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1 Zusammenfassung

In den vergangenen Jahren zeigte die Applikation hamatopoietischer
Wachstumsfaktoren bei Lasionsmodellen des zentralen und des peripheren
Nervensystems vielversprechende Ergebnisse, welche die neuroprotektiven und
neuroregenerativen Eigenschaften dieser Zytokine beleuchteten.

Als ein in dieser Hinsicht herausragender Vertreter der hamatopoietischen
Wachstumsfaktoren rickte insbesondere der Granulozyten-Kolonie-stimulierende
Faktor in das Interesse der experimentellen Forschung.

Patienten mit Schadigungen eines peripheren Nervs leiden haufig, trotz frihzeitiger
chirurgischer und konservativer Therapie, unter schwer wiegenden Funktions-
einbulRen der betroffenen Extremitéat.

Unter Verwendung eines Wasserstrahldissektors, der einen hochprazisen 120um
durchmessenden Wasserstrahl generiert, wurden die rechten Nn. ischiadici von 72
Ratten mit einem Druck von 50 bar geschadigt. Aufgeteilt in 3 Gruppen erhielten
dabei die Tiere der beiden Studiengruppen intravents applizierten Granulozyten-
Kolonie-stimulierenden Faktor entweder pra- und postoperativ oder ausschlie3lich
postoperativ. Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten G5%-Glukoselésung intravends.

Als Klinischer Parameter des neurologischen Defizits wurde der Sciatic Functional
Index pr&- und postoperativ erhoben. Ebenso wurden zur Erfassung der
neurophysiologischen Regeneration die motorische Nervenleitgeschwindigkeit sowie
das Muskelsummenaktionspotential pra- und postoperativ gemessen. 12 Tiere jeder
Gruppe wurden nach 1 bzw. nach 6 Wochen getétet, um die Nn. ischiadici fur die
histologische Analyse von Anzahl und Starke der Nervenfasern zu gewinnen. Bei
den nach der 6. postoperativen Woche getdteten Tieren erfolgte aul3erdem eine
quantitative Auswertung der a-Motoneurone der entsprechenden Ilumbalen
Ruckenmarkssegmente.

Die Ergebnisanalyse der mittels Sciatic Funtional Index erhobenen neuromuskuléren
Funktion der mit Granulozyten-Kolonie-stimulierendem Faktor behandelten Tiere
ergab einen positiven Trend hinsichtlich einer verbesserten neuronalen Regeneration
nach der 1. (p=0,2), der 2. (p=0,3) und der 6. (p=0,1) postoperativen Woche,
verglichen mit den Tieren der Kontrollgruppe. Aus der elektrophysiologischen
Erfassung der Nervenleitgeschwindigkeiten liel3 sich nach 4 Wochen eine deutlichere

Regeneration der mit Granulozyten-Kolonie-stimulierendem Faktor behandelten Tiere
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(p=0,1) ableiten, nach 6 Wochen Therapiedauer ergab sich eine signifikante
Verbesserung der Nervenleitgeschwindigkeit (p<0,05). In Bezug auf die mittels
Muskelsummen-aktionspotential ermittelte Funktion der durch den N. ischiadicus
innervierten Muskulatur ergaben sich positive Trends bei den mit Granulozyten-
Kolonie-stimulierendem Faktor behandelten Tiere nach der 2., 4. und 6.
postoperativen Woche (p=0,2). Nach 6 Wochen Therapie fanden sich weiterhin eine
signifikant hohere Anzahl kleiner myelinisierter Nervenfasern pro mm?2 und eine
signifikant hoéhere Anzahl an a-Motoneuronen (p<0,05) in der histologischen
Aufarbeitung.

Zusammenfassend legen die Beobachtungen aus der vorliegenden Arbeit nahe,
dass die intravendse Applikation von Granulozyten-Kolonie-stimulierendem Faktor
nach traumatischer Schadigung des N. ischiadicus insbesondere nach Applikation
Uber mehrere Wochen einen positiven Effekt auf die funktionelle und strukturelle

neuronale Regeneration hat.



1.1 Summary

The possible regenerative effect of the hematopoietic growth factor G - CSF on

peripheral nerve function after traumatic nerve lesion

Over the past years, the application of hematopoietic growth factors in experimental
lesion models of the central and the peripheral nervous system has shown promising
results, revealing both neuroprotective and neuroregenerative properties of these
cytokines.

As a prominent representative of hematopoietic growth factors in this regard, the
granulocyte colony-stimulating factor in particular attracted the interest of
experimental research.

In spite of an early surgical and conservative treatment, patients with peripheral
nerve injury often suffer from a severe loss of function of the affected extremity.

Using a water jet generating dissection device, the sciatic nerves of 72 rats were
damaged with a jet of 50 bar resulting in an incomplete nerve trauma similar to an
injury in a clinical situation. Divided into 3 groups, the animals of the 2 study groups
received intravenously applied granulocyte colony-stimulating factor either
preoperatively and postoperatively or exclusively postoperatively. The animals of the
control group received intravenously glucose 5%-solution.

As a clinical parameter of the neurological deficit, the Sciatic Functional Index was
assessed preoperatively and postoperatively. Likewise, the motor nerve conduction
velocity and the compound muscle action potential were measured pre- and
postoperatively for the detection of neurophysiological regeneration. 12 animals of
each group were sacrificed after 1 and after 6 weeks to gain the sciatic nerves for
histological analysis of the number and strength of nerve fibers. Additionally, sciatic
nerve fibers of animals sacrificed after the 6th postoperative week were evaluated
guantitatively, and counting of a-motoneurons of the corresponding lumbar spinal
cord segments was performed. Statistically, clinical evaluation of neuromuscular
function via the Sciatic Functional Index revealed a positive trend in terms of
improved neural regeneration after week 1 (p = 0.2), week 2 (p = 0.3) and week 6 (p
= 0.1) in animals that received granulocyte-colony stimulating factor compared to the

control group.



Electrophysiological recordings of nerve conduction velocity were faster in animals
treated with granulocyte-colony stimulating factor after 4 weeks (p=0.1) and after 6
weeks (p < 0.05) showing significance.

Considering the motor function of muscles innervated by the sciatic nerve, compound
muscle action potential revealed a positive trend after the 2nd, 4th and 6th
postoperative week (p = 0.2) when granulocyte-colony stimulating factor has been
administered. After 6 weeks of therapy a significantly higher number of small
myelinated nerve fibers per mm2 and a significantly higher number of a-motoneurons
(p <0.05) could be found in the histological evaluation.

In summary, the observations from the present work suggest that the intravenous
administration of granulocyte-colony stimulating factor after traumatic injury of the
sciatic nerve promotes positive effects on the functional and structural neural

regeneration, especially after application over several weeks.
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2 Einleitung

2.1 Die Struktur des peripheren Nervs

Im Gegensatz zum zentralen Nervensystem (ZNS), in dem sich die Axone der
Nervenzellen zur weiRen Substanz zusammenlagern, formieren sich die Axone im
peripheren Nervensystem (PNS) zu Bundeln. Hieraus entstehen die peripheren
Nerven. Sie konnen je nach ihrer Fortleitungsrichtung in motorische (vom ZNS in
Richtung der Peripherie/ efferent) und sensorische (von der Peripherie in Richtung
ZNS/ afferent) Neurone unterschieden werden. Selten enthalt ein Nerv lediglich
Axone einer Leitungsqualitat (entsprechend der vorliegenden Leitungsrichtung sog.
rein sensorischer bzw. rein motorischer Nerv), sondern weist neben vegetativen
Anteilen sowohl motorische als auch sensorische Axone auf. Man spricht von

gemischt sensorisch/motorischen Nerven (Welsch, 2010).

unmyelinisierte
SN Faser

myelinisierte
Faser

Binde- und
Fettgewebe

BlutgefiRe

Endoneurium

Perineurium

Epineurium

Abb. 2.1 Schematischer Querschnitt eines peripheren Nervs

Aus Schiinke et al., Prometheus Lernatlas der Anatomie, 1. Auflage, Thieme Stuttgart 2006
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Durch den Zusammenschluss mehrerer, von einer bindegewebigen Hille
(Endoneurium) umgebenen Nervenfasern - bestehend aus je einem Axon und der
zugehdrigen Markscheide - entstehen die Nervenfaszikel. Diese Faszikel werden
vom Perineurium, das eine wichtige Schranken- und Schutzfunktion fir die
Nervenfasern Ubernimmt, eingefasst. Die so entstehenden Nervenbindel werden
letztlich von dem straffen Bindegewebe, dem Epineurium, umgeben und zum
kompletten peripheren Nerv zusammengefasst (Junqueira and Carneiro, 2005) (Abb.
2.1).

2.2 Die traumatische Schadigung peripherer Nerven

2.2.1 Ursachen peripherer Nervenverletzungen

Zu den haufigsten Ursachen der peripheren Nervenschadigung gehoren
traumatische und druckbedingte Verletzungen neuraler Strukturen. In der
Traumatologie stehen Stich- und Schnittverletzungen sowie Dehnungs-, Quetsch-
und Abrissverletzungen durch Verkehrsunfélle an erster Stelle (Mumenthaler et al.,
2007).

Zu den Druckverletzungen peripherer Nerven zahlen Schlaflahmungen, OP-
Lagerungsschaden, Kompartmentsyndrome, Engpasssyndrome und Raum-
forderungen wie Tumoren oder Hamatome. Der hierbei um den betroffenen Nerv
erhohte Gewebedruck fuhrt Uber eine Kompression der den Nerv versorgenden
GefalRe (Vasa nervorum) zu einer Minderperfusion des neuronalen Gewebes und
damit Uber kurz oder lang zu Funktionsbeeintrachtigungen bis hin zum kompletten
Funktionsverlust der durch den Nerv versorgten Strukturen.

Daneben kodnnen entzindliche Prozesse und seltener iatrogene Ursachen wie
beispielsweise direkte Punktionsschaden oder toxische Wirkungen einer fehlerhaft
applizierten Injektionslésung zu einer peripheren Nervenlasion fihren (Mumenthaler
et al., 2007).
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2.2.2 Einteilung peripherer Nervenverletzungen

Die Qualitat, Intensitat und Dauer der verursachenden Pathologie sind entscheidend
fur das Ausmald des entstehenden neurologischen Defizits sowie die sich hieraus
ableitenden therapeutischen und prognostischen Konsequenzen (Mumenthaler et al.,
2007).Tab. 2.1 gibt einen Uberblick tber die Schweregrad-Einteilung der peripheren
Nervenverletzung, wobei die beiden fur die klinische Routine relevanten

Klassifikationen nach Seddon und Sunderland bertcksichtigt sind.

Schweregrad-Einteilungen peripherer Nervenlasionen

nach Seddon nach Sunderland Kriterien

Neurapraxie Grad | - Nervenstrukturen erhalten
- Nervenleitung blockiert
- Restitution nach Stunden — Wochen
- Therapie: konservativ

Axonotmesis Grad Il - Kontinuitatsunterbrechung der Axone mit
distaler Waller-Degeneration
- erhaltene Kontinuitat der Nervenhllen
- Restitution in einem Teil der Falle nach Wochen
bis Monaten
- konservative oder operative Therapie

Neurotmesis Grad Il - Kontinuitatsunterbrechung von Axonen und
Endoneurium
- erhaltene Kontinuitat von Peri- und Epineurium
- Restitution innerhalb von Monaten mdglich
- konservative oder operative Therapie

Grad IV - Kontinuitatsunterbrechung von Axonen, Endo-
und Perineurium
- erhaltene Kontinuitat des Epineuriums
- Restitution ohne operative Therapie unwahr-
scheinlich

Grad V - Kontinuitatsunterbrechung von Axonen, Endo-,
Peri- und Epineurium
- keine spontane Restitution — operative Therapie

Tab. 2.1 Schweregrad-Einteilungen peripherer Nervenl&sionen
Aus H. Grehl, F. Reinhardt, Checkliste Neurologie, 3. Auflage, Thieme Stuttgart 2005
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Eine vergleichsweise harmlose Form des peripheren Nerventraumas, bei der die
anatomischen Strukturen des Nervs intakt bleiben und das in seiner klinischen
Symptomatik innerhalb von Tagen bis Wochen prinzipiell voll reversibel ist, ist die
Neurapraxie nach Seddon (entspricht Grad | nach Sunderland). Hierbei handelt es
sich beispielsweise um die wahrend des Schlafens auftretende Druckbelastung eines
Nervs mit evtl. in dem vom Nerv entsprechend versorgten Hautareal auftretender
Dyséasthesie, die jedoch nach Entlastung des betroffenen Nervs rasch riickgangig ist.
Therapeutisch stehen hier konservative MalBhahmen im Vordergrund. Eine
Schadigung, bei der die Axone des Nervs durchtrennt werden, seine Huillstrukturen
jedoch erhalten bleiben, wird nach Seddon als Axonotmesis bezeichnet (entspricht
Grad Il nach Sunderland). Durch die folgende Waller-Degeneration verkompliziert
sich die Regeneration des Nervs, die dann eine Dauer von Wochen bis Monaten in
Anspruch nimmt. Da jedoch die Hullstrukturen erhalten bleiben und somit fir den
Heilungsprozess eine anatomisch ideale Leitstruktur zur Verfliigung steht, bestehen
gute Chancen, dass sich die eingetretene periphere Nervenldhmung in einem
Grolteil der Falle vollstandig erholt, insofern die Ursache behoben werden kann
(Mumenthaler et al.). Die Axonotmesis tritt z.B. bei dem haufig vorkommenden
Karpaltunnelsyndrom auf, bei dem durch eine chronische Druckschadigung im
Bereich des Retinaculum flexorum die empfindlichen Axone des N. medianus mit der
Folge von sensiblen und motorischen Ausféllen zerstért werden. Ein wesentlich
schlechteres Regenerationspotential bietet die Neurotmesis nach Seddon. Diese wird
nach Sunderland in Abhangigkeit des Schweregrades weiter in Grad Il bis V
unterteilt. Bei dieser Form des schweren peripheren Nerventraumas konnen evitl.
sowohl die Axone als auch die Hullstrukturen des Nervs in ihrer Kontinuitat
unterbrochen werden, wie es etwa bei gravierenden Plexuszerrungen, spinalen
Nervenwurzelausrissen oder Schnittverletzungen vorkommt. Durch das Einsetzen
der Waller'schen Degeneration des distalen Nerventeils und der damit zur
Regeneration fehlenden Leitstruktur, kommt es bei der Neurotmesis haufig zu einem
ziellos wuchernden Aussprossen der Axone des proximalen Amputationsstumpfes.
Es entsteht ein Neurom und ein Wiedererlangen der eingebluf3ten Funktionen des

Nervs wird auflerst unwahrscheinlich.

14



2.2.3 Degeneration und Regeneration des peripheren Nervs

In Abhéngigkeit des Ausmafles und der Lokalisation einer stattgefundenen
Verletzung besitzen die Neurone des PNS die Fahigkeit zur strukturellen und
funktionellen Regeneration. Wird die Kontinuitat eines Nervs aufgrund traumatischer,
metabolischer, toxischer oder ischamischer Einflisse im Sinne einer Neurotmesis
unterbrochen, entstehen 2 Nervenstimpfe, deren weiteres Schicksal sich bedeutend
voneinander unterscheidet. Wahrend der proximale Stumpf, der weiterhin mit dem
Soma und damit mit dem metabolischen Zentrum der Nervenzelle verbunden ist, als
Ausgangspunkt fir die Regenerationsversuche des Nervs dient, durchlauft der
distale Stumpf, dem durch die unterbrochene Verbindung zum Soma der Nachschub
an wichtigen Proteinen und Organellen fehlt, eine anterograde Degeneration
(Junqueira and Carneiro, 2005). Dieser Degenerationsprozess des distalen
Nervenstumpfes ist nach seinem Erstbeschreiber Augustus Volney Waller (1816-
1870) als Waller'sche Degeneration benannt (Waller, 1850).

Die Axone des proximalen Nervenstumpfs degenerieren bis zum nachstgelegenen
Ranvier'schen Schnurring. Nach Phagozytose und Abtransport der entstehenden
Zelltratmmer durch Makrophagen beginnen die proximal der Lasionsstelle gelegenen
Axonendigungen zu proliferieren und auszusprossen. Diese regenerierenden Axone
wachsen mit einer Geschwindigkeit von etwa 1 mm/Tag (Sunderland, 1947).

Die Waller'sche Degeneration stellt eine stereotyp ablaufende Reaktion des
Organismus auf eine stattgefundene Nervenverletzung dar, in die zellulare und
molekulare Mechanismen einbezogen sind. Der Untergang des distal gelegenen
Nervensegments umfasst sowohl das Axoplasma und Axolemm als auch die
Myelinscheiden der Nervenfasern. Der Degenerationsprozess lauft dabei mit einer
aulRerordentlich hohen Geschwindigkeit ab, sodass bereits nach 24-48 Stunden der

komplette Nerv geschéadigt ist (Lubinska, 1977).

Zunéchst wird die Degeneration des verletzen Gewebes eingeleitet. In der weiteren
Folge kommt es zur Einwanderung und Aktivierung von Makrophagen, die die
anfallenden Zelltrimmer abraumen und somit die nétige Voraussetzung fur die
Regenerationsversuche des Nervs schaffen (Brown et al., 1991). In dem

entstehenden, von bindegewebigem Perineurium umgebenen Raum proliferieren die
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Schwann’schen Zellen und bilden die sog. Blingner-Béander, die den von proximal
aussprossenden Axonenden als Leitschiene zur Wiederverbindung der Nervenfasern
dienen (Stoll and Muller, 1999).

mehrere
2 Wochen 3 Wochen 3 Monate Monate

Abb. 2.2: Schematische Darstellung der Veranderungen nach einer Nervenlasion.

(&) Normale Nervenfaser mit zugehdrigem Perikaryon und Zielzelle. (b) Zustand nach Lasion
der Nervenfaser: der Zellkern wandert in die Peripherie, der distale Teil der Nervenfaser
degeneriert samt der umgebenden Myelinscheide, Makrophagen und Schwannzellen rdumen
die entstehenden Zelltrimmer ab. (c) Atrophie der Muskelfaser, Proliferation der
Schwannzellen mit Bildung der Bingner-Bander und Aussprossen der Axone. (d) Erfolgreich
regenerierte Nervenfaser und Muskelzelle. (e) Unkontrolliertes Wachstum aussprossender
Axone als Grundlage der Neurombildung.

Quelle: Junqueira et al., 2005
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Je nach Ausmald der Nervenladsion und der damit zu Uberbrickenden Distanz
zwischen proximalem und distalem Nervenstumpf und der qualitativen
Zusammensetzung der beschadigten Nervenfasern bestehen unterschiedliche
Aussichten auf eine erfolgreiche Regeneration des Nervs. So gelingt eine teilweise
funktionelle Erholung eher, wenn die Schadigung rein sensorische bzw. rein
motorische Nerven betrifft. Bei gemischt sensorisch-motorischen Nerven ist das
Risiko einer fehlerhaften Verbindung der Axone und damit eines unnaturlichen
Innervationsmusters deutlich erhéht (Stoll and Muller, 1999). Gelingt es den
aussprossenden Nervenfasern nicht Anschluss an die gebildeten Blngner-Bander
des distalen Nervenstumpfes zu finden — etwa bei ausgepragten Nervenlasionen
Uber eine groRere Distanz oder bei Amputationsverletzungen — bildet sich durch das
ungerichtete und wuchernde Wachstum der Axone ein schmerzhafter narbiger
Tumor, das Neurom (Abb. 2.2). Dieses wiederum birgt das Risiko der Entwicklung

eines neuropathischen Schmerzsyndroms.

Resultiert die Verletzung eines peripheren Nervs lediglich in einer Durchtrennung der
Axone bei erhaltenen Hullstrukturen (Axonotmesis) so bestehen zwar grundsatzlich
bessere Heilungschancen, da durch die intakte Nervenhlle eine Leitschiene fir die
aussprossenden Axone erhalten bleibt, jedoch kommt es auch hierbei zur
Waller'schen Degeneration mit den oben beschriebenen Auswirkungen
(Mumenthaler et al., 2007)

2.2.4 Therapie peripherer Nervenverletzungen

Obwohl geschéadigte periphere Nerven prinzipiell zur Regeneration und damit zur
Reinnervation ihres Endorgans in der Lage sind, bleiben Patienten mit solchen
Verletzungen haufig dauerhaft beeintrachtigt. Kommt es zur vollstdndigen
Durchtrennung eines peripheren Nervs, hat dies den zunachst schmerzlosen Ausfall
samtlicher Funktionen, die durch den distal der Lasionsstelle gelegenen Nerventeil
vermittelt werden, zur Folge. 1 bis 2 Wochen nach der Verletzung entwickelt sich
haufig ein stechender und vom Patienten als &uf3erst unangenehm empfundener
Neuromschmerz, der mechanisch ausgelést werden kann. Da es sich bei den

meisten peripheren Nerven um gemischte Nerven handelt, resultieren in der Regel
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sowohl sensible als auch motorische Ausfélle nach einer Nervenlasion. Begleitet
werden kénnen diese von trophischen Stérungen der Muskulatur, der Haut und ihrer
Anhangsgebilde (Haare, NA&gel) sowie von vegetativen Symptomen mit
Beeintrachtigung der SchweiRdrisenfunktion, der Piloarrektion oder der
Vasomotorik. Doch auch bereits bei unvollstandigen Nervendurchtrennungen, einer
Dehnungs- oder einer Druckverletzung konnen die genannten Symptome in
unterschiedlicher Auspragung auftreten und dauerhaft persistieren. In Abhangigkeit
des betroffenen peripheren Nervs und angesichts des weiten Spektrums funktioneller
EinbulRen verbleiben die Patienten unter Umstanden in ihrem Alltagsleben schwer
beeintrachtigt. Insbesondere ist dies der Fall bei den recht haufig vorkommenden
Nervenlasionen der oberen Extremitat.

Um die Erfolgsaussichten auf wiedergewonnene Funktionalitdt der geschadigten
Strukturen zu erhohen, wird in der klinischen Praxis die friihestmégliche

therapeutische Intervention angestrebt.

Zur Behandlung von Schéadigungen peripherer Nerven stehen grundséatzlich
konservative Mallnahmen wie krankengymnastisches Training und
elektrophysiologische Anwendungen (Myostimulation) sowie operative Eingriffe zur
Verfigung. Liegt lediglich eine milde Dehnung oder Quetschung eines Nervs vor, ist
die alleinige konservative Therapie gerechtfertigt. Ist jedoch eine komplette oder
partielle Nervendurchtrennung aufgetreten, besteht die Indikation zur operativen
Therapie. Bei letzterer unterscheidet man nach dem Zeitpunkt des Eingriffes die
primare von der sekundéren operativen Versorgung. Die primére (sofortige)
Versorgung findet bei scharfen Verletzungen eines Nervs mit sauberen
Wundverhaltnissen ~ Anwendung. Bestehen zunachst  keine  sauberen
Wundverhéltnisse, wie haufig bei Zerrungs- und Quetschwunden, erfolgt der
chirurgische Eingriff sekundar nach 2-3 Wochen (Holper and Eichler, 2012).

Es stehen — je nach Art und Ausmald der Verletzung — verschiedene operative
Eingriffe zur Verfigung. Zu nennen sind hier die interfaszikulare Neurolyse, die
epineurale End-zu-End-Naht, die interfaszikulare End-zu-End-Naht und die
interfaszikulare Transplantation, bei der ein entbehrlicher koérpereigener Nerv (z.B.
der rein sensible N. suralis) geopfert wird und als Interponat den zerstérten Abschnitt

des Empfangernervs tberbrickt (Schirmer, 2004).
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Trotz dieser im klinischen Alltag angewandten therapeutischen Strategien sehen sich
Patienten mit peripheren Nervenverletzungen nicht selten mit nur unbefriedigenden
funktionellen Ergebnissen konfrontiert, weshalb das Gebiet der Behandlung

peripherer Nervenlasionen Gegenstand intensiver Forschungsbemihungen ist.

2.3 G-CSF und seine Wirkungen im Nervensystem

In den letzten Jahren rickte zunehmend auch die Untersuchung moglicher

regenerativer Wirkungen verschiedener Wachstumsfaktoren auf periphere

Nervenldsionen in den Fokus wissenschaftlichen Interesses.

Abb. 2.3: Molekularstruktur von G-CSF

Aus Hill CP, Osslund TD, Eisenberg D. The structure of granulocyte-colony-stimulating factor and its
relationship to other growth factors. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America 1993; 90(11):5167-5171 (Hill et al., 1993)
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Der Granulozyten-Kolonie-stimulierende Faktor (G-CSF) zahlt - wie auch
Erythropoietin  (EPO), Thrombopoietin (TPO), Granulozyten-Makrophagen-
stimulierender Faktor (GM-CSF) und Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (M-
CSF) - zur Gruppe der hamatopoietischen Wachstumsfaktoren. G-CSF ist ein
Glykoprotein mit einer Molekilmasse von 19,6 kDa (Hill et al., 1993, Abb. 2.3) und
besteht aus 174 Aminosauren, die in 4 zueinander antiparallel ausgerichteten o-

Helices angeordnet sind (Wells and de Vos, 1996).

Als Wachstumsfaktor ist das Protein fir die Mobilisierung, Differenzierung und
Proliferation hamatopoietischer Stammzellen und insbesondere auch fiir die Reifung
von Granulozyten verantwortlich (Burgess and Metcalf, 1980; Strife et al., 1987;
Welte et al., 1985). Zu den Zellen, die nach entsprechender Stimulation G-CSF
produzieren kénnen, zahlen u.a. Fibroblasten (Kaushansky et al., 1988; Koeffler et
al., 1987), Monozyten (Vellenga et al., 1988) und Endothelzellen (Zsebo et al., 1988).
Nach Bindung an seinen spezifischen G-CSF-Rezeptor (G-CSFR) vermittelt G-CSF
seine Wirkung auf die Zielzellen hauptséchlich durch Aktivierung der Signalwege von
Janus-Kinase/ Signaltransduktion und Aktivierung der Transkription (STAT), Ras/
Mitogen-aktivierendes Protein (MAP)-Kinase und Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-
K)/ Proteinkinase-B (Dong and Larner, 2000; Hunter and Avalos, 1998; Shimoda et
al., 1997; Tian et al., 1994).

Entsprechend seiner hamatopoietischen Wirkung auf reife und unreife neutrophile
Granulozyten (Boneberg et al., 2000; Nagata and Fukunaga, 1991) findet G-CSF seit
vielen Jahren Anwendung in der Therapie hamatologischer Erkrankungen. Seit 1991
wird G-CSF als das rekombinant aus E. coli hergestellte Filgrastim und seit 1993 als
Lenograstim, das aus Ovarialzellen des chinesischen Hamsters gewonnen wird,
erfolgreich im Rahmen der Behandlung von Leukadmien eingesetzt. Zu nennen sind
hier die Therapie der Chemotherapie-induzierten Neutropenie, die Mobilisierung
peripherer Blutstammzellen eines Spenders bei hamatopoietischer
Stammzelltransplantation und die Unterstiitzung einer schnelleren Regeneration der
neutrophilen Granulozyten nach erfolgter Stammzelltransplantation (Cesaro et al.,
2002; Holig, 2013; Keating, 2011; Sheridan et al., 1989; Welte et al., 1996).
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Doch auch auf3erhalb des hamatopoietischen Systems konnten stimulatorische
Effekte von G-CSF u. a. auf Endothelzellen (Bussolino et al., 1989) und Nervenzellen
(Schabitz et al., 2003; Solaroglu et al., 2007) nachgewiesen werden. Insbesondere
seine trophischen Wirkungen auf die Neurone des ZNS und sein mdglicher Effekt bei
Erkrankungen oder Lasionen des PNS sind fir die vorliegende Arbeit von

besonderem Interesse.

In weiten Teilen des Gehirns konnte der G-CSFR auf Neuronen und Gliazellen
identifiziert werden. So fanden Schneider et al. 2005 eine hohe Immunopositivitat fur
den G-CSFR im Kortex, dem Hippocampus, der subventrikularen Zone und in
Kerngebieten des Kleinhirns und des Hirnstamms (Schneider et al., 2005a). An diese
Erkenntnisse anknipfend wurde in mehreren In-vivo- und In-vitro-Studien an
ischamischen Schlaganfallmodellen der Nachweis eines neuroprotektiven Potentials
von G-CSF erbracht (Gibson et al., 2005; Lee et al., 2005; Schabitz and Schneider,
2007; Schneider et al., 2005a; Strecker et al., 2010). Die positiven Effekte von G-
CSF werden auf mehrere Faktoren zurlickgefuhrt. Hierzu zéhlen die zuverlassige
Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke, eine gesteigerte Neuro- und Angiogenese
(Diederich et al., 2009a; Diederich et al., 2009b; Lee et al., 2005), das verstarkte
Aussprossen neuronaler Dendriten (Solaroglu et al., 2006), antiinflammatorische
sowie antiapoptotische Effekte (Schneider et al., 2005a; Schneider et al., 2005b).
Diese Wirkungen legen nahe, dass G-CSF nicht nur beim ischamischen Schlaganfall,
sondern ebenso bei anderen neurodegenerativen Erkrankungen des ZNS einen
positiven Einfluss haben kdnnte. So konnte in einem Mausmodell des M. Parkinson
ein protektiver Effekt von G-CSF auf die dopaminergen Neurone der Substantia
nigra, auf denen ebenfalls der G-CSFR identifiziert wurde, beobachtet werden (Cao
et al.,, 2006; Meuer et al., 2006). In einem Mausmodell des M. Alzheimer fiihrte die
Gabe von G-CSF zu verbesserten kognitiven und gedachtnisorientierten Leistungen
(Sanchez-Ramos et al., 2009; Tsai et al., 2007). Ebenso zeigten sich positive
Einflisse von G-CSF in Versuchen =zu Riuckenmarkslasionen der Ratte,
insbesondere bei gleichzeitig durchgefuhrter Stammzelltherapie (Kadota et al., 2012;
Pan et al., 2008).

Weiterhin konnten mehrere Arbeitsgruppen in Mausmodellen der Amyotrophen
Lateralsklerose (ALS) eine positive Wirkung nach G-CSF-Gabe auf Funktion und

Erhalt von o-Motoneuronen und eine verminderte muskulare Denervation
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nachweisen (Henrigues et al., 2011; Henriques et al., 2010; Pitzer et al., 2008; Pollari
et al., 2011).

Des Weiteren beobachteten Pan et al. in tierexperimentellen Versuchen zur N.
ischiadicus-Lasion eine verbesserte funktionelle Regeneration des Nervs, die sie
durch eine gesteigerte Mobilisation von aus dem Knochenmark stammenden CD34+-
Zellen, eine vermehrte Expression des vascular endothelial growth factor (VEGF)
und die hierdurch verbesserte Angioneogenese und Vaskularisation erklarten (Pan et
al., 2009b).

Somit kdnnte die Gabe von G-CSF einen hoffungsvollen Ansatz fur die Therapie
peripherer Nervenverletzungen darstellen, insbesondere da G-CSF seit Langem in
der Therapie hamatologischer Erkrankungen sicher angewandt wird und die
intravendse Gabe von G-CSF in der akuten und subakuten Phase des ischamischen
bzw. hdmorrhagischen Schlaganfalls bereits in der klinischen Erprobung ist (Bath et
al., 2013).

2.4 Lasionsmodelle peripherer Nerven

Ein  sehr  verbreitetes  Lasionsmodell zur  Untersuchung peripherer
Nervenverletzungen ist die kurzzeitige Quetschung eines Nervs mittels einer Klemme
oder einer Pinzette. Dem Verletzungsmuster nach handelt es sich hierbei um eine
Axonotmesis (Lunn et al., 1990). Der Schweregrad der resultierenden Schadigung
hangt wesentlich von dem durch die Klemme ausgelbten Druck und der Dauer,
wahrend der die Klemme auf dem Nerv belassen wird, ab. Bei nur milder und
kurzstreckiger Axonotmesis ohne Zerstoérung der Myelinscheide vollzieht sich die
axonale Aussprossung und Regeneration bei diesem Modell aufgrund der intakten
Nervenhtlle verhaltnismallig schnell und es bestehen gute Chancen, dass die
regenerierten Nervenfasern in Bezug auf Anzahl und Dicke dem Zustand vor der

Schadigung entsprechen (Devor and Govrin-Lippmann, 1979; Thomas, 1989).

Ziel der Nervenkompression - z.B. mittels einer Ligatur - ist es, chronische

Druckschadigungen peripherer Nerven, wie sie etwa im Rahmen eines Kubitaltunnel-
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oder Karpaltunnelsyndroms auftreten, zu simulieren und somit z.B. die Entstehung
eines neuropathischen Schmerzsyndroms zu induzieren. Je nach Ausmaf} und
Dauer der Kompression kommt es u.a. zur Zerstorung der Schwann’schen Zellen
und zur Behinderung der Blutzufuhr durch die Vasa nervorum und dadurch zu
Ischamie-bedingten neuronalen Dysfunktionen unterschiedlichen Schweregrades
(Diao et al., 2005; Gupta et al., 2004; Gupta and Steward, 2003; Ochoa et al., 1972;
Rydevik et al., 1984). Durch die Schadigung des Gefaliendothels kommt es weiterhin
zur Entstehung eines epineuralen Odems, das eine Drucksteigerung im
Nervengewebe und damit dessen weitere Schadigung herbeiftihrt (Oaklander et al.,
1987).

Die komplette Durchtrennung aller Strukturen peripherer Nerven wird in
tierexperimentellen Versuchen genutzt, um das klinische Bild einer Schnitt- oder
Nervenzerreildungsverletzung zu simulieren. In der Regel erfolgt im Anschluss an die
Durchtrennung die Wiederverbindung des proximalen und distalen Nervenstumpfes
mithilfe einer spannungsfrei durchgefuhrten Nervennaht, haufig unter Verwendung

eines zu untersuchenden Nerventransplantats (Millesi, 1984; Millesi, 2000).

2.5 Wasserstrahldissektion

Die Wasserstrahldissektion stellt eine noch recht junge chirurgisch genutzte Technik
der Gewebetrennung dar. Mittels einer Pumpe wird ein Wasserdruck aufgebaut, der
bei der Passage durch ein feines Disenendstlick in kinetische Energie umgewandelt
wird und dann zur selektiven Trennung von Gewebe genutzt werden kann. Diese
Technik der Werkstofftrennung mit Hilfe eines Wasserstrahls wird beispielsweise in
der Werkzeugindustrie zur Separation metallischer von nichtmetallischen
Komponenten bereits seit Jahrzehnten genutzt (Kolb, 2013).

Erste Erfahrungen mit dieser Technik in der Medizin wurden 1982 von den Chirurgen
Papachristou und Barters in der Leberchirurgie gesammelt. Sie konnten zeigen, dass
sich durch die Schneidetechnik des Wasserstrahls parenchymales Gewebe gezielt
und schonend von Blutgefal3en und Gallengdngen trennen lasst, was sich positiv auf
den intraoperativen Blutverlust und die Dauer des Eingriffs auswirkte (Papachristou

and Barters, 1982). Auf dem Boden dieser und folgender Arbeiten wurde die Technik
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der Wasserstrahldissektion weiterentwickelt und findet seitdem v.a. in der Leber- und
Nierenchirurgie Anwendung (Hata et al., 1994; Jeppsson, 1990; Lesurtel et al., 2005;
Penchev et al., 1997; Penchev et al., 1999; Rau et al., 2001; Richter et al., 2009;
Schob et al.,, 1994; Schob et al., 1995). Doch auch in zahlreichen anderen
chirurgischen und nichtchirurgischen Fachdisziplinen werden die Vorteile der
Wasserstrahldissektion mit Blick auf neue Einsatzgebiete untersucht (Corvin et al.,
2005; Fritsche et al., 2011; Honl et al., 2003a; Honl et al., 2003b; Honl et al., 2003c;
Kikawada et al., 2000; Kobayashi et al., 1995; Lipshitz et al., 1996; Nagele et al.,
2011; Parolini et al., 1998; Sander and Poesl, 1993).

In der Neurochirurgie wurde die Technik der Wasserstrahldissektion seit 1997
intensiv analysiert und in den Folgejahren zunehmend Klinisch eingesetzt. Bisher
konzentrierte man sich in der Anwendung der Wasserstrahldissektion hauptsachlich
auf den Nutzen bei der Behandlung intrakranieller Patholgien. So bestand schon frih
Interesse an dieser Technik, um neue Madoglichkeiten einer selektiven und
schonenden Trennung von krankem und gesundem Hirngewebe zu evaluieren.
Seitdem wurde neben intensiver tierexperimenteller Forschung (Oertel et al., 2004a;
Oertel et al.,, 2004b) das klinische Einsatzgebiet der Wasserstrahldissektion in
zahlreichen Studien zur Behandlung intrakranieller Pathologien erweitert.
Krankheitsbilder wie Gliome und Meningeome, intrakranielle Metastasen,
Kleinhirnbriickenwinkeltumoren und Temporallappenepilepsien wurden mit dieser
Technik behandelt (Oertel et al., 2003b; Oertel et al., 2005; Oertel et al., 2003c;
Oertel et al., 2004c; Piek et al., 2002; Piek et al., 1998). Toth et al. untersuchten die
Wasserstrahldissektion in einer Serie von 55 Meningeomen und konnten gegentber
der alleinigen mikrochirurgischen Technik die Vorteile einer kirzeren
Operationsdauer, einer praziseren Separation der Hirn-Tumor-Grenze sowie einer
Reduktion der postoperativen Odembildung darlegen (Toth et al., 1987).
Insbesondere bei, verglichen mit gesundem Hirnparenchym, weichen Tumoren
konnten die hervorragenden Trennungseigenschaften beobachtet werden. Terzis et.
al. beschrieben weitere positive Aspekte der Technik wie das Fehlen thermischer
Effekte sowie den Erhalt auch sehr kleiner intrakranieller Gefale und damit eine
Reduktion des intraoperativen Blutverlustes (Terzis et al., 1989).

In einer 2003 publizierten experimentellen Studie konnten Oertel et al. eine enge

Korrelation zwischen eingesetztem Druck und Schnitttiefe sowie die ausgezeichneten
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gewebeschonenden Dissektionseigenschaften des eingesetzten Wasserstrahl-

gerates nachweisen (Oertel et al., 2003a).

Basierend auf den guten Ergebnissen bei der Behandlung intrakranieller Pathologien
untersuchte die Arbeitsgruppe um Tschan in den letzten Jahren die Anwendung der
Wasserstrahldissektion auf dem Feld der kranialen und peripheren Nervenchirurgie
(Tschan et al., 2009; Tschan et al., 2010). Hierzu wurden auf tierexperimenteller
Basis Lasionsmodelle kranialer und peripherer Nerven entwickelt, mit denen sich
anhand unterschiedlicher Druckeinstellungen eines Wasserstrahldissektors das
Ausmal} einer eintretenden Nervenschadigung bestimmen und reproduzierbar

applizieren lasst.

Am N. vestibulocochlearis der Ratte konnte gezeigt werden, dass dieser Hirnnerv
eine gezielte Lasion mit bis zu 6 bar Wasserdruck problemlos toleriert. Nach
Kontrolle der pra- und postoperativ erfassten Hirnstammaudiogramme und der
makroskopischen sowie mikroskopischen Untersuchung der Lasionsstelle, lieRen
sich weder funktionell noch strukturell bei Verwendung dieser Druckstufe
Schadigungen nachweisen. Wurde der Wasserstrahl jedoch mit 8 bar Wasserdruck
appliziert, resultierte bei allen Tieren ein inkomplettes funktionelles Defizit, welches
sich innerhalb von 12 Wochen bei 60% der Ratten wieder zurtickbildete. Unter
Verwendung eines Wasserdrucks von 10 bar fanden sich schwere Schadigungen
sowohl auf funktioneller als auch auf struktureller Ebene, wobei die Kontinuitat des
Nervs nicht unterbrochen wurde. Nach 12 Wochen ergab sich jedoch hierbei keine

Erholung der neurologischen Ausfallsymptomatik (Tschan et al., 2009).

In einem zweiten in-vivo-Modell wurde die gleiche Technik auf die traumatische
Lasion eines peripheren Nervs ubertragen (Tschan et al., 2010). Bei dieser
Versuchsreihe wurde ein Wasserstrahl mit definierter Druckeinstellung tber den N.
ischiadicus der Ratte appliziert. Auch hierbei lieBen sich die funktionellen und
strukturellen Schadigungen des Nervs zuverlassig in Abhangigkeit der gewahlten
Druckstufe reproduzieren. So kam es unter Verwendung eines Druckes von unter 40
bar zu keiner makroskopisch sichtbaren Lasion und lediglich zu milden
postoperativen Funktionseinschrankungen der operierten Extremitaten, die sich

allesamt nach einer Woche vollstdndig erholten. Bei der histologischen Auswertung
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der Nerven nach 12 Wochen lieBen sich keine pathologischen Veradnderungen
nachweisen. Wurde der Druck des Wasserstrahls auf 40-80 bar erhoht, konnten
sowohl anatomische als auch funktionelle Beeintrachtigungen beobachtet werden.
Bei 40 und 50 bar hatte die Manipulation am Nerv eine direkte makroskopisch und
klinisch festzustellende Schadigung zur Folge, die sich dann innerhalb der ersten
postoperativen Woche weitestgehend erholte. Wurde der Wasserstrahl mit 60 bzw.
70 bar appliziert, bendtigte die Normalisierung elektrophysiologisch erhobener
Befunde und das Auftreten histomorphologischer Zeichen einer stattfindenden
Nervenregeneration mit bis zu 12 Wochen deutlich langer. Auch nach Applikation
eines Wasserstrahls von 80 bar wurde der Nerv in seiner Kontinuitat nicht
unterbrochen, jedoch zeigte sich nach 12 Wochen nur eine unvollstandige
Regeneration anhand der elektrophysiologisch und klinisch erhobenen Parameter.

Da sich unter Verwendung dieses Lasionsmodells die eintretende Schadigung des
Nervs in Abhangigkeit der gewahlten Druckstufe prazise definieren und
reproduzieren lasst, eignete es sich hervorragend fur unser Forschungsvorhaben die
Auswirkungen einer systematischen G-CSF-Therapie auf den funktionell
beeintrachtigten, in seiner Kontinuitat jedoch nicht unterbrochenen N. ischiadicus zu

untersuchen.

2.6  Fragestellung der Arbeit

Vor dem Hintergrund der in vorangegangen Arbeiten herausgestellten positiven
Wirkungen von G-CSF auf Erkrankungen des Nervensystems (s.0.) ist es die
Zielsetzung der hier vorliegenden Arbeit, den Effekt von G-CSF auf den
Funktionserhalt und die Regeneration des N. ischiadicus der Ratte nach einer
kurzzeitigen mechanischen L&sion definierten Schweregrades unter standardisierten
experimentellen Bedingungen zu evaluieren, um hieraus Erkenntnisse Uber eine
etwaig zu verbessernde Therapie der peripheren Nervenverletzung, wie sie bei
einem traumatischen Geschehen oder auch durch iatrogene chirurgische

Manipulation entsteht, zu gewinnen.
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3 Material und Methoden

3.1 Studiendesign

In der vorliegenden Studie wurden 72 méannliche Sprague-Dawley Ratten untersucht.
Diese wurden 3 verschiedenen Gruppen zugeteilt. Die Versuchstiere wurden in 2
Studiengruppen und eine Kontrollgruppe a 24 Tiere unterteilt. Die Tiere der ersten
Studiengruppe erhielten intravents rekombinanten humanen G-CSF [Neupogen®] in
einer Dosierung von 60 pg/kg Korpergewicht, der jeweils am 1., 3. und 5.
postoperativen Tag appliziert wurde. Den Tieren der zweiten Studiengruppe wurde
G-CSF in derselben Dosierung zusatzlich am Tag vor der Operation und wiederum
am 1., 3. und 5. postoperativen Tag intravents verabreicht. Die verbleibenden 24
Tiere dienten als Kontrollgruppe und erhielten anstelle des G-CSF Glucose-Ldsung

[G5%] an den Tagen 1, 3 und 5 nach der Nervenlasion.

Tag der Totung G-CSF d1, d3, d5 G-CSF d-1, d1, d3, G5% d1, d3, d5
d5
d7 12 12 12
d42 12 12 12
Summe 24 24 24

Tab 3.1 Aufteilung der Versuchstiere entsprechend dem Studiendesign

Bei der Versuchsserie erfolgte in Vollnarkose die mikrochirurgische Freilegung des
rechten N. ischiadicus nach Spaltung des M. gluteus 10 mm distal des Foramen
obturatum und oberhalb der Aufteilung des Nervs im Oberschenkel. Mittels
Wasserstrahlskalpell wurde eine Lasion des Nervs induziert, wobei die Druckstufe
des Wasserstrahls auf 50 bar festgelegt wurde, um eine Teill&sion des N. ischiadicus

Zu erzielen.
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Nach Ablauf der 1. postoperativen Woche wurden 12 Tiere jeder Gruppe getotet, um
die Nn. ischiadici fur die histopathologische Analyse zu gewinnen. Die andere Halfte
der Tiere jeder Gruppe wurde 6 Wochen nach der Operation getotet. Zusatzlich zu
der auch bei diesen Langzeittieren durchgefihrten histopathologischen
Untersuchung des N. ischiadicus wurden hier noch die Rickenmarksegmente L4 und
L5 enthommen, um diese einer Analyse der Dichte der a-Motoneurone des

Vorderhorns zufiihren zu kbnnen.

Um das Ausmald der durch die Operation induzierten neurologischen Schadigung
klinisch zu erfassen, wurde am 1. postoperativen Tag der Sciatic Functional Index
(SFI) bestimmt. Weitere Messungen dieses Wertes erfolgten nach der 1., 2., 4. und
6. postoperativen Woche, wodurch die klinische Entwicklung des neurologischen

Defizits im Verlauf evaluiert wurde.

Erganzend erfolgten in Vollnarkose elektrophysiologische Untersuchungen mit
Erfassung der motorischen Nervenleitgeschwindigkeit (mMNLG) des N. ischiadicus
und des muskularen Summenaktionspotentials (MSAP). Die Messungen wurden vor
Beginn jeder Operation und nach der chirurgischen Freilegung des N. Ischiadicus
durchgefiuihrt, um die elektrophysiologische Integritdt des Nervs vor der Lasion zu
dokumentieren. Weitere Messungen erfolgten intraoperativ direkt nach stattgehabter
Lasion durch das Wasserstrahlskalpell und unmittelbar postoperativ nach erfolgtem
Wundverschluss. Im weiteren Verlauf wurden die elektrophysiologischen Messungen
gemeinsam mit der neurologisch-klinischen Untersuchung am 1. postoperativen Tag,
nach der 1., 2., 4. und 6. Woche durchgefiihrt. Hierbei wurden die mNLG und das
MSAP immer proximal und distal der Lasionsstelle abgeleitet, um auch einen evtl.
aufgetretenen Rickgang der neurophysiologischen Potentiale des N. Ischiadicus in

proximaler Richtung zu erfassen.
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3.2 Tiermodell

Zur Durchfihrung der Experimente am S&ugetiermodell wurden adulte mé&nnliche
Sprague-Dawley-Ratten mit einem Gewicht zwischen 300g und 400g untersucht. Die
Tiere waren einzeln oder zu zweit in Kafigen mit einem 12 Stunden dauernden Tag-
Nacht-Rhythmus untergebracht. Der Zugang zu Futter und Wasser erfolgte ad
libitum. Alle Experimente wurden mit Genehmigung des Tierschutzbeauftragten des
Fachbereichs Medizin der Universitadtsmedizin Mainz und des
Landesuntersuchungsamtes Rheinland-Pfalz durchgefihrt (AZ 23 177-07 / G10-1-
30).

3.3 Wasserstrahldissektor

Bei den Versuchen wurde zur Applikation der L&sion am N. ischiadicus der
Wasserstrahldissektor Erbejet® 2 der Firma Erbe Elektromedizin GmbH (Tlbingen,
Deutschland) eingesetzt (Abb. 3.1, mit freundlicher Genehmigung der ERBE Elektro
GmbH).

3

Abb. 3.1 Erbejet ®

Der Wasserstrahl wird hierbei durch eine mechanische Pumpvorrichtung
(Doppelkolbenpumpe) generiert, welche eine konstante Applikation des

Wasserstrahls ermdglicht. Das Geréat erzeugt Driicke im Bereich zwischen 1 und 80
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bar, innerhalb dessen die Druckstufe direkt am Gerat manuell eingestellt werden
kann. Uber eine flexible PVC-Kapillare ist der stiftférmige Applikator (Abb. 3.2, mit
freundlicher Genehmigung der ERBE Elektro GmbH), der aus einem zentral
gelegenen Dusenschaft mit einem Durchmesser von 120um und einem umgebenden

Absaugrohr besteht, an die Pumpvorrichtung angeschlossen.

Abb. 3.2 Applikator, bajonett

Bei dem durch die Bedienung eines Fuldschalters abgegebenen Wasserstrahl
handelt es sich um einen nicht-rotierten, laminaren Flussigkeitsstrahl. Als
Trennmedium wird sterile 0,9%ige isotonische Kochsalzlésung verwendet, die in
Ublichen Infusionsflaschen an das System angeschlossen und Uber die Dise mit
einem Volumenfluss zwischen 1 und 55 ml/min appliziert werden kann. Ebenfalls
einzustellen ist die Absaugstéarke des Handstlcks, die in einem Bereich zwischen -
100 bis -800 mbar und einer maximalen Saugleistung von 25 |/min gewahlt werden
kann. Die Aktivierung der Absaugung erfolgt synchron zur Applikation des
Wasserstrahls oder alternativ zusatzlich per Bedienung des daflr vorgesehenen
Ful3schalters, je nach Bedarf und Sichtverhaltnissen im Operationsfeld. Fur
unterschiedliche Anwendungsmdglichkeiten bietet das Geréat unterschiedliche fest
einzustellende Programmierungen, die eine reproduzierbare Qualitat in der

Anwendung des Wasserstrahls gewahrleisten.
Der Erbejet® 2 besitzt eine von den zustandigen Behdrden erteilte Zulassung zur

operativen Anwendung am Menschen in Deutschland und in den Vereinigten Staaten

von Amerika.
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3.4 Wasserstrahldissektion des N. ischiadicus

Die Narkose der Versuchstiere erfolgte unmittelbar vor der Operation mit einer
Chloralhydratlésung, die intraperitoneal (i.p.) in einer Dosierung von 36mg/kg
Korpergewicht gegeben wurde. Zur Analgosedierung wurde Tramadol i.p. in einer
Dosierung von 50 mg/kg Koérpergewicht verabreicht, wobei die Sedierung der
Versuchstiere nach individuellem Bedarf fur die Dauer des Eingriffs aufrechterhalten
wurde. Die Dauer des Eingriffs zusammen mit den pra-, intra- und postoperativen

elektrophysiologischen Messungen betrug pro Tier rund 60 Minuten.

Um die exakte Positionierung der Nadelelektroden fur die elektrophysiologische
Diagnostik zu gewahrleisten, wurden beide Hinterlaufe rasiert und desinfiziert. Der
ideale Ort der Nadelpunktion wurde zur spateren Berechnung sowie fir die
Folgemessungen mit einem wasserfesten Stift markiert. Der Hautschnitt erfolgte
posterolateral parallel zum rechten Femur mit einem Skalpell. Anschlie3end wurde
die Faszie des M. gluteus eroffnet. Mithilfe eines gebogenen Wundspreizers wurde
der N. ischiadicus auf mittlerer Hohe des Oberschenkels vorsichtig freigelegt und

dargestellt.

Abb. 3.3 Operationssitus nach Freilegung des N. Ischiadicus (1) und Platzierung der
Nadelelektroden (2). Der M. gluteus (3) wurde scharf durchtrennt und mittels Wundspreizer (4)

gespreizt.
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Unter mikroskopischer Aufsicht wurde der Nerv mittels Mikropinzette und
Mikroschere von der ihn umgebenden Muskelfaszie mobilisiert und so von seinem
Austrittspunkt aus der Hufte bis zu der Stelle, an der er sich in seine motorischen
Aste aufgabelt, freigelegt (Abb. 3.4). Die Freilegung des Nervs erfolgte unter groRter
Vorsicht, um eine Beschadigung durch UberméaRiges Spreizen und daraus

resultierenden Zugkraften zu vermeiden.

Die Applikation des Wasserstrahls auf den rechten N. ischiadicus erfolgte mithilfe
eines computergestitzten Systems, das durch die Mdglichkeit der Fixierung des
Handstlicks eine lineare und gleichmallige Bewegung des Wasserstrahls Uber den
Nerv und damit das Herbeifiihren einer reproduzierbaren Lasion gewahrleistete. Bei
dem speziell flr diese Zwecke entwickelten Computerprogramm handelt es sich um
den Software Servomanager 6.4.1., Parker Automation der Firma Erbe
Elektromedizin GmbH, Tldbingen (Abb. 3.5). Durch die Moglichkeit der Auswabhl
vorinstallierter Programme geschieht die Applikation des Wasserstrahls in einer
gleich bleibenden Geschwindigkeit und einem definierten Abstand zum Nerv. Im
vorliegenden Experiment wurden ein Abstand von 2 mm von der Spitze der Dise bis
zur Oberflache des Nervs und eine Schnittgeschwindigkeit von 1 cm/s gewahlt. Die
hierdurch erreichte Standardisierung in der Anwendung des Wasserstrahls

gewahrleistete die noétige Vergleichbarkeit der Ergebnisse des Experiments.
Der Verschluss der Muskelfaszie erfolgte mit 5/0-Vicryl-Einzelknopfnahten, gefolgt
vom intrakutanen Hautverschluss, um einem Abnagen der Faden durch die

Versuchstiere vorzubeugen.

Zur postoperativen Schmerztherapie wurde Tramadol (50 mg/kg Korpergewicht) fur

eine Woche p.o. uber das Trinkwasser verabreicht.
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Abb. 3.4 Software Servomanager 6.4.1. mit fixiertem Bajonettapplikator des Wasserstrahl-
dissektors (1) und programmierbarer bewegungskontrollierter Auflageflache fir die

Versuchstiere

Abb. 3.5 Software Servomanager 6.4.1: Intraoperative Versuchsanordnung unmittelbar vor

Durchfihrung der Wasserstrahllasion. 1: N. ischiadicus, 2: Wasserstrahlapplikator
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3.5 Nervenleitgeschwindigkeit und Muskelsummenaktionspotential

Bei der Erfassung der Nervenleitgeschwindigkeit handelt es sich um ein weit
verbreitetes elektrophysiologisches Verfahren zur Diagnostik und Verlaufsbeurteilung
peripherer Nervenlasionen. Der gro3e Vorteil gegeniber der direkten histologischen
Untersuchung besteht in der Tatsache, dass die Tiere fur die Gewinnung der
Untersuchungsdaten lediglich narkotisiert, nicht jedoch getotet werden mussen.

Die elektrophysiologischen Untersuchungen wurden mit dem Medelec™ Synergy
(Version 12.2) N-EP - EMG/EP — Monitoring-System durchgefiihrt (Abb. 3.7).

A~

Abb. 3.6 Medelec™ Synergy

Im Vorfeld der elektrophysiologischen Untersuchungen wurden die Tiere mit 36

mg/kg KG Chloralhydratldsung i.p. in Narkose versetzt.

Zur Beurteilung der Funktion des N. ischiadicus wurden subdermal monopolare
Nadelelektroden (Ambu A/S, Ballerup, Danemark) benutzt, die sowohl als
Ableitungselektroden wie auch als Stimulationselektroden dienten. Die préa- und
postoperativen elektrophysiologischen Messungen wurden ebenso wie alle

Folgeuntersuchungen an jeweils beiden Nn. ischiadici der Versuchstiere
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durchgefiihrt. Hierbei galt es unter Berilicksichtigung der Anatomie des Tieres die
Elektroden mdglichst nahe an den N. ischiadicus zu positionieren, um dadurch den
Gewebewiderstand zwischen Nerv und Elektrode zu minimieren. Durch die Abgabe

kurzer Probeimpulse liel3 sich die korrekte Lage der Nadeln verifizieren.

Die erste Ableitungselektrode (differente Elektrode) wurde subkutan oberhalb des M.
tibialis anterior platziert, die Referenzelektrode (indifferente Elektrode) befand sich
1,0 cm bis 1,5 cm distal der Ableitungselektrode oberhalb der Sehne des M. tibialis
anterior. Bei der distalen Stimulation des N. ischiadicus wurde die Kathode in der
Fossa poplitea platziert. Bei der proximalen Nervenstimulation wurde sie proximal der
Lasionsstelle Gber dem N. ischiadicus der untersuchten Extremitat platziert. Die
Anode befand sich dabei jeweils in der paravertebralen Muskulatur, die

Erdungselektrode im Schwanz der Ratte.

Abb. 3.7 Positionierung der Elektroden zur Erfassung der Nervenleitgeschwindigkeit.

1. N.ischiadicus, 2: Stimulationselektrode, 3. Ableitungselektrode.

Um eine gleichmafige und vollstandige Aktivierung des Nervs und der von ihm
versorgten Muskelgruppen zu garantieren, wurde der Nerv mit supramaximaler
Stromstérke gereizt. Hierzu wurde zunachst die Stromstarke ermittelt, bei der die

abgeleitete Amplitude eine maximale Auslenkung zeigte und anschliel3end mit einer
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entsprechend 30% hoheren Stromstarke fur 20 msec stimuliert, wobei darauf
geachtet wurde, dass die maximale Stromstarke 7 mA nicht tberschritt.
Anhand der Distanz zwischen distalem und proximalem Reizort (mm) und Differenz

der distalen und proximalen Latenzzeit (msec) konnte die mMNLG berechnet werden.

Die Messung des Muskelsummenaktionspotentials (MSAP) ist ein Bestandteil der
Ermittlung der mNLG und findet haufig Anwendung in tierexperimentellen
Untersuchungen, bei denen die Auswirkungen einer Nervenlasion auf die
nachgeschaltete  Muskulatur  beurteilt werden soll. Die Hohe des
Muskelsummenaktionspotentials ist abhangig von der Anzahl funktionstichtiger
Nerven- und Muskelfasern.

Um das MSAP Uber der Muskulatur der Versuchstiere ableiten zu kénnen, wurden
Elektroden jeweils proximal und distal der Lasionsstellen des N. ischiadicus platziert
und die Nervenfasern gereizt. AnschlieRend wurden die so evozierten Potentiale
Uber dem M. tibialis anterior abgeleitet. Erhoben wurden dabei die
Schwellenstromstarke, die maximale Reizstromstéarke, die Latenzzeit von Auslésen
eines Potentials bis zu dessen Ableitungszeitpunkt sowie die maximal auslésbare
Amplitude. Zur Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurden jeweils auch die MSAPs der

gesunden Seite abgeleitet.

3.6 Beurteilung des neurologischen Defizits mittels Sciatic Functional Index

Der Sciatic Functional Index (SFI) stellt eine nicht-invasive quantitative Methode zur
Beurteilung der funktionellen Erholung des N. ischiadicus der Ratte dar. Die Methode
wurde 1982 von De Medinaceli et al. etabliert (de Medinaceli et al., 1982) und 1986
von Carlton und Goldberg (Carlton and Goldberg, 1986) bzw. 1989 von Bain et al.
(Bain et al., 1989) modifiziert. Der SFI beruht auf der Beobachtung, dass sich nach
einer Lasion des N. ischiadicus und dem damit verbundenen Ausfall der von diesem
Nerv versorgten Muskulatur das Gangbild einer Ratte in charakteristischer Art und
Weise verandert.
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Zur Berechnung des SFI wurden die Ful3abdricke der Versuchstiere analysiert, die

diese auf einem Papierstreifen hinterliel3en (Abb. 3.8).

NIT

-
L3

NTS

__‘g'] EPL

Abb. 3.8 Schematische Darstellung der Pfotenabdriicke und Parameter, die zur Berechnung
des Sciatic Functional Index nach Carlton und Goldberg von 1986 herangezogen werden. PL =
print length, Distanz von der Ferse bis zu den Zehen; TS = toe spread, Distanz zwischen erster
und flnfter Zehe; IT = intermediate toe spread, Distanz zwischen zweiter und vierter Zehe; N =
normal; E = experimental.

Aus Schiaveto de Souza et al., 2004

Hierzu wurde ein nach oben gedffneter 50 cm langer Laufkanal mit einer Breite von
10 cm und einer HOhe von 15 cm angefertigt, der in einer abgedunkelten Box
mundete. Um den Ratten die Moglichkeit zu geben sich an die Vorrichtung zu
gewobhnen, wurde jedes Tier vor der definitiven Messung an den Anfang des
Laufkanals gesetzt. Inrem Instinkt folgend liefen die Tiere durch den Kanal in die sich
an dessen Ende befindende abgedunkelte Box. Im Anschluss an diese Ubungslaufe

wurde ein 43 cm langer und 10 cm breiter Papierstreifen in den Laufkanal eingelegt.
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Nun wurden beide Hinterlaufe des jeweils zu untersuchenden Tiers vorsichtig auf ein
mit schwarzer Tinte getranktes Stempelkissen gedrickt, um das Versuchstier
anschlieBend ein weiteres Mal durch den mit dem Papierstreifen ausgelegten
Holzkanal laufen zu lassen. Die so gewonnenen FuRabdricke der Hinterlaufe
lieferten die zur Berechnung des SFI ndtigen Mal3e. Der SFI bemisst sich als der
relative Unterschied zwischen dem fur die verletzte und fir die gesunde Seite
erhobenen Wert. Zur Ermittlung dieser Werte wurde die Formel nach Carlton und
Goldberg angewandt (Carlton and Goldberg, 1986), (Schiaveto de Souza et al.,
2004).

SFI = [(NPL - EPL)/EPL + (ETS - NTS)/NTS + (EIT - NIT)/NIT] x 73

Hierbei wurde die Lange der FuRabdricke (print length, PL) als die Distanz in cm von
der Spitze der 3. Zehe bis zum Ende des Fersenballens bemessen. Bei gesunden
Ratten ist die Lange des Fulabdruckes kurz, da diese sich beim Laufen
ausschlie3lich auf ihren Zehen und dem vorderen FuR3ballen abstitzen. Tiere mit
einer neuromuskularen Schadigung verlieren die Fahigkeit der Extension im
FuRgelenk und treten daher beim Laufen mit der gesamte Lange der Pfote auf oder
schleifen diese sogar uUber den Untergrund, sodass ein entsprechend langerer bzw.
verwischter Abdruck entsteht (Abb. 4.3 a und b).

Der Zehenabstand (toe spread, TS) wurde definiert als die Lange der
Verbindungslinie der beiden Mittelpunkte der 1. und der 5. Zehe. Der mittlere
Zehenabstand (intermediate toe spread, IT) kennzeichnet die Distanz von der 2. bis
zur 4. Zehe. Eine Ratte ohne neuromuskulare Schadigung spreizt beim Laufen die
Zehen, wodurch sie auf dem Papierstreifen einen breiten FulRabdruck mit
entsprechend groBem TS hinterlasst. Im Gegensatz dazu verlieren Ratten mit
neuromuskularer Dysfunktion die Fahigkeit die Zehen zu spreizen und es entsteht ein

vergleichsweiser schmaler Ful3abdruck im Lauftest.
Die genannten Messwerte wurden jeweils am 1. postoperativen Tag sowie nach der

1., 2., 4. Und 6. postoperativen Woche erhoben. Hierbei wurden sowohl die Funktion

der gesunden Extremitat als auch die der beeintrachtigten operierten Extremitat
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erfasst und mit den Préafixen E fir experimentelle, operierte Seite und N fir nicht
operierte Seite versehen.

Jeder Papierstreifen wurde mit dem entsprechenden Code des Versuchstiers und
dem Zeitpunkt der Laufanalyse gekennzeichnet, verblindet ausgewertet und fir
spatere Analysen aufbewahrt. Die anhand eines Papierstreifens kalkulierten SFIs
zeigten untereinander ein grof3es Mal3 an Bestandigkeit. Nichtsdestotrotz wurden
jeweils alle FuRabdrucke ausgewertet und der Mittelwert berechnet. Zur Erhebung
des SFI wurden die Messwerte in die Formel nach Carlton und Goldberg eingesetzt,
s.0. Dabei entsprechen ein SFI von 0 einer normalen neuromuskularen Funktion und
ein SFI von -100 einem kompletten Funktionsausfall der untersuchten Extremitat.
Nach entsprechender Analyse wurden die Ergebnisse der einzelnen Berechnungen
den 3 Gruppen zugeordnet und der semiquantitativen statistischen Auswertung
zugefihrt, wobei ein SFI von 0 bis -5 als Normalbefund, ein SFI von -6 bis -50 als

malfiige Schadigung und ein SFI <-50 als schwere Schéadigung interpretiert wurde.

3.7 Medikamentenapplikation

Entsprechend dem Studiendesign und der Zugehdrigkeit zu den verschiedenen
Gruppen wurde den Versuchstieren der Studiengruppen rekombinant hergestellter G-
CSF (Neupogen®) in einer Dosierung von 60 pg/kg KG intravenots (i.v.) appliziert.
Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten G5% - Ldsung i.v. Beide Substanzen wurden
bei 4 °C gelagert. In allen Féllen erfolgte die Medikamentengabe Uber einen
peripheren Venenkatheter (22G) in die Schwanzvene der Tiere. Vor der G-CSF- bzw.
G5%- Applikation wurden die Tiere hierzu mittels 36 mg/kg KG Chloralhydrat in
Narkose versetzt.

3.8 Entnahme des Rickenmarks

Bei den Langzeittieren mit einem Beobachtungszeitraum von 6 Wochen postoperativ
wurde nach der Entnahme des N. ischiadicus das Rickenmark in seiner gesamten
Lange freigelegt und explantiert. Im Anschluss wurden die Rickenmarkssegmente

L4 und L5 reseziert und zur Fixierung in 4%iges Paraformaldehyd tberfihrt.
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Die in Paraformaldehyd fixierten Rickenmarkssegmente L4 und L5 wurden in einer

aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und in Paraffin eingebettet.

Die in Paraffin fixierten Ruckenmarkssegmente wurden in 10um dicke koronare
Schnitte mit einem Schnittintervall von 150um geschnitten und anschlieRend mit der
Nissl-Farbung gefarbt. Hierbei handelt es sich um eine in der histologischen Praxis
gangige Methode, mit der Nervenzellen zuverlassig dargestellt werden kdnnen.
Basophile Zellbestandteile wie die Somata der a-Motoneurone werden intensiv blau

dargestellt, was ihre mikroskopische Untersuchung erheblich erleichtert.

3.9 Histopathologische Auswertung

3.9.1 Entnahme des N. ischiadicus

Zu dem jeweils im Studienprotokoll vorgesehenen Zeitpunkt wurde den
Versuchstieren der N. Ischiadicus entnommen. Dies erfolgte im Anschluss an die
letzte neurologische Testung und die elektrophysiologische Messung nach der 1.
bzw. 6. Woche. Hierzu wurden die Tiere in tiefer Analgosedierung getotet. Die
Praparation des Nervs erfolgte analog dem oben beschriebenen Zugang in
mikrochirurgischer Technik. Nachdem er (Uber eine moglichst lange Strecke
dargestellt wurde, wurde er am proximalen und distalen Ende mit Hilfe einer
Mikroschere abgesetzt und in einem Gefald mit Glutaraldehyd (3%iges Glutaraldehyd
in 0,1mol/L Natriumcacodylatpuffer, gekuhlt auf 4 °C) fixiert und anschlieend
eingebettet. Entlang der Dissektionsstrecke wurden Schnitte der Nn. ischiadici
angefertigt und diese mit Methylen-Blau gefarbt. In der folgenden
lichtmikroskopischen Auswertung wurden die Nerven auf strukturelle Lasions- und
Regenerationsmerkmale untersucht. Hierbei fand das Olympus BH2, Hamburg,

Germany, Anwendung.
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3.9.2 Histologische Analyse des N. ischiadicus

Zur mikroskopisch strukturellen Auswertung der Nn. ischiadici wurden im
Schnittpraparat im Detail aus jedem Nerven 2 Kastchen mit einer Kantenlange von
100um analysiert. Dabei wurde die Anzahl der markhaltigen Nervenfasern und der
Durchmesser jeder Nervenfaser erfasst. Zur Auswertung wurden der
durchschnittliche Nervendurchmesser aller Nervenfasern in einem Tier und die
Summe der Anzahl der Nervenfasern in den 2 Kastchen herangezogen.

Auf diese Weise erfolgte die Analyse von 21.332 Nervenfasern. Um eine
vergleichende graphische Darstellung der Daten zu erméglichen, wurde jeweils die
Anzahl der Nervenfasern auf 1mm? extrapoliert. Des Weiteren wurde die Anzahl der
Nervenfasern jeweils auch nach ihrer GroRRe sortiert. Die histologische Analyse
erfolgte verblindet durch das Institut fir Neuropathologie der Universitatsmedizin

Mainz.

3.9.3 Zahlung der a-Motoneurone

Mithilfe eines Lichtmikroskops (Olympus) und der SIS/AnalySIS Software wurden die
koronaren Schnitte der Rickenmarkssegmente L4 — L5 untersucht. Um die
strukturellen Auswirkungen der L&sion des N. ischiadicus auf die zentralen
motorischen Anteile des Nervs zu untersuchen, wurde die Anzahl der a-Motoneurone
im Vorderhorn der Rickenmarksschnitte ausgezahlt. Hierbei wurden solche Zellleiber
als die von a-Motoneuronen erfasst, die einen deutlich identifizierbaren Nucleolus
und eine mindestens 400 um2 messende Schnittflache aufwiesen (Abb. 3.9 u. 3.10).
Diese beiden histologischen Merkmale gehoéren zu den malRgebenden Kriterien zur
morphologischen Identifikation des Somas eines a-Motoneurons (Weber et al.,
1997). Anhand 10 verschiedener Schnitte jedes Rickenmarks wurden die a-
Motoneurone ausgezahlt, um anschlieRend den Mittelwert fir die Anzahl der

Zellkorper pro untersuchtem Segment des jeweiligen Versuchstiers zu berechnen.
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Abb. 3.9 Lumbales Rickenmark. Entsprechend der festgelegten Kriterien wurden solche
Zellen als a-Motoneurone identifiziert, die einen deutlichen Nucleolus sowie eine mindestens

400um2 messende Schnittflache aufweisen, 45-fache VergroRerung.

Area: 1727 pm3

Abb. 3.10 Lumbales Rickenmark. Deutlich zu erkennen sind die basophilen Nucleoli.

Bestimmung der Schnittflachen mithilfe der SIS/AnalySIS Software, 250-fache Vergrél3erung.
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3.10 Statistik

Alle p-Werte wurden mit Graph Pad Prism Version 5.00 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA) durch die one way analysis of variance (ANOVA) berechnet. Ein p-
Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. Ein p-Wert von 0,1 — 0,3
wurde als statistischer Trend gewertet.

3.11 Literaturangaben

Die Literaturangaben wurden mit EndNote X7 (Thomson Reuters, New York, NY,
USA erstellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Makroskopische Folgen der Nervenlasion

Insgesamt wurden 72 Tiere in die Studie eingeschlossen. Diese wurden in 3 Gruppen
mit jeweils 24 Tieren aufgeteilt und verglichen. Bereits makroskopisch konnten die
Folgen der Nervenlasion beobachtet werden (Abb. 4.1 und Abb. 4.2).

Abb. 4.2 a und b. N. ischiadicus nach stattgehabter Lasion mit makroskopisch sichtbarer

kolbiger Auftreibung (#) sowie Blaschen- und Hamatombildung (*) im Hullgewebe des Nervs

Deutlich zu erkennen ist, dass die Kontinuitdt des Nervs nach Applikation des
Wasserstrahls nicht unterbrochen wurde. Jedoch fanden sich regelhaft eine
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Blaschenbildung des Epineuriums, ein Hamatom und eine kolbige Auftreibung des

Nervs bzw. des Epineuriums (siehe Abb. 4.2).

4.2  Ermittlung der neurologischen Regeneration mittels SFI

Wahrend der Versuchsvorbereitung wurde bei jedem zu untersuchenden Tier der
praoperative SFI ermittelt. Die bei dieser Messung erhobenen Werte lagen alle
innerhalb des Referenzbereichs, der eine regelrechte Funktion der Zehenspreizung
und damit eine regelrechte neurologische Funktion des rechten Hinterlaufs
widerspiegelt (Abb. 4.3 a) Funktionell waren somit alle Tiere vor Beginn der

Versuchsreihe gesund.

Abb. 4.3 a und b. a Physiologisches Laufmuster bei intaktem N. Ischiadicus: Lediglich die
einzelnen Zehenballen werden von der Ratte aufgesetzt. b Pathologisches Laufmuster bei

geschadigtem N. ischiadicus: Das Tier rollt Uber die komplette Flache der Pfote ab.

Unabhangig von der Einteilung in die verschiedenen Gruppen zeigten sich am 1.
postoperativen Tag bei jeweils 70,8 % der Tiere jeder Gruppe ein pathologisches
Laufmuster (Abb. 4.3 b) als Ausdruck des motorischen Defizits, was sich in der

Quantifizierung mittels SFI in einem Wert < -5 ausdriickte.

Im Verlauf der ersten und zweiten Woche nach der Operation erholten sich die
motorischen Ausfalle bei einer Vielzahl der Tiere. Die Messwerte nach der ersten

bzw. zweiten postoperativen Woche zeigten fir mehr Ratten eine vollstadndige
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Rucklaufigkeit des motorischen Defizits, wenn sie mit G-CSF pré- und postoperativ
bzw. nur postoperativ behandelt wurden. Verglichen mit der Kontrollgruppe, ergab
sich fur die Behandlung mit G-CSF ein positiver Trend, jedoch keine Signifikanz
hinsichtlich der funktionellen Regeneration (Woche 1: p = 0,2, Woche 2: p = 0,3; Abb.
4.4 und 4.5).

SFI 1. Woche postoperativ

15+
B8 SFI<-50

B8 SFI - 6 bis - 50
B8 SFIObis-5

SFI

G-CSF - G-CSF+  G-CSF ++
Gruppen

Abb. 4.4 SFI 1. Woche postoperativ. Darstellung entsprechend der Versuchsgruppen (G-CSF-:
Kontrollgruppe ohne G-CSF-Applikation, G-SCF +: G-CSF-Applikation postoperativ, G-CSF ++:
G-CSF-Applikation prd- und postoperativ) und Anzahl der Versuchstiere entsprechend der
semiquantitativen farbkodierten Auswertung des SFI. Ausgehend von einer identischen Anzahl
funktionell beeintrachtigter Tiere am 1. postoperativen Tag ist bei den Tieren der beiden
Versuchsgruppen der relative Anteil der Tiere mit normwertigem SFI verglichen mit der
Kontrollgruppe nach 1 Woche groRer (p=0,2). Der Anteil der Tiere, die eine schwere

Schadigung, i.S. eines SFI < - 50, davongetragen haben, ist in allen 3 Gruppen identisch.
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SFI 2. Woche postoperativ

BB SFl<-50
B8 SFI - 6 bis - 50
B8 SFIObis-5

SFI

G-CSF - G-CSF+  G-CSF ++
Gruppen

Abb. 45 SFI 2. Woche postoperativ. Die Gesamtzahl der Tiere wurde entsprechend des
Studiendesigns auf 12 je Gruppe reduziert. Wiederum ist der relative Anteil der Tiere ohne

motorisches Defizit in den beiden Studiengruppen grof3er als in der Kontrollgruppe (p=0,3).

SFl 4. Woche postoperativ

8- B8 SFI - 6 bis - 50
B8 SFIObis-5

SFI

G-CSF - G-CSF + G-CSF ++
Gruppen

Abb. 4.6 SFI 4. Woche postoperativ. Bei den Tieren der 3 Gruppen ist es verglichen mit den
Vorwerten zu einer weiteren Erholung des motorischen Defizits gekommen. In den beiden
Studiengruppen ist der relative Anteil der Tiere, die der Subgruppe ohne verbliebenes

motorisches Defizit zuzuordnen sind, wiederum grdfRer als in der Kontrollgruppe.
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6 Wochen postoperativ wiesen 10 von 12 (80,3%) Ratten, die pra- und postoperativ
mit G-CSF behandelt wurden und 8 von 12 (66,7%) Ratten, die nur postoperativ mit
G-CSF behandelt wurden, keine motorischen Defizite mehr auf, woraus sich im
Vergleich zur Kontrollgruppe, in der lediglich 5 von 12 Tieren (41,7%) eine
vollstdndige Kklinische Besserung des neurologischen Schadens aufwiesen, ein
starker Trend einer besseren Regeneration unter G-CSF-Therapie (p = 0,1) ableiten
lieR (s. Abb. 4.7).

SFI 6. Woche postoperativ
15-

@l SFI - 6 bis - 50

10- B8 SFIObis-5

SFI

G-CSF - G-CSF + G-CSF ++
Gruppen

Abb. 4.7 SFI 6. Woche postoperativ. Der relative Anteil der Tiere ohne motorisches Defizit ist in
den beiden Studiengruppen weiter deutlicher angestiegen als in der Kontrollgruppe (G-CSF ++:
80,3%, G-CSF +: 66,7%, G-CSF -: 41,7%). Es ergibt sich ein positiver Trend einer besseren
Regeneration des motorischen Defizits bei G-CSF-Applikation (p=0,1).
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4.3 Motorische Nervenleitgeschwindigkeit (mMNLG) und muskuléres

Summenaktionspotential (MSAP)

Nach Auswertung der am 1. postoperativen Tag gemessenen mNLG zeigte sich ein
positiver Trend hinsichtlich einer besseren Regeneration der Nervenleit-
geschwindigkeit bei den Tieren, die mit G-CSF pra- und postoperativ bzw. nur
postoperativ behandelt wurden (p = 0,3). Ebenso verhielten sich die Ergebnisse nach
der 1. postoperativen Woche (p = 0,3; Abb. 4.8). Nach 2 Wochen hatte sich der

Quotient der mNLG bei allen Gruppen in &hnlicher Weise verbessert.

Nach 4 Wochen wiederum zeichnete sich neurophysiologisch ein starker positiver
Trend in den beiden mit G-CSF behandelten Versuchsgruppen ab, der auf eine
bessere Erholung der mNLG im Vergleich zu der mit G5% behandelten

Kontrollgruppe schlie3en lasst (p = 0,1; Abb. 4.9).

Motorische Nervenleitgeschwindigkeit Woche 1
1.01

0.8+
0.64

0.4

Quotient

0.2+

0.0+

Gruppen

Abb. 4.8 Die Abbildung zeigt die relative mNLG (mNLG 1 Woche postoperativimNLG
praoperativ). Im Vergleich zur Kontrollgruppe weisen die N. ischiadici der mit G-CSF

behandelten Tiere eine Woche nach der Lasion eine schnellere mNLG auf.
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Motorische Nervenleitgeschwindigkeit Woche 4
1.0+

0.8+
0.6+

0.4+

Quotient

0.2+

0.0-

Gruppen
Abb. 4.9 Die relative mNLG (MNLG 4 Wochen postoperativiImMNLG préoperativ) hat sich

innerhalb der Studiengruppen verglichen mit der Kontrollgruppe weiterhin deutlicher
verbessert.

Motorische Nervenleitgeschwindigkeit Woche 6
*
1.04

0.8+

0.6+

Quotient

0.4+

Gruppen

Abb. 4.10 6 Wochen postoperativ befinden sich die mNLGs der N. ischiadici der Studiengruppe
mit prd- und postoperativer G-CSF-Applikation weitestgehend auf dem préoperativen

Ausgangsniveau und weisen damit im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikant schnellere
Regeneration auf.
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6 Wochen postoperativ hatten sich die mNLGs in der Versuchsgruppe, die G-CSF
pré- und postoperativ erhalten hatte - verglichen mit der Kontrollgruppe - signifikant
verbessert (p < 0,05). Zwischen der mit G-CSF postoperativ therapierten
Versuchsgruppe und der Kontrollgruppe errechnete sich 6 Wochen nach der
Operation kein signifikanter Unterschied in Hinsicht auf die mNLG. Jedoch zeigte
sich auch hier ein starker Trend zu einer besseren Nervenfunktion bei den Tieren, die
G-CSF erhalten hatten (Abb. 4.10).

Hinsichtlich einer Besserung des Quotienten des MSAP konnten positive Trends
nach der 1. Woche (p = 0,3) und nach der2., 4. und 6. Woche (p = 0,2) fur die mit G-
CSF préa- und postoperativ behandelte Versuchsgruppe im Vergleich mit der
Kontrollgruppe herausgestellt werden. Ein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Versuchsgruppen, die G-CSF pra- und postoperativ bzw. nur postoperativ

erhalten hatten, wurde nicht beobachtet.

4.4  Histopathologische Resultate

Um histopathologische Zeichen einer stattgefundenen Nervenregeneration zu
erfassen, wurde die Anzahl der Fasern pro mm2 und dariber hinaus die
Durchmesser der einzelnen Nervenfasern analysiert. Bei der Untersuchung der N.
ischiadicus — Praparate derjenigen Tiere, die nach 1 Woche getotet wurden, fand
sich zwischen den einzelnen Gruppen weder in Bezug auf die
Nervenfaserdurchmesser noch in Bezug auf die Anzahl der Nervenfasern pro mm?2
ein signifikanter Unterschied. Jedoch konnten gréf3ere Nervenfaserdurchmesser und
eine gréRere absolute Anzahl an Fasern in solchen Praparaten nachgewiesen
werden, die von den Tieren aus den beiden mit G-CSF behandelten
Versuchsgruppen stammten und die nach der 6. postoperativen Woche getotet
wurden. In der Gruppe mit pra- und postoperativer G-CSF- Therapie fand sich
aullerdem pro mmz2 - verglichen mit der Kontrollgruppe - eine signifikant gro3ere
Anzahl dinner myelinisierter Nervenfasern mit einem Faserdurchmesser <5um (p <
0,05; Abb. 4.11).
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Abb. 4.11 Graphische Darstellung der Nervenfaserdurchmesser (um) und der Anzahl der

Nervenfasern/mmz2 nach der 6. postoperativen Woche, eingeteilt in Kontrollgruppe (schwarz),

G-CSF-Applikation postoperativ (gestreift) und G-CSF-Applikation pra- und postoperativ (weil3).

Signifikante Ergebnisse mit * markiert. Erlauterungen siehe Text.
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45 a- Motoneurone des Vorderhorns

Die Auswertung der mikroskopisch identifizierten a-Motoneurone auf der
Lasionsseite der lumbalen Rickenmarksegmente erbrachte nach einem Zeitraum
von 6 Wochen eine signifikant gréRere Anzahl an a-Motoneuronen bei Tieren, die mit
G-CSF behandelt wurden (p < 0.02). Der Vergleich der beiden Studiengruppen
untereinander mit praoperativer und pra-/postoperativer G-CSF-Applikation ergab
keinen signifikanten Unterschied (Abb. 4.12).

Alpha-Motoneurone Woche 6

*

o
o
g

*

200+

100-

Motoneurone / 10 Objekttrager

o
L

Gruppen

Abb. 4.12 Die Abbildung zeigt die Anzahl der a-Motoneurone (berechnet als Mittelwert aus 10
aufeinander folgenden mikroskopischen Schnittpraparaten) der N. ischiadici der Lasionsseite,
aufgeteilt in die 3 Versuchsgruppen. Signifikant (*) gréRere Anzahl an a-Motoneuronen in den

beiden Versuchsgruppen, verglichen mit der Kontrollgruppe.
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5 Diskussion

Nach traumatischer Verletzung peripherer Nerven resultiert haufig ein irreversibler
Schaden. Dies kann zu erheblichen Einschrankungen der Lebensqualitat der
betroffenen Patienten fuhren, z.B. durch Auftreten einer Fallhand bei L&sion des N.
radialis oder dem kompletten Funktionsverlust eines Arms bei einer Lasion des
Plexus brachialis. Es werden verschiedene operative und Kkonservative
Therapiemalinahmen angewandt, um iatrogen oder traumatisch geschadigte Nerven
zu behandeln. Ist ein irreversibler Nervenschaden eingetreten, kann den Betroffenen
gegenwartig oft nur eine Nerventransplantation mit sehr begrenztem zumeist
einzelmuskularem Erfolg (z.B. Armbeugung im Ellenbogengelenk bei Plexuslasionen)
angeboten werden. Teilweise stellen sogar muskulare Umstellungsoperationen die
einzige alternative Behandlungsmdglichkeit dar. Allen diesen Ansatzen gemeinsam
ist eine unzureichende Klinisch-funktionelle Erholung der betroffenen Nerven. Dies ist
umso unbefriedigender, da gerade bei Dehnungsverletzungen der Nerven oder auch
bei operativer Manipulation die auf3ere Integritat des Nervs haufig erhalten bleibt,
somit eine Leitschiene fir das Aussprossen der neuen Nervenfasern vorhanden ist
und dennoch nur selten eine zufriedenstellende funktionelle Erholung erreicht wird.
Gegenwartig verbleiben Patienten mit irreversibler Nervenschadigung am Plexus
brachialis dauerhaft schwerbehindert.

Aufgrund der begrenzten Erfolge bestehender Behandlungsansétze ist das Gebiet
der peripheren Nervenverletzung Gegenstand intensiver Forschungsbemuhungen.
So widmeten sich zahlreiche Forschergruppen in den vergangenen Jahren u.a. der
Untersuchung neuer Techniken und alternativer Spendergewebe in der
Nerventransplantation (Belkas et al., 2005; McGrath et al., 2012), der Erforschung
des Nutzens einer Therapie mit verschiedenen Stammzelllinien (Amoh et al., 2009;
Amoh et al., 2005; Chen et al., 2007; Dezawa et al., 2001; Kingham et al., 2007,
Shimizu et al., 2007; Walsh et al., 2010; Xu et al., 2008) sowie der Evaluation neuer
elektrophysiologischer Therapiekonzepte (Al-Majed et al., 2000; Gordon et al., 2010;
Gordon et al., 2009).

Neben diesen lokalen Ansatzen weckten jedoch auch zunehmend die

neuroprotektiven Moéglichkeiten einer systemischen Therapie mit Neurotrophinen das
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Interesse verschiedener Arbeitsgruppen (Alrashdan et al., 2011; Devesa et al., 2012;
Haastert-Talini et al., 2011). In ahnlicher Weise konnten neuroregeneratorische und
neuroprotektive Effekte von hamatopoietischen Wachstumsfaktoren identifiziert
werden. Insbesondere G-CSF riickte hierbei in den Fokus wissenschaftlichen
Interesses. Im Jahr 2005 fanden Schneider et al. eine hohe Immunopositivitat fir den
G-CSFR im Kortex, dem Hippocampus, der subventrikularen Zone und in
Kerngebieten des Kleinhirns und des Hirnstamms (Schneider et al., 2005a). In
zahlreichen tierexperimentellen Studien zum ischamischen Schlaganfall konnten
positive Effekte auf den Erhalt und die Regeneration von Nervengewebe durch die
Gabe von G-CSF beobachtet werden (Schabitz and Schneider, 2007; Schneider et
al., 2005a). So konnten eine gesteigerte Neuro- und Angiogenese (Diederich et al.,
2009a; Diederich et al., 2009b; Lee et al.,, 2005), das verstarkte Aussprossen
neuronaler Dendriten (Solaroglu et al.,, 2006) und antiinflammatorische sowie
antiapoptotische Effekte (Schneider et al.,, 2005a; Schneider et al., 2005b)

nachgewiesen werden.

Dartber hinaus wurden der G-CSFR und sein Ligand in weiteren neuronalen
Geweben identifiziert. Entsprechend der breiten zentralnervosen Expression des G-
CSFR wurde die systemische Anwendung von G-CSF in weiteren Modellen
degenerativer Erkrankungen wie M. Alzheimer und M. Parkinson (Cao et al., 2006;
Meuer et al., 2006; Sanchez-Ramos et al., 2009; Tsai et al., 2007) sowie in
traumatischen Lasionsmodellen des Ruckenmarks (Kadota et al., 2012; Pan et al.,
2008) untersucht.

Auch auf Ruckenmarksebene konnten die neuroprotektiven Wirkungen von G-CSF
beobachtet werden. So fanden Pitzer et al. 2008 eine starke Expression des G-CSFR
auf a-Motoneuronen im Vorderhorn des Riuckenmarks. In einem SOD1(G93A)-
transgenen Mausmodell der Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) wiesen sie positive
Einflisse von G-CSF im Sinne einer Verzégerung des Verlustes motorischer
Funktionen sowie einem gesteigertem Gesamtiberleben der Versuchstiere nach
(Pitzer et al., 2008). Anknupfend an diese Ergebnisse untersuchten Henriques et al.
den kausalen Zusammenhang zwischen G-CSF-Therapie und dem verbesserten
neurologischen Outcome der Versuchstiere. Durch eine Axotomie des N. ischiadicus

bei neugeborenen Mausen induzierten sie die Apoptose der betroffenen
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Nervenfasern, inklusive der o-Motoneurone. Vier Tage nach Durchfuhrung der
Lasion konnten sie in Ruckenmarksschnitten transgener Versuchstiere, die G-CSF
im ZNS uberexprimierten, signifikant héhere Anzahlen Uberlebender lumbaler o-
Motoneurone im Vergleich zu den Kontrolltieren nachweisen. Aul3erdem wiesen die
Zellleiber der a-Motoneurone der G-CSF Uberexprimierenden Tiere ein deutlich
groReres Volumen auf. Daraus schlussfolgerte die Arbeitsgruppe, dass G-CSF
sowohl direkte antiapoptotische als auch trophische Effekte auf verletzte a-
Motoneurone besitzt und dass diese Mechanismen ursachlich fir die
neuroprotektiven Eigenschaften im SOD1(G93A)-transgenen Mausmodell der ALS
sind (Henriques et al., 2010).

Was die Quantifizierung des durch die Nervenlasion entstehenden neurologisch-
funktionellen Defizits und dessen Entwicklung im postoperativen Verlauf anbelangt,
traf diese Studie jedoch keine Aussage. Im Gegensatz zu den vielfach untersuchten
Auswirkungen einer G-CSF-Applikation in ischamischen Schlaganfallmodellen,
wurden die therapeutischen Mdglichkeiten von G-CSF in Bezug auf das Vorliegen

einer traumatischen peripheren Nervenverletzung bisher nur wenig exploriert.

Pan et al. untersuchten in 2 Arbeiten von 2009 die Auswirkungen einer kombinierten
G-CSF/Stammzell-Therapie bzw. einer alleinigen G-CSF-Therapie am Ratten- bzw.

Mausmodell der peripheren Nervenlasion (Pan et al., 2009a; Pan et al., 2009b).

In der im Marz 2009 publizierten Studie griff die Arbeitsgruppe vorangegangene
Erkenntnisse ihrer Stammzellforschung bei der peripheren Nervenregeneration auf,
in denen sie neuroprotektive Effekte transplantierter Stammzellen, die aus
Amnionflissigkeit gewonnen wurden, darlegte (Pan et al., 2007; Pan et al., 2006).
Zur Induktion einer Nervenlasion klemmten sie den freigelegten N. ischiadicus bei
Ratten fur 20 min mit einer GefalRklemme ab. Es resultierte eine Nervenschadigung,
die sie mit Fibrinkleber versorgten. Je nach Zuteilung zu den verschiedenen
Versuchsgruppen handelte es sich hierbei um normalen oder um mit Stammzellen
angereicherten Fibrinkleber. Zusatzlich wurden 2 Gruppen - davon eine, die parallel
mit Stammzellen behandelt wurde - mit einer taglichen intraperitonealen Injektion von
G-CSF therapiert. Ziel dieser Studie war es zu prufen, ob die bekannte
neuroprotektive Wirkung der Stammzelltherapie durch eine parallel durchgefiihrte G-

CSF-Applikation verstarkt werden konnte. Anhand der Auswertung klinischer (SFI),
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elektrophysiologischer (mMNLG und CMAP), histologischer (Neurofilament,
Vaskularisation, Myelinbildung, Anzahl vitaler Stammzellen) sowie serologischer und
zytologischer (pro-, antiinflammatorische Molekule/Zellen im Blut) Befunde kam die
Arbeitsgruppe zu dem Schluss, dass bereits eine jeweils alleinige Therapie mit
Stammzellen bzw. G-CSF neuroprotektive Wirkungen entfaltet, eine kombinierte
Gabe beider Therapeutika allerdings zu einer Potenzierung dieser positiven Effekte
fuhrt. Als ursachlich fur diese verbesserte neuronale Regeneration fuhrten sie v.a. die
direkten antiapoptotischen und antiinflammatorischen Wirkungen von G-CSF an, die
sowohl zu einer gesteigerten Anzahl Uberlebender Stammzellen als auch zu
verringertem Sterben verletzter Neurone fuhrten.

Im April 2009 publizierten Pan et al. eine weitere Arbeit. In dieser Studie wurde die
Stammzellen mobilisierende Wirkung von G-CSF im Knochenmark untersucht.
Wieder wurde eine GefaRklemme fir 20 min auf den N. ischiadicus, diesmal jedoch
im Mausmodell, gesetzt. Eine Woche nach der L&sion konnten sie bei Tieren, die mit
G-CSF behandelt wurden, gegenuber unbehandelten Tieren eine signifikante
Besserung der neuronalen Regeneration beobachten. Hierbei fiel auf, dass es
hauptséachlich die aus dem Knochenmark stammenden CD34+ Zellen waren, die sich
nach einer Lasion des N. ischiadicus im verletzen Gewebe ansammelten und hier
evtl. Uber direkte proliferative und/oder indirekt trophische Effekte positiv auf die
Nervenregeneration wirkten. Daneben konnten Pan et al. eine gesteigerte
Expression des VEGF, einhergehend mit einer beschleunigten Angiogenese und
erhohten GefalRdichte im Lasionsgebiet nachweisen, wodurch es vermutlich zu einer
verbesserten Reperfusion des zuvor abgeklemmten N. ischiadicus unter G-CSF kam.
(Pan et al., 2009b)

An die vielversprechenden Ergebnisse dieser vorangegangenen Versuche
anknupfend, wurden in der hier vorliegenden Arbeit die Auswirkungen einer Lasion
des N. ischiadicus definierten Schweregrades am Rattenmodell untersucht. In dieser
Arbeit sollte die Kklinische Situation einer peripheren Nervenlasion mdglichst
realitdtsgetreu simuliert werden. Bei der Erhebung der Daten konzentrierten wir uns
auf die Erfassung und Quantifizierung des klinisch-funktionellen Defizits sowie auf
elektrophysiologische und histologische Parameter im postoperativen Verlauf, wie es

auch im klinischen Alltag durchgefuhrt wird.
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Um die periphere Nervenlasion zu induzieren, bedienten wir uns der Technik der
Wasserstrahldissektion. Diese Technik wurde in Vorarbeiten zu dieser Studie
entwickelt und eignet sich unserer Ansicht nach hervorragend, um die klinische
Situation im Rahmen eines Traumas mit einem kurzzeitigen Dehnungsereignis bzw.
eine intraoperative Manipulation mit einhergehender Irritation des peripheren Nervs
zu simulieren. Weiterhin resultiert bei der gewahlten Druckstufe von 50 bar eine
zuverlassig reproduzierbare Schadigung der Axone bei erhaltener Kontinuitat des
Nervs (Tschan et al., 2010).

Zur Quantifizierung des postoperativen motorisch-funktionellen Defizits errechneten
wir zu den im Studiendesign festgelegten Zeitpunkten den SFI. Bei diesem Index
handelt es sich um eine im N. ischiadicus-Modell der Ratte gebrauchliche Grole,
anhand derer sich der Schweregrad einer funktionellen Beeintrachtigung der durch
den N. ischiadicus versorgten Muskelgruppen beurteilen lasst (Oliveira et al., 2001).
Bei der Erhebung des SFI konnten in der Uberwiegenden Anzahl der Félle jeweils
mehrere FuRabdruckpaare auf einem Papierstreifen beriicksichtigt und daraus ein
Mittelwert gebildet werden. Dass die einzelnen messbaren SFlIs generell sehr
ahnliche Werte lieferten, spricht in diesem Zusammenhang fur die Zuverlassigkeit
dieses Indexes.

Wahrend der Vorbereitung der Eingriffe wurde bei jedem Tier der praoperative SFI
erhoben. Da dieser Wert bei jedem untersuchten Tier innerhalb des
Referenzbereichs lag, kann von einer prdoperativ  unbeeintrachtigten
neuromuskularen Funktion aller Versuchstiere ausgegangen werden. Direkt
postoperativ traten bei 70,3% der Tiere jeder Versuchsgruppe deutliche motorische
Defizite auf. Wir deuten dies als Zeichen eines von der unterschiedlichen Medikation
unabhangigen und homogenen L&sionsmusters. In Anbetracht des nicht
unerheblichen Anteils postoperativ motorisch unbeeintrachtigter Tiere hétte evtl. eine
etwas hohere Druckstufe des Wasserstrahldissektors gewahlt werden kdénnen, um
dadurch moglicherweise mehr Tiere mit einem deutlichen funktionellen Defizit fur die
folgenden Untersuchungen zu gewinnen. In den weiteren SFI-Kontrollmessungen
zeichnete sich ab, dass nach der 1. und 2. postoperativen Woche die motorischen
Beeintrachtigungen derjenigen Tiere, die mit G-CSF behandelt wurden, in gré3erem
Ausmal’ rucklaufig waren als diejenigen der Tiere der Kontrollgruppe. Statistisch

leitete sich hieraus ein positiver Trend, jedoch kein signifikanter Unterschied unter G-
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CSF-Therapie ab (p = 0,2). Ahnliches gilt fur die 6-Wochen-Untersuchung. Hier
konnte ein starker Trend, jedoch ebenfalls keine signifikante Beeinflussung des SFI
unter Therapie mit G-CSF beobachtet werden.

Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen beschrieben Pan et al. in ihrer 2008
publizierten Arbeit eine signifikante Besserung des SFI, wenn die Tiere mit G-CSF
behandelt wurden. Ebenso beobachteten sie in ihrer Arbeit von 2009 eine
signifikante Besserung des am 7. Postoperativen Tag erhobenen SFI, wenn die Tiere
mit G-CSF behandelt wurden. Diese Differenz der Ergebnisse kénnte zum einen auf
dem unterschiedlichen  Lasionsmodell und der damit verbundenen
schwerwiegenderen Schadigung des N. ischiadicus zurlckzufiihren sein. Zum
anderen weist die Methode des SFI neben ihren Vorteilen auch Schwachstellen auf.
So war es bei einigen Teststreifen nicht mdglich mehrere Abdruckpaare zu
analysieren, bei wenigen konnten keine Fufl3abdricke verwertet werden. Dies lag
zum einen an der Tatsache, dass die Ratten teilweise nicht gleichmalf3ig tber den
Teststreifen liefen, sondern zwischenzeitlich stehen blieben oder sich setzten. Zum
anderen konnten wir bei Tieren, die ein klinisch sehr eindrucksvolles funktionelles
Defizit aufwiesen, beobachten, dass die betroffene Extremitat lediglich tGber den
Papierstreifen geschleift wurde. Ein Ful3abdruck im eigentlichen Sinne konnte in
solchen Féllen also nicht gewonnen werden. Des Weiteren ist in der Literatur ein
methodischer Fehler beschrieben, der auf die zu einem gewissen Grad subjektive
Auswahl der fur die Berechnung des SFI herangezogenen Pfotenpunkte
zuriickzufiihren ist (Monte-Raso et al., 2008).

Bei der Analyse der elektrophysiologischen Befunde fand sich beziglich der mNLG
ein positiver Trend hinsichtlich einer deutlicheren Verbesserung der mNLG am 1.
postoperativen Tag (p=0,2) bzw. nach der 1. postoperativen Woche (p=0,3) sowohl in
der Versuchsgruppe, die pra- und postoperativ G-CSF erhalten hatte als auch in der
Gruppe, die nur postoperativ G-CSF erhalten hatte. G-CSF scheint in diesem friihen
Zeitraum der Versuche die Regeneration der geschadigten Nerven unterstitzt bzw.
beschleunigt zu haben. Nach der 2. postoperativen Woche ergaben die Messungen
der mNLGs sehr ahnliche Ergebnisse bei allen 3 Versuchsgruppen, was eine fur
diese Zeitspanne ahnlich gute Erholung der elektrophysiologischen Funktion des

Nervs nahelegt. Nach 4 Wochen zeichnete sich wiederum ein deutlicher Trend zu
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einer besseren Erholung der mNLG unter G-CSF-Therapie ab (p=0,1) und nach 6
Wochen hatte sich die mNLG sowohl der pra-/postoperativ als auch der
ausschlief3lich postoperativ mit G-CSF behandelten Tiere signifikant besser erholt als
bei den Tieren, die mit G5% behandelt wurden (p<0,05). Ein Unterschied zwischen
den beiden Gruppen, die G-CSF pra-/postoperativ bzw. nur postoperativ erhalten
haben, liel3 sich nicht feststellen. Scheinbar ist es in Bezug auf die mNLG weniger
entscheidend, ob G-CSF bereits praoperativ oder erst nach erfolgter Manipulation am
Nerv gegeben wird. Vielmehr zeigt sich anhand der signifikant verbesserten mNLG
der 6-Wochentiere, dass die neurophysiologische Regeneration des partiellen
Leitungsblocks entsprechend der eingangs erwahnten relativ langsamen
Wachstumsgeschwindigkeit aussprossender Nervenfasern einen langeren Zeitraum
in Anspruch nimmt. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie lassen den Schluss zu,
dass sich eine G-CSF-Therapie wahrend der Akutphase der Nervenlasion, in der die
antiapoptotischen und neuroprotektiven Eigenschaften des G-CSF zum Tragen
kommen, positiv auf das Regenerationspotential im weiteren Verlauf auswirkt. Diese
Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen der histologischen Analyse der Nerven
der 6-Wochen-Tiere, bei denen positive Effekte einer G-CSF-Therapie hinsichtlich
der strukturellen Regeneration beobachtet wurden (s.u.).

Die Messwerte des MSAP, das als Parameter der Anzahl und Funktion
regenerierender und den Muskel innervierender Nervenfasern gilt, entwickelten sich
in ahnlicher Weise. Auch hier konnte ein positiver Trend fur die mit G-CSF
behandelten Tiere im Zeitraum zwischen der 1. und 6. postoperativen Woche
beobachtet werden. Daraus lasst sich folgern, dass die neuromuskuldre Kopplung
und damit die eigentliche Funktion des untersuchten Endorgans von der G-CSF-
Therapie profitiert, auch wenn keine signifikante Besserung nachgewiesen werden
konnte. Prinzipiell decken sich diese Ergebnisse mit denen von Pan et al., sodass
man anhand der neurophysiologischen Entwicklung auch dann von einem
regeneratorischen Nutzen von G-CSF am peripheren Nerven ausgehen kann, wenn
die Versuchstiere nicht parallel mit einer Stammzelltransplantation behandelt wurden
(Pan et al., 2009a; Pan et al., 2009b).

Bei der histologischen Auswertung der Nerven konnte in der vorliegenden Arbeit

beobachtet werden, dass die Nerven der Tiere, die Uber 6 Wochen mit G-CSF

60



behandelt wurden, sowohl in Bezug auf die absolute Zahl als auch auf die Dichte der
Nervenfasern pro mm?2 signifikant héhere Werte erreichten als die Nerven der
Kontrolltiere (p<0,05). AuRerdem fiel in den Praparaten der mit G-CSF behandelten
Tiere eine signifikant groRere Anzahl dinner myelinisierter Nervenfasern auf. In der
Literatur wird in Studien zur strukturellen Regeneration peripherer Nerven ein
vermehrtes Aufkommen dieser dinnen myelinisierten Nervenfasern als Zeichen
eines gesteigerten Regenerationsprozesses interpretiert (Kemp et al., 2011; Lee et
al., 2003).

Diese Ergebnisse unterstitzend fand sich bei der Analyse der Ilumbalen
Ruckenmarksegmente eine signifikant grof3ere Anzahl an a-Motoneuronen (p<0,05),
wenn die Versuchstiere G-CSF préa- und postoperativ oder ausschlief3lich
postoperativ erhalten hatten.

Die Ergebnisse aus den histologischen Untersuchungen der vorliegenden Arbeit
legen nahe, dass die Therapie mit G-CSF sowohl neuroprotektive als auch
neuroregenerative Effekte erzielt. Trotz dieser positiven Einflisse auf die strukturelle
Integritat des peripheren Nervs resultierte hieraus jedoch bei der Auswertung der
MSAP lediglich ein positiver Trend, aber kein signifikanter Unterschied der
Amplitudenhdhe des MSAP, das der Beurteilung der funktionellen neuromuskularen
Kopplung dient (Pan et al., 2009b).

In der Gesamtheit der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten positive Effekte
einer G-CSF-Therapie nach einer mechanischen L&sion des N. ischiadicus
beobachtet werden.

Uber welche Mechanismen die protektive und regenerative Wirkung auf a-
Motoneurone und die Axone des peripheren Nervs im Detail vermittelt werden, stellt
einen interessanten Ansatz fur weitere Arbeiten auf diesem Gebiet dar. Von
besonderem Interesse ist hierbei die durch G-CSF vermittelte antiapoptotische
Wirkung auf die Neurone des Ruckenmarks. Ein genaueres Verstandnis der
zugrundeliegenden molekularen und zellularen Prozesse ist die noétige

Voraussetzung fur den erfolgreichen therapeutischen Einsatz von G-CSF.

Da insbesondere Tiere, die Uber 6 Wochen untersucht wurden, von den positiven
Effekten profitierten, zeigt, dass der Regenerationsprozess eines peripheren Nervs

Uber einen langeren Zeitraum positiv beeinflusst werden kann und dass bereits in der

61



frithen Phase nach erfolgter Nervenverletzung die Steigerung des spateren
Regenerationspotentials moglich ist. In Bezug auf die Anwendung von G-CSF waren
weitere Untersuchungen hinsichtlich der Dauer der G-CSF-Applikation und der
optimalen Dosierung des Medikaments wiinschenswert.

Hinsichtlich des Zeitpunkts der G-CSF-Gabe konnte beobachtet werden, dass die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit keine nennenswerte neurologische
Verbesserung nach einer zusatzlichen praoperativen G-CSF-Applikation im Vergleich
zur ausschlie3lichen postoperativen G-CSF-Applikation zeigen. Der Ansatz einer
prophylaktischen G-CSF-Applikation als protektive MalRnahme vor der operativen
Manipulation am Nervengewebe scheint also zumindest in Bezug auf das

angewandte Lasionsmodell fraglich.

Zusammenfassend unterstitzt die vorliegende Arbeit die Hypothese, dass die Gabe
von G-CSF in Zukunft einen Bestandteil der Therapie schwerer Nervenlasionen
darstellen konnte. Besonders attraktiv ist, dass es sich bei G-CSF um ein
Medikament handelt, dass bereits seit vielen Jahren in der Therapie von
Erkrankungen des hamatopoietischen Systems einen herausragenden Stellenwert
besitzt und dass in diesem Zusammenhang sowohl erwinschte als auch
unerwinschte Wirkungen von G-CSF bekannt sind. Dementsprechend ist es gut
vorstellbar, dass G-CSF auch als Therapeutikum auf dem Gebiet der peripheren
Nervenverletzung sicher angewandt werden kann. Vor diesem Hintergrund sind
weitere Studien mit dem Schwerpunkt der Untersuchung der verschiedenen durch
die Applikation von G-CSF induzierten Signaltransduktionskaskaden auf zellularer

Ebene des zentralen und peripheren Nervensystems von grof3er Bedeutung.
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