischen Schnitte zeigten zunehmend Leopardentiipfelung und
Verquellung der Myelinscheide. Das Schwannzellzytoplasma war bis auf den 24-Stundenwert
vakuolisiert, wobei die SLK's hier schollig aufgedunsen und eingestiilpt wirkten. Nach 2

Stunden konnte eine Schrumpfung des Axons festgestellt werden.

Bei Tier VV10 (3J.) waren Anfédrbbarkeit und Kontrast der Teasingpraparate bei [%iger
Fixierung im Allgemeinen mittelgut. Ab 4 Stunden wurde die Anfdarbung ungleichméBiger. Bei
1-stiindiger Fixierung waren die Paranodien mit einer scheinbaren Umverteilung der
Osmiophilie von der Myelinscheide auf das Axon aufgehellt. Die Myelinscheide war hier
zudem angeraut. Fasern aller Inkubationszeiten wirkten aufgedunsen und ab 4 Stunden
miteinander verbacken. Quetschartefakte zeigten sich bei 1- und 2-stiindiger Fixierung, nach 24
Stunden traten einige Frakturen der Nervenfaser auf. Die histologischen Schnitte waren durch
eine Myelinscheidenaufblitterung gekennzeichnet, die sich hiufig in einer regelrechten

Doppelringbildung duflerte. Elektronenmikroskopisch entsprachen die Bereiche sowohl einer
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Separation der intraperiod lines als auch der major dense lines. Nach 2 Stunden wirkten
Mpyelinscheide und Interstitium in dieser Fixierstufe lichtmikroskopisch verquollen. Nach 24-
stiindiger Fixierung traten gelegentlich Hufeisenbildungen auf.

Bei Fixierung in 2,5%igem Glutaraldehyd waren Anfirbung und Kontrast in den
Teasingpréiparaten nach 2 und 24 Stunden schlecht, nach 1 und 4 Stunden hingegen gut. Die
Myelinscheide wirkte nach 2 Stunden etwas verquollen. Quetschartefakte waren bei 1-
stiindiger Fixierung zu verzeichnen. Hier traten zudem Quer- und vereinzelte Langsfrakturen
auf, die sich nach 4-stlindiger Inkubation auf Querfrakturen reduzierten. Nach 24 Stunden
wirkten die Fasern konsolidiert. In den Schnitten schien die Myelinscheide schollig
aufgetrieben. Bei 1 Stunde waren ein geringgradiger Zirkularitdtsverlust, und bei 4 Stunden
Axonschrumpfungen festzustellen. Bei 2-stiindiger Fixierung kam es zu einer
Hufeisenbildungen.

Sowohl Anfarbung als auch Kontrast der Teasingpriparate stellten sich bei 6,25%iger
Glutaraldehydfixierung sehr heterogen dar, wobei das beste Ergebnis nach 1-stiindiger
Fixierung erreicht wurde. Die AuBlenkontur der Myelinscheide war bei 1 und 4 Stunden rau.
Bei 1 Stunde kam es zu Léngsfrakturen. Quetschartefakte traten nach 2-stiindiger Fixierung
auf. Die Fasern wirkten mit steigender Inkubationszeit zunehmend verbacken. In den
histologischen Kontrollschnitten wirkte die Myelinscheide verquollen und bei 2 Stunden kam
es zur Leopardentiipfelung. Nach 4 Stunden traten vereinzelt Hufeisenbildungen auf. Nach 24

Stunden waren einige Axone geschrumpft.

Bei dem Kalb VV4 waren Anfarbung und Kontrast der Teasingprdparate bei Fixierung in
1%igem Glutaraldehyd nach 1 Stunde am besten. Bei ldngerer Fixierung trat dagegen eine
Leopardentiipfelung in den Vordergrund. Ab 24 Stunden wirkten die Fasern zudem
aufgedunsen. Bei 1-stiindiger Fixierung traten axonale Hernien und Querfrakturen auf. In
histologischen  Kontrollschnitten konnte bis zu 4 Stunden eine fein radiére
Myelinscheidenaufblitterung festgestellt werden, die sich durch eine zentrale Verquellung von
den Dbisher bei anderen Proben beobachteten  Aufblétterungen  unterschied.
Elektronenmikroskopisch war sie einer Trennung der intraperiod lines zuzuordnen. Die
zentrale Verquellung stellte sich in diesen VergroBerungsstufen als Axon mit hyalin
verquollenem Plasma heraus.

Bei 2,5%iger Glutaraldehydfixierung waren Anfarbung und Kontrast prinzipiell gut, wobei es
bei 1 Stunde zu einer sehr deutlichen Leopardentiipfelung kam, die bei 2 Stunden fehlte, und ab

4 Stunden im schwicheren Malle auftrat. Nach 24 Stunden schienen grofle Fasern verquollen
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und kleine eher verbacken zu sein. Die histologischen Kontrollschnitte waren hier aber
unauffillig.

Bei der 6,25%igen Glutaraldehydfixierung war die Anfiarbung gut, wobei bei steigender
Konzentration aufgrund von extremer Leopardentiipfelung, zunehmender Vakuolisierung der
Myelinscheide und Uberfirbung die Kontraste immer schlechter wurden. Die Nervenfasern
waren derartig verbacken, dass sie ab 4 Stunden zerrupft und bei 24 Stunden regelrecht zerfetzt
wirkten. Die Kontrollschnitte zeichneten sich durch eine Leopardentiipfelung und

Myelinscheidenverquellung aus.

Die fixationsbedingten Verdanderungen des Tieres VV5 entsprachen denen, des Kalbes VV4.

3.1.2.6  Speziesiibergreifende Zusammenfassung frequent auftretender fixierungsbedingter

Artefakte

3.1.2.6.1 Verquellung der Myelinscheide

Verquellungen der Myelinscheide traten bei Teasingpraparaten am hdufigsten und massivsten
bei Fixierung in 6,25%igem Glutaraldehyd auf, wobei sie in der Regel mit der Inkubationszeit
zunahmen. Bei dem Schwein VV15 setzte sie bereits ab 2 Stunden, und bei dem Hund VV12,
sowie der Katze VV§ ab 4 Stunden in 1%igem Glutaraldehyd ein. Das Rind VV10 zeigte als
Ausnahme nur bei 1%igem Glutaraldehyd eine Aufgedunsenheit der Teasingprédparate. Die
Verquellung korrelierte selten exakt mit den Kontrollschnitten, wobei sie auch hier am
stairksten bei steigender Fixierung in 6,25%igem Glutaraldehyd auftrat. Die

Mpyelinscheidenverquellung war spezies- und altersunabhéingig.

3.1.2.6.2 Leopardenartige Tiipfelung der Myelinscheide

Die ,,Leopardentiipfelung™ war unter den Teasingpraparaten am deutlichsten bei Fixierung in
6,25%igem Glutaraldehyd ausgeprigt. Sie nahm tendenziell bei allen Fixationskonzentrationen
mit der Inkubationszeit zu. Sie korrelierte selten exakt mit den Kontrollschnitten, wobei sie
auch hier am eindeutigsten bei steigender Fixierung in 6,25%igem Glutaraldehyd vertreten
war. Es bestand kein Zusammenhang zu Spezies oder Alter. Vereinzelt gesellten sich zur

Leopardentiipfelung auch Vakuolisierungen der Myelinscheide (VV4, VV §, VV13).
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3.1.2.6.3 Konsolidierung der Nervenfasern in Teasingpréaparaten

Bei Fixierung in 6,25%igem Glutaraldehyd zeigten alle Proben auler denen des Pferdes VV3
und der Katze VV6 eine Verbackung der Nervenfasern. In der Regel stieg sie mit der Dauer der
Inkubationszeit. Bei dem Pferd VV17 trat sie bei allen Inkubationszeiten, und bei dem Fohlen
VV16 sowie dem Rind VV10 ab 4 Stunden in 1%igem Glutaraldehyd auf. Diese wurden mit
zunehmender Inkubation immer deutlicher. Ein histologisches Korrelat war nicht festzustellen.

Die Konsolidierung war spezies- und altersunabhingig.

3.1.2.6.4 Paranodale Aufhellungen

Zu paranodalen Aufhellungen in Teasingprdparaten kam es in erster Linie bei 1 -und 2-
stiindiger Fixierung in 1%igem Glutaraldehyd (VV1, VV2, VV6, VV9, VV10, VV13). Sie
waren bei ldngerer Inkubation nicht mehr nachvollziehbar.

Bei 2,5%igem Glutaraldehyd waren bei 1- (VV13) bzw. 2-stiindiger (VV1), und bei
6,25%igem Glutaraldehyd einmalig (VV13) bei 1-stiindiger Einwirkzeit die Paranodien
aufgehellt. Haufig korrelierten in der Histologie eine paranodale Myelinscheidenaufblitterung
(VVI, VV2, VV6, VV13). 4 von 6 Tieren waren Jungtiere, wobei je ein alter (10J.) und ein
junger (8 Wo) Hund, sowie ein dlteres (3 J.) und ein junges (13 Tg.) Rind betroffen war.

3.1.2.6.5 Subhernien und Hernien bei Teasingpréparaten

Als Subhernien wurden sich aus der Myelinscheide stiilpende Axone ohne Axoplasmaaustritt,
und als Hernien solche mit Axoplasmaaustritt bezeichnet. Sie traten in erster Linie bei 1- und
2-stiindiger Fixierung in 1%igem Glutaraldehyd auf (VV2, VV4, VV6, VV8, VVI12).
Vereinzelt waren sie noch bei 1-stiindiger Fixierung in 2,5%igem (VV2, VV8§) und 6,25%igem
(VV2, VV6) Glutaraldehyd zu beobachten. Drei der betroffenen Tiere waren jung und zwei alt,

wobei je eine Katze vertreten war.

3.1.2.6.6 Frakturen bei Teasingpraparaten

Frakturen traten bei allen Inkubationszeiten in jeder Konzentration auf, wobei sie bei 1%iger

und 6,25%iger Glutaraldehydfixierung etwas gehéufter festzustellen waren als bei 2,5%iger

Fixierung. Querfrakturen traten bei allen Fixierstufen, Lédngsfrakturen hingegen nur bei
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2,5%igem und 6,25%igem Glutaraldehyd auf. Die Frakturen waren spezies- und

altersunabhéngig.

3.1.2.6.7 Quetschartefakte bei Teasingpriparaten

Quetschartefakte traten bei allen Fixierungsstufen, jedoch am héufigsten bei den sehr weichen

Proben mit 1%iger Glutaraldehydfixierung auf. Sie waren spezies- und altersunabhingig.

3.1.2.6.8 Fixierungsbedingte Verdnderung der Myelinscheiden in histologischen Schnitten

Bei Fixierung in 1%igem Glutaraldehyd schienen die Myelinscheiden in Querschnitten haufig
fein aufgeblittert (VV2, VV4, VV6, VV8-11, VV15, VV16). Die Tendenz war dahingehend,
dass diese Aufblitterung bei 2,5%igem Glutaraldehyd seltener und weniger filigran zu

beobachten war.

Bei Fixierung in 6,25%igem Glutaraldehyd trat die Verquellung der Myelinscheide derart in
den Vordergrund, dass die Aufblétterung im Sinne der 1%igen Glutaraldehydfixierung kaum
noch nachvollziehbar war. In Léngsschnitten war dieses fixierungsbedingte Verhalten der
Myelinscheide besonders gut in Bereichen des nicht-kompaktierten Myelins nachzuweisen. So
zeigte sich bei 1%iger Glutaraldehydfixierung eine feinlamelldre Aufblitterung der SLK's
(VV17, VV3). Bei Inkubation in 2,5%igem Glutaraldehyd schienen die SLK's eher schollig,
mitunter mit Protrusionen nach innen (VV17, VV10), und bei 6,25%iger Fixierung regelrecht
schollig aufgedunsen (VV17, VV16, VV9).

Ebenso waren paranodale Myelinscheidenaufbldtterungen nur in niedrigen Fixierstufen zu
verzeichnen (vgl. 6.2.6.4). Einfaltungen der Myelinscheide bis hin zum Zirkularititsverlust

kamen bei allen Fixierstufen, am hiufigsten jedoch bei 6,25%iger Glutaraldehydfixierung vor.

3.1.3 Einstufung der Auswertbarkeit von Teasingprdparaten und histologischen

Kontrollschnitten

Die Auswertbarkeit der einzelnen Proben ist den Tabellen im Anhang zu entnehmen.
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3.1.4 Nicht-artifizielle Verdnderungen

Beim Hund VV12 waren in Teasingprdparaten mehrfach Demyelinisierungen zu verzeichnen.
Sie traten mitunter segmental und im Zusammenhang mit Remyelinisierungen auf. Vereinzelt
zeigte sich Myelindebris im Sinne verschiedener Stadien einer Wallerschen Degeneration. Die
axonale Pathologie war in den histologischen Priparaten durch Myelinscheidenzerfall und

Axonsprossung zu untermauern.

Bei den Teasingpraparaten des jungen Hundes VV13 waren perlen- bzw. wurstkettenartig
erscheinende Fasern die einzige Auffalligkeit. Dementsprechend waren in den histologischen
Schnitten hypomyelinisierte Fasern mit zum Teil unregelmiBig erscheinender Myelinscheide

und hypertrophen Schwannzellen zu sehen.

Der Hund VV1 zeigte in Teasingpréiparaten einige Fasern mit deutlichem Markscheidenzerfall
und viele de- und remyelinisierende Fasern. Mitunter waren Digestionskammern zu

verzeichnen. In histologischen Schnitten wirkten die Myelinscheiden diinn.

Die Teasingpriparate der alten Katze VV8 wiesen gehduft paranodale Demyelinisierungen,
vereinzelt auch Remyelinisierungen auf. Wenige Fasern unterlagen dem Myelinscheidenzerfall.
Mitunter war eine Anisometrie innerhalb des Paranodiums zu beobachten. Auf Schnittbildern
waren in Bereichen, in welchen eine starke Myelinscheidenaufblitterung stattfand, Phagozyten
zu finden. Lichtmikroskopisch  darstellbare = Punkte im  Axon zeigten sich

elektronenmikroskopisch als kondensierte zytoskelettale Anteile.

Bei der jungen Katze VV6 fielen in Teasingpriparaten wiederum die perlschnur- bzw.
wurstkettenartig geformten Einzelfasern auf. Diinnkalibrige Fasern waren hiervon besonders
betroffen. In histologischen Schnitten waren die Myelinscheiden diinn und die Schniirringe

erschienen vereinzelt weit.

Alle Pferde (VV16, VV17, VV3) wiesen in den Teasingpridparaten kolbenartig aufgetriebene
Paranodien auf. Ebenso zeigten alle in den Schnitten eine subperineurale Hofbildung, sowie

eine Clusterung nicht-myelinisierter Fasern.
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Bei dem Fohlen VV16 waren die Fasern in Teasingprdparaten wie auch bei den bisher
aufgefiihrten Jungtieren perlschnur- bzw. wurstkettenartig angeordnet. Die Schniirringe
erschienen insgesamt weit. In den histologischen Schnitten wirkten die Myelinscheiden

hypomyelinisiert.

Das Pferd VV17 wies in den Teasingpriparaten gehduft interkalierende Internodien auf und an

einer Faser war eine Wallersche Degeneration zu beobachten.

Auch bei dem Pferd VV3 kam es in den Teasingprdparaten gehduft zu De- und

Remyelinisierungen, die in erster Linie segmental waren.

Teasingprdparate und histologische Schnitte des Schweins VV11 wiesen keinerlei

Auffilligkeiten auf.

Die Altsau VV15 zeigte in histologischen Schnitten axonale Sprossungen, die Teasingprédparate

waren dagegen unauffillig.

Bei den Teasingpriparaten des jungen Schweines VV2 waren die Schwannzellkerne besonders
deutlich. Das Axon zeichnete sich durch Auftreibungen und korkenzieherartiges Aussehen in
manchen PNP-Regionen besonders deutlich ab. Die Schniirringe wirkten weit. In den Schnitten

fielen diinne Myelinscheiden und grof8e Schwannzellen auf.

Das Kalb VV9 zeigte bei den Teasingpriparaten hdufig osmiophile Korper (u-Korperchen?) in
den Schwannzellen. Histologische Aquivalente wurden nicht beobachtet. Dafiir waren grofBe

Schwannzellen und mitunter endo- und perineurale Mastzellen zu verzeichnen.

Bei dem Rind VV10 waren in den Teasingpriparaten ebenfalls hdufig osmiophile Korper (p-
Korperchen?) in den Schwannzellen anzutreffen. Es traten gehiuft beginnende, seltener
fortgeschrittene Stadien einer Wallerschen Degeneration auf. Die histologischen Schnitte

waren unauffillig.

Das Kalb VV4 war in den Teasingpriparaten unauffillig. In den histologischen Schnitten

waren Anzeichen einer endoneuralen Fibrose und Zwiebelschalenformierungen. Frithe Stadien
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einer Myelindegeneration und einige Mastzellen waren zu beobachten. Die Axone stellten sich

mitunter hyalin dar und waren atrophisch.

Auch die pathologischen Befunde zwischen VV5 und VV4 waren weitestgehend

ubereinstimmend.

3.2 Autolyseversuch

Von einem Hund, einer Katze und einem Pferd wurden insgesamt 37 Einzelnervenproben bzw.

rund 9300 Einzelfasern auf ihre autolytischen Eigenschaften hin untersucht.

3.2.1 Autolysebedingte Verdnderungen

Die Teasbarkeit verschlechterte sich im Zuge der Autolyse. Dabei waren Fasern vor allem ab

72 Stunden post mortem zunehmend fragil und schwieriger zu teasen.

In den Teasingprdparaten war bei allen Tieren nach relativ kurzer Zeit post mortem eine
Verquellung der Nervenfasern zu beobachten. Diese Aufgedunsenheit zeigte sich bei der Katze
VA1 bereits nach 1, bei dem Pferd VA3 nach 2, und bei dem Hund VA2 erst nach 4 Stunden.
Dazu gesellte sich bei der Katze ab 2 Stunden eine Leopardentiipfelung, die sich bei dem Hund
schon 1 Stunde post mortem geringgradig abzeichnete. Zudem stellte sich die
Myelinscheidenkontur bei der Katze ab 2 Stunden post mortem gefiltelt, und ab 8 Stunden sehr
unruhig dar. Bei dem Pferd war diese Filtelung hingegen erst ab 8 Stunden zu beobachten. Die
Mpyelinscheide entwickelte sowohl beim Pferd als auch bei der Katze die Tendenz, sich an den
SLK's deutlich einzufalten, und wirkte mitunter regelrecht gewunden. Die Katze zeigte
daneben an einigen Fasern nach etwa 24 Stunden eine Aufsplitterung der Myelinscheide, die
sich in Form einer Teilung der Myelinscheide in 2 Blatter darstellte.

Beim Pferd entwickelten die Myelinscheideneinfaltungen bereits nach 12 Stunden rundliche
Myelinprotrusionen in den axonalen Tubus, was bei der Katze erst zwischen 48 und 72
Stunden post mortem deutlich wurde. Die Protrusionen waren mitunter blasig, so dass sie den
Anschein von Myelinvakuolen weckten. Beim Hund stand dagegen die zunehmende
Verquellung der Myelinscheide derart im Vordergrund, dass keine Detailerkennbarkeit mehr

gegeben war. Zudem lag bereits am frischen Nerv eine Filtelung der Myelinscheide vor, so
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dass sich hier derartige Tendenzen im Sinne einer Autolyse von vorneherein schlechter
abzeichnen konnten. Lediglich Myelinscheidenwindungen traten vereinzelt an groBkalibrigen
Fasern auf. Bei dem Pferd fiihrten die Myelinscheideneinfaltungen bereits nach 48 Stunden
post mortem zu einer leichten Fragmentierung der Faser, die nach 72 Stunden sehr deutlich
war, und sich mitunter auch wurstkettenartig darstellte. Diese Fragmentierung und
Waurstkettenbildung war bei der Katze und bei dem Hund ab 96 Stunden post mortem ebenfalls
sehr deutlich. Bei allen Tieren waren groBkalibrige Fasern eher fragmentiert, und kleinere eher
wurstkettenartig geformt. Dabei blieben diese Wurstketten bei der Katze und bei dem Pferd
teilweise von einer dufleren Myelinmembran umgeben. Mitunter standen die einzelnen
Segmente aber auch nicht mehr miteinander in Verbindung. Bei einigen, in erster Linie

groBkalibrigen Fasern, wirkte die Myelinscheide staubig zerfallen.

In den histologischen Schnitten zeigte sich bei allen Tieren bereits ab 1 Stunde post mortem
eine Auflockerung oder Verquellung der Perineurallagen, die mit der Autolyse stetig zunahm.
Die Myelinscheide wies bei Hund und Katze den Teasingpridparaten entsprechend eine
Leopardentiipfelung auf. Ab 4 Stunden post mortem wirkte die Myelinscheide bei dem Hund
und bei dem Pferd verquollen, was bei der Katze erst nach etwa 96 Stunden deutlich wurde,
wobei vor allem groBkalibrige Fasern betroffen waren. Uberdies begann sich die
Myelinscheide bei dem Hund und bei der Katze bereits ab 1 bis 2 Stunden aufzublittern, was
sich anfangs etwas deutlicher in den Bereichen des nicht-kompaktierten Myelins bemerkbar
machte. Bei dem Pferd wurde diese Aufblétterung erst nach 12 Stunden deutlich. Bei allen
Tieren gipfelte sie jedoch nach 48 Stunden in einer beginnenden, und spitestens ab 72 Stunden
in einer deutlichen Wollknéuelbildung. Ab 24 Stunden kam es bei allen drei Tieren zur
bakteriellen Kontamination. Bei der Katze und bei dem Pferd zeigte sich das
Schwannzellzytoplasma ab 48 Stunden wabig-vakuolig. Autolytische Schwannzellkerne traten
ab 72 Stunden bei dem Hund und bei der Katze auf. Die Myelinscheide des Pferdes schien sich
96 Stunden post mortem aufzuldsen. Bei der Katze begann zu diesem Zeitpunkt das

Interstitium zu zerfallen, und das Axon wies blasig-scholligen Inhalt auf.

3.2.2 Nicht-autolysebedingte Verdnderungen

Der frisch entnommene Nerv der Katze VA1l zeigte in Teasingpriparaten multiple

Demyelinisierungen, hiufig in Kombination mit Remyelinisierungen. Dementsprechend waren
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viele hypomyelinisierte Fasern und interkalierende Internodien zu verzeichnen. In diesem
Sinne stellten sich in histologischen Schnitten hypomyelinisierte Fasern mit grofen

Schwannzellkernen dar.

Trotz fehlender Symptomatik zeigte der Hund VA2 bereits beim frisch entnommenen Nerv in
Teasingpriparaten einige Wallersche Degenerationen, De- und Remyelinisierungen und
interkalierende Internodien. Vereinzelt waren Digestionskammern und paranodale
Auftreibungen zu verzeichnen. Zudem traten viele Querfrakturen auf und die
Mpyelinscheidenkontur war insgesamt gewellt, mitunter auch etwas gekerbt.

Einige Fasern wirkten blass (sog. fading fibers). In den histologischen Schnitten waren
epineural viele Mastzellen und Gefdanschnitte zu verzeichnen. Das Endoneurium enthielt
zudem viele Gefdfle und ceroidbeladene Phagozyten. Die meisten Nervenfasern waren klein

und erschienen wenig myelinisiert mit relativ groen anliegenden Schwannzellkernen.

Das Pferd VA3 zeigte beim frisch entnommenen Nerv in Teasingpridparaten vereinzelt
Wallersche Degenerationen und Myelindebris in Schwannzellen. Zudem konnten einzelne
interkalierende Internodien festgestellt werden. Die Paranodien waren, wie auch bei den
Pferden aus der Reihe der Fixierversuche, kolbenartig aufgetrieben. In histologischen Schnitten
wirkte das Perineurium etwas aufgelockert und subperineurale Bereiche waren 6dematisiert.
Nicht-myelinisierte Fasern bildeten die pferdetypischen Cluster. Endoneurium und

Mpyelinscheiden wirkten geringgradig aufgequollen.

3.3 Kollagenolyseversuche

3.3.1 Einsatz des Glycinpuffers

Der kollagenolytische Einfluss des Glycinpuffers auf den unfixierte Nerven wurde an
insgesamt 37 Einzelproben bzw. etwa 6750 Einzelfasern, die von einer Katze (GP1), einem

Hund (GP2) und einem Pferd (GP3) stammten, {iberpriift.
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3.3.1.1 Artifizielle Verdnderungen

Die Teasbarkeit der Einzelfasern war durch die Einwirkung von Glycinpuffer auf unfixierte
Proben nicht zu verbessern.

Nach dem Scoringsystem (vgl. 2.2.2) waren die Kontrollpriparate ohne Glycinbehandlung und
Inkubationsstufen bis 1 Stunde bei der Katze GP1 und bei dem Hund GP2 als + +, und ab 2
Stunden bei + einzustufen. Ab dann waren die Fasern derart weich, dass die Fragilitéit stark
zunahm. Bei dem Pferd GP3 waren alle Proben, inklusive Kontrolle, bis zu 2 Stunden
Inkubation mit + — zu bewerten. Danach waren die Nervenfaser auch hier so weich, dass
aufgrund der hohen Fragilitit ein — fiir die Teasbarkeit zu vergeben war. Makroskopisch fiel

auf, dass sich die Nerven ab 20 Minuten in Glycinpuffer zunehmend gelblich verfarbten.

In Teasingprdparaten war bereits nach 5-miniitiger Inkubation in Glycinpuffer die Anfalligkeit
fir mechanische Artefakte erhoht. So zeigte hier inbesondere der Hund im Vergleich zur
Kontrollprobe mannigfache Quer- und Léngsfrakturen, sowie Quetschungen. Obwohl die
Myelinscheide mitunter etwas staubig wirkte, waren die Kontraste kleinkalibriger Fasern hier
in der Regel deutlicher. Dies war auch noch nach 10 Minuten Einwirkzeit der Fall, wobei ab
diesem Zeitpunkt die Anzahl der mechanischen Artefakte deutlich zunahm. Zu diesen gesellten
sich spétestens nach 15 Minuten bei allen Tieren auch eine Leopardentiipfelung und beim
Hund und bei der Katze eine Verquellung der Myelinscheide. Beim Pferd hingegen wirkte die
Myelinscheide eher staubig als verquollen, was hier ab 60 Minuten Glycinpufferinkubation das
pragende Bild verursachte. Bei der Katze war die Myelinscheidenkontur nach 10 Minuten
zudem aufgerauter, und ab 15 Minuten schien das Myelin in den SLK's proglottidenartig
zusammengerutscht. Nach 20 Minuten zeigten sich hier zusétzlich zystische Erweiterungen und
blasige Auftreibungen des Myelins. Beim Hund wurde die Myelindesintegration ab einer
Glycinpufferinkubation von 60 Minuten deutlich, wobei hier das nicht-kompaktierte Myelin

herausgelost wirkte. Nach 120 Minuten schien bei ihm die Auflenkontur ebenfalls sehr rau.

In den Kontrollschnitten manifestierte sich bei der Katze und bei dem Hund die
Glycinpufferwirkung zuerst an bindegewebigen Strukturen. So war hier bereits nach 5-
miniitiger Inkubation das Endoneurium deutlich aufgelockert. Beim Hund ging der interstitielle
Zusammenhalt bereits ab 20 Minuten, bei der Katze hingegen erst ab 60 Minuten ginzlich
verloren. Beim Pferd manifestierte sich die kollagenolytische Wirkung erstaunlicherweise nach

10 Minuten zuerst an der Myelinscheide. Sie schien insgesamt aufgebléttert, und bei einigen
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Fasern regelrecht aufgelost, wobei ab 15 Minuten sogar Wollknduelbildungen auftraten.
Interstitielle Anteile waren bei ihm ab 15-miniitiger Inkubation geringgradig aufgelockert, und
ab 30 Minuten zerkliiftet. Perineurale Lagen waren hier ab 2 Stunden verquollen. Beim Hund
waren diese hingegen ab 15 Minuten zunehmend aufgelockert. Das Perineurium der Katze
fehlte auf den Schnitten, und konnte daher nicht beurteilt werden. Bei der Katze und bei dem
Hund war das Myelin ab 15 Minuten Einwirkzeit ebenfalls aufgeblittert und mit steigender
Inkubation auch zerkliiftet. Hierbei waren nicht-kompaktierte Myelinanteile schneller betroffen
als die kompaktierten. Den Teasingpréparaten entsprechend stellten sich bei der Katze nach 20
und 30 Minuten zystische Ablosungen der inneren Myelinlamelle vom Axon dar. Ab 15
Minuten zeigten sich bei allen Tieren an Myelinscheidenbereichen, die noch erhalten waren,
eine den Teasingpriparaten entsprechende Leopardentiipfelung und Verquellung der
Myelinscheide. Dies zeichnete sich durch zunehmende Inkubation immer stdrker ab. Nach 30
Minuten kam es bei der Katze und bei dem Pferd zusétzlich zu Hufeisenbildungen. Bei dem
Hund war ab einer 15-miniitigen Inkubationszeit eine Karyolyse der Endothelzellen, nach 20
Minuten auch der Schwannzellen und nach 25 Minuten aller kernhaltigen Zellen zu
beobachten. Nach 2 Stunden waren keine Schwannzellkerne mehr zu erkennen, wobei das

Zytoplasma hier zudem vakuolisiert erschien. Selbst die Axone waren hier etwas vakuolig.

3.3.1.2 Nicht-artifizielle Verdnderungen

Die Katze GP1 zeigte im Teasing gehduft fokale Demyelinisierungen und interkalierende
Internodien. Es traten zudem Wallersche Degenerationen auf. In histologischen Schnitten
waren desweiteren einige dystrophische Axone, mitunter mit Zirkularitdtsverlust einhergehend,

zu beobachten.

Bei dem Hund GP2 waren in Teasingprdparaten gehduft Wallersche Degenerationen aller
Stadien zu beobachten. Es war Myelindebris in Makrophagen und Schwannzellen vorhanden.
Axonale Atrophie zeigte sich hier aufgrund von Léangsfurchen in internodalen
Mpyelinscheidenbereichen. Mitunter wirkte das Axon geschwollen. Dariliberhinaus traten
gehauft demyelinisierte Fasern, interkalierende Internodien und fokale
Myelinscheidenverdickungen auf. In histologischen Schnitten war perineurales Lipofuszin und
Ceroid im Endoneurium zu verzeichnen. Die Hypomyelinisierung vieler Axone ging mit einer

Schwannzellhypertrophie und -hyperplasie einher. Einige myelinisierte Fasern zeigten
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deutlichen  Zirkularititsverlust. Die  Myelinscheiden  waren bei  geringgradiger

Leopardentiipfelung leicht verquollen.

Bei dem Pferd GP3 wirkten die unbehandelten Proben etwas aufgequollen und verbacken. Eine
geringgradige Leopardentiipfelung und pferdetypische, kolbenartig aufgetriebene Paranodien
fielen auf. Wie auch bei anderen Pferden beobachtet trat in histologischen Schnitten ein
aufgelockertes subperineurales Gewebe und eine Clusterung nicht-myelinisierter Fasern auf.

Ein Renaut-Korper befand sich in Anbildung.

3.3.2. Vergleichender Einsatz von Glycinpuffer und Kollagenase

Wurde der frisch entnommene Nerv samt dem umgebenden Gewebe in Glycinpuffer
geschwenkt, war die Feinpriparation zur Entfernung bindegewebiger Anteile bei allen Proben
deutlich leichter. Dies war auch noch nach anschlieBender Fixierung der Fall. Das Schwenken

in Kollagenase brachte einen dhnlichen, jedoch weniger ausgepriagten Effekt.

Wurden die Nerven hingegen nach Entnahme ohne vorangegangene Feinpraparation fixiert,
konnte durch anschlieBende 1-stiindige Inkubation in Kollagenase das verbliebene
Bindegewebe im Vergleich zur unbehandelten Probe ohne Substanzverlust abgezogen werden
und eine Trennung in mdglichst diinne Faszikel war moglich. Nach Glycinpufferinkubation
war lediglich das Bindegewebe leichter zu 16sen, eine Trennung in moglichst diinne Faszikel

konnte nicht ohne Substanzverlust erfolgen.

3.3.2.1 Artifizielle Verdnderungen

Zu dieser experimentellen Studie wurden 45 Einzelproben bzw. etwa 9000 Einzelfasern
herangezogen, die von 3 Hunden (V1,V7,V9), 3 Katzen (V2,V6,V8) und 3 Pferden
(V3,V5,V10) stammten.

Die Teasbarkeit war prinzipiell durch einen 5-miniitigen Einsatz der Kollagenase vor Fixierung
geringgradig, und durch eine 1-stiindige Einwirkzeit nach Fixierung deutlich zu verbessern.

Das Scoring fiir die einzelnen Protokolle erfolgte nach 2.2.2 und die Ergebnisse der
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Einzelproben, sowie Details, sind den Tabellen des Anhangs zu entnehmen. Dabei beziehen

sich Vergleiche immer auf die unbehandelte Probe.

In allen Teasingprdparaten erschien mit einer 60-miniitigen Inkubation in Glycinpuffer
nach der Fixierung (Vx/G60p) die Myelinscheide etwas staubiger, wodurch die
Detailerkennbarkeit herabgesetzt wurde. Bei V1 zeichneten sich mitunter rundliche
Protrusionen der Myelinscheide in den axonalen Tubus ab. In histologischen Kontrollschnitten
war das Myelin bei 8 Tieren (VI,V2,V5,V6,V7,V9,V10,V12) stellenweise komplett
herausgelost. Tendenziell war die Myelinscheide tierarteniibergreifend etwas aufgeblattert und
es zeigte sich auler bei VV3 und VV10 eine leichte bis mittelstarke Leopardentiipfelung. Bei 3
Tieren (V2,V7,V3) traten vereinzelt Hufeisenbildungen auf.

Bei 60-miniitiger Inkubation in Kollagenase nach der Fixierung (Vx/K60p) zeigten die
Teasingpriparate tierarteniibergreifend ebenfalls die Tendenz zu einer staubigen
Myelinscheide. Bei dem Pferd V3 war sie eher verquollen. Bei kleinen Fasern konnte hiufig
ein im Vergleich zur unbehandelten Probe besserer Kontrast induziert werden. Die
histologischen Kontrollschnitte glichen denen der Glycinpufferbehandlung, wobei sie in ihrer

Auspragung insgesamt milder waren.

Bei 5-miniitiger Inkubation in Glycinpuffer vor der Fixierung (Vx/G5a) waren an den
Teasingprdparaten tierarteniibergreifend vereinzelt mechanische Artefakte zu verzeichnen, die
hdufig von einer leicht staubigen, mitunter geringgradig leopardenartig getiipfelten
Myelinscheide begleitet wurden. Trotz allem war der Kontrast kleinkalibriger Fasern auch hier
mit Hilfe des Glycinpuffers meist deutlicher. Die Myelinscheiden in den histologischen
Schnitten wirkten bei allen Tieren geringgradig aufgeblittert und vereinzelt auch leicht
leopardengetiipfelt. Eine komplette Herauslosung des Myelins zeigte sich aber nur stellenweise
bei den Tieren V1, V2 und V5. Uberdies wirkten Peri- und Endoneurium geringgradig
aufgelockert.

Die Teasingprdparate bei S5-miniitiger Inkubation in Kollagenase vor der Fixierung
(Vx/K5a) waren mit denen der 60-miniitigen Kollagenaseexposition nach der Fixierung
vergleichbar, wobei bei einigen Tieren (V1,V6,V5) die Myelinscheide weniger staubig war.
Auch hier war bei kleinen Fasern ein besserer Kontrast zu erzielen. Die histologischen Schnitte
zeigten mit diesem Protokoll insgesamt die mildesten Verdnderungen. Dabei war das Myelin

bei keinem Tier herausgeldst, und es erschien nur vereinzelt geringgradig leopardengetiipfelt.
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3.3.2.2 Nicht-artifizielle Verdnderungen

Bei der Katze V1 waren in den Teasingpriparaten die Paranodien vielfach aufgehellt.
Dariiberhinaus zeigte sich an multiplen Fasern eine Myelinscheidendesintegration, wobei das
Myelin zum Teil gewunden wirkte. Bei diinnen Fasern waren gehauft Wurstkettenbildungen zu
verzeichnen, aber auch dicke Fasern waren mitunter segmentiert. In den histologischen
Schnitten waren die Perineurallagen zerissen. An der Myelinscheide waren Aufblitterungen
und Tendenzen zur Wollknduelbildung zu verzeichnen. In Randbereichen zeigte sich
Leopardentiipfelung, und einige Axone schienen geschrumpft. Die Myelinscheiden in
Teasingpréiparaten des Hundes V2 waren nur mittelmafig angefarbt und schlecht kontrastiert.
Die Einzelfasern wirkten verbacken und aufgedunsen. Eine Detailerkennbarkeit war nicht
vorhanden. Zum Teil waren nur noch Nervenfragmente zu erkennen. In histologischen
Schnitten waren vereinzelt Myelinscheidenaufblitterungen und einige herausgeloste
Myelinscheiden zu verzeichnen. Markhaltige Fasern zeigten einen geringgradigen
Zirkularititsverlust. In den Teasingpriparaten aller Pferdenerven (V3,V5,V10) waren
kolbenartig aufgetriebene Paranodien zu beobachten. Histologische Schnitte zeigten die fiir
diese Spezies typische subperineurale Hofbildung und Clusterung der nicht-myelinisierten
Fasern. Bei dem Pferd V3 lag eine geringgradige Hypomyelinisierung aller mittel- und
groBkalibrigen Fasern vor. Bei dem Pferd V5 traten in den Teasingpriparaten vereinzelt
Wallersche Degenerationen im Stadium II und III auf.

Bei dem Hund V7 waren neben multiplen paranodalen und segmentalen Demyelinisierungen
vereinzelt interkalierende Internodien in den Teasingpriparaten zu beobachten. Die
Querschnitte zeigten dementsprechend eine Hypomyelinisierung aller Faserkaliber und eine
hochgradige Schwannzellhyperplasie.

Teasing- und Schnittpraparate der Tiere V6, V8 und V9 waren unauftillig.

3.4 Fluorochromatische Untersuchungen

3.4.1 Einsatz von DPED vor Fixierung

Um mit Hilfe eines Vorversuchs den Einfluss der Inkubationsdauer von DPED auf das

Neuroparenchym unfixierter Nerven abschitzen zu konnen, wurden 8 Einzelproben bzw. etwa

2400 Einzelfasern von 2 Tieren untersucht.
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Nach 20-miniitiger Inkubation in DPED stellten sich sowohl die Teasingprédparate des Hundes
VFAL als auch jene des Ferkels VFA2 eher blass und mit einem Stich ins Orange dar. Bei dem
Hund waren mitunter Einkerbungen entlang der Nervenfaser zu beobachten. Nach 90-
miniitiger Einwirkzeit war die Emission des Hundenervens hingegen hellgriin, und die des
Ferkels eher griin-gelblich. Bei beiden schien jedoch das Myelin wolkig herausgelost, und der
axonale Innenkdrper war deutlich dargestellt. An den Fasern des Hundenervens stellten sich
mitunter die Einkerbungen der SLK's deutlich dar. Nach 24 Stunden in DPED war die
Myelinscheide beider Proben hochgradig vakuolig herausgelost, wobei sie bei dem Schwein
mitunter ganz fehlte. Im Gegensatz zu hier, wo sich der axonale Innenkorper innerhalb des
Mpyelinscheidenskeletts noch deutlich abzeichnete, war dieser beim Hund kaum noch zu sehen.
Dabei war die Emission des DPED beim Hund extrem gelblich, beim Schwein hingegen eher
gelblich-griin. Bei ihm férbten sich auch die Schwannzellkerne mit an.

Die osmiumpostfixierten Kontrollfasern beider Tiere zeigten sehr gute Kontraste. Dabei war
der axonale Innenkdrper bei dem Hund verhéltnisméaBig dunkel. Bei dem Ferkel farbten sich
duflere Myelinscheidenanteile etwas weniger an als innere. Viele Fasern zeigten hierbei die
jungtiertypischen Wurstkettenbildungen, die auch in den Fluorochrompriparaten zu sehen
waren.

In Anlehnung an die Ergebnisse dieses Vorversuchs sind 6 Einzelproben bzw. etwa 1800
Einzelfasern eines Tieres (VFBI1) nach der DPED-Farbung in unterschiedlicher Reihenfolge
mit Losungsmitteln behandelt worden.

Nach Protokoll A war bei den Teasingpraparaten nur die duBlere Membran der Myelinscheide
angefarbt. Der axonale Innenkorper stellte sich dagegen sehr deutlich dar. Dariiberhinaus
farbten sich Schwannzell- und Fibroblastenkerne ebenfalls an. Unterblieb das Schwenken in
Aqua bidest. nach F6-Inkubation wie in Protokoll C, war das Ergebnis zwar qualitativ dhnlich,
aber weniger kontrastreich. Der axonale Innenkorper war auch hier gut zu sehen. Kehrte man
die Reihenfolge der Alkoholstufen nach Protokoll B um, erhielt man &hnliche Ergebnisse wie
unter A, mit der Ausnahme dass das Myelin fleckiger und nicht so stark herausgeldst wirkte.
Dariiberhinaus war die duflere Myelinscheidenbegrenzung nicht so deutlich. Auch die
Zeichnung der Endoneuralzellkerne war seltener.

Unterblieb hier das initiale Schwenken in Aqua bidest. nach DPED-Inkubation (Protokoll D),
so wies die Myelinscheide rotlich-orange Areale auf. Wurde bei der préfixativen Anwendung
von DPED auf sdmtliche Alkoholstufen verzichtet (Protokoll E), so waren die Kontraste

schlecht, obwohl das Myelin weitgehend herausgelost, und der axonale Innenkdrper
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darzustellen war. Unterblieb sogar wie bei Protokoll F ein Waschen in Aqua bidest., so zeigte

die Myelinscheide rétlich-orange Areale bei ansonsten sehr unregelméiBiger Anfarbung.

3.4.2 Einsatz von DPED nach Fixierung

Fiir diese Untersuchungsreihe wurden 48 Einzelproben bzw. etwa 9600 Einzelfasern von 4
Tieren prapariert, um den Einfluss verschiedener Kombinationen von Alkoholkonzentrationen
zu ermitteln. Dabei waren die Proben des Tieres VFB4 aufgrund insuffizienter Anfarbung nicht

in die Ergebnisse miteinzubeziehen.

Nach Protokoll a (30/100) war die Detailerkennbarkeit in den Teasingprdparaten bei allen
Tieren gut. So stellten sich die SLK's trotz einer Vakuolisierung der Myelinscheide mitunter
sehr deutlich dar. Bei dem Elch VFB1 war {iberdies die axonale Innenstruktur sehr gut
angefarbt. Die Emission war bei allen Préparaten sehr stark und gelb-griin.

Bei Protokoll b (50/100) wurde der Kontrast der vakuolisierten Myelinscheide deutlich
schwicher, und die SLK's waren nur vereinzelt zu sehen. Dabei waren bei dem Elch mitunter
noch axonale Innenkorper undeutlich angefarbt. Hier wirkten die Fasern, wie auch bei
Protokoll ¢, zudem konsolidiert. Trotz des schlechten Kontrasts war die Emission bei dem
jungen Hund VFB2 sehr stark.

Bei dem Elch und bei dem Hund VFB3 zeigten sich nach Protokoll ¢ (70/100) die SLK's aller
Faserkaliber wieder deutlich, wobei die Detailerkennbarkeit bei dem Elch derart gut war, dass
sich auch die einzelnen Lamellen der Myelinscheide gut darstellen lieBen. Bei dem Hund
VFB3 war hier die Emission besonders stark. Bei dem jungen Hund hingegen war die
Detailerkennbarkeit nur an diinnkalibrigen Fasern gegeben. Das gleiche Ergebnis erhielt man
hier, wenn man die Proben zuerst mit 96%igem und anschliefend in 100%igem Alkohol
(Protokoll e) behandelte.

In den folgenden Protokollen, bei denen immer eine Behandlung mit zwei hochprozentigen
Alkoholen erfolgte, waren die Ergebnisse bei den Tieren sehr heterogen.

Wurden die Proben erst in 80%igem, und dann in 100%igem Alkohol geschwenkt (Protokoll d)
so war bei dem Elch die Myelinscheide, ebenso wie nach Protokoll e (96/100), hochstgradig
vakuolisiert. Der Hund VFB3 zeigte nach Protokoll d ebenfalls eine schlecht erhaltene
Myelinscheide, wobei sich hier in erster Linie die dulleren Anteile herauslosten. Bei ihm zeigte

sich nach primédrer Behandlung in 96%igem und anschliefender Behandlung in 100%igem
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Alkohol (Protokoll e), genauso wie nach zweifachem Schwenken in 100%igem Alkohol
(Protokoll f) ebenfalls eine deutliche Herauslosung der Myelinscheide, wobei jedoch
paranodale Anteile besonders stark betroffen waren. In beiden Féllen war hier ein axonaler
Innenkorper zu erkennen. Bei dem jungen Hund VFB2 hingegen war bei Protokoll d die
Detailerkennbarkeit selbst in groBkalibrigen Fasern wieder gut.

Beim Elch zeigten sich nach zweimaligem Schwenken in 100%igem Alkohol (Protokoll f)
neben einer Verquellung der Fasern in erster Linie eine vakuolisierte Myelinscheide mit
deutlichem axonalen Innenkdrper. Bei dem jungen Hund VFB2 war nach diesem Protokoll die
Mpyelinscheide sehr unregelmifBig angefarbt und iiberdies deutlich vakuolisiert. Eine priméire
Behandlung mit 100%igem Alkohol gefolgt von 96%igem (Protokoll g) bewirkte ein gleiches
Ergebnis.

Die Proben des Elches, die zuerst in 100%igem und anschlieBend in 96%igem, 80%igem,
70%igem oder 50 %igem Alkohol geschwenkt wurden (Protokoll g bis j) waren aufgrund der
starken Vakuolisierung der Myelinscheide nicht mehr beurteilbar. Es blieb hier lediglich ein
Mpyelinskelett stehen. Das gleiche war bei dem Hund VFB3 nach Protokoll g bis i der Fall. Die
Myelinscheide wirkte hier regelrecht angefressen.

Bei dem jungen Hund VFB2 hingegen war die Detailerkennbarkeit nach Behandlung mit
100%igem und anschlieBend mit 80%igem Alkohol (Protokoll h) wieder deutlich. Protokoll 1
(100/70) hingegen ermdglichte nur eine streckenweise Beurteilung der Strukturen.

Im Gegensatz zum Elch lieBen sich bei beiden Hunden nach Behandlung mit zuerst 100%igem
und anschlieBend 50%igem Alkohol (Protokoll j) selbst filigrane Strukturen wieder sehr
detailliert darstellen. Bei dem jungen Hund zeigte sich dabei eine orange-gelbe Emission.

Erst bei Protokoll k (100/30) lag auch bei dem Elch wieder eine derartige Detailerkennbarkeit
vor. Protokoll k konnte hierbei jedoch nur anndhernd die gleiche Qualitit wie Protokoll a
liefern.

Bei dem Elch zeigten die osmiumgefarbten Kontrollpriparate durchwegs sehr guten Kontrast.
Die Detailerkennbarkeit war insgesamt sehr gut, und die SLK's stellten sich deutlich dar. Die
Paranodien waren vereinzelt blass. Kleine Nervenfasern schienen hypomyelinisiert. Mitunter

war Myelindebris in Schwannzellen zu verzeichnen (vermutlich n- oder p- Kérperchen).

Im dem osmiumgefirbten Kontrollpridparat des jungen Hundes VFB2 war der Kontrast
zwischen Axon und Myelinscheide erheblich besser als bei den DPED-Farbungen. Dafiir
konnte hier nur eine begrenzte Detailerkennbarkeit im Bereich der SLK's erreicht werden.

Diinne Fasern stellten sich dabei noch etwas differenzierter als dicke Fasern dar. Eine
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jungtiertypische Wurstkettenbildung war hier deutlicher als in der Fluorochromfédrbung.
Dartiiberhinaus stellten sich die Nervenfasern hier hdufig mit einem variierenden Durchmesser
dar.

Bei dem Hund VFB3 war der Kontrast und die Detailerkennbarkeit der osmiumgefarbten

Kontrollfasern im Vergleich zu den Fluorochrompréparaten als insgesamt besser zu bewerten.

3.5 Versuche zur Darstellung des Axons an Teasingprédparaten mittels whole-mount-

Immunhistochemie

Diesem Versuchsansatz dienten 36 Einzelproben bzw. 3600 Fasern von drei Tieren.

Bei allen Proben, die in 4%igem Paraformaldehyd fixiert wurden, waren die Axone mitsamt
den Verdnderungen des Axonkalibers tierarteniibergreifend gut darstellbar. Stellenweise schien
die Anfirbung auf das Myelin iiberzugreifen. Durch Schwenken in Glycinpuffer vor Fixierung
wurden keine Verdnderungen erzielt. Proben, die in iiber Nacht in Glycerin waren, wirkten
heller.

Bei Fixierung in 10%igem Formaldehyd fiarbten sich die Axone bei allen Tieren etwas
schlechter und ungleichméBiger an als mit Paraformaldehyd. Bei den Proben des Hundes
wirkten sie mitunter sogar fleckig. Durch Schwenken in Glycinpuffer vor Fixierung wurde
diese Fleckung noch deutlicher. Proben, die tiber Nacht in Glycerin waren, wirkten heller.

Bei Fixierung in 2,5%igem Glutaraldehyd farbten sich die Axone bei keinem Tier an. Durch
Schwenken in Glycinpuffer vor Fixierung zeigten mitunter einzelne Axone (maximal 2 von
100 Fasern) eine schwache Reaktion.

Samtliche Negativkontrollen zeigten keine Reaktion mit dem Axon. Vereinzelt schien die

Mpyelinscheide sich fokal unspezifisch anzufdrben.

3.6 Versuche zur post-teasing-Licht- und Elektronenmikroskopie

Nach Buchfiihrung der medizinisch technischen Assistentin waren 80% der Teasingpradparate

ohne Plastik gut semidiinn, und 85% gut ultradiinn zu schneiden. Von Teasingprdparaten mit

Plastik waren nur 50% gut semidiinn, und 20% gut ultradiinn zu schneiden.
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Das Ausgangsmaterial fiir Praparat 9 und 10 war ein Biindel von mindestens 7 geteasten
Fasern. Priparat 9 war pur, Praparat 10 auf Plastik eingebettet worden. Die Anzahl der Fasern
war bei beiden Préparaten mindestens 8 Fasern pro Schnitt. Der Erhaltungszustand und die
Detailerkennbarkeit neuroparenchymatoser Strukturen waren bei lichtmikroskopischer
Betrachtung gleich gut. Vereinzelt wurden auch Schwannzellkerne mit angeschnitten.

In der Elektronenmikroskopie war Pridparat 9 von besserer Qualitit als Prdparat 10. Der
Grenzbereich zum Plastik war hier sehr deutlich. Bei Priparat 9 waren 6dematisiert wirkende
Schwannzellen und Interstitium gut erhalten, und Details der Myelinscheide wie SLK's

deutlich. Die Periodizitét der Myelinscheide ging mitunter verloren.

Priparate 12 und 13 stammten ebenfalls von einem Biindel von mindestens 7 geteasten
Fasern. Priparat 12 war pur, Préparat 13 auf Plastik eingebettet worden. Die Anzahl der Fasern
war bei Priparat 12 fiinf bis sechs, und bei Préparat 13 mindestens sieben Fasern pro Schnitt.
Die licht- und elektronenmikroskopische Qualitét der beiden war gleich gut. Die Myelinscheide
war in Ultradiinnschnitten recht gut erhalten, die Periodizitit ging wegen stellenweiser
Verquellung etwas verloren. Axone einiger Fasern waren kondensiert. Vesikuldre
Veranderungen von Axonen und Axon-Schwannzell-Netzwerke traten auf. Remakzellen

stellten sich sehr deutlich dar. Bei Préparat 13 war eine demyelinisierende Faser zu sehen .

Auch bei weiteren Priparaten zeigte sich lichtmikroskopisch keine Divergenz in Schnitten
mit (17) und ohne Plastik (18, 20). Bei Praparat 17 war die Qualitdt der Ultradiinnschnitte
schlecht. Vor allem Myelinscheiden groBer Fasern, waren zum Teil herausgebrochen.
Besonders deutlich war die Herauslosung an pathologisch verdnderten Stellen. Myelinscheiden
kleiner Fasern schienen besser erhalten. Die Axone wirkten atrophisch und kondensiert,
interstitielle Bestandteile waren gut zu erkennen. Myelinscheiden von Priparat 20 verhielten
sich wie bei Prédparat 18, wobei sie mitunter 6dematisiert und wabig aufgesplittert erschienen.
Interstitium und Remakzellen waren deutlich dargestellt. Schwannzellleiber waren
O0dematisiert. Bei Préparat 18 war die Qualitdt schlechter, und Myelinscheiden grofer Axone

herausgebrochen.

Das Ausgangsmaterial fiir Priparat 14 und 15 waren 2 geteaste Einzelfasern. Sowohl die
Semidiinnschnitte mit (14), als auch ohne Plastik (15) waren lichtmikroskopisch genauso gut
dargestellt wie bei Prdparaten mit mehreren Fasern im Ausgangspriparat. In

Ultradiinnschnitten zeigten zwei Fasern von Préparat 14 Odematisierte, teilweise
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herausgebrochene Myelinscheiden, nur an einer Faser konnte man die Periodizitdt der
Mpyelinscheide abschnittsweise erkennen. Axone waren ddemartig verquollen. Die Qualitdt ist
als schlecht zu beurteilen. Ultradiinnschnitte von Priparat 15 waren qualitativ besser. Sowohl

Axone als auch Schwannzellen hatten grole Mitochondrien zu verzeichnen.

Bei den folgenden Préiparaten sind Semidiinnschnitte aus sechs Ebenen angefertigt worden. Das
Teasingausgangspriparat fiir die Schnitte 1, 2 und 3 stellte eine Faser mit Wallerscher
Degeneration dar. Préparat 1 und 2 wurden mit, Prdparat 3 ohne Plastik eingebettet. Die

Qualitit war bei allen gut.

In Priaparat 1 (mit Plastik) stellte sich die Wallersche Degeneration lichtmikroskopisch in
Schnittebene 5, und andeutungsweise in Schnittebene 3 dar. In Ultradiinnschnitten der Ebene 5
war die Wallersche Degeneration auch zu sehen. Das Priparat wies eine starke Faltung auf. Die
Myelinscheide groBer Fasern schien besonders an pathologisch verdnderten Stellen
herausgebrochen oder verquollen. In gut erhaltenen Bereichen war ihre Periodizitit erkennbar.
Interstitielle Komponenten, Remakfasern und Schwannzellen mit Kern und Zytoplasma waren
gut erhalten. Einige Schwannzellleiber waren 6dematos aufgetrieben. Die Neurofilamentdichte

in Axonen schien reduziert.

Bei Pridparat 2 (mit Plastik) war in keiner Schnittebene eine Wallersche Degeneration

auffindbar. Die Detailerkennbarkeit in Ultradiinnschnitten glich der von Préparat 1.

Priparat 3 (ohne Plastik) hatte im Lichtmikroskop auf den Ebenen 3, 4, und 5
Teasingéquivalente =~ zu  verzeichnen.  Elektronenmikroskopisch  stellte  sich  der
Myelinscheidenzerfall wabenartig dar. Interstittum und viele nicht-myelinisierende Fasern
waren zu sehen. Axone enthielten relativ wenig Neurofilamente. Eine Falte verlief quer durchs

Préparat.

Ein weiteres Ausgangspréiparat mit Wallerscher Degeneration wurde fiir die Schnitte von 4 und
5 herangezogen. Praparate 4 wurde pur, 5 mit Plastik eingebettet. Auch hier war die Qualitit
gleichgut. In Ebene 3 und 4 der Semidiinnschnitte von Priparat 4 waren Teasingidquivalente
gut zu sehen, in Ebene 0 und 5 angedeutet. Ultradiinnschnitte waren gut erhalten. Im
Interstitium waren ein Fibrozyt und zahlreiche Remakzellen und Kollagen darstellbar. Axone

enthielten viele Mitochondrien, die Schwannzellen wirkten groB. Die Myelinscheide einer
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Faser war insgesamt etwas frakturiert und verquollen, an einer anderen war der
Mpyelinscheidenzerfall und ein kondensiertes Axon nachzuvollziehen. Die iibrigen Axone

enthielten relativ wenig Neurofilamente.

Bei Préaparat 5 war die Wallersche Degeneration in Semidiinnschnitten in den Ebenen 0 ,2, 3
und 5 nachvollziehbar. Ultradiinnschnitte stellten sich wie bei Priparat 4 dar. Die pathologisch

verdnderte Myelinscheide war hier noch deutlicher herausgelost.

Vom Teasingausgangspréparat fiir die Schnitte 6 und 7 sollten die hellen Paranodien dargestellt
werden. Priaparat 6 wurde mit, Praparat 7 ohne Plastik eingebettet. Die Qualitdt der beiden war
gleich gut. In Semidiinnschnitten der Ebene 1 und 5 von Priparat 6 war die Myelinscheide
aufgeblittert. Elektronenmikroskopisch war die Aufbldtterung dem Bereich der SLK's
zuzuordnen. Eine weitere Faser zeigte schlechten Myelinscheidenkontrast mit atrophischem

Axon.

Bei Priparat 7 konnte nur Ebene 0 und 1 semidiinn geschnitten werden. In Ebene 1 war die
Myelinscheide vakuolig herausgelost. Im Ultradiinnschnitt wirkte paranodales Myelin

aufgeblattert.

Teasingausgangspriparat fiir Schnitt 8 zeigte Myelinscheideneinfaltungen mit rundlichen
Protrusionen ins Axon. Priparat 8 wurde mit Plastik eingebettet. Die Qualitdt war gut. In
Semidiinnschnitten der Ebene 0 waren Teasingdquivalente exakt getroffen, in Ebene 1 und 4
andeutungsweise, was im Ultradiinnschnitt nicht mehr nachvollzogen werden konnte. Hier war

die Myelinscheide stellenweise wabig herausgelost.

Die Wurstkettenbildung eines Teasingprédparats konnte im Préiparat 11 auf Ebene 1, 2 und 3
der Semidiinnschnitte nachvollzogen werden. Es zeigten sich Myelineinstiilpungen und deren
Anschnitte. Die entsprechende Stelle war in Ultradiinnschnitten nicht zu erkennen. Die

Myelinscheide zeigte hier wabige Verdnderungen.

Der histologische Kontrollschnitt des gesamten Faszikels zeigte lichtmikroskopisch
subperineurale Hofbildung mit Odem, einige Fasern mit Myelinscheidenzerfall und atrophische
Axone. Im Elektronenmikroskop war das Myelin groBer Fasern stellenweise herausgeldst.

Besonders waren bereits pathologisch verdnderte Abschnitte betroffen. Die Myelinscheide
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stellte sich teilweise verquollen dar, so dass keine Periodizitit der Myelinlamellen mehr

erkennbar war. Mitunter zeigte sie wabige Struktur. Schwannzellleiber wirkten 6dematisiert.

3.7 Kasuistik

Im Rahmen der Kasuistik wurden 57 Einzelproben bzw. etwa 17000 Einzelfasern beurteilt.
Von den insgesamt 45 Fillen zeigten 5 keine pathologischen Verdnderungen. Bei 14 Fillen
handelte es sich in erster Linie um eine primdre Myelinscheidenpathologie, bei 11 Tieren
standen primire Axonverdnderungen im Vordergrund, und weitere 11 waren gemischte
Neuropathien. 3 Fille manifestierten sich in erster Linie interstitiell, gingen aber auch mit
Verianderungen der Myelinscheide einher. In einem Fall war nur das Interstitium betroffen. Die

einzelnen Protokolle sind dem Anhang zu entnehmen.

Abb. 14: gesundes Internodium
mit deutlichen SLK's
(1137fache Vergr.)

Abb. 15: gesundes Nodium
und Paranodium
(728fache Vergr.)
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IV DISKUSSION

1. GEGENUBERSTELLUNG VON FIXATIONSBEDINGTEN ARTEFAKTEN UND AUTOLYSE ZU

ALTERSBEDINGTEN UND PATHOLOGISCHEN VERANDERUNGEN

Fixationsbedingte Verdnderungen peripherer Nerven konnen anhand der hier gewonnenen
Ergebnisse in Unter- und Uberfixierungsphinomene eingeteilt werden.

Bereits bei der Untersuchung zur Teasbarkeit von FEinzelfasern konnte diese Zuordnung
erfolgen. Bei kurzen Fixierzeiten in 1%igem Glutaraldeyd waren die Nerven sehr weich und
dadurch fragil. Zu einer durch Rigiditit und Konsolidierung bedingten Fragilitit kommt es bei
lingeren Einwirkzeiten und hoheren Konzentrationen im Sinne einer Uberfixierung. Das war

am deutlichsten bei 24-stiindiger Fixation in 6,25%igem Glutaraldehyd.

Dartiiberhinaus nimmt der Autolysegrad Einfluss auf die Teasbarkeit. Nervenproben frisch toter
Tiere waren stets am einfachsten in Einzelfasern zu trennen. Im Rahmen der Untersuchungen
wurde auch deutlich, dass die Nerven in der Regel umso schlechter zu teasen waren, je mehr
pathologische Verdnderungen sie aufwiesen. Daher erhdlt man héufig bereits hier einen
Anbhaltspunkt fiir den Grad der Erkrankung, der bei der nachfolgenden Beurteilung zu erwarten

ist.

Unter der Stereolupe war mit zunehmender Fixierung eine Tendenz zur Wellung der
Faserbiindel zu verzeichnen. Diese kann am unfixierten Nerv in situ oder auch nach Exzision
festgestellt werden, sofern die Eigenelastizitdt der Nervenfaser nicht unter pathologischen
Bedingungen verloren gegangen ist. Ihr wird in vivo eine Adaptationmdglichkeit des Nerven
an Streckungen zugeschrieben (63) und es ist anzunehmen, dass sie durch die stirkere
Fixierung der mechanischen Zugbelastung bei der Feinpréparation besser standhilt.
Vermutlich bildet sie die Grundlage der an unfixierten und ungefdrbten Nerven beobachteten

FONTANA-Spiralen (43).

Ein eindeutiger Einfluss der Fixierung auf Anfarbbarkeit und Kontrast der Teasingprédparate
hat sich nicht herauskristallisiert. Die sehr heterogenen Ergebnisse innerhalb einer Fixierreihe

an einem Tier, wie auch divergierende Ergebnisse gleicher Protokolle an verschiedenen Tieren,
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ist darauf zuriickzufiihren, dass die geteasten Einzelfasern an verschiedenen Stellen in den
Faszikeln lokalisiert waren und somit das Osmium nicht alle gleichermaflen erreichten konnte.

Artefakte in Nervenproben konnen entweder chemisch oder mechanisch induziert werden. Eine
typische chemisch bedingte Verdnderung ist die leopardenfellihnliche Tipfelung der
Myelinscheide bei Uberfixierung (Leopardentiipfelung; Abb. 16 bis 19). Sie tritt sowohl in
Teasingpriparaten als auch in histologischen Kontrollschnitten auf. Sie war am deutlichsten
bei Fixierung mit 6,25%igem Glutaraldehyd und stieg stets mit der Inkubationszeit an.
Elektronenmikroskopisch ist sie als Separierung der intraperiod lines mit strangartiger
Verquellung der bestehenbleibenden, dazwischenliegenden Lamellen zu identifizieren
(Abb.19). Vermutlich entsteht sie auf Grund der {ibermidBigen Vernetzung integraler
Membranproteine mit den Aldehydgruppen des Glutaraldehyds und einem regionalem Verlust

ihrer Adhisionsfahigkeit (7).

Die Leopardentiipfelung kann
aber auch in der Frithphase der
Autolyse beobachtet werden, was
durch den Zerfall und die Dis-

persion der Membranproteine

erklart ~werden kann. Im
Vergleich zu anderen Tierarten

scheint die Myelinscheide von

Pferden relativ unanfillig zu

ADbb. 16: Leopardentiipfelung (656fache Vergr.) sein. Das ist dem Er g ebnis des

Autolyseversuchs wie auch dem
laufenden = Sektionsgut  und
diagnostischen Einsendungen
(151) zu  entnehmen. Die
Problematik der Leoparden-
tiipfelung besteht in erster Linie
darin, dass die Detailerkenn-
barkeit der  Nervenproben
deutlich reduziert wird. Obwohl

sie wohl eher weniger mit

Abb. 17: Leopardentiipfelung (656fache Vergr.)
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Myelinscheidenpathologien verwechselt werden kann, sollte man sie einzuordnen wissen.

_tlil

Abb. 18: Leopardentiipfelung (12525fache Vergr.) Abb. 19: Leopardentiipfelung (68135fache Vergr.)

Die Leopardentiipfelung ist von Vakuolisierungen der Myelinscheide abzugrenzen. In
Teasingpriparaten stellen diese sich nicht dunkel sondern hell dar. Sie waren im Zuge
autolytischer Verinderungen (Abb. 20) und vereinzelt bei Uberfixierungen in Glutaraldehyd zu
beobachten (Abb. 21). In Semidiinnschnitten konnte hierzu interessanterweise kein Aquivalent
gefunden werden. Bekanntlich treten sie relativ konstant bei Formalinfixierungen auf. Friiher
wurde dieses Phdnomen féalschlicherweise als Neurokeratinartefakt (42) bezeichnet. Man ging
davon aus, dass sich das Myelin bei Formalinfixierung herauslost und nur ein Keratingeriist
bestehen bleibt. Eine derartige Vakuolenbildung zeigt sich sowohl in histologischen Schnitten
als auch in Teasingpriparaten. KAZUI und FUJISAWA beschreiben auch eine Vakuolisierung
der Markscheide als Alterungsphdnomen (130). Diese Beobachtung konnte im eigenen

Sektionsgut allerdings nicht bestétigt werden.

Abb. 20: Vakuolisierung bei Autolyse (560fache Vergr.) Abb. 21: Vakuolisierung bei Uberfixierung (560fache Vergr.)
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Die Myelinscheidenverquellung ist eine weitere Verdnderung, die als chemischer Artefakt im
Zuge von Uberfixierungen auftritt. Sie war dementsprechend am hiufigsten und deutlichsten
bei langer Fixierung in 6,25%igem Glutaraldehyd nachzuweisen. Hierdurch ist die
Detailerkennbarkeit in Teasingpréparaten (Abb. 22) stirker reduziert als in Semidiinnschnitten
(Abb. 23). Elektronenmikroskopisch geht sie mit Verlust der lamelldren Periodizitdt der
Myelinscheide einher (Abb. 24). Erstaunlicherweise zeigten auch einige Proben bei niedrigen
Fixierstufen aufgedunsene Myelinscheiden. Unter suboptimalen Aufbewahrungsbedingungen
wirken die Myelinscheiden im Zuge der Autolyse ebenfalls nach wenigen Stunden
aufgequollen. Daher korreliert die Myelinscheidenverquellung der niedrigen Fixierungsstufen

moglicherweise mit der einsetzenden Autolyse.

Abb. 22: Myelinscheidenverquellung
(656fache Vergr.)

s e AT s

Abb. 23: Myelinscheidenverquellung
(656fache Vergr.)

In Semidiinnschnitten kann die Abgrenzung zu beginnenden interlamelldren

Mpyelinscheidenddemen unter Umstédnden erschwert sein. Bei Teasingpriaparaten stellt sich die
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artifizielle Verquellung meist iiber die Gesamtlinge einer Faser dar, und ist daher von

lokalisierten Myelinscheidenddemen zu differenzieren.

Abb. 24: Myelinscheidenverquellung mit Periodizitéts-
verlust (6700fache Vergr.)

Bei Uberfixierung von Teasingpriiparaten trat desweiteren hiufig eine Konsolidierung von
Einzelfasern und Fasergruppen auf (Abb. 25). Sie war im Fixierversuch bei fast allen Tieren
mit Hilfe von 6,25%igem Glutaraldehyd zu induzieren und stieg mit der Inkubationszeit an.
Diese Verbackenheit beruht auf der mit steigenden Fixierungsstufen zunehmenden
Dehydratation (7). Da das gesunde Endoneurium zu mindestens 20-30% aus Wasser besteht
(201), kann man sich erkldren, weshalb die Konsolidierung unter Schonung der lipidreichen
Myelinscheide zustande kommt. Die erschwerte Trennung der Einzelfasern stellt sich ganz
dhnlich dar, wie bei Erkrankungen des Endoneuriums die mit Fibrose einhergehen. Die

Verbackenheit erschwert zudem die Beurteilung der gezupften Fasern.

Abb. 25:
Konsolidierung
(560fache Vergr.)
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Als Formverinderung kommen bei der Uberfixierung weiterhin Myelinscheideneinfaltungen in
histologischen Schnitten vor. Im Extremfall stellen sich diese als Zirkularititsverlust
markhaltiger Fasern dar. Das gleiche Bild zeigt sich allerdings auch bei axonalen Atrophien im
Zuge pathologischer (153) oder altersbedingter (130, 100, 38) Zustinde. Im Gegensatz zu den
iiberfixierten Préparaten deuten hier im Teasing parallele Linien internodaler Bereiche die
Léangsfaltung an (Abb. 54). Erstaunlicherweise war in Schnittprdparaten die mit starker
Fixierung manchmal einhergehende axonale Schrumpfung nie im Zusammenhang mit

Zirkularititsverlust der Internodien zu beobachten.

Im Zuge der Autolyse muss bei Einzelfaserpriparaten bereits ab wenigen Stunden neben der
Verquellung und der Leopardentiipfelung mit einer Féltelung der Myelinscheidenauf3enkontur
gerechnet werden. Aus ihr konnen sich bereits ab 8 Stunden post mortem Einkerbungen
entwickeln, die sich zuerst an den SLK's manifestierten (Abb. 28, links unten). Von dort aus
greifen sie zunehmend auf die gesamte Faser iiber und bilden unter Umstdnden bereits ab 12
bis 24 Stunden regelrechte Myelinscheidenprotrusionen in den axonalen Tubus. Diese stellen
sich rund bis zapfenartig dar und kdnnen vakuolisiert sein (Abb. 20). An anderen Stellen wirkt
das Myelin eher gewunden (Abb. 28, rechts oben, obere Faser). Mitunter kann aber auch die
Verquellung der Nervenfasern zu diesen Zeitpunkten so stark sein, dass Myelinstrukturen nicht
mehr eindeutig zuzuordnen sind. Allerdings gipfelt die Myelinscheidendesintegration nach
etwa vier Tagen immer in einer Fragmentation der gesamten Faser (Abb. 28, rechts oben,
untere Faser). Die Fragmente konnen hierbei wurstkettenartig aneinandergereiht sein (Abb. 27
und 28, rechts unten). Dabei ist Fragmentierung héufiger an groBkalibrigen, und die

Waurstkettenbildung eher an kleinen Fasern zu beobachten.

Im Rahmen dieser Arbeit kristallisiert sich eine ,,Wurstkettenbildung™ auch als
speziesiibergreifendes Jungtierphdnomen (Abb. 26) heraus, das von der autolytischen Variante
(Abb. 27) abgegrenzt werden muss. In Abwesenheit anderer autolytischer Verdnderungen
besteht mitunter eine Verwechslungsmdoglichkeit mit der Myelinscheidensegmentierung kleiner
Fasern im Zuge einer Wallerschen Degeneration (90). Bei grofen Fasern zerfdllt das
autolytische Myelin manchmal staubig, wodurch ebenfalls Ahnlichkeit mit Myelinovoiden bei
einer Wallerschen Degeneration entsteht. Sind die Fasern eher rechteckig segmentiert (Abb. 28,
rechts oben), konnen sie auch mechanisch bedingten Querfrakturen (Abb.38) gleichen. Die
Chronizitdt autolytischer Verdnderungen in Teasingpraparaten und ihr Erscheinungsbild, das zu

den entsprechenden Zeitpunkten zu erwarten ist, sind in Abb. 28 dargestellt.
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ADbb. 26: Jungtier-,, Wurstkette* Abb. 27: Autolyse-,, Wurstkette*
(437fache Vergr.) (280fache Vergr.)

Zu der hier im Anfangsstadium der Autolyse beschriebenen Faltung der Myelinscheide stellen
KALICHMAN et al. kontroverse Uberlegungen an (128). Zwar erwihnen sie dieses myelin
wrinkling nicht im Zusammenhang mit autolytischen Verdnderungen, aber diskutieren es als
mechanischen Artefakt und als sekundires Phinomen einer axonalen Atrophie. Sie fiihren aber
auch an, dass myelin wrinkling ebenso ohne Veridnderung des Axonkalibers beobachtet wird.
Im Rahmen dieser Arbeit stellten sich ebenfalls beide Variationen dar. Daher sind derartige
Verdnderungen der Myelinscheidenkontur stets zu erfassen, aber nicht iiberzubewerten,

sondern mit dem tibrigen Erscheinungsbild in Teasing- und Schnittpréparaten zu korrelieren.

. —————————————————————————————————————————————————————————
$td post mortem

Abb. 28: Dynamik autolytischer Verdnderungen (875fache Vergr.)

Wie bereits in Versuchen zur Gefrierdtzmethode beschrieben (206), war in Semidiinnschnitten
bei Unterfixierungen und Autolyse (Abb. 28, links oben) eine feinlamelldre Aufblitterung der
Myelinscheide zu beobachten. Sie beruht auf einer Herauslosung integraler Membranproteine

(206) und manifestiert sich insbesondere in Bereichen des nicht-kompaktierten Myelins. So sind,
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wie in Abb. 29 bis 32 dargestellt, die SLK's in Langsschnitten bei Unterfixierung in 1%igem
Glutaraldehyd filigran aufgeblattert, bei 2,5%igem Glutaraldehyd etwas scholliger, und bei
Uberfixierung in 6,25%igem Glutaraldehyd regelrecht schollig aufgedunsen. Eine #hnliche
Beobachtung konnte auBlerhalb der Versuchsreihe an Semidiinnschnitten extrem {iberfixierter
Maiusenerven gemacht werden, wobei sich hier das Schwannzellzytoplasma zusétzlich in den

axonalen Tubus wolbte (Abb. 32).

ADbb. 29: SLK’s bei 1 %igem Glutaraldehyd Abb. 30: SLK’s bei 2,5 %igem Glutaraldehyd
(1400fache Vergr.) (1400fache Vergr.)

Abb. 31: SLK's bei 6,25 %igem Glutaraldehyd Abb. 32: SLK's bei 2,5 %igem Glutaraldehyd
(1400fache Vergr.) iber 6 Tage (875fache Vergr.)

Ebenso wirkten paranodale Bereiche in Semidiinnschnitten (Abb. 34) wie Teasingpriparaten
bei Unterfixierung aufgeblittert und hell. Um sie von paranodalen Demyelinisierungen (Abb.
35) abgrenzen zu konnen (155), ist eine elektronenmikroskopische Untersuchung anzuraten.

Obwohl KRINKE et al. auch im Zuge autolytischer Verdnderungen eine paranodale
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Aufhellung feststellen konnten (138), blieb dieses Phdnomen in der vorliegenden Studie auf die

Unterfixierung beschrénkt.

Abb. 33:
paranodale Aufhellung bei
Unterfixierung (1040fache Vergr.)

Abb. 34:
paranodale Authellung bei
Unterfixierung (1040fache Vergr.)

Abb. 35:

paranodale Aufblitterung bei
Diabetes mellitus, Hd
(875fache Vergr.)

HONOVAR et al. (114) beschreiben eine Myelinscheidenaufblitterung als autolytische

Veranderung. Sie waren in den eigenen Versuchsreihen reproduzierbar. Nach einigen Tagen
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post mortem erreichen sie ein solches Ausmall, dass man von ,,Wollknéduelbildung* spricht
(228). In Teasingpriparaten findet man in paranodalen und juxtaparanodalen Bereichen

Strukturen, die den Wollknéuelen der Schnittpréparate entsprechen.

Um artifizielle Myelinscheidenaufblitterungen von pathologischen Prozessen abzugrenzen,
kann die Elektronenmikroskopie hilfreich sein. Artefakte scheinen eher extrazelluldre Anteile
der Myelinscheide zu betreffen und gehen deshalb mit einer Separierung der Myelinlamellen
im Bereich der intraperiod lines (Abb. 37) einher (161). In den vorliegenden Untersuchungen
stellte sich hierbei die Aufblitterung unterfixierter Proben mitunter genauso wabenartig dar
(Abb. 36), wie die von HONOVAR et al. beschriebene autolysebedingte (114). Pathologische
Myelinscheidenverinderungen manifestieren sich dagegen vor allem in den ehemals

intrazelluldren Anteilen der major dense lines (161).

Abb. 36:

wabenartige Aufblitterung
bei Unterfixierung
(10500fache Vergr.)

e i

Diese ultrastrukturelle Differenzierungsmdoglichkeit kann man sich auch bei dem Phédnomen der
Myelinscheidendoppelringbildung in Semidiinnschnitten zu Nutze machen. In bis zu 50% der
dick myelinisierten Fasern stellen sich die SLK's in Querschnitten derart dar (161). Im

Elektronenmikroskop sind hier eindeutig zytoplasmatische Anteile zu identifizieren. Diese
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fehlen bei einer artifiziellen Doppelringbildung unterfixierter oder autolytischer Préiparate.
Durch Fixierung in hypertonen Medien oder einer vermehrten Zugbelastung bei Priparation

oder Teasing werden die SLK s noch deutlicher hervorgehoben (138).

e,

Abb. 37:
Aufblatterung der Myelin-
scheide

major dense line
(weiller Pfeil)

intraperiod line
(schwarzer Pfeil)

(184000fache Vergr.)

An mechanisch bedingen Artefakten treten in Teasingpriparaten neben den bereits erwéhnten
Querfrakturen (Abb. 38) auch Léngsfrakturen und Quetschungen auf. Die Frakturen waren bei
allen Fixierstufen zu beobachten, wobei sie bei Fixierung mit 2,5%igem Glutaraldehyd eher
selten waren. Die Quetschartefakte betrafen ebenfalls alle Fixierstufen, wobei eine Priferenz
bei der Fixierung mit 1%igem Glutaraldehyd festzustellen war. Der hierbei entstehende
Myelinstaub kann mitunter mit pathologischer Debris oder den mit zunehmendem Alter
vermehrt auftretenden =n- (45, 236) und p-Granula (6) verwechselt werden. Bei
Unterfixierungen kann es iiberdies durch mechanische Einwirkung zur Bildung axonaler
Hernien (Abb. 41 und 42) und Subhernien (Abb. 40) kommen. Hernien gehen mit und
Subhernien ohne Axoplasmaaustritt einher. Im Querschnitt entstand hier ein hufeisendhnliches
Bild. Elektronenmikroskopisch war zu belegen, dass die Myelinscheide in diesen Bereichen

gebrochen ist und das Axon sich hernienartig vorwolbt.

Abb. 38:
multiple Querfrakturen
(560fache Vergr.)

Abb. 39:

Wallersche Degeneration
Stadium I1

(560fache Vergr.)
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Das unter anderem von KRINKE et al. (138) beschriebene beading-Phinomen, das man als
stretch-Artefakt unfixierter Nerven (138, 170, 171) oder proximal von Nervenquetschungen
(257) beobachtet hat, trat im eigenen Untersuchungsmaterial nur ein einziges Mal auf, ohne
dass dabei eine exakte pathognomonische Zuordnung getroffen werden konnte. Insgesamt
konnten innerhalb der Studie trotz einer Gesamtzahl von etwa 112400 geteasten Fasern stretch-

Artefakte vollig vermieden werden.

Abb. 40:
,axonale Subhernien
(560fache Vergr.)

Abb. 41:
»axonale Hernien*
(1400fache Vergr.)

Abb. 42:
,,axonale Hernien®
(8300fache Vergr.)
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2 VORSCHLAGE ZUR DIAGNOSTISCHEN AUFBEREITUNG DES PERIPHEREN NERVENS

Die beste Voraussetzung zur pathologischen Diagnostik peripherer Neuropathien ist der
»frische® Nerv. Das bedeutet im Falle von Biopsien eine sofortige Fixierung nach der Exzision,
und im Falle von Autopsien zusitzlich eine moglichst rasche Entnahme nach dem Tod. Aus
den eigenen Untersuchungen wurde deutlich, dass autolysebedingte Verdnderungen bereits
nach 1 bis 2 Stunden einsetzen. Die Auswertbarkeit wird mit zunehmender Autolysedauer
schlechter, wobei ab 3 bis 4 Tagen hdufig keine sicheren Aussagen iiber pathologische

Verianderungen mehr gemacht werden konnen.

GrofBlen Einfluss auf die Autolysegeschwindigkeit haben mit Sicherheit auch die Temperatur
und die Art der Aufbewahrung der Probe bis zur Fixierung. So wiesen unfixierte oder
ungekiihlte Proben aus diagnostischen Einsendungen viel schneller autolytische Verdnderungen
auf als Proben, die vor Fixierung etwa gleich lang in mit Custodiol® befeuchteter Gaze oder im
Kiihlschrank aufbewahrt worden waren.

Die fiir verschiedene Fixierstufen mit Glutaraldehyd vergebenen Scores fiir die Auswertbarkeit
der Teasingpriparate und histologischen Kontrollschnitte ergaben zusammen mit den Scores
fiir die Teasbarkeit einen Gesamtiiberblick, mit welchem Fixierprotokoll eine optimale
Auswertbarkeit mit minimalen Artefakten erreicht werden kann. Summa summarum kann eine
Fixierung in 2,5%igem Glutaraldehyd bei Jungtieren fiir etwa 2, bei alten Tieren fiir etwa 1
Stunde vorgeschlagen werden, und widerspricht damit lingeren Angaben aus der Literatur (60).
Ubereinstimmend mit friiheren Beobachtungen (27), wurde in vorangegangenen hauseigenen
Untersuchungen bestitigt, dass die Beurteilbarkeit von Feinstrukturen formalinfixierter Nerven
erheblich eingeschrénkt ist.

Im Rahmen dieser Arbeit fiel immer wieder auf, dass pathologisch verdndertes
Untersuchungsmaterial eher zu Fixations- und Autolyseartefakten neigt als gesunde Nerven.
Um bei Einsendungen diese vermeidbaren autolytischen und chemischen Artefakte zu
verhindern, wurde an Kliniken und Praxen, welche Nervenbiopsien durchfiihren, bereits von
Institutsseite 2,5%iges Glutaraldehyd und Sorensen-Waschpuffer mit den entsprechenden

Instruktionen verschickt.

Um zu testen inwieweit die manuelle Bearbeitung erleichtert werden kann, wurden
Kollagenolyseversuche mit Glycinpuffer (1) und Kollagenase (231, 145) durchgefiihrt. Per

primam wurde erprobt ob ihr Einsatz vor der Fixation sinnvoll ist. Die erste Uberlegung dabei
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war, ob das Einzelfaserteasing zu erleichtern ist, ohne dass dabei artifizielle Verdnderungen die
Diagnostik beeintrachtigen. Die Nervenproben wurden bewusst von élteren Tieren gewihlt, da
der Gehalt an endoneuralem Bindegewebe im Nerven mit dem Alter zunimmt (100, 38). Die
Teasbarkeit der Einzelfasern war durch eine fiinfminiitige Einwirkung von Kollagenase zu
verbessern, durch Glycinpuffer hingegen selbst durch ldngere Inkubationsdauer nicht. In beiden
Féllen muss bereits nach 5 Minuten mit einer geringgradig reduzierten Detailerkennbarkeit
gerechnet werden, da die Myelinscheide mitunter etwas staubig wirken kann. Trotzdem erwies
sich die Kontrastierung diinner Fasern gegeniiber unbehandelten Proben tendenziell besser, was
mit dem Eindringungsvermdgen des Osmiums zusammenhingen diirfte. Glycininkubierte

Proben konnen jedoch bereits nach 5 Minuten anfalliger fiir mechanische Artefakte werden.

In den histologischen Kontrollschnitten traten geringe Uberfixierungsphinomene der
Myelinscheide auf. Beim Einsatz von Glycinpuffer wirkten Endo- und Perineurium zusétzlich
aufgelockert. Proben, die vor der Fixierung ldnger als 5 Minuten in Glycin inkubiert wurden,
neigten zunehmend zu mechanischen und Uberfixierungsartefakten. Erstere beruhen auf dem
»Weichmachereffekt des Glycins, so dass bei langen Einwirkzeiten die Proben sogar
schlechter zu teasen waren. Zudem traten Uberfixierungsphinomene wie Leopardentiipfelung
und Myelinscheidenverquellung auch bei Teasingpriparaten auf. Ob sie auf dem Glycinpuffer
selbst oder auf ein durch ihn bewirktes erhohtes Penetrationsvermdgen fiir das Fixativum
beruhen, bleibt fraglich. Bei ldngeren Einwirkzeiten induziert Glycinpuffer sogar eine
Myelindesintegration, so dass das Myelin sich an den SLK's mitunter proglottidenartig

zusammenschiebt (Abb. 43).

bl e

(560fache Vergr.)

ADAMS et al. (1) zeigten in ihrem Versuch zur Homogenisierung von peripherem Myelin eine
elektronenmikroskopische Aufnahme nach 2-stiindiger Inkubation einer unfixierten Probe in
Glycinpuffer. Das Myelin war liber die gesamte Myelinscheide verteilt 16chrig herausgelost.

An intakten Stellen war die Periodizitit der Lamellen allerdings noch zu sehen.



122 DISKUSSION

Wurde der frisch entnommene Nerv samt dem umgebenden Gewebe in Glycinpuffer
geschwenkt, war die Feinprédparation zur Entfernung bindegewebiger Anteile bei allen Proben
deutlich leichter. Dies war auch noch nach anschlieBender Fixierung der Fall. Das Schwenken
in Kollagenase brachte einen dhnlichen, jedoch weniger ausgepriagten Effekt. LEVY et al. (145)
berichten, dass die komplette Entfernung epi- und perineuraler Anteile durch eine 1- bis 2-
stiindige Inkubation in einem Kollagenase-Trypsin-Gemisch mdglich ist. Trypsin zersetzt,
ebenso wie Glycinpuffer, Proteine unspezifischer als Kollagenase. Aus diesem Grund und
wegen seiner unter Umstdnden auftretenden Tendenz Zellmembranen zu schiddigen (145),

wurden die eigenen Untersuchungen jedoch auf Glycinpuffer und Kollagenase beschrénkt.

Aufgrund dieser Ergebnisse ist als prifixative Behandlung ein kurzes Schwenken der
Gesamtprobe in Glycinpuffer zu empfehlen. So kann der Nerv fiir die Fixierung mit wenig
mechanischem Aufwand in moglichst kleine Faszikel unterteilt werden. Nach jedem Kontakt
mit dem Glycinpuffer sollte der Nerv sofort in Waschpuffer geschwenkt werden, da ansonsten
die Nervenstrukturen vom Glycinpuffer sehr schnell angegriffen werden. Zur Erleichterung der
Teasingarbeit kann man dariiberhinaus eine 5-miniitige Inkubation in Kollagenase erwédgen. Da
sie anderen Autoren zu Folge vor allem auf die im Endoneurium vorkommenden
Kollagentypen I-III wirkt und die Endoneuralscheide aus Kollagen IV besteht (230), wére zu
erwarten gewesen, dass sie das Myelin weniger angreift als der Glycinpuffer. Dass trotz allem
Myelinstrukturen durch die Kollagenase geringgradig nachteilhaft beeinflusst wurden, kann auf
die Kontamination mit nicht-spezifischen Proteasen zurlickzufiihren sein (145). Nachteile der
Kollagenase gegeniiber dem Glycinpuffer liegen darin, dass sie nicht vorritig gehalten werden

kann und stets frisch angesetzt werden muss. Dariiberhinaus ist sie viel teurer.

Der zweite Gedankenansatz zum vergleichenden Einsatz von Glycinpuffer und Kollagenase
war dahingehend, wie ihr Einfluss auf bereits fixierte Nervenproben ist. Die Teasbarkeit konnte
hier trotz einer 60-miniitigen Einwirkzeit von Glycinpuffer nicht verbessert werden, obwohl die
Myelinscheide bereits angegriffen war. Hingegen konnte, wie auch in den Versuchen von
TATKE und DOYLE (230) beschrieben, durch 60-miniitige postfixative Inkubation in
Kollagenase die Teasbarkeit eindeutig verbessert werden. Allerdings muss auch hier in
Teasingpréiparaten mit einer geringgradig staubig wirkenden Myelinscheide gerechnet werden,
die die Detailerkennbarkeit unter Umstdnden herabsetzt. In histologischen Schnitten kann

zudem die Myelinscheide etwas angegriffen sein.
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Wurden Nerven nach Entnahme ohne vorangegangene Feinprédparation fixiert, konnte durch
anschlieBende 1-stiindige Inkubation in Kollagenase das verbliebene Bindegewebe im
Vergleich zur unbehandelten Probe ohne Substanzverlust abgezogen werden und eine
Trennung in moglichst diinne Faszikel war moglich. Nach Glycinpufferinkubation war
lediglich das Bindegewebe leichter zu 16sen, eine Trennung in moglichst diinne Faszikel
konnte nicht ohne Substanzverlust erfolgen. Daher bietet der Einsatz von Kollagenase an
bereits fixierten Proben eine gute Moglichkeit sowohl die Feinprédparation als auch die
Teasbarkeit zu verbessern. Dafiir muss eventuell eine geringgradig reduzierte
Detailerkennbarkeit in Kauf genommen werden. Proben fiir histologische Schnitte sind dabei
vor Inkubation in Kollagenase abzutrennen. Die Maoglichkeit, die Bearbeitung durch
Kollagenase nach Fixierung zu erleichtern, ist besonders im Hinblick auf Einsendungen

hilfreich, da diese oft mitsamt dem umgebenden Bindegewebes tiberfixiert sind.

Die bisher vorgeschlagenen Bearbeitungsmethoden sind neben der Anfertigung histologischer
Quer- und Léangsschnitte als ,,Standardprotokoll zur Bearbeitung von Nervenbiopsien zu
betrachten. Sind in Schnittpréparaten unklare, nicht einzuordnende Strukturen zu verzeichnen,
ist, wie auch zur Untersuchung nicht-myelinisierter Fasern, eine elektronenmikroskopische

Feindarstellung anzuraten.

Protokoll zur Bearbeitung unfixierter Nervenproben

a) falls die Fixierung nicht sofort nach Entnahme erfolgt, ist der Nerv in einer mit
Custodiol® befeuchteten Gaze in den Kiihlschrank zu verbringen

bl) Kurzes Schwenken in Glycinpuffer

b2) Kurzes Schwenken in Waschpuffer

c) Fixierung in 2,5%igem Glutaraldehyd bei Raumtemperatur:
- Proben adulter Tiere fiir eine Stunde

- Proben juveniler Tiere fiir zwei Stunden

d) Waschen in Waschpuffer
(24 Stunden im Kiihlschrank oder 4 Stunden auf dem Riittler)

e) Abtrennung und Einbettung des Anteils fiir die licht- und eventuell
elektronenmikroskopische Untersuchungen

f) Postfixierung fiir eine Stunde in 2%igem Osmiumtetroxid

2) Waschen in Waschpuffer
(24 Stunden im Kiihlschrank oder 4 Stunden auf dem Riittler)

h) Inkubation in Glycerin (reinst) iiber Nacht
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Protokoll zur Bearbeitung vorfixierter Nervenproben

a) Abtrennung und Einbettung des Anteils fiir die licht- und eventuell
elektronenmikroskopische Untersuchung

b) 60-miniitige Inkubation in Kollagenase

c) Waschen in Waschpuffer
(24 Stunden im Kiihlschrank oder 4 Stunden auf dem Riittler)

d) vgl. Protokoll zur Bearbeitung unfixierter Nervenproben: f-h)

Kommt es bei der Diagnosefindung an Teasingpréiparaten zu entsprechenden Fragestellungen,
besteht anhand fluorochromatischer oder immunhistochemischer Methoden die Moglichkeit

einer selektiven Axondarstellung.

Die mit dem Fluorochrom 5,5 -Diphenyl-9-ethyl-oxacarbocyanin (DPED) hergestellte Losung
besitzt neben ihrer Féhigkeit Myelinscheiden anzufirben (204) auch myelinolytische
Figenschaften zu besitzen. Diese Wirkung ist auf den hohen Methanolgehalt der Losung
zuriickzufiihren (204). Besonders deutlich wird das, wenn unfixierte Proben mit DPED-Losung
gefarbt werden. In den eigenen Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass sich das
Myelin unfixierter Nerven ab Inkubationszeiten von etwa 90 Minuten herauslost und DPED
sich dabei an axonale Strukturen bindet. Hierbei stellt sich das Axon diinner als in
osmiumgefarbten Kontrollpriparaten dar. Da DPED eine Bindungsspezifitit fiir B-
Faltblattstrukturen besitzt, handelt es sich hochstwahrscheinlich um kondensierte Elemente des
axonalen Zytoskeletts (154). In den eigenen Versuchsreihen erwies sich das unten aufgefiihrte
Protokoll zur Axondarstellung als empfehlenswert. Die Myelinscheide 16st sich dabei bis auf
eine dullere diinne Membran, die bestehenbleibt, heraus. Werden die Proben zwischen den
einzelnen Schritten nicht griindlich genug in Aqua bidest. geschwenkt, wird die Emission von

DPED orangefarben. Dieser Solvatochromieeffekt beruht auf der Polymerbildung in

unterschiedlich polaren Losungsmittel (154).

Abb. 44:
axonale DPED-Férbung
(560fache Vergr.)
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Protokoll zur Axondarstellung mit DPED
a) Inkubation der unfixierten Probe in DPED fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur und unter
Lichtausschluss
b) 10-sekiindiges Schwenken in Aqua bidest.
c) 10-sekiindiges Schwenken in Alkohol 30%
d) 10-sekiindiges Schwenken in Alkohol 100%
e) 10-sekiindiges Schwenken in Aqua bidest.
f) Fixierung in 2,5%igem Glutaraldehyd fiir 1 bis 2 Stunden
g) iiber Nacht in Glycerin (reinst)

Abb. 45:
axonale DPED-Férbung
(875fache Vergr.)

Dariiberhinaus besteht bei fixierten Nervenproben die Moglichkeit mittels DPED eine selektive
Farbung der Myelinscheide zu erwirken. Die Fixierung ddmmt die myelinolytische Wirkung
der DPED-Ldsung. Bei Proben, die nach der Firbung zweifach in hoheren Alkoholen
geschwenkt wurden, loste sich die Myelinscheide tendenziell trotzdem vakuolig heraus.
Divergierend zu vorangegangenen Untersuchungen am eigenen Institut (154), konnte in der
vorliegenden Studie die beste Detailerkennbarkeit der Myelinscheide erreicht werden, wenn die
fixierten Proben nach 2-stiindiger DPED-Inkubation zuerst in 30%igem und dann in 100%igem
Alkohol geschwenkt wurden. Auch bei umgekehrter Reihenfolge (100%/30%) zeichneten sich
die SLK's besonders deutlich ab.

Im Vergleich zur Osmiumfarbung leistet die DPED-Darstellung der Myelinscheide jedoch eine
geringere Detailerkennbarkeit. Bereits nach wenigen Tagen geht die DPED-Emission der
Teasingpréparate verloren, so dass eine Beurteilung immer sofort erfolgen sollte. Es ist ferner
stets darauf zu achten, dass die Losung moglichst frisch angesetzt wird, da sich ansonsten

weder Myelinscheide noch Axon deutlich anfiarben. Der Vorteil von DPED gegeniiber dem
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schleimhautreizenden Osmium liegt darin, dass es wesentlich weniger gesundheitsschadigend

ist.

Eine weitere im Rahmen dieser Doktorarbeit evaluierte Methode zur selektiven Darstellung des
Axons an Teasingpriparaten ist die whole-mount-Immunhistochemie. Die Schwierigkeit in der
Darstellung der Neurofilamente liegt erstens darin, sie als Antigen zu erhalten und zweitens fiir
die Antikorper zugidnglich zu machen (80, 82).

Glutaraldehyd modifiziert die Antigenstruktur der Neurofilamente infolge der
Aldehydvernetzung (7) derart, dass keine immunhistologische Markierung mehr moglich ist.
Bei Formalinfixierung farbten sich die Axone an, allerdings etwas unregelméfig und fleckig. In
vergleichbaren Untersuchungen (82) wurde mit Paraformaldehyd fixiert.

Dieses Protokoll gewdhrleistet den besten Antigenerhalt. In Anlehnung an Vorschlige von
FERRI et al. (82) und ERNFORS et al. (80) wurde die ,,Weichmacherwirkung® von Triton-X-
100 genutzt, um die Myelinscheide fiir die Antikdrper durchgéngig zu machen. Die Nerven
miissen vor Fixierung dennoch unter der Stereolupe einem ,,Vorteasing* unterzogen werden, da

sich sonst nur die dulerste Lage der Faszikel anfarbt.

Durch zusidtzliches Schwenken in Glycinpuffer vor der Fixierung konnte die
Durchdringungskraft der Antikorper nicht erhoht werden. Sobald die Proben bei der
Beschickung mit Chromogen die geringste Anfirbung zeigen, sind sie mit Aqua dest. zu
spiilen. 2-3 Minuten sind ausreichend, da bei langerer Einwirkzeit die Tendenz besteht, dass die
Farbung des Axons auf die Myelinscheide iibergreift.

Im Vergleich zur DPED-Firbung und auch im Vergleich zu osmiumgefarbten Priparaten stellt
sich das Axon hier deutlich breiter dar, was eventuell auf den Tritoneffekt zuriickgefiihrt

werden kann.

Alles in Allem ist zur selektiven Darstellung der Axone in Nervenbiopsien das Fluorochrom
DPED aus mehreren Griinden zu bevorzugen: Zunichst betrdgt der Zeitaufwand der
Immunhistochemie etwa 10 Tage, die DPED-Farbung kann dagegen am gleichen Tag beurteilt
werden. Dabei birgt die Immunhistochemie zusitzlich mehr potentielle Fehlerquellen, die zum
Scheitern fithren kdnnen. Dartiberhinaus stellt der Umgang mit DPED im Gegensatz zu einigen
Utensilien der Immunhistochemie wie Triton-X-100 und DAB keine vergleichbare

gesundheitliche Gefahr dar.



DISKUSSION 127

ADbb. 46:
immunhistochemische
Neurofilamentfarbung

Axon: weifler Pfeil
dufere Myelinscheiden-
begrenzung: schwarzer

Pfeil

(1400fache Vergr.)

Die sogenannte post-teasing Licht- und Elektronenmikroskopie erschliet einem die
Moglichkeit, die Fasern von auBlen und von innen zu betrachten. Techniken zur Untersuchung
von Querschnitten isolierter Einzelfasern wurden bereits vor iiber 30 Jahren beschrieben (69,
225). Obwohl es auch damals gelang bestimmte, morphologisch verddchtige Abschnitte aus
Teasingpriparaten im Schnitt wiederzufinden, hat sich die Technik wohl wegen des hohen
préparatorischen Aufwands nicht fiir die Routinediagnostik durchgesetzt. ZHAO et al. (268)
schlugen kiirzlich ein Protokoll vor, das mit Sicherheit eine hohe ,, Trefferquote™ erzielt. Es
beansprucht allerdings 11 Tage und ist sehr aufwindig und diffizil. Die in dieser Arbeit
entwickelte Methode ist deshalb dahingehend modifiziert, dass sie innerhalb von 4 Tagen
durchgefiihrt werden kann.

Die Qualitit der Einzelfaserschnitte bei Proben mit und ohne Plastikunterlage war gleich gut.
Unter dem Lichtmikroskop blieb bei beiden Methoden das Neuroparenchym sehr gut erhalten
und die Detailerkennbarkeit war optimal (Abb. 47).

Abb. 47:
post-teasing-Semidiinnschnitt

(1040ache Vergr.)




128 DISKUSSION

Im Elektronenmikroskop war die Plastikunterlage auf Grund ihrer hoheren Dichte vom
Einbettmedium zu unterscheiden, hatte aber ebenfalls keinen Einfluss auf die Qualitit der
Schnitte. Die Detailerkennbarkeit am Neuroparenchym war sehr ausgepriagt. Die Darstellung
von Myelinaufblatterungen und —vakuolisierungen, Axon-Schwannzellnetzwerken sowie
Organellen von Axon und Schwannzellen ist mit den Ultradiinnschnitten vorher nicht geteaster
Fasern vergleichbar. Sogar interstitielle Anteile wie Kollagen und Fibroblasten blieben erhalten
und es waren erstaunlich viele Remakfasern in den post-teasing Schnitten zu sehen (Abb. 48).

Es waren insgesamt nicht mehr Artefakte zu verzeichnen als in Ultradiinnschnitten vorher nicht

geteaster Praparate.

Abb. 48:
post-teasing-
Elektronenmikroskopie

(16700fache Vergr.)

Obwohl die Qualitdt der Schnitte mit und ohne Plastikunterlage gleich war, ist die Einbettung
ohne Plastik vorzuziehen, da diese Priparate aufgrund der besseren Verbindung zwischen den
Kunststoffen viel leichter zu schneiden sind. Nach Eingrenzung eines pathologischen
Merkmals auf einer Strecke von 1 bis 2 mm liegt die Wahrscheinlichkeit diese Stelle im Schnitt
zu treffen sehr hoch, sofern man etwa 6 Ebenen des Blockes schneidet. Um unnétiges Trimmen
und Schneiden zu vermeiden, sollte in jeder Ebene sofort nach Teasingdquivalenten gesucht
werden. Auf diese Weise kann dem sehr sensitiven Verfahren des nerve fiber teasings eine
spezifische Zusatzuntersuchung zur Seite gestellt werden, die selbst bei geringen

Materialmengen moglich ist. An dieser Stelle sollte allerdings erwdhnt werden, dass die
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Zupfpriparation in nicht auspolymerisierten Einbettmedien strikt unter dem Abzug zu erfolgen

hat.

Abb. 49 a:
Teasingfaser in Epon®
(875fache Vergr.)

Abb. 49 b:
Semidiinnschnitt durch
das obige Faserbiindel
(1040fache Vergr.)

Abb. 49 c:
Ultradiinnschnitt durch
das obige Faserbiindel
(26900fache Vergr.)
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3 DIE BEDEUTUNG VON TEASINGPRAPARATEN BEI DER DIAGNOSTIK PERIPHERER NEUROPATHIEN

Die Herstellung von Teasingprédparaten ldsst sich iiber hundert Jahre zuriickverfolgen. Im 19.
Jahrhundert und Anfang des 20. Jahrhunderts wurden Pionierarbeiten von Neuropathologen
und Anatomen wie REMAK, KOLLIKER, GOMBAULT und CAJAL geleistet (138). In den
70er Jahren des letzten Jahrhunderts wurde diese Methode von DYCK et al. (68) wieder
aufgegriffen und liberarbeitet. Er erstellte erstmals ein deskriptives Klassifizierungsschema zur
Beschreibung von Verdnderung geteaster Nerven bei peripheren Neuropathien des Menschen.
Dabei ordnete er Kombinationen von Verdnderungen den alphabetischen Buchstaben A bis I zu
(siehe II., 4.2.1.1). KALICHMANN et al. (128) iiben an diesen Summationskategorien
dahingehend Kritik, als dass hier durch die grofe Variabilitit innerhalb der einzelnen
Kategorien Information verloren gehen kann. Daher schlagen sie eine konkretere Beschreibung

der Einzelverdnderungen innerhalb der Fasern vor (siche II., 4.2.1.2).

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Beurteilung geteaster Nerven vorerst in Anlehnung an
diese beiden Klassifizierungsschemata. Sdmtliche in der Humanmedizin beobachteten
Verianderungen waren auf die verschiedenen Tierspezies libertragbar. Mit den Versuchsreihen
und bei der Aufarbeitung diagnostischer Fille kristallisierten sich jedoch etliche Phdnomene
heraus, die weder DYCK noch KALICHMANN bertiicksichtigen. Daher wird hier aufgrund der
eigenen Beobachtungen ein Erfassungsschema vorgeschlagen, das nicht nur mogliche
pathologische Zustinde, sondern auch mechanisch, chemisch und autolytisch bedingte
Artefakte miteinbezieht (Tabelle 25). Jede Nervenfaser ist auf die einzelnen Punkte hin zu
tiberpriifen. Treten Verdnderungen auf, soll dariiberhinaus ihr Verteilungsmuster und ihr Grad
bestimmt werden. Mit dem Schema (Abb. 50) wird ein Vorschlag gemacht, wie die
Beschreibung einzelner Veranderungen systematisch vorgenommen werden kann. Somit bietet
sich auch Personen, die sich nicht tagtiglich mit der Beurteilung von Teasingpriparaten
beschiftigen, eine Moglichkeit Verdnderungen zuzuordnen und einzustufen. Fiihrt man eine
»Strichliste® flir die erhobenen Befunde, so kann nach der Beurteilung eine Objektivierung im
Sinne einer ,,Auszdhlung® erfolgen. Auf diese Weise wird deutlich, welche Verdnderungen
davon wirklich pathognomonisch relevant sind. Nur diese flieBen letztendlich in die Bewertung
bzw. Diagnose ein, wobei auch momentan nicht zuzuordnende Phidnomene nicht
verlorengehen. Zu Beginn muss die Représentativitit der Probe abgeschitzt werden. Als
addquate Ausgangssituation bezeichnen wir 200-300 beurteilbare Fasern bei einer Linge von

etwa 5 Internodien. Konnen etwa 100 Fasern geteast werden, schidtzen wir im Gegensatz zu
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anderen Autoren (27) die Représentativitit nur als marginal ein. Eine inaddquate Menge liegt

bei weniger als 50 Fasern vor.

Tabelle 25: Erfassungsschema zu Verinderungen an Teasingpriiparaten

Repriisentativitit addquat marginal inaddquat

Technische Daten gut mittel schlecht

Anfarbbarkeit
Kontrast

Befunde

addquat hypomyelinisiert hypermyelinisiert

allgemeiner

Myelinisierungsstatus

Schwannzellen Hypertrophie Hyperplasie

Querfrakturen
Léngsfrakturen
Quetschungen
(Sub-)Hernien
Beading
Axonschwellung
Leopardentiipfelung
Vakuolisierung
Verquellung
Konsolidierung
Paranodienauthellung
paranodale Demyelinisierung
interkalierende Internodien
segmentale Demyelinisierung
segmentale
Hypomyelinisierung
Myelinscheidenwellung
Myelineinfaltungen
Myelinovoide
Fragmentierung der
Myelinscheide

Stadium I Stadium II Stadium III Stadium IV

eindeutige
Wallersche Degeneration

Digestionskammern
zystische
Myelinscheidenddeme
Schwannzelleinschliisse
Globoide
Tomakula
Fading Fibers
Gewebsreste

Zellinfiltrate intratubar extratubar
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Je dunkler die Farbung des Feldes ist, dest hoher liegt die Wahrscheinlichkeit, dass es sich

hierbei um einen Artefakt handelt. Bei diesen Merkmalen sind zur Absicherung andere

Indikatoren fiir kiinstliche Nervenverdanderungen zu tiberpriifen.

Qualitiit der Verinderung

Abb. 50:
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Die Einzelfaserdiagnostik am geteasten Nerven kann jedoch die {ibliche Schnittdiagnostik
keinesfalls ersetzen, da mesenchymale Anteile des Nervens nur begrenzt und nicht-
myelinisierte Fasern gar nicht beurteilt werden konnen. So kann diagnostisch wichtige
Information iiber Epi-, Peri- und Endoneurium verlorengehen. Zwar stellen sich mitunter
Mastzellen und intra- bzw. extratubiare Makrophagen an Teasingprdparaten dar, aber eine
quanti- und qualitative Aussage iiber interstitielle Infiltrate (27) und eine Beurteilung von
Veridnderungen endoneuraler Zellen (98) und extrazelluldrer Matrix ist nicht moglich. Daher
konnen insbesondere entziindliche Verdanderungen, vor allem im Stadium vor der Infiltration,
nur mit Schnittprdparaten erfasst werden. So geht die Befundung endo- und perineuraler
Odeme und vaskulirer Alterationen (161, 60) bei alleiniger Beurteilung geteaster Fasern ohne
histologische Kontrollschnitte verloren. Obwohl vereinzelt Blutgefdle in Teasingpriparaten
vorkommen, kdnnen vaskuldre Verdnderungen hier ebenfalls nicht erkannt werden.

Abgesehen davon, dass die Klassifizierung von Tumoren des peripheren Nervens nur mit
speziellen Methoden an Schnittpriparaten erfolgen kann (202, 177), koénnen auch
Tumormetastasen im Teasingprdparat nicht erfasst werden. Dariiberhinaus sind
Ultradiinnschnitte zur Beurteilung sensorischer und vegetativer Remakfasern Voraussetzung
(129). In der Humanmedizin kann bereits der klinische Vorbericht, wie beispielweise ein
Sensibilitdtsverlust, Hinweise auf mildere Verdnderungen an nicht-myelinisierten Fasern geben
und eine Indikation fiir eine Nervenbiopsie darstellen (213). Bei Tieren werden derartige
krankhafte Prozesse in der Regel erst in fortgeschritteneren Stadien durch Automutilation (229)
fir den Besitzer deutlich. Daher stammen Nervenbiopsien in der Tiermedizin fast
ausschlieBlich von Tieren mit motorischen und propriozeptiven Defiziten.

Dennoch sind geteaste Nervenfasern in der Diagnostik peripherer Neuropathien unverzichtbar.
Nur sie ermdglichen myelinisierte Fasern in ithrem Verlauf zu beurteilen und pathologische
Verianderungen in ihrem Ausmall entlang der Nervenfaser darzustellen (87). Deswegen kann
insbesondere die Wallersche Degeneration in Einzelfaserprdparaten optimal erfasst werden
(138). Histologische Schnitte spiegeln dagegen nur eine Momentaufnahme des geschnittenen
Bereichs wider, ohne dass eine Aussage liber die Kontinuitdt der Verdanderung an der Faser
gemacht werden kann. Selbst bei der Anfertigung von Folgeschnitten ist eine Einzelfaser nicht
iiber die im Teasing erreichte Distanz zu verfolgen. Dazu kommt, dass die Fasern im Verlauf
ihre Position sowohl innerhalb des Biindels als auch zwischen den Biindeln wechseln konnen
(27) und sie daher in weiteren Schnittebenen unter Umstinden nicht mehr eindeutig

zuzuordnen sind.
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Auch segmentale Verdnderungen, wie beispielsweise segmentale Demyelinisierungen (213),
konnen genauso wie interkalierende Internodien als solche nur mit Hilfe von Teasingpréiparaten
angesprochen werden (161, 27). Das Auftreten von interkalierenden Internodien im
Zusammenhang mit Demyelinisierungen spricht eindeutig fiir einen regeneratorischen Prozess
(27). In Schnitten sind dabei haufig nur hypomyelinisierte Fasern zu verzeichnen (215). Wenn
hier zusatzlich eine Hyperplasie von Schwannzellen auftritt, kann das als ein Bestreben zur
Remyelinisierung interpretiert werden. Allerdings ist es kaum moglich, einen eindeutigen
Remyelinisierungserfolg nach einer Demyelinisierung im Schnitt zu belegen. So geht wertvolle
Information in Bezug auf die Prognose verloren. Genauso leicht konnen umschriebene
Veranderungen wie beispielsweise Tomakula untergehen, wenn nicht genau der entsprechende
Bereich geschnitten wird (161). Ohne weitere Korrelate kann auch eine lokal begrenzte
Verdnderung an der Faser, wenn sie in Schnittpridparaten getroffen wurde, fiir generalisiert

gehalten, oder eine generalisierte Verdnderungen als lokale missinterpretiert werden.

Dariiberhinaus konnen Verdnderungen an geteasten Fasern eindeutig nodalen, paranodalen
oder internodalen Bereichen zugeordnet werden. Wird in einem Schnitt beispielsweise hdufig
der Knotenbereich angeschnitten, kann das den Eindruck von vielen ,,nackten* Axonen (12)
vermitteln. Werden vermehrt paranodale Bereiche getroffen, besteht Verwechslungsgefahr
dieser kleeblattdhnlichen Abschnitte (12) mit einem pathologischen Zirkularititsverlust. In
Teasingpriparaten miisste sich in diesem Fall eine Lingsfaltung des Myelins in internodalen
Bereichen abzeichnen (153). Wenn dagegen vermehrt Bereiche der SLK's angeschnitten
werden, so ist eine Elektronenmikroskopie zur  Abgrenzung pathologischer
Mpyelinscheidenautblitterungen (212) oder auch von stretch-Artefakten (161) von Noten. Das
kann aus unserer Erfahrung heraus unterbleiben, wenn Teasingpriparate in diesen Bereichen

unverdndert sind.

4 KORRELATIVE NEUROPATHOLOGIE DES PERIPHEREN NERVENS ANHAND EINIGER FALL-

BEISPIELE

Dysfunktionen des peripheren Nervens beruhen entweder auf homoostatischen Verschiebungen
im Endoneurium, die sich sekundir auf die Nervenfunktion auswirken, oder auf Erkrankungen
des Neuroparenchyms per se (254, 20). Hierbei kann zwischen demyelinisierenden und

axonalen Prozessen sowie gemischten Neuropathien unterschieden werden (254).
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In Teasingpréparaten stellt sich auf Grund ihrer Osmiophilie vor allem die Myelinscheide dar.
Da axonale Verdnderungen die Myelinscheide stets sekundér beeinflussen (251), lassen sie sich
hieriiber indirekt erfassen. In den gezupften Einzelfasern konnen axonale
Primirschidigungen in zwei Formen auftreten. Einerseits ist die Wallersche Degeneration
(251) anhand ihrer typischen Myelinscheidenfragmentierung zu beobachten. Sie beruht auf
einer strukturellen (17) oder funktionellen (19) Kontinuititsunterbrechung des Axons.
Andererseits treten primér axonale Verdnderungen auch als reine Atrophie ohne unmittelbare
Kontinuitatsunterbrechung auf. Sie gehen vom Axon oder vom Zellkdrper selbst aus, und sind
dann als somatogen zu bezeichnen (214), oder sie treten als Folge einer Erkrankung des

Endorgans Muskel auf.

Je nach Stadium zeigt sich die klassische Wallersche Degeneration distal der Lésion zuerst in
einer Aufblitterung, dann in einer Segmentierung der Myelinscheide im Bereich der SLK's
(Stadium I wund 1II). Interessanterweise konnten GHABRIEL und ALLT (90) in
ultrastrukturellen Untersuchungen darlegen, dass diese Myelinsegmentierung von den
intraperiod lines neben den Zytoplasmataschen der SLK's ausgeht. AnschlieBend entsteht eine
lineare Reihe an Myelinovoiden, die degeneriertes Myelin und Axonsegmente enthalten
(Stadium III) (90). CAJAL (Hinweis bei 229) bezeichnet solche Strukturen als
Digestionskammern. Wir hingegen umfassen mit diesem Begriff auch kammerartige
Verdauungsvakuolen, die bei primédren Demyelinisierungen auftreten kdnnen und keine
Axonsegmente enthalten miissen. Im Rahmen der Wallerschen Degeneration zerfallen diese
Ovoide letztlich, wobei auch das Axon dann nicht mehr zu erkennen ist (Stadium IV) (128). All
diese Prozesse distal der Lidsion treten synchron auf (58). Dagegen verhalten sich
Verdnderungen im Bereich proximal der Lasion asynchron und aufsteigend (37). Dabei sind
héufig axonale Schwellungen zu beobachten (41). Im Zuge dieses dying-back (36) spricht man

von einer Wallerian like degeneration (68).

Bei der Gruppe von degenerativen Nervenerkrankungen, die unter dem Begriff distale dying-
back Neuropathien zusammengefasst sind, und hereditiren wie toxischen Ursprungs sein
konnen (223), ist gerade diese Wallerian like degeneration in den Spitstadien ein typisches
Erkennungsmerkmal. Die Mehrzahl dieser Erkrankungen weist eine Faserselektivitit auf und
betrifft in diesem Sinne bevorzugt grofkalibrige Fasertypen (211). Im Teasing kann die distale
Hauptmanifestation sehr gut angesprochen werden. Im Vergleich zu Krankheiten, die mit

einem deutlichen Myelinscheidenzerfall einhergehen (siehe oben), ist die reine Axonatrophie
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nicht so leicht zu erkennen. Die Myelinscheidenaufenkontur stellt sich hier oftmals gefaltelt
dar (72), was mitunter bis zum myelin wrinkling hin ausgeprégt sein kann (128). Deutlich wurde
dies bei einem jungen Leonberger mit hereditdrer Axonopathie aus der Reihe der Kasuistikfille
(VK1). Er wies eine derartige gefiltelte AuBenkontur iiber die gesamten Segmente aller
groBkalibrigen Fasern auf, wobei hier insbesondere an den Paranodien eine hochgradige
Mpyelinscheideneinfaltung zu beobachten war (Abb. 51 und 52). Licht- und
Elektronenmikroskopie bestétigten einen atrophischen, hochgradig kondensierten axonalen
Innenkorper. Diese axonale Atrophie fiihrte zu einer Denervation der Muskulatur, die in der
Elektromyographie anhand der pathologischen Einstichaktivitit nachgewiesen werden konnte.
Da diese in proximalen Gliedmalenabschnitten weniger deutlich ausgepréagt war, ldsst sich ein
Hinweis auf eine distale Hauptmanifestation ableiten. Die Verminderung der
Nervenleitgeschwindigkeit, die in der Regel eher fiir eine primidre Verdnderung der
Myelinscheide spricht, ist hier auf die Betroffenheit der grofkalibrigen Fasern, die sich
pathomorphologisch abzeichnet, zuriickzufiihren. Da es sich bei diesem Fasertyp in erster Linie
um Motoneurone und propriozeptive Fasern handelt, lassen sich auch die im Rahmen der
neurologischen Untersuchung festgestellten propriozeptiven Defizite und stark reduzierten

spinale Reflexe erklaren.

Abb. 51:
paranodale Auffaltung
(875fache Vergr.)
R
Abb. 52:

axonale Atrophie und
paranodale Auffaltung
im Querschnitt
(1400fache Vergr.)
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Wie sich in den eigenen Beobachtungen an Teasingprdparaten herauskristallisierte, konnen

neben diesen Myelinscheidenauffaltungen auch Léngsfalten der Myelinscheide in internodalen

Bereichen als Indiz fiir eine axonale Atrophie gewertet werden (Abb. 54).
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Abb. 53:

gekerbte Faserquer-
schnitte

(1400fache Vergr.)

Abb. 54:

internodale Langsfaltung
der Myelinscheide
(875fache Vergr.)

Erkrankungen der Myelinscheide selbst werden als demyelinisierende Neuropathien
bezeichnet (20). Aus pathomorphologischer Sicht scheint es treffender, von einer funktionell
demyelinisierenden Neuropathie zu sprechen, da die Verdnderungen der Myelinscheide nicht
unbedingt mit einem Verlust an Myelinsubstanz eingehen miissen.

Bei vielen Erkrankungen nehmen die pathologischen Verdnderungen im Paranodium ihren
Ursprung (209). Einerseits kann das Myelin hier dann diinner oder herausgeldst wirken, oder
andererseits der Schniirringbereich ldnger erscheinen (128). Kommt es zur Remyelinisierung in
diesem Abschnitt, so entsteht ein interkalierendes Internodium (vgl. 11.,4.2.3.2). Anfangs ist es
nicht nur kiirzer, sondern auch diinner als die restlichen Internodien (225). Daran kann man
eindeutig einen remyelinisierenden Prozess erkennen (27). Nach WELLER und NESTER (260)
treten interkalierende Internodien nur bei Fasern auf, deren Durchmesser mehr als 5 pum
betriagt. Daher ist bei diinnkalibrigen Fasern nie ein primédrer Markscheidenzerfall, der von den
Paranodien ausgeht, zu erwarten. Aus diesem Grund ist selbst bei Teasingpridparaten der
primidre Myelinscheidenzerfall kleiner Fasern von einer Ovoidbildung im Sinne einer
Wallerschen Degeneration schwer zu unterscheiden.

Ist ein ganzes Internodium von der Demyelinisierung betroffen, bezeichnet man sie als
segmental. Nach KALICHMAN et al. (128) ist sie am eindeutigsten in ithren Anfangsstadien
erkennbar, wenn von Makrophagen phagozytierte Myelindebris um ein intaktes Axon herum
akkumuliert. Die Makrophagen penetrieren vorher die Basalmembran der Schwannzellen,
meist im Bereich der Ranvierschen Schniirringe, und separieren das Schwannzellzytoplasma

von seinem Myelin. Dieser Vorgang wird als myelin stripping bezeichnet (161). Nach eigenen
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Einschitzungen kann man auch von einer segmentalen Demyelinisierung sprechen, wenn ein
Axon entlang eines ganzen Segments frei von Myelin ist. Remyelinisierungen in diesen
Bereichen zeichnen sich durch eine diinne Myelinscheide aus und sind ohne Kenntnis der
Kinetik korrekterweise nur als Hypomyelinisierungen zu beschreiben (128).

Bei einem Pyrendenschiferhund mit demyelinisierender Neuropathie aus unserer
Kasuistikreihe (VK2) war neben paranodalen Demyelinisierungen das Phidnomen besonders
des myelin strippings besonders deutlich ausgeprégt. Bereits die Elektrodiagnostik wies mit der
stark verlangsamten Nervenleitgeschwindigkeit und der zeitlichen Dispersion des
Muskelsummenaktionspotentials eindeutig auf eine demyelinisierende Erkrankung hin. Da
pathomorphologisch keinerlei Anzeichen von Remyelinisierung zu verzeichnen waren und es
sich vorberichtlich um einen chronisch progredienten Verlauf handelte, ist der Fall

prognostisch eher als vorsichtig einzustufen.

Abb. 55:

Makrophage verschafft
sich Zutritt am Schniir-
ring

(1400 fache Vergr.)

Auch bei primdrem Markscheidenzerfall konnen dariiberhinaus Myelinovoide entstehen, deren
Abgrenzung zu den Fragmenten der Wallerschen Degeneration schwierig sein kann. Das trifft
aus den oben genannten Griinden besonders auf die diinnkalibrigen Fasern zu. Da Wallersche
Degenerationen nach distal immer die ganze Faser gleichzeitig betreffen, ist bei uni- oder
oligosegmental auftretenden Ovoiden von einem primédren Markscheidenzerfall auszugehen.
Im Zuge von primédr demyelinisierenden Prozessen konnen auch die bereits angesprochenen
Digestionskammern entstehen. Nach unseren Beobachtungen enthalten sie stets Debris. Daher
sind wir dazu iibergegangen, sie von anderen kammerartigen Auftreibungen der Myelinscheide
zu differenzieren. Als solche konnten wir fokale Myelinscheidenddeme oder -liquifizierungen
feststellen. SPENCER und THOMAS (225) bezeichneten vergleichbare zystische
Erweiterungen als myelin bubbles, obwohl sie mitunter auch osmiophile Strukturen darin

beobachten konnten. Besonders eindriicklich zeigten sich diese primdr myelinopathischen



DISKUSSION 139

Bilder mit multiplen Digestionskammern und zystischen Myelinscheidenliquifizierungen bei
einem Belgischen Schiferhund (VK3) aus unserer Kasuistikrethe (Abb. 56). Die
Elektrodiagnostik wies aufgrund einer geringgradigen Denervation in den distalen Abschnitten
aller GliedmaBlen, sowie aufgrund einer fehlenden Stimulierbarkeit der Nerven an den
Hintergliedmalen und eines verbreiterten und amplitudenreduzierten
Muskelsummenaktionpotentials an den Vordergliedmalen, auf eine gemischte Polyneuropathie
hin. Zwar traten auch pathomorphologisch vereinzelt Anzeichen fiir eine axonale Schadigung
auf, aber aufgrund der bereits genannten, massiven Primérverinderungen an der
Myelinscheide, war histopathologisch eindeutig eine demyelinisierende Neuropathie
festzustellen. Die axonalen Verdnderungen lassen sich hier auf die erkrankte Markscheide

zuriickfiihren, da die myelinbildenden Zellen bekannterweise einige fiir das Axon wichtige,

trophische Faktoren exprimieren (19) (vgl. I1., 4.1).

v

Abb. 56:
Digestionskammer mit
Makrophage

(875fache Vergr.)

Neben all den bisher genannten Verdnderungen der Myelinscheide, die sich in
Teasingpriparaten durch eine Reduktion der Myelinsubstanz hervortun, kommen bei
demyelinisierenden Neuropathien auch umschriebene Hypermyelinisierungen in Form von
Globoiden (11) und Tomakula vor (200). Sie entstehen durch verschiedene genetische und
erworbene Defekte definierter Myelinscheidenproteine (10, 194, 200), auf die im Literaturteil
bereits genauer eingegangen wurde (vgl. 11.,4.2.3.3). Per definitionem diirfen nur
Mpyelinverdickungen die iiber 150% des Gesamtfaserdurchmessers betragen als tomakulér

bezeichnet werden (245). BEHSE et al. (11) geben an, dass die eher wurstférmigen, nicht
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abgesetzten Tomakula Durchmesser von bis zu 40 um, die abgesetzten Globoide hingegen nur
zwischen 8 und 12 pm aufweisen. In Anlehnung an DYCK et al. (68) unterscheiden wir diese
beiden Strukturen nur auf Grund ihrer Form, da mitunter auch sehr grofe Globoide zu

beobachten sind.

Abb. 57: zystisches Myelinscheidenddem mit intratubdrer Abb. 58: mit atrophischem Axon
Makrophage (875fache Vergr.) (13450fache Vergr.)

Haufig aber zeigen sich bei Neuropathien demyelinisierende und axonale Prozesse in ihrer
pathomorphologischen Auspriagung von Beginn an gleich stark. In diesem Fall spricht man von
einer primir gemischten Neuropathie. Ein gutes Beispiel aus der Kasuistikreihe ist ein
Bobtail mit gemischter Polyneuropathie (VK4). Digestionskammern, zystische
Myelinscheidenerweiterungen, Myelinovoide, Tomakula und komplett demyelinisierte
Abschnitte zeigten sich ebenso wie fortgeschrittene Stadien der Wallerschen Degeneration und
Myelinscheideneinfaltungen groBkalibriger Fasern. Bereits die Spontanaktivitit, die deutlich
reduzierte Nervenleitgeschwindigkeit und Verdnderungen der Muskelsummenaktionspotentiale
in der elektrodiagnostischen Untersuchung lieBen massive Verdnderungen beider
neuroparenchymatdser Komponenten vermuten. Die Hochgradigkeit der Schidigung sowohl an
den Mpyelinscheiden als auch an den Axonen konnten durch die nachfolgende

pathomorphologische Untersuchung belegt werden.

Abb. 59:
primédrer Myelinscheiden-
zerfall neben Wallerscher
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Das Auftreten von Dysfunktionen des peripheren Nervens wird in der Tiermedizin nach wie
vor in Héufigkeit und Relevanz unterschitzt. Mit Hilfe der klinisch-neurologischen
Untersuchung kann beispielsweise die Aussage getroffen werden, ob eine Erkrankung des
unteren motorischen Neurons vorliegt. Anhand elektrodiagnostischer Untersuchungen kann
dies verifiziert, und eine Aussage darliber gemacht werden, inwieweit sie sich auf die
Innervation des Endorgans Muskel auswirkt. Mitunter ist auch eine Zuordnung in axonale und
demyelinisierende Erkrankungen mdglich. Allerdings ist hier der Graubereich relativ grof3 und
eine grofle Erfahrung des Untersuchers ist Vorraussetzung fiir die konkrete Diagnose. Eine
eindeutige Zuordnung ist oft erst auf Grund pathomorphologischer Befunde moglich. Diese ist
von prognostischer Relevanz, da primir demyelinisierende Neuropathien prinzipiell eine
bessere Prognose haben als axonale. Dariiberhinaus kann nur anhand von Nervenbiopsien die
regeneratorische Kapazitit bei lediglich einmaliger Untersuchung festgestellt werden (60).
Dabei ist die Beurteilung von gezupften Einzelfaserpriparaten nicht nur als hilfreich, sondern
als unerldsslich anzusehen. Zur &tiopathogenetischen Diagnosefindung ist die alleinige
Beurteilung von gezupften Nervenfasern allerdings meist nicht ausreichend. Daher bietet die
Kombination von Teasingpriparation und histologischen Schnitten eine optimale Moglichkeit

zur standardméafigen pathomorphologischen Aufarbeitung peripherer Neuropathien.
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V ZUSAMMENFASSUNG

In der Tiermedizin bietet die Nervenbiopsie bei der Diagnostik peripherer Neuropathien eine
sinnvolle Ergdnzung zu klinisch-elektrodiagnostischen Untersuchungen. Hierbei konnen neben
Licht- und Elektronenmikroskopie insbesondere Nervenzupfpréiparate einen wertvollen Beitrag
leisten. Nur sie ermdglichen myelinisierte Fasern in ihrem Verlauf zu beurteilen und
pathologische Verdnderungen in ihrem AusmaBl entlang der Nervenfaser darzustellen.
Dariiberhinaus ldsst sich hier die regeneratorische Kapazitit myelinisierter Fasern am
eindeutigsten erfassen.

Voraussetzung zur Beurteilung von Nervengewebsproben ist einerseits die Kenntnis iiber
pathomorphologische Verdanderungen. Andererseits diirfen aber auch fixierungsbedingte und
autolytische Phidnomene nicht unterschitzt werden, da diese nicht nur die Diagnostik
erschweren, sondern auch zu Fehlinterpretationen fiihren kénnen. Ziel des ersten Teils dieser
Arbeit war es daher, artifizielle und autolytische Verédnderungen in ihrer Reinform darzustellen.
Anhand von etwa 51300 Einzelfasern aus 171 Proben konnten durch unterschiedliche
Fixierprotokolle Uber- und Unterfixierungsphinomene aufgezeigt werden. Ubereinstimmend
mit der Literatur kann fiir eine moglichst artefaktfreie Darstellung ein Fixiermodus von 1 bis 2
Stunden in 2,5%igem Glutaraldehyd empfohlen werden. Dariiberhinaus wurde deutlich, dass
autolytische Verdnderungen bereits nach 1 bis 2 Stunden post mortem in geringem Malle
auftreten konnen, und die Beurteilung von Nervenbiopsien nach 3 bis 4 Tagen aufgrund
hochgradiger Myelinscheidendesintegrationen kaum mehr méglich ist.

Anhand der Erkenntnisse, die innerhalb dieser Versuchsreihen gewonnen wurden, gekoppelt
mit pathologischen Phdnomenen, die im Rahmen einer Fallstudie an etwa 17000 Einzelfasern
von 57 Proben beobachtet wurden, konnte ein Erfassungsschema erstellt werden, das eine
objektive Beurteilung gezupfter Nervenfasern ermdglicht. Zudem wurden beispielhaft klinische
Erscheinungsbilder einiger dieser Kasuistikfille mit ihren neuropathologischen Befunden

korreliert.

Um die Trennbarkeit von Fasern bei der Herstellung von Teasingprdparaten zu verbessern,
wurde der Einsatz von kollagenolytisch wirkenden Substanzen an etwa 15700 Einzelfasern von
72 Proben nach verschiedenen Protokollen untersucht. Dabei erwies sich eine I-stiindige
Inkubation bereits fixierter Nerven in Kollagenase als sehr empfehlenswert. Diese Erkenntnis

ist besonders hilfreich im Hinblick auf eingesandte Nervenbiopsien, die hdufig iiberfixiert sind.
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Der ebenfalls kollagenolytisch wirkende Glycinpuffer kann hierzu nicht empfohlen werden.
Allerdings kristallisierte sich in den Versuchsreihen heraus, dass bei unfixierten Nervenproben
ein kurzes Schwenken in Glycinpuffer die Feinpréparation zur Entfernung bindegewebiger
Anteile erleichtert.

Mitunter kann auch die geringe Probenmenge bei Einsendungen der limitierende Faktor fiir die
Diagnostik sein. Mit Hilfe von post-teasing-licht- und elektronenmikroskopischen
Untersuchungen kann diesem Problem jedoch erfolgreich entgegengetreten werden. Neben
neuroparenchymatdsen Komponenten konnten auch interstitielle Anteile dargestellt werden
und eine gezielte licht- und elektronenmikroskopische Untersuchung auffilliger Strukturen
innerhalb der gezupften Fasern war moglich.

Um die diagnostische Aussagekraft zu erweitern, wurden Verfahren zur selektiven Darstellung
neuroparenchymatdser Komponenten an gezupften Einzelfasern etabliert. Mit Hilfe des
Fluorochroms 5,5°-Diphenyl-9-ethyl-oxacarbocyanin war in Abhidngigkeit von der
Vorbehandlung sowohl eine Myelinscheiden- als auch als auch eine Axondarstellung moglich.
Immunhistochemisch fand im Sinne einer whole-mount-Methode ein Antikdrper gegen
Neurofilamente Anwendung, wobei nur mit einer initialen Fixierung in Paraformaldehyd eine
addquate und regelmifige Axonmarkierung entlang der Fasern zu erreichen war, so dass die

fluorochromatische Axondarstellung vergleichsweise effizienter ist.
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VI SUMMARY

NERVE FIBER TEASING AS A DIAGNOSTIC AID IN DETECTION OF PERIPHERAL

NEUROPATHIES — METHODOLOGY AND INTERPRETATION

Nerve biopsies are widely used for the investigation of peripheral neuropathies in man and
animals in addition to clinical and electrodiagnostic evaluation . Besides light- and electron
microscopy, single nerve fiber teasing provides a convincing method in the approach of a
correct diagnosis. It is the only practable method for inspection of myelinated fibers along their
path. Moreover, teasing preparates are most indicative for the regenerative capabilities of
myelinated fibers.

Besides knowledge of pathomorphological alterations, the investigator needs some experience
in identifying artefacts and autolytic changes since they can look very alike and, thus, may lead
to misdiagnosis. Therefore, it was the aim of this study to provoke pure artificial and autolytic
changes in peripheral nerves. For evaluating divergent fixation-protocols, 171 samples were
taken to prepare about 51300 single teased fibers. Like this, phenomena of delayed fixation as
well as of hyperfixation could be described. To avoid artefacts, we recommend a fixation in
2,5% glutaraldehyde for 1 to 2 hours. Minor autolytic changes could already be observed 1 to 2
hours post mortem. Interpretation became nearly impossible due to desintegration of the myelin
sheath after 3 to 4 days .

Those results, together with the samples of 57 selected cases (17000 single teased fibers)
enabled to establish a list of phenomena seen with pathology, artefacts or autolysis. This
categorization substantially increases objective diagnosis when evaluating teased fibers.
Additionally, clinical signs were correlated with their neuropathological findings.

In order to improve the separation of nerve fibers, the value of collagenolytic agents was
investigated. About 15700 single fibers from 72 samples were slided. Teasing of samples that
had already been fixed could be improved by incubation in collagenase for 1 hour. These
findings proved very helpful for investigating referred biopsies which often arrive in a
hyperfixed state. Collagenolytic glycin buffering is not advisable in this case, although it did
facilitate the removal of the connective tissue of unfixed nerves, when samples were bathed in
it.

Moreover the often sparse amount of biopsied material can be the limiting factor of diagnosis.

Therefore, post-teasing-light and electron microscopy is a useful approach. Even interstitial
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components can be visualized, and treatment allows for a correlation of suspicious regions
within teased fibers with cross-section investigations.

To widen the diagnostic range different methods to stain single components of teased fibers
were evaluated. The thus established labelling of myelin sheathing or of the axon, respectively,
by different staining protocols for the fluorochrome 5,5 -diphenyl-9-ethyl-oxacarbocyanine is
helpful. This procedure for axonal investigation proved superior to whole-mount-
immunohistochemical approaches as only established the paraformaldehyde fixation allowed

for a selective staining of neurofilaments along the entire axon.



146 ANHANG

VII Anhang

1 UNTERSUCHUNGSPROTOKOLLE DER KASUISTIK

VK1

Teasing: hochgradige Einfaltung der Myelinscheide im Bereich der Paranodien, sowie hochgradig
gefiltelte AuBenkontur iiber die gesamten Segmente in allen groBkalibrigen, stark myelinisierten
Fasern; einzelne Wallersche Degenerationen der Stadien I-111.

DPED-Teasing: hochgradige multifokale Aufblitterung der SLK's, hochgradige allgemeine
Mpyelinscheidenauf- und einfaltung, unter besonderer Bevorzugung der Paranodien.

Semidiinnschnitt: multifokale Einfaltungen der Myelinscheide, bevorzugt paranodal, mit
intussuszeptionsartigen Einstiilpungen und atrophischem, hochgradig kondensiertem axonalen

Innenkdrper.

VK2

Teasbarkeit: verhiltnisméBig schwierig, hohe Rigiditit.

Teasing: Anzeichen fiir Fibrose; zahlreiche Makrophagen in Knotenbereichen; eine knopfartige MS-
Erweiterung mit intratubar liegender Makrophage; segmentaler Myelinscheidenzerfall, abschnittsweise
mit Weitung der Myelinscheide und hochgradiger Akkumulation von Myelindebris mit zahlreichen
extra- und intratubdr sichtbaren Makrophagen; multiple anisometrische Paranodien; multifokale
paranodale, meist unilateral beginnende Demyelinisierung mit Myelinscheidenaufblitterung;
zapfenartige Einfaltung der MS Richtung Axon; MS wirkt mitunter kollabiert - oftmals nur schmaler
Spalt fiir Axonverlauf; einige Fasern mit Myelin-Outpouchings; einige demyelinisierte Segmente in
einer von Outpouchings betroffenen Faser; zahlreiche Tomakula in einer grofkalibrigen Faser.
Schnellschnitt: mittelgradiger Einbettungsartefakt; mittelgradige allgemeine Doppelringbildung;
einzelne  Myelinscheidenprotrusionen nach adaxonal; in einzelnen Faszikeln zahlreiche
hypomyelinisierte groBkalibrige Fasern und vakuolisierte Paranodien; zahlreiche intratubére

Makrophagen.

VK3
a)N. fibularis:
Teasing: Anzahl strukturloser Fasern sehr hoch; Myelinscheide para- und internodal vielfach blasig-

O0dematds aufgetrieben; multiple Digestionskammern; erhaltene Fasern hypomyelinisiert; viele intra-
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und extratubdre Makrophagen mit Myelindebris, sowie Myelindebris in Schwannzellen; vereinzelt
Wallersche Degenerationen Stadium II-1V.

Semidiinnschnitt: allgemeine deutliche Hypomyelinisierung von Nervenfasern mit deutlichem
Zirkularitétsverlust; vereinzelt Phagozyten.

b) N. tibialis:

Teasing: Myelinscheiden vielfach 6dematds aufgetrieben, zum Teil mit kammerartiger Liquifizierung
des Myelins; multiple Digestionskammern; vielfach interkalierende Internodien; einige Wallersche
Degenerationen Stadium I-III.

Semidiinnschnitt: geringgradige endoneurale Fibrose; deutliche Myelinscheidenaufblétterung mit
Auseinanderdringung der Lamellen bei zum Teil atrophischen Axonen; ansonsten wie N. fibularis.

¢) N. ulnaris:

Teasing: multisegmentale Myelinscheideneinfaltungen; mitunter interkalierende Internodien;

Semidiinnschnitt: wie N. fibularis

VK4

a)N. ischiadicus proximal:

Teasing: Vielfach zystische Myelinscheidenauftreibungen und Digestionskammern; mitunter
Myelinovoide; gehduft Wallersche Degenerationen Stadium II-III; vereinzelt interkalierende
Internodien; vermehrt Philips-Typ-I Schniirringe.

Semidiinnschnitt: hochgradiges subperineurales und geringgradiges endoneurales Odem; vereinzelt
endoneurales Ceroid; allgemeiner hochgradiger Verlust myelinisierter Nervenfasern; vereinzelt
zystische Myelinscheidenerweiterungen mit atrophischem Axon; groBkalibrige Fasern hdufig mit
Aufblatterung der Myelinscheide; vermehrt Myelindebris und Myelinkdrperchen in Schwannzellen;
vielfach Makrophagen mit Myelindebris; vereinzelt hypertrophe Mastzellen

b) N. ischiadicus distal:

Teasing und Semidiinnschnitt: wie proximal, aber noch geringgradig stirker ausgepragte Pathologie;
vereinzelt fading fibers im Teasing

¢) N. fibularis:

Teasing: Gering- bis mittelgradiger primérer Myelinscheidenzerfall mit Ovoiden; mitunter deutliche
Digestionskammern; Vereinzelt Tomakula mit angrenzenden stark demyelinisierten Bereichen; gehéuft
Wallersche Degenerationen Stadium III; vereinzelt fading fibers; vorwiegend Philips-Typ-I
Schniirringe.

Semidiinnschnitt: dhnlich dem N. ischiadicus, insgesamt etwas weniger pathologische Verdnderungen.
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d) N. tibialis:

Teasing: allgemeine Hypomyelinisierung vor allem diinnkalibriger Fasern; vielfach demyelinisierte
Abschnitte mit angrenzender zum Teil zystisch aufgetriebener Myelinscheide, Digestionskammern oder
tomakuléren Verinderungen; gehiuft Wallersche Degenerationen Grad III;
MyelinscheidennauB3enkontur groBkalibriger Fasern gefiltelt; gehduft Myelindebris in Schwannzellen
und Makrophagen; vereinzelte fading fibers.

Semidiinnschnitt:  geringgradiges  subperineurales und  endoneurales Odem; allgemeine
Hypomyelinisierung aller Faserkaliber.

e) N. ulnaris:

Teasing: wie N. ischiadicus prox.; vereinzelt interkalierende Internodien.

Semidiinnschnitt: generalisierte Hypomyelinisierung aller Fasern, z.T. mit hyperplastischen

Schwannzellen, vielfach Zirkularitatsverlust und kondensiert wirkende Axone.

VK42

Teasing: Myelin insgesamt aufgedunsen, AuBenlinie der Myelinscheide unregelméBig; paranodaler,
meist symmetrischer Verlust an Osmiophilie; mehrfach hypomyelinisierte diinne Nervenfasern;
einzelne Wallersche Degenerationen (ca. 5 von 300); einzelne demyelinisierende Fasern mit
intratubdren Makrophagen.

Semidiinnschnitt: geringgradig vermehrte Extrazellularmatrix (ECM) im Endoneurium; einzelne
hypomyelinisierte Fasern; allgemeine Auflockerung des nicht-kompaktierten Myelins, in den

Paranodien wollknéuelartig; gehduft geschrumpfte azurophile Axone in aufgetriebenen Fasern.

VK43
Teasing: mittelgradig arrodierte, z.T. vakuolisiert erscheinende Myelinscheiden; 1 mittelgradige,
symmetrische kolbenartige Myelinscheidenschwellung; 1 exzentrisches internodales osmiophiles
Ovoid.
Semidiinnschnitt: Perineurium geringgradig aufgequollen; geringgradige Wandverdickung der kleinen
endoneuralen Arterien; multifokale Aufbléitterung des nicht-kompaktierten Myelins mit besonderer

Betonung der Paranodien; mitunter hochgradige Vakuolisierung der Myelinscheide.
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VK35

Teasbarkeit: verhéltnismafBig schlecht, da Einzelfasern schwer zu trennen

Teasing: Myelinscheidendicke und Gesamtdicke der Nervenfaser innerhalb einzelner Fasern stark
variierend mit Auflosungserscheinungen; Myelinscheidenauflenkontur unregelmifBig; 1 Wallersche
Degeneration bei 300 Fasern; einzelne distrahierte Knoten, Paranodien mitunter knopfformig.
Semidiinnschnitt: geringgradige interlamelldre Fibrosierung des Perineuriums; subperineurale
Verquellung mit polymorphkernigen Zellen und Mastzellen; gering- bis mittelgradige Fibrosierung des
Endoneuriums mit Mastzellen; insgesamt wenig myelinisierte Fasern; Zirkularititsverlust myelinisierter

Nervenfasern; Myelinscheide teilweise aufgeblittert; Schwannzell- und Endothelzellkaryolyse.

VK36

Teasing: starke Léngsfaltung der Myelinscheiden; iiberméBiges Vorkommen von Phillips Typ I
Schniirringen bei gelegentlicher Nodiendistraktion; in einigen Fasern Wallersche Degeneration Stadium
I; einzelne hypomyelinisierte Fasern und Fasersegmente.

Semidiinnschnitt: Hochgradiger Zirkularititsverlust markhaltiger Fasern ; kondensierte axonale
Innenkdrper.

Elektronenmikroskopie: Bestitigung der lichtmikroskopischen Befunde.

VK37

Teasbarkeit: verhaltnismaBig schwer zu teasen.

Teasing: unruhige Myelinscheidenkontur; vereinzelt aufgehellte Paranodien; gehduft verstirkte
Zeichnung der SLKs (proglottidenartig); multifokale Demyelinisierungsprozesse, z.T. mit floridem
Myelinabbau und Digestionskammern; Remyelinisierungserscheinungen mit interkalierenden
Internodien; geringgradige allgemeine Hypomyelinisierung; vereinzelt fading fibers; gehduftes
Auftreten von Phillips Typ I Schniirringen, vor allem in den diinneren Fasern; vereinzelt Wallersche
Degenerationen (5 von 300 Fasern).

Semidiinnschnitt: Perineurium geringgradig aufgequollen; mittelgradiger allgemeiner
Zirkularitdtsverlust markhaltiger Fasern; geringgradige allgemeine Hypomyelinisierung; diffus
vermehrte Doppelringbildung (im Querschnitt) mit Weitung und homogener oder scholliger Matrix;
intratubdre Myelindebris in einzelnen Fasern; internoddre Myelinscheideneinfaltungen mit

exzentrischen Axonverdrangungen (Langsschnitt); einzelne zystische Myelinscheidenerweiterungen.
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VK38

Teasing: allgemein stark aufgeraute Einzelfaserkonturen; zahlreiche inter- und paranodale, knotige bis
manschettenartige, in der Regel osmiumdichte Myelinscheidenverdickungen; oligofokal paranodale
Demyelinisierung ~ und  interkalierende = Internodien; in  einzelnen  Fasern  blasige
Mpyelinscheidenverdnderungen mit intratubédrer Myelindebris und Phagozytenakkumulation.
Semidiinnschnitt: hochgradiges subperineurales Odem; geringgradige fokale Fibroblastenvermehrung;
geringgradige Zunahme der extrazelluliren Matrix; geringgradige diffuse mononukledre Infiltrate;
hochgradige Hypomyelinisierung aller Faserkaliber; mittelgradiger, multifokaler Zirkularititsverlust;
multifokale intratubdre Myelindebris, zum Teil mit Neutralfetttropfen, unter Erhalt der duBersten
Myelinlamellen; einzelne regeneratorische (Sprouting) Cluster; im Langsschnitt multifokale

Myelinauffaltungen mit Dickenzunahme und exzentrischem Axon.

VK39

Teasbarkeit: verhiltnismaBig schwer zu teasen.

Teasing: Myelin hédufig aufgetrieben; mitunter Digestionskammern; hochgradige paranodale, mitunter
auch segmentale Demyelinisierung; in etwa 10% der Fasern Wallersche Degenerationen Stadium III-
IV; allgemeine Hypomyelinisierung vor allem kleiner Fasern; einige fading fibers.

Semidiinnschnitt: mittelgradiger allgemeiner Zirkulatititsverlust; hochgradige diffuse allgemeine
Hypomyelinisierung; diffuse, verstirkte Doppelringbildung (Querschnitt); intratubdre Myelindebris in
zahlreichen Fasern mit Makrophagenanhdufungen; multifokal-internodére Myelinscheideneinfaltungen
und —verdickungen mit exzentrischer Axonverdringung; multifokale interlamelldre Spaltenbildung mit

teilweise hochgradiger Abhebung; vereinzelt Wallersche Degeneration Stadien III-1V.

VK40

Teasing: Myelinscheidenkontur unruhig; diinne Fasern vielfach hypomyelinisiert; teils segmentale
Dispersion des Myelins mit zusammengeschobenem, scholligem Myelin in angrenzenden Bereichen;
zahlreiche groBBe Myelinkugeln innerhalb des Schwannzellzytoplasmas eines gesamten Segments;
zahlreiche, meist symmetrische paranodale Authellungen.

Semidiinnschnitt: Myelinscheiden aller Fasern hochgradig zopf- (ldngs) bzw. wollkniuelartig (quer)
interlamelldr aufgelockert; multifokal schollige Einschliisse im Schwannzellzytoplasma; vereinzelt bis
gehduft Einfaltungen bzw. Invaginationen groBkalibriger Fasern ohne erkennbaren Axoninnenkorper,

oder mit kleinem kondensiertem Rest.
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VK41

Teasing: insgesamt reduzierte Osmiophilie; Faserkaliber im Verlauf oft ungleichméBig; multifokale,
multisegmentale Hypomyelinisierungen vor allem der mittleren Faserstirken; hohe Frequenz an
Waurstkettenformationen; oligosegmentale grobschollige Myelinscheidenauftreibung mit einzelnen,
benachbarten interkalierenden Internodien; multifokale osmionegative, gelbliche Debris innerhalb der
zerfallenden Myelinscheiden; einzelne bullése Myelinscheidenauftreibungen mit osmionegativem,
gelblichen, amorphen Inhalt.

Semidiinnschnitt: mittelgradige Abnahme der Dichte an myelinisierten, in erster Linie groBkalibrigen
Fasern; bilateral symmetrische, blasige, paranodale Myelinscheidenerweiterung; multiple, unilaterale,
paranodale  Kolben; multifokal geringgradige Myelinscheideneinstiilpungen;  mittelgradige

Hypomyelinisierung aller Faserkaliber; einzelne zystisch-erweiterte Myelinscheiden.

VK44

Teasbarkeit: verhiltnismaBig schwer zu teasen, Fasern mitunter rigide.

Teasing: mittelgradige Ein- und Auffaltung der Myelinscheide groBkalibriger Fasern; multifokaler
Verlust an Osmiophilie in den &uBleren Myelinschichten, ausgehend von den Paranodien und dem
mittel-internodalen Schwannzellzytoplasma; multiple segmentierte kleinkalibrige Fasern; multifokale
Demyelinsierungserscheinungen in grofen Fasern; multiple osmiumdichte Ovoide in den Paranodien
und, in geringem AusmaB, in den Internodien einzelner benachbarter grofikalibriger Fasern; einzelne

Foci mit Myelindebris; multiple wollknéduelartige paranodale Verdnderungen.

VK46

Teasbarkeit: verhéltnismaBig schwer zu teasen, Fasern fragil.

a) Nervus radialis:

Teasing: : in besser erhaltenen Fasern ungleichmifBige AuBenkontur und kolbenférmige Paranodien;
Langsfaltung der Myelinscheide sowie multisegmentale Demyelinisierung; in den meisten Nervenfasern
Wallersche Degeneration Stadien II-IV mit sekunddrem Myelinscheidenzerfall und Phagozytose durch
Schwannzellen und intra- und extratubdren Makrophagen.

DPED-Teasing: hochgradige Myelinfragmentierung, zum Teil mit Digestionskammern und axonalen
Bruchstiicken.

Semidiinnschnitt: mehrere Ebenen: Odematisierung des Perineuriums mit Auseinanderdriingen der
Lamellen; geringgradiges subperineurales Odem; hochgradige Infiltration des Endoneuriums durch

aktivierte Makrophagen mit resorbierten Myelinfragmenten und Neutralfetttropfen. Geringgradiger,
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allgemeiner, nach distal verstirkter Faserverlust bei insgesamt mittel- bis hochgradiger Abnahme an
Durchmesser und Zirkularitét; gehduft Anzeichen fiir axonale Atrophie sowie axonale und Myelindebris
mit zahlreichen resorptiv-aktiven Makrophagen und autophagischen Einschliissen innerhalb des
Schwannzellzytoplasmas; zahlreiche, diffus verstreute hypomyelinisierte Fasern kleinen bis mittleren
Axondurchmessers.

b) Nervus radialis superficialis:

Teasing und DPED-Teasing und Semidiinnschnitt: Verdnderungen wie Nervus radialis, ebenfalls distal
verstdrkt, bei wesentlich stirkerem Faserverlust und kaum noch erhaltenen Axonen, sowie einer

deutlichen starkeren Makrophageninfiltration.

VK 47

Teasbarkeit: verhiltnismaBig schwer teasbar; Einzelfasern fragil.

Teasing: hochgradiger allgemeiner Myelinscheidenzerfall ohne auto- oder heterophagische Aktivititen;
hierbei nur noch innerste Umscheidung des axonalen Tubus osmiophil; symmetrische
Paranodienaufhellung in einer Vielzahl von Fasern unterschiedlichen Kalibers.

Semidiinnschnitt: hochgradige Myelinscheidendesintegration bei multifokalem Axoplasmaaustritt.

VK48

Teasbarkeit: verhaltnismaBig schwierig.

Teasing:  Scheinbare  Querfrakturierung /  Wurstkettenbildung  infolge  Hydrops  des
Schwannzellzytoplasmas in den nicht kompaktierten Bereichen der Myelinscheide; einzelne de- und
remyelinisierende Segmente bei hoher SLK-Frequenz; 1x Wallersche Degeneration Stadium III bei 300
Fasern.

Semidiinnschnitt: hochgradige Wollknéauelbildung und multiple Zielscheibenformationen.

VK17

Teasbarkeit: verhiltnismaBig schwierig.

Teasing: hochgradige allgemeine internodale Langsfaltung.

Semidiinnschnitt: hochgradiger allgemeiner Zirkularitdtsverlust (Querschnitt) bzw. deutliche

Langsfaltung aller Fasern (Léngsschnitt), ohne die Ausbildung von Zytoplasmataschen.
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Elektronenmikroskopie: Bestitigung der Befunde im Semidiinnschnitt; zahlreiche Kollagentaschen und
leere Schwannzelluntereinheiten; zahlreiche intraaxonale, elektronendichte, z.T. multivesikulére

Einschliisse in den Remakfasern; geringgradig erhdhte Neurofilamentdichte.

VK22

Teasing: geringgradige Leopardentiipfelung; wenige demyelinisierte Fasern; einzelne interkalierende
Internodien; extreme Einfaltung der SLK's; Wurstkettenbildungen und vereinzelt hyalin wirkende
Fasern; mitunter undulierende, blasige Axone; wenige WD.

Semidiinnschnitt: Leopardentiipfelung; allgemein Fasern mit diinner Myelinscheide; Hofbildung
innerhalb des Schwannzellzytoplasmas; SLK's extrem deutlich dargestellt; Tendenz zur

Wollknéuelbildung.

VK23
Teasing: Undulierender, blasiger Axondurchmesser (vermutl. beading) einzelner Fasern;

Semidiinnschnitte: 0.b.B.

Vv7

Teasbarkeit: verhdltnisméBig schwierig zu teasen; Einzelfasern schlecht trennbar.

Teasing: ovoider Myelinscheidenzerfall mit Vakuolisierung von Myelinresten; Schwannzellhyperplasie
Semidiinnschnitt: Allgemeine Hypomyelinisierung von Fasern mit Schwannzellhyperplasie;
hochgradiger Faseruntergang mit geringgradiger endoneuraler Fibrose; Mastzellinfiltrate und

Makrophagen, die zum Teil Einschliisse enthalten.

VK13

Teasing: N. fibularis: multifokal remyelinisierende Internodien; einzelne interkalierende Internodien;
einzelne paranodale Verdickungen.

N. ulnaris: multiple interkalierende Internodien; einzelne paranodale Verdickungen.

Semidiinnschnitte: 0.b.B.
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VK16 a-e

Teasbarkeit: verhéltnismafBig schlecht zu teasen.

Teasing: multiple groBkalibrige Fasern mit Wallerscher Degeneration der Stadien II-IV mit zum Teil
sehr groen Myelinovoiden.

Fluorochromteasing: unauffallig.

Schnittpréparate: siche Teasingbefund; in den Ovoiden granuldre Myelindebris nachweisbar.

VK50

Teasing: zahlreiche hypomyelinisierte Fasern aller Kaliber; einzelne Fasern multisegmental
demyelinisiert; Langsfaltung der Myelinscheide in zahlreichen, vor allem mittelkalibrigen Fasern;
zahlreiche groB3e osmiophile Einschliisse im abaxonalen Schwannzellzytoplasma mit Einstiilpung der
Myelinscheide (internodal und paranodal), daneben granuldre nicht-osmiophile FEinschliisse im
perinukledren Schwannzellzytoplasma.

Semidiinnschnitt: in vereinzelten Faszikeln Zunahme der Perineuralzellagen; einzelne subperineurale
Renaut-Korperchen; geringgradige, herdformige, endoneurale Fibrose; grofle stark myelinisierte Fasern
iiberwiegen; osmiophile Einschliisse im abaxonalen Schwannzellzytoplasma; geringgradige
Hypertrophie des angeschnittenen Schwannzellzytoplasmas; vereinzelt mononukleédre Zellen innerhalb

des Endoneuriums; im Querschnitt oligofokale, asymmetrische Myelinscheidenaufldsung.

VK51

Teasing: multiple, nodulére, inter- und paranodale Myelinscheidenverdickungen bis hin zu Tomakula
bzw. Globoiden; multiple, osmiophile, iiberwiegend runde Einschliisse im abaxonalen
Schwannzellzytoplasma; in den Tomakula zum Teil dichte, granuldre Strukturen erkennbar, vereinzelt
Myelindebris mit Resorption, vereinzelt auch interlamellire Aufblétterung der Myelinscheide;
zahlreiche hypomyelinisierte Bereiche im Anschluss an Tomakula; in zahlreichen Fasern adaxonales
Odem; multiple Fasern mit ovoidartiger Myelinscheidenfragmentation.

Semidiinnschnitt: multifokales endoneurales Odem; 2 groBe, endoneurale Renaut-Kérperchen; einige
Fasern mit interlamellirem Myelinscheidenddem; multiple hypomyelinisierte Fasern; granuldres
Material in SLK's und Paranodien; zahlreiche Myelinzwiebeln; dichte, azurophile, meist runde

Einschliisse im abaxonalen Schwannzellzytoplasma; multiple Zielscheibenformationen.
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VK52

Teasing:  multifokale = Myelinscheidenaufquellung; ~ Vakuolisierung der SLK's;  staubige
Mpyelindispersion (Artefakt); multifokale Myelinscheideneinfaltungen; zahlreiche osmiophile Granula
im abaxonalen Schwannzellzytoplasma; Paranodien hiufig betont unilateral aufgehellt; 2 aus 300
Fasern: Wallersche Degenerationen Grad II; einzelne interkalierende Internodien, zum Teil mit
Fortsetzung in segmentale Hypomyelinisierung; zahlreiche hypomyelinisierte Fasern, vor allem
mittleren und diinnen Kalibers.

Semidiinnschnitt: Epineurium: fibroses Bindegewebe; Endoneurium: Vermehrung der extrazelluldren
Matrix im Interstitium; zahlreiche Fasern aller Kaliber seitlich abgeplattet; mittelgradige
Myelinscheidenaufblitterungen;  groBe  Fasern  normal  myelinisiert —mit  geringgradiger
Mpyelinscheidenverquellung; ca. 50% der mittel- und kleinkalibrigen Fasern hypomyelinisiert;
multifokale Myelinscheideneinfaltungen; knopfformige Einstiilpung des Schwannzellzytoplasmas nach

adaxonal.

VKS3

Teasbarkeit: verhiltnismaBig schwierig.

Teasing: Farbung gut, etwas kontrastarm; mehrere Fasern ldngsgefaltet; Hypomyelinisierung mehrerer
grofl-, und einiger klein- und einer mittelkalibrigen Faser; zahlreiche osmiophile Einschliisse im
abaxonalen Schwannzell-Kompartiment.

Semidiinnschnitt: geringgradige fokale Zunahme der extrazelluliren Matrix im Endoneurium;
allgemeiner Zirkularitétsverlust und viele Auffaltungen der Myelinscheide; zahlreiche mittelkalibrige
Fasern hypomyelinisiert; einzelne Nervenfasercluster; einige demyelinisierte Fasern; eine Wallersche

Degeneration Stadium III.

VK54

Teasing: Hypomyelinisierung sowie Segmentierung vieler klein- und mittelkalibriger Fasern;
Hypomyelinisierung einiger gro3kalibriger Fasern; noduldre Myelinscheidenzubildung mit exzentrisch
verlaufendem Axon in einer groBen Nervenfaser.

Semidiinnschnitt: geringgradige Zunahme der extrazelluliren Matrix im Endoneurium; einige
groBkalibrige sowie der iiberwiegende Teil der mittelkalibrigen Fasern hypomyelinisiert; Anzahl der
Doppelringbildungen mittelgradig erhoht; in einigen Fasern granuldrer Myelinscheidenzerfall;

vereinzelte Cluster mit myelinisierten Fasern; interlamelldres Myelinscheidenddem in einzelnen Fasern.
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VK57

Teasbarkeit: verhiltnismaBig schwierig.

Teasing: multifokale Nodiendistraktion; multiple interkalierende Internodien; multifokale
Segmentierung der Myelinscheide in den SLK's; ungleichméBige Myelinscheidenauftreibungen in einer
Vielzahl iberwiegend groBkalibriger Fasern; multiple Wallersche Degenerationen Stadium III;
zahlreiche leere Schwannzellschlduche mit intratubdren mononukledren Zellen; multifokale endoneurale
mononukleédre Zellinfiltrate.

Semidiinnschnitt: einzelne groBkalibrige Fasern hypomyelinisiert; einzelne Wallersche Degenerationen

Stadium II1.

VK58

Teasbarkeit: verhiltnismaBig schwierig, Fasern rigide und schlecht zu fassen

Teasing: starke autolytische Verdnderungen mit Herauslosen der dulleren Myelinschichten an mehreren
Fasern; in einzelnen Fasern Myelindebris liber mehrere Segmente; einzelne hypomyelinisierte Fasern;
in einer mittelkalibrigen Faser ein einzelnes Tomakulum {iber etwa vier SLK’'s hinweg mit
langsorientierter osmiophiler Masse; in einer weiteren Faser groBknotige internodale Tomakula mit
Abschniirung und einem nicht weiter zu differenzierenden graulichen Innenkorper; eine Faser mit
intratubdren Makrophagen und lobulirem Myelinscheidenzerfall; eine Wallersche Degeneration
Stadium IV in 300 Fasern.

Semidiinnschnitt: geringgradige endoneurale Fibrose; einzelne Fasern mit Myelindebris und
autophagischen Vakuolen, eine davon mit intratubdren Makrophagen; Axonoplasmaaustritt mit

Erweiterung der Faser ; multiple Myelinaufblatterungen im Querschnitt.

VK 59

Teasbarkeit: verhdltnismaBig schwierig.

Teasing: =zahlreiche, runde, osmiophile Einschliisse im abaxonalen Schwannzellzytoplasma;
multisegmentale Hypomyelinisierung in zahlreichen groB- und mittelkalibrigen Fasern; nodulére,
internodale Myelinscheidenverdickung mit zugrundeliegender Myelinscheideneinfaltung; multiple,
meist asymmetrische Verdickung der Paranodien; =zahlreiche interkalierende De- und
Remyelinisierungen; tomakuldre Bereiche mit hochgradigem, adaxonalem, evtl. auch interlamelldrem
Myelinscheidenddem; multiple Globoide mit Myelinscheidendopplung/redundant loops; in den
gleichen Fasern Myelinscheidenaufblitterung; einige Wallersche Degenerationen Stadium II und IV;
zahlreiche Fasern mit rauer Myelinscheidenstruktur bis hin zu einer Segmentierung iiber die ganze

Léange.
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Semidiinnschnitt: geringgradige bakterielle Probenkontamination; mittelgradige, hypozelluldre,
endoneurale Fibrose; ein grofer endoneuraler Fibroseherd, evtl. ausgereiftes Renaut-Korperchen;
mittelgradige Leopardentiipfelung der Myelinscheide; Faserdichte wirkt geringgradig reduziert; ein
Axon mit granuldrem Zerfall; mehrere mittelgroe, hypomyelinisierte Fasern (ca. 1 von 4); geringgradig
vermehrte Doppelringbildungen; granuldre Zubildungen im nicht-kompaktierten Myelin; einzelne,

ceroidbeladene Phagozyten.

VK61

Teasing: hochgradige noppenartige AuBenkontur und Léngsfiltelung in allen stark myelinisierten
Fasern; einige  Myelineinschliisse im  abaxonalen, teilweise auch im  perinukledren
Schwannzellzytoplasma; zahlreiche paranodale Verdickungen infolge von Myelinscheideneinfaltungen;
einige paranodale Demyelinisierungen bis hin zu interkalierenden Internodien; in zwei Fasern
multisegmentale Demyelinisierung; einzelnes Tomakulum in einer mittelkalibrigen Faser.
Semidiinnschnitt: geringgradig vermehrte Rundzellinfiltration (1/Blickfeld) im Endoneurium;

einzelne mittelkalibrige Fasern hypomyelinisiert; einzelne Cluster; in einer Faser intratubidre

Myelindebris und Makrophagen.

VK62

Teasing: zahlreiche hypomyelinisierte Segmente; demyelinisierte Segmente haufig mit umliegenden
Hanken-Biingnerschen Leitbdndern; multiple paranodale Demyelinisierungen; i{iber weite Strecken
Herauslosung des Myelins; zahlreiche Tomakula - auch in kleinkalibrigen Fasern - haufig mit fadiger
Innenstruktur; sowohl interstitiell als auch intratubér zahlreiche Makropagen; zahlreiche Varikositdten
in mittelkalibrigen Fasern.

Semidiinnschnitt: geringgradiges subperineurales Odem; endoneurales Odem mit diffuser endoneuraler
Vakuolisierung; einzelne mononukledre Zellen, stabkernige neutrophile Granulozyten und
Makrophagen mit Myelindebris; Faserdichte verdachtsweise reduziert, intakte Fasern <5%; >50% der
grofkalibrigen Fasern mit abaxonaler Schrumpfung und verwaschener Myelinscheidenverdickung;
zahlreiche grofikalibrige Fasern mit Zielscheibenformation, axonaler Atrophie und Verfliissigung der
Myelinsubstanz; in einzelnen groBkalibrigen Fasern filamentdse azurophile Einschliisse in der
nichtkompaktierten Myelinsubstanz oder dem Axonoplasma; zahlreiche zystisch vergrofBerte,
interlammelédre Myelinscheidenaufsplitterungen; wenig erkennbare kleinkalibrige Fasern, davon mind.
50% hypomyelinisiert; zahlreiche Myelinscheidenaufldsungen um atrophische Axone von

kleinkalibrigen Fasern; abschnittsweise histiozytédre bis makrophageale Aggregate.
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VK63

Teasbarkeit: verhéltnismaBig schwierig

a) N. ischiadicus:

Teasing: mittelgradige Bindegewebsfaservermehrung; interlamelldres Myelinscheidenddem; viele
Wallersche Degenerationen Stadium I bis III; zahlreiche demyelinisierende, interkalierende Internodien
und Segmente; multiple zapfenartige Vorwolbungen der Myelinscheide nach adaxonal; undulierende
Myelinscheidenkaliber; zahlreiche osmiophile runde Kérperchen im dufleren
Schwannzellkompartiment; zahlreiche demyelinisierte Bereiche mit intratubdren und extratubédren
Makrophagen; in vereinzelten zerfallenden Myelinscheiden, angrenzend an de- bzw. remyelinisierende
Abschnitte, hyaline, nicht-osmiophile, vereinzelt auch mit haufenweisen, gemischt-osmiophilen Granula
gefiillte Masse; multifokaler Myelinscheidenzerfall; stellenweise, hochgradige, ldngsovale
Myelinscheidenauftreibung mit labyrinthartiger Innenstruktur.

Semidiinnschnitt: in einzelnen Faszikeln hochgradige Perineuralfibrose und subperineurales Odem;
mittelgradige Endoneuralfibrose.

zahlreiche, iiberwiegend grofkalibrige hypomyelinisierte Fasern; zahlreiche Fasern mit zystischem,
interlamellirem Myelinscheidenédem, z.T. mit atrophischem Innenkdrper; multiple hypertrophe
Schwannzellen; Bereiche mit autophagischen Reaktionen innerhalb der Schwannzelle bei hochgradiger
Auflésung der Myelinscheidenstruktur; einzelne Rundzellinfiltrate.

b) N. fibularis:

Teasing:  multiple  paranodale = Demyelinisierungen;  multiple, = osmiophile,  paranodale
Mpyelinscheidenverdickungen; zahlreiche Rundzellinfiltrate um die Fasern; multiple fading fibers;
mittelgradige Bindegewebsfaservermehrung; generalisierte, noppenartige Einfaltung der Myelinscheide.
Semidiinnschnitt: in einzelnen Faszikeln perineurale Fibrose unter Auseinanderdringen der Zelllagen;
subperineurales Odem; multiple perineurale und subperineurale Mastzellen; geringgradige, diffuse
endoneurale Fibrose; in manchen Bereichen geringgradiger Faserverlust; mittelgradiger, allgemeiner
Zirkularitdtsverlust; multiple Zielscheibenformationen; einzelne hypomyelinisierte Fasern, vor allem
mittleren Kalibers; knotige Myelinscheidenverdickungen in zahlreichen stark myelinisierten Fasern;
zystische, interlamelldre Myelinscheibenaufsplitterung in zahlreichen Fasern, teilweise mit granuldrem
Material; zahlreiche hypertrophe Schwannzellen; ein endoneuraler Resorptionsfokus; einzelne, grof3e,

amorphe Einschliisse innerhalb der Myelinscheide.

¢) N. ulnaris:

Teasing: ebenfalls Bindegewebsfaservermehrung, Einfaltung der Myelinscheiden und undulierende
Mpyelinscheidenkaliber (siche N. ischiadicus); Hypertrophie des perinukledren Schwannzellzytoplasmas;
eine endoneurale, osmium-negative, lingliche Verdickung; im Endoneurium zum Teil mit osmiophilen
Granula  beladene  Zellen; eine  paranodale  Demyelinisierung;  multiple,  noduldre

Mpyelinscheidenverdickung, internodal.
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Semidiinnschnitt: hochgradige Perineuralfibrose und Fibrose des subperineuralen Raums; hochgradige
Endoneuralfibrose; geringgradiger Zirkularitétsverlust; zystische, interlamelldre
Myelinscheidenaufsplitterung in einzelnen Fasern (siche N. ischiadicus und N. fibularis);
Schwannzellhypertrophie (sieche N. ischiadicus und N. fibularis); Zielscheibenformation (siehe N.
ischiadicus und N. fibularis); hochgradige Myelinscheidenfaltung.

VK64

Teasbarkeit: verhéltnisméBig schlecht, da sehr fragil; Einzelfasern schlecht fassbar und trennbar.
Teasing: allgemeine Hypomyelinisierung und Léangsfaltung; Schwannzellhypertrophie; zahlreiche
perinukledre Schwannzelleinschliisse; in einzelnen groen Fasern Aufblitterung der Myelinscheide {iber
langere Abschnitte mit entsprechendem Verlust der Osmiophilie; in eben diesen Fasern zahlreiche
groBe, osmiophile FEinschliisse im abaxonalen Schwannzellzytoplasma sowie einzelne
hypomyelinisierte Segmente und interkalierende Internodien; multifokale, paranodale Anisometrie; in
mittelgroBen Fasern teilweise zopfartige Myelinscheidenkontur; in den groflen Fasern noppenartige
Mpyelinscheidenausstiilpungen; ansatzweise kleinknotige Verdickung der Myelinscheide im Bereich
zwischen den SLK's.

Semidiinnschnitt: ein subperineurales Renaut-Korperchen; gering- bis mittelgradiger allgemeiner

Zirkularitétsverlust; 1 onion bulb; Unterfixationsartefakt zahlreicher grofkalibriger Fasern.

VK65

Teasbarkeit: verhdltnismaBig schwierig, hohe Rigiditat.

Teasing: Anzeichen fiir Fibrose; hochgradige Wellung der AuBenkonturen der Myelinscheiden;
hochgadiges outpouching grof3kalibriger Fasern; multiple noduldre paranodale Auftreibungen;
vereinzelte paranodal beginnende Demyelinisierungen mit Schniirringerweiterung; mehrere Tomakula
in Reihe mit hochgradig zystischem Myelinscheidenddem.

Schnellschnitt:  mittel- bis  hochgradige  Endoneuralfibrose;  mittelgradiger  allgemeiner
Nervenfaserverlust; mittelgradiger allgemeiner Zirkularitdtsverlust; zahlreiche onion-bulb-Formationen

geringer Auspragung; einzelne hypomyelinisierte Axone; einzelne groBkalibrige Cluster.
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2 TABELLENANHANG

2.1 Technische Daten zu den Fixierversuchen

VVi2
GA 1% 2,5% 6,25%
Std. Teasbarkeit + - Teasbarkeit n .b. Teasbarkeit ++
1 Einzelfasern aufgrund hoher Fragilitit | Kaum Nervengewebe, nur Bindegewebe
kaum abtrennbar
vorhanden
Auswertbarkeit Teasing — Auswertbarkeit Teasing +-
Auswertbarkeit Histologie n.b. Auswertbarkeit Teasing n.b. Auswertbarkeit Histologie -
Reiner Fettanschnitt
Auswertbarkeit Histologie +
2 Teasbarkeit++ Teasbarkeit++ Teasbarkeit +++
Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing ++ Auswertbarkeit Teasing -
Auswertbarkeit Histologie +- Auswertbarkeit Histologie - Auswertbarkeit Histologie -
4 Teasbarkeit ++ Teasbarkeit ++ Teasbarkeit ++
Fasern ggrd. verbacken
Auswertbarkeit Teasing +- Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing +-
Auswertbarkeit Histologie +- Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie -
24 Teasbarkeit + Teasbarkeit +- Teasbarkeit +++
Einzelfasern aufgrund hoher Fragilitit
kaum abtrennbar
Auswertbarkeit Teasing +- Auswertbarkeit Teasing +- Auswertbarkeit Teasing -
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie +- Auswertbarkeit Histologie +-
VVI3
GA 1% 2,5% 6,25%
Std. Teasbarkeit + Teasbarkeit + Teasbarkeit ++
1 Sehr weich, daher etwas fragil Weich, daher ggrd. fragil
Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing +- Auswertbarkeit Teasing +-
Auswertbarkeit Histologie ++ Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie +
2 Teasbarkeit ++ Teasbarkeit +++ Teasbarkeit +
Durch steigende Rigiditdt bedingte
Fragilitat
Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing +- Auswertbarkeit Teasing +-
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie +- Auswertbarkeit Histologie -
4 Teasbarkeit + Teasbarkeit ++ Teasbarkeit —
Durch hohe Rigiditit bedingte Fragilitét
Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing +
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie - Auswertbarkeit Histologie -
24 Teasbarkeit ++ Teasbarkeit +++ Teasbarkeit +
Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing -
Auswertbarkeit Histologie +- Auswertbarkeit Histologie - Auswertbarkeit Histologie -
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VVI1

GA 1% 2,5% 6,25%

Std. Teasbarkeit - Teasbarkeit + Teasbarkeit ++

1 Einzelfasern schlecht faBbar und fragil

(sehr weich)
Auswertbarkeit Teasing +

Auswertbarkeit Histologie +

Auswertbarkeit Teasing ++

Auswertbarkeit Histologie +

Auswertbarkeit Teasing +-

Auswertbarkeit Histologie -

2 Teasbarkeit+ Teasbarkeit ++ Teasbarkeit ++
Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing ++ Auswertbarkeit Teasing +-
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie -

VV8

GA 1% 2,5% 6,25%

Std. Teasbarkeit ++ Teasbarkeit ++ Teasbarkeit ++

1
Auswertbarkeit Teasing ++ Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing ++
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie -

2 Teasbarkeit +++ Teasbarkeit +++ Teasbarkeit +
Auswertbarkeit Teasing ++ Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing -
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie +-

4 Teasbarkeit ++ Teasbarkeit ++ Teasbarkeit +
Auswertbarkeit Teasing - Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing +
Auswertbarkeit Histologie ++ Auswertbarkeit Histologie ++ Auswertbarkeit Histologie +

24 Teasbarkeit +++ Teasbarkeit ++ Teasbarkeit ++
Auswertbarkeit Teasing ++ Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing +
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie - Auswertbarkeit Histologie+

VV6

GA 1% 2,5% 6,25%

Std. Teasbarkeit + Teasbarkeit ++ Teasbarkeit +

1 geringgradig fragil (weich)

Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing -
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie +
2 Teasbarkeit ++ Teasbarkeit + Teasbarkeit ++
geringgradig fragil
Auswertbarkeit Teasing - Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing -
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie -

4 Teasbarkeit +++ Teasbarkeit ++ Teasbarkeit ++
Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing +
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie - Auswertbarkeit Histologie -

24 Teasbarkeit +++ Teasbarkeit + Teasbarkeit +

etwas rigide etwas rigide, FEinzelfasern schlecht
trennbar

Auswertbarkeit Teasing +

Auswertbarkeit Histologie +

Auswertbarkeit Teasing +

Auswertbarkeit Histologie +

Auswertbarkeit Teasing -

Auswertbarkeit Histologie +
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VV16
GA 1% 2,5% 6,25%
Std. Teasbarkeit - Teasbarkeit +- Teasbarkeit +
1 Einzelfasern schlecht faBbar und fragil | Einzelfasern etwas besser fabar und
(sehr weich) weniger weich als bei 1%
Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing +
Auswertbarkeit Histologie +- Auswertbarkeit Histologie ++ Auswertbarkeit Histologie +
2 Teasbarkeit ++ Teasbarkeit ++ Teasbarkeit +
Geringgradige Tendenz zur
Konsolidierung
Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing ++ Auswertbarkeit Teasing +
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie ++ Auswertbarkeit Histologie +
4 Teasbarkeit ++ Teasbarkeit +- Teasbarkeit +
Geringgradige Tendenz zur | Geringgradige Tendenz zZur
Konsolidierung Konsolidierung
Auswertbarkeit Teasing - Auswertbarkeit Teasing ++ Auswertbarkeit Teasing -
Auswertbarkeit Histologie ++ Auswertbarkeit Histologie ++ Auswertbarkeit Histologie +
24 Teasbarkeit ++ Teasbarkeit ++ Teasbarkeit +
Geringgradige Tendenz zur
Konsolidierung
Auswertbarkeit Teasing - Auswertbarkeit Teasing +- Auswertbarkeit Teasing -
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie+ Auswertbarkeit Histologie+
VV17
GA 1% 2,5% 6,25%
Std. Teasbarkeit +- Teasbarkeit - Teasbarkeit +
1 etwas fragil, da weich Einzelfasern schlecht falbar und weich
Auswertbarkeit Teasing - Auswertbarkeit Teasing +- Auswertbarkeit Teasing +-
Auswertbarkeit Histologie ++ Auswertbarkeit Histologie ++ Auswertbarkeit Histologie ++
2 Teasbarkeit + Teasbarkeit ++ Teasbarkeit +
Auswertbarkeit Teasing +- Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing +-
Auswertbarkeit Histologie ++ Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie +
4 Teasbarkeit + Teasbarkeit + Teasbarkeit +
geringgradig rigide, etwas fragil geringgradig rigide, etwas fragil
Auswertbarkeit Teasing +- Auswertbarkeit Teasing - Auswertbarkeit Teasing -
Auswertbarkeit Histologie - Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie +
24 Teasbarkeit + Teasbarkeit + Teasbarkeit +

Auswertbarkeit Teasing +-

Auswertbarkeit Histologie +

geringgradig rigide, etwas fragil
Auswertbarkeit Teasing -

Auswertbarkeit Histologie +

geringgradig rigide, etwas fragil
Auswertbarkeit Teasing -

Auswertbarkeit Histologie +
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Vv3
GA 1% 2,5% 6,25%
Std. Teasbarkeit - Teasbarkeit - Teasbarkeit +
1 Kaum  teasbar, da  sehr wenig | Kaum teasbar, da sehr  wenig | Geringgradig rigide und etwas fragil
Ausgangsmaterial und sehr weich Ausgangsmaterial und sehr weich
Auswertbarkeit Teasing +++ Auswertbarkeit Teasing - Auswertbarkeit Teasing +
Auswertbarkeit Histologie n.b. Auswertbarkeit Histologie ++ Auswertbarkeit Histologie +
fehlt
2 Teasbarkeit - Teasbarkeit + Teasbarkeit +
Kaum  teasbar, da  sehr  wenig Geringgradig rigide und etwas fragil
Ausgangsmaterial und sehr weich
Auswertbarkeit Teasing - Auswertbarkeit Teasing ++ Auswertbarkeit Teasing +
Auswertbarkeit Histologie - Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie +
4 Teasbarkeit + Teasbarkeit ++ Teasbarkeit +
Geringgradig rigide und etwas fragil
Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing +
Auswertbarkeit Histologie ++ Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie -
24 Teasbarkeit ++ Teasbarkeit ++ Teasbarkeit +
Geringgradig rigide und etwas fragil
Auswertbarkeit Teasing +
Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing +-
Auswertbarkeit Histologie ++ Auswertbarkeit Histologie - Auswertbarkeit Histologie +
VVI11
GA 1% 2,5% 6,25%
Std. Teasbarkeit - Teasbarkeit + Teasbarkeit ++
1 sehr weich und fragil
Auswertbarkeit Teasing - Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing +-
Auswertbarkeit Histologie - Auswertbarkeit Histologie ++ Auswertbarkeit Histologie +
2 Teasbarkeit - Teasbarkeit ++ Teasbarkeit +
sehr weich und fragil Tendenz zur Rigiditat
Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing +
Auswertbarkeit Histologie +- Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie +-
4 Teasbarkeit - Teasbarkeit + Teasbarkeit -
sehr weich und fragil durch Rigiditit bedingte hohe Fragilitit
Auswertbarkeit Teasing - Auswertbarkeit Teasing - Auswertbarkeit Teasing -
Auswertbarkeit Histologie - Auswertbarkeit Histologie +- Auswertbarkeit Histologie +-
24 Teasbarkeit + Teasbarkeit +- Teasbarkeit +-

Auswertbarkeit Teasing +-

Auswertbarkeit Histologie +

aufgrund geringgradiger Rigiditdt etwas
fragil

Auswertbarkeit Teasing +-

Auswertbarkeit Histologie -

durch Rigiditit bedingte Fragilitat

Auswertbarkeit Teasing -

Auswertbarkeit Histologie -
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VVI5

GA 1% 2,5% 6,25%

Std. Teasbarkeit + Teasbarkeit +++ Teasbarkeit -

1 Fasern etwas weich und fragil Durch Rigiditdt bedingte hohe Fragilitit
Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing ++ Auswertbarkeit Teasing -
Auswertbarkeit Histologie ++ Auswertbarkeit Histologie ++ Auswertbarkeit Histologie +

2 Teasbarkeit ++ Teasbarkeit - Teasbarkeit -

Durch Rigiditdt bedingte hohe Fragilitit Durch Rigiditdt bedingte hohe Fragilitit
Auswertbarkeit Teasing - Auswertbarkeit Teasing - Auswertbarkeit Teasing -
Auswertbarkeit Histologie ++ Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie +

4 Teasbarkeit ++ Teasbarkeit - Teasbarkeit -

Durch Rigiditét bedingte hohe Fragilitét Durch Rigiditét bedingte hohe Fragilitét
Auswertbarkeit Teasing +- Auswertbarkeit Teasing +- Auswertbarkeit Teasing -
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie +-
24 Teasbarkeit + Teasbarkeit - Teasbarkeit -
Durch Rigiditét bedingte hohe Fragilitét Durch Rigiditét bedingte hohe Fragilitét
Auswertbarkeit Teasing +- Auswertbarkeit Teasing - Auswertbarkeit Teasing -
Auswertbarkeit Histologie +- Auswertbarkeit Histologie +- Auswertbarkeit Histologie +
VV2

GA 1% 2,5% 6,25%

Std. Teasbarkeit + Teasbarkeit ++ Teasbarkeit +++

1 etwas weich und fragil
Auswertbarkeit Teasing - Auswertbarkeit Teasing - Auswertbarkeit Teasing ++
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie ++

2 Teasbarkeit - Teasbarkeit + Teasbarkeit +-
sehr weich und sehr fragil geringgradig rigide
Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing +++
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie +

24 Teasbarkeit - Teasbarkeit +- Teasbarkeit +++

sehr weich und sehr fragil
Auswertbarkeit Teasing -

Auswertbarkeit Histologie +

geringgradig rigide
Auswertbarkeit Teasing +-

Auswertbarkeit Histologie +

Auswertbarkeit Teasing +-

Auswertbarkeit Histologie +
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VV9
GA 1% 2,5% 6,25%
Std. Teasbarkeit + Teasbarkeit ++ Teasbarkeit +
1 Fasern etwas weich und fragil
Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing ++ Auswertbarkeit Teasing +-
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie ++ Auswertbarkeit Histologie +
2 Teasbarkeit + Teasbarkeit ++ Teasbarkeit +
Fasern etwas weich und fragil
Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing +- Auswertbarkeit Teasing +-
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie +
4 Teasbarkeit +- Teasbarkeit ++ Teasbarkeit ++
Fasern etwas weich und fragil
wenig Ausgangsmaterial
Auswertbarkeit Teasing - Auswertbarkeit Teasing ++ Auswertbarkeit Teasing +
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie ++ Auswertbarkeit Histologie +
24 Teasbarkeit +- Teasbarkeit + Teasbarkeit -
Fasern etwas weich und fragil durch  Rigiditdit bedingte hohe
wenig Ausgangsmaterial Fragilitit
Auswertbarkeit Teasing +- Auswertbarkeit Teasing -
Auswertbarkeit Teasing -
Auswertbarkeit Histologie - Auswertbarkeit Histologie +
Auswertbarkeit Histologie +
VVI10
GA 1% 2,5% 6,25%
Std. Teasbarkeit ++ Teasbarkeit +++ Teasbarkeit +
1 geringgradige Rigiditat
Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing +
Auswertbarkeit Histologie +- Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie -
2 Teasbarkeit ++ Teasbarkeit +++ Teasbarkeit +
geringgradige Rigiditat
Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing +- Auswertbarkeit Teasing +-
Auswertbarkeit Histologie - Auswertbarkeit Histologie - Auswertbarkeit Histologie -
4 Teasbarkeit +++ Teasbarkeit +++ Teasbarkeit +-
durch Rigiditit bedingte Fragilitat
Auswertbarkeit Teasing - Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing -
Auswertbarkeit Histologie - Auswertbarkeit Histologie +- Auswertbarkeit Histologie +-
24 Teasbarkeit +++ Teasbarkeit +++ Teasbarkeit -

Auswertbarkeit Teasing +-

Auswertbarkeit Histologie -

Auswertbarkeit Teasing -

Auswertbarkeit Histologie +-

durch Rigiditdt und Verbackenheit
bedingte hohe Fragilitit

Auswertbarkeit Teasing -

Auswertbarkeit Histologie -




166 ANHANG
Vv4
GA 1% 2,5% 6,25%
Std. Teasbarkeit + Teasbarkeit + Teasbarkeit -
1 etwas fragil etwas fragil durch  Rigiditdit bedingte hohe
Fragilitét
Auswertbarkeit Teasing ++ Auswertbarkeit Teasing +
Auswertbarkeit Teasing -
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie ++
Auswertbarkeit Histologie -
2 Teasbarkeit +- Teasbarkeit + Teasbarkeit +-
etwas fragil etwas fragil geringgradige Rigiditét
Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing ++ Auswertbarkeit Teasing -
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie ++ Auswertbarkeit Histologie -
4 Teasbarkeit ++ Teasbarkeit + Teasbarkeit -
etwas fragil durch  Rigiditdit bedingte hohe
Fragilitat
Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing +
Auswertbarkeit Teasing -
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie ++
Auswertbarkeit Histologie -
24 Teasbarkeit - Teasbarkeit +++ Teasbarkeit -
Schlechtes Ausgangsmaterial: viel durch  Rigiditdit bedingte hohe
Bindegewebe, Nerv mehrfach gebrochen Fragilitat
Auswertbarkeit Teasing - Auswertbarkeit Teasing +
Auswertbarkeit Teasing -
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie ++
Auswertbarkeit Histologie -
VV5
GA 1% 2,5% 6,25%
Std. Teasbarkeit + Teasbarkeit + Teasbarkeit -
1 etwas fragil etwas fragil durch  Rigiditdit bedingte hohe
Fragilitat
Auswertbarkeit Teasing ++ Auswertbarkeit Teasing +
Auswertbarkeit Teasing -
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie ++
Auswertbarkeit Histologie -
2 Teasbarkeit +- Teasbarkeit + Teasbarkeit +-
etwas fragil etwas fragil geringgradige Rigiditit
Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing ++ Auswertbarkeit Teasing -
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie ++ Auswertbarkeit Histologie -
4 Teasbarkeit ++ Teasbarkeit + Teasbarkeit -
etwas fragil durch  Rigiditdit bedingte hohe
Fragilitat
Auswertbarkeit Teasing + Auswertbarkeit Teasing +
Auswertbarkeit Teasing -
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie ++
Auswertbarkeit Histologie -
24 Teasbarkeit - Teasbarkeit +++ Teasbarkeit -
Schlechtes Ausgangsmaterial: viel durch  Rigiditdit bedingte hohe
Bindegewebe, Nerv mehrfach gebrochen Fragilitat
Auswertbarkeit Teasing - Auswertbarkeit Teasing +
Auswertbarkeit Teasing -
Auswertbarkeit Histologie + Auswertbarkeit Histologie ++
Auswertbarkeit Histologie -
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2.2 Teasbarkeit bei den Kollagenolyseversuchen

Teasbarkeit von V1:

\% | +— Einzelfasern relativ schlecht fassbar und trennbar; durch Rigiditét bedingte
Fragilitit
V1/G60p | +- wie V1
V1/K60p |+ Einzelfasern besser fassbar und trennbar; weder rigide noch fragil
V1/G5a +— Einzelfasern besser fassbar und trennbar; Fragilitit sehr hoch, da
Nervenfasern sehr weich
V1/K5a + Nerven tendentiell weich,
aber trotzdem etwas besser teasbar
Teasbarkeit von V2
V2 - Fasern extrem verbacken und kaum fassbar und trennbar; durch Rigiditt
bedingte Fragilitét.
V2/G60p | — wie V2
V2/Ké60p |+ Einzelfasern besser fassbar und trennbar; weder rigide noch fragil
V2/G5a - wie V2
V2/K5a | +- besser fassbar und etwas besser trennbar
Teasbarkeit von V3
V3 - Einzelfasern schlecht fassbar und trennbar; durch Rigiditdt bedingte
Fragilitét
V3/G60p | — wie V3
V3/K60p | ++ Einzelfasern sehr gut fassbar und trennbar
V3/G5a +- Einzelfasern besser fassbar und trennbar; weder rigide noch fragil
V3/K5a | +-— Einzelfasern besser fassbar und trennbar; weder rigide noch fragil
Teasbarkeit von V4
V4 +— Einzelfasern relativ schlecht fassbar und trennbar; durch Rigiditét bedingte
Fragilitit
V4/G60p | +-— wie V4
V4/Ké60p | + Einzelfasern gut fassbar und trennbar
V4/G5a | +- wie V4
V4/K5a + Einzelfasern gut fassbar und trennbar
Teasbarkeit von V5
V5 +- Einzelfasern relativ schlecht fassbar und trennbar; durch Rigiditét bedingte
Fragilitit
V5/G60p | +-— wie V5
V5/K60p |+ Einzelfasern gut fassbar und trennbar
V5/G5a | +-— wie V5
V5/K5a | +- wie V5
Teasbarkeit von V6:
V6 + Einzelfasern gut fassbar und trennbar; geringe Fragilitét, da der Nerv etwas
weich ist
V6/G60p | +-— Nerv weich und fragil
V6/Ké60p | ++ Einzelfasern besser fassbar und trennbar; nicht fragil
V6/G5a +-— Fragilitét sehr hoch, da Nerv sehr weich
V6/K5a + Nerven tendentiell weich,
aber trotzdem gut teasbar
Teasbarkeit von V7
\%4 - Einzelfasern schlecht fassbar und trennbar; durch Rigiditdt bedingte
Fragilitit
V7/G60p | — wie V7
V7/K60p |++ Einzelfasern sehr gut fassbar und trennbar
V7/G5a - wie V7
V7/K5a | +- Einzelfasern besser fassbar und trennbar; weder rigide noch fragil
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Teasbarkeit von V8
V8 + Einzelfasern gut fassbar und trennbar
V8/G60p | +-— Nerv weich und fragil
V8/Ké60p | ++ Einzelfasern besser fassbar und trennbar;
V8/G5a +-— Nerv etwas weicher und fragiler
V8/K5a + Nerven tendentiell weich,
aber trotzdem gut teasbar
Teasbarkeit von V9
V9 +— Einzelfasern schlecht fassbar und trennbar;
V9/G60p | +— wie V9
V9/K60p | ++ Einzelfasern sehr gut fassbar und trennbar
V9/G5a | +- wie V9
V9/K5a + Einzelfasern besser fassbar und trennbar
Teasbarkeit von V10
V10 +— Einzelfasern relativ schlecht fassbar und trennbar; durch Rigiditét bedingte
Fragilitit
V10/G60p | + - wie V10
V10/Keé0p | + Einzelfasern gut fassbar und trennbar
V10/G5a | +-— wie V10
V10/K5a | +- wie V10
Teasbarkeit von V11
Vil + Einzelfasern gut fassbar und trennbar
V11/G60p | +— Nerv etwas weicher und fragiler
V11/K60p | ++ Einzelfasern besser fassbar und trennbar;
V11/GSa | +-— Nerv etwas weicher und fragiler
V11/K5a |+ Nerven tendentiell weich,
aber trotzdem gut teasbar
Teasbarkeit von V112
Vi2 +— Einzelfasern relativ schlecht fassbar und trennbar; durch Rigiditét bedingte
Fragilitit
V12/G60p | + - wie V12
V12/Ké60p | ++ Einzelfasern gut fassbar und trennbar; gut teasbar
V12/G5a | +-— wie V12
V12/KSa |+ Einzelfasern gut fassbar und trennbar
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