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1. Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung

Titel:
Die Auswirkung von Granulozyten-Kolonie stimulierendem Faktor (G-CSF) auf den

Nervus cochlearis nach partieller Schadigung. Eine experimentelle Studie an Ratten.

Zusammenfassung:

In der vorliegenden Studie wurde analysiert, inwiefern sich Granulozyten-Kolonie
stimulierender Faktor (G-CSF) auf die Regenerationsfahigkeit des zuvor
geschadigten Nervus cochlearis bei Ratten auswirkt.

In verschiedenen Versuchsmodellen wurde gezeigt, dass G-CSF neuroprotektive
Aktivitat durch Inhibierung von Apoptose und Entziindung besitzt.

Nach lateraler suboccipitaler Kraniektomie und mikrochirurgischer Praparation wurde
eine Lasion des rechten Nervus cochlearis von erwachsenen, mannlichen Spraque-
Dawley-Ratten mit einem Wasserstrahldissektor bei einem Wasserdruck von 8 bar
durchgefuhrt.

Die Tiere wurden willkirlich drei verschiedenen Gruppen zugeteilt. Der
Kontrollgruppe wurde an den Tagen 1, 3 und 5 nach der Operation NaCl appliziert.
Der zweiten Gruppe (G-CSF post) wurde an den gleichen Tagen G-CSF verabreicht.
Die letzte Gruppe (G-CSF pre & post) erhielt G-CSF zusatzlich zu den Tagen 1, 3
und 5 auch einen Tag vor der Operation.

Frihe akustisch evozierte Potentiale (FAEP) wurden unmittelbar postoperativ, sowie
an den Tagen 1, 3 und 7 nach der Nervenlasion gemessen, um die Funktion des
Nervus cochlearis zu erfassen.

Die Tiere wurden eine Woche nach der Operation perfundiert und das Hirngewebe
mit Formalin fixiert. Danach wurde das Gehirn in Formalin eingelegt und eine Woche
spater in Paraffin eingebettet. Der Hirnstamm wurde im Bereich der Ncll. cochleares
in 5 um dicke Scheiben geschnitten und in definiertem Abstand von jeweils 10

Schnitten mit der Nissl-Farbung (Kresylviolett) gefarbt.



Unter einem Lichtmikroskop wurden Fotos gemacht und diese mit Hilfe der Image J
Software (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) im Hinblick auf die
Anzahl der Nervenzellen und die GroRR3e des Kerngebiets ausgewertet.

Die Verabreichung von G-CSF liefert statistisch signifikante Ergebnisse, sowohl im
Hinblick auf die Histologie, als auch im Hinblick auf die Elektrophysiologie. Es findet
sich eine hoéhere Anzahl an Nervenzellen innerhalb der Ncll. cochleares bei den
Gruppen, denen G-CSF verabreicht wurde (p = 0,0086). Darlber hinaus ist die
durchschnittliche Flache des Kerngebiets in den beiden G-CSF-Gruppen grof3er als
die der Kontrollgruppe (p = 0,0019). In der Auswertung der elektrophysiologischen
Ergebnisse zeigt sich eine geringere Depression der FAEP-Welle Il nach G-CSF-
Applikation (p = 0,040). Sowohl in Bezug auf die Histologie als auch auf die
Elektrophysiologie ist keine Verbesserung der Werte durch eine zusatzliche
praoperative Verabreichung von G-CSF gegeniber der reinen postoperativen
Applikation zu erkennen.

Nach kontrollierter partieller Nervenschéadigung verbessert die Verabreichung von G-
CSF die Funktion des achten Hirnnerven und schitzt Nervenzellen und
Nervengewebe im Bereich der Ncll. cochleares vor dem Untergang.

Diese Beobachtung ist insbesondere im Hinblick auf Operationen von
Kleinhirnbriickenwinkeltumoren interessant. Bei einigen  Operationen am
Kleinhirnbriickenwinkel besteht ein hohes Risiko fir eine Schadigung des Hornervs.
Insbesondere bei Operationen von Akustikusneurinomen wird der achte Hirnnerv oft
geschadigt. Deshalb ist die Bereitstellung und Weiterentwicklung  wirksamer,
neuroprotektiver Behandlungsmdéglichkeiten von groRter Wichtigkeit.

G-CSF konnte helfen, das postoperative Ergebnis von Patienten mit Lasionen im

Bereich des Kleinhirnbriickenwinkels zu verbessern.



1.2 Abstract

Title:
The effect of Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF) on the cochlear nerve
after partial lesion. An experimental study on rats.

Abstract:

The purpose of the present study is to investigate the role of the neuroprotective
effect of granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) after cochlear nerve lesion in
rats.

It has been shown that G-CSF has a neuroprotective activity by inhibition of
apoptosis and inflammation in various experimental models.

After performing a lateral suboccipital craniectomy and microsurgical preparation, a
lesion of the right cochlear nerve of adult male Spraque Dawley rats was conducted
using a water-jet dissector with a pressure of 8 bar.

Animals were randomly assigned to three groups. Sodium chloride was applied on
day 1, 3 and 5 after the operation to the control group. In a second group (G-CSF
post) G-CSF was administrated on day 1, 3 and 5 after the operation. The last group
(G-CSF pre & post) was treated with G-CSF on day 1, 3 and 5 and additionally one
day before the operation.

Brainstem auditory evoked potentials (BAEP) were measured on day 1,3 and 7 after
the lesion to evaluate the acoustic function of the cochlear nerve.

Animals were perfused one week after the operation, and brains were fixed with
formalin. One week later the formalin fixed brains were embedded in paraffin.
Histological sections of 5 um of the cochlear nuclei were prepared and stained with
Nissl (cresyl violet).

Pictures were made under light microscope and analyzed using an image-processing
program (Image J, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA). The
number of neuronal cells and the size of the area of the cochlear nuclei were
assessed.

The application of G-CSF leads to statistical significant histological and
electrophysiological results. With regard to the histological evaluation the application
of G-CSF leads to a preservation of neuronal cells in the nuclei cochleares (p =

0,0086). Moreover the average area of the nuclei in both G-CSF groups is bigger



than the area of the control group (p = 0,0019). By analyzing the electrophysiological
results there was a significant lower depression of the BAEP wave Il after G-CSF
application (p=0,040). A benefit through an additional preoperative application of G-
CSF compared to the application only after operation was histological as well as
electrophysiological not identified.

The use of G-CSF improved the function of the eighth cranial nerve and protected
nerve cells and nerve tissue of destruction on the cochlear nuclei after a controlled
partial injury of the nerve.

These findings are relevant to the operation of cerebellopontine angle tumors. During
some operations at the cerebellopontine angle there is a high risk of injury of the
cochlear nerve. Especially during acoustic neuroma surgery the eighth cranial nerve
often gets damaged. Therefore research of potential neuroprotective drugs is of great
importance. The use of G-CSF in patients with lesions in the cerebellopontine angle
could improve the postoperative outcome.



2. Einleitung

2.1 Nervus vestibulocochlearis und Horbahn

Der Nervus vestibulocochlearis ist der achte Hirnnerv. Er setzt sich aus zwei Anteilen
zusammen. Zum einen, aus dem fir die Horwahrnehmung zustandigen Nervus
cochlearis und zum anderen aus dem fir das Gleichgewichtsempfinden zustandigen
Nervus vestibularis®. Der N. vestibularis besteht wiederum aus einem oberen
(Ramus superior) und einem unteren Anteil (Ramus inferior). Im oberen Anteil
verlaufen die Fasern aus Utriculus und dem oberen und lateralen Bogengang. Der
untere Anteil fuhrt Fasern aus Sacculus und dem hinteren Bogengang. Der N.
cochlearis wird aus der Vereinigung der zentralen Fortsdtze der bipolaren
Nervenzellen der Ganglia spiralia gebildet. Die peripheren Fortsatze der bipolaren
Nervenzellen erhalten ihre Informationen von den inneren Haarzellen des Corti-
Organs®. Im inneren Gehorgang schlieBen sich N. vestibularis und N. cochlearis
zusammen und bilden den N. vestibulocochlearis®®®. Der Nerv miindet im
sogenannten Kleinhirnbriickenwinkel in die dorsolaterale Medulla oblongata®**°.
Cochleére und vestibulare Fasern enden dort in ihren jeweiligen Kerngebieten. Das
Kerngebiet des N. cochlearis setzt sich zusammen aus dem Nucleus cochlearis
ventralis und dem Nucleus cochlearis dorsalis. Hier erfolgt die Umschaltung auf das
zweite Neuron. Von hier aus ziehen manche Fasern direkt zum ipsilateralen
Colliculus inferior, dem letzten infratentoriell gelegenen Bereich des Mittelhirns*,
andere Fasern kreuzen zur Gegenseite und ziehen (teilweise als Lemniscus lateralis)
zum kontralateralen Colliculus inferior. Ein Teil dieser Fasern wird zuvor im Nucleus
corporis trapezoidei und Nucleus olivaris superior umgeschaltet. Nach der
Umschaltung in den Colliculi inferiores ziehen die Fasern zum Corpus geniculatum
mediale des Thalamus. Hier erfolgt die letzte Umschaltung der Horbahn und die
afferenten Nervenfasern, zusammen als Radiatio acustica bezeichnet, enden im
primar auditorischen Cortex im Temporallappen (Hechel'sche Querwindungen, Area

44,45

41 nach Brodmann) Dem primar auditorischen Cortex sind sekundare

Rindenfelder im duBeren Gyrus temporalis superior nachgeschaltet*. Um binaurales



Horen (Richtungshéren) zu ermdglichen, kreuzen Fasern, ab Hb6he des Nucleus

olivaris superior, auf allen Ebenen der Horbahn zur kontralateralen Seite**®3,

2.2 Fruhe akustisch evozierte Potentiale (FAEP) des

Menschen

Die akustisch evozierten Potentiale (AEP) stellen die elektrische Antwort des
Hornervs und des ZNS auf eine Reizung der inneren Haarzellen dar. Unterschieden
werden hier anhand ihres zeitlichen Auftretens sehr frihe (Elektrocochleographie),
frihe (FAEP, 0-10 ms), mittlere (MAEP, 10-50 ms) und spéte (SAEP, bis 1000 ms)
akustisch evozierte Potentiale. Dabei stellen die FAEP, auch "brainstem acoustic
evoked potentials” (BAEP), "brainstem evoked response audiometry" (BERA) oder
"auditory brainstem response" (ABR) genannt, die fur die klinische Diagnostik mit
Abstand wichtigste Gruppe dar*®**". Der folgende Text konzentriert sich auf die
FAEP des Menschen. Die Unterschiede zu den FAEP der Ratte werden in 2.3
aufgezeigt.

Die FAEP umfassen das Summenaktionspotential des Hornerven (erste Welle) sowie
die sechs darauf folgenden Potentiale, die in den ersten 8-10 ms nach Reizbeginn
auftreten*>*°. Die Potentialwellen werden entweder mit den rémischen Buchstaben I-
VIl angegeben oder nach dem Erstbeschreiber Jewett (1970%%3%) mit J1-J7
bezeichnet****. Uber die genaue Herkunft der einzelnen Wellen findet sich in der
Literatur keine absolute Ubereinstimmung. Frilhere Untersuchungen an Katzen
schrieben jeder Welle eine bestimmte neuroanatomische Struktur zu. So stand Welle
| Gber lange Zeit fur den extrakraniell verlaufenden Teil des N. cochlearis und Welle II
fur den intrakraniell verlaufenden Teil des Hornervs. Vereinfacht stand Welle 1l far
die obere Olive, Welle IV fur den Lemniscus lateralis, Welle V fir den Colliculus
inferior, Welle VI fir das Corpus geniculatum mediale und Welle VIl fir die Radiatio
acustica®!. Heute wei} man, dass die zentralen Wellen (l11-VIl) keinem alleinigen
anatomischen Korrelat zugeordnet werden kdonnen, sondern vielmehr, insbesondere
beim Menschen, durch komplexe Entstehungsmechanismen gebildet werden. Bei
Darbietung eines Reizes werden gleich mehrere Strukturen und Kerngebiete sowohl

auf der ipsilateralen als auch auf der kontralateralen Seite erregt, die eher diffuse



40,44

Bereiche im Hirnstamm reprasentieren Eine ungefdhre Zuordnung zu

bestimmten Strukturen ist jedoch méglich. Einigkeit herrscht Uber die erste Welle, die

das Summenaktionspotential des Nerven darstellt****™.  Der

heutzutage
weitestgehend angenommene Entstehungsort der Wellen 1l und Il ist der ipsilaterale
Hornerv beim Austritt aus dem Meatus acusticus internus bzw. der ipsilaterale
ventrale Ncl. cochlearis. Die Wellen IV und V konnen nicht mehr eindeutig
zugeordnet werden und entstehen durch Uberlagerungen aus unterschiedlichen
Neuronengruppen der ipsi- und kontralateralen Horbahn im Hirnstamm. Die
Uberwiegenden Anteile stammen wahrscheinlich aus der oberen Olive und dem
ipsilateralen Lemniscus lateralis oder Colliculus inferior*®**. Fir die Wellen VI und VII
findet sich bislang keine eindeutige neuroanatomische Struktur®*. Es wird vermutet,
dass sie im Thalamus bzw. in der Radiatio acustica generiert werden’. In der
klinischen Diagnostik werden vorwiegend die Wellen I, 1ll und V betrachtet, da die
Wellen 11, IV, VI und VII zu unsicher auftreten®.

Das vollstandige Wellenmuster der FAEP kann optimal mit Klickreizen erzeugt
werden. Hierbei handelt es sich um akustische Reize mit breitem Frequenzspektrum.
Durch Mittelwertbildung einer definierten Anzahl von Klickreizen erfolgt dann die
charakteristische Darstellung der Wellen®.

Die Ableitung erfolgt Gber Elektroden, die entweder auf die Haut aufgeklebt oder als
Nadelelektroden im Subkutangewebe platziert werden. Der Vorteil der zweiten
Methode liegt im geringeren Auftreten von Artefakten’. Die positive Elektrode wird
Uber dem Vertex angebracht, die negative Elektrode kann hinter dem Mastoid oder
am Ohrlappchen positioniert werden. Mit der Vertexelektrode werden die Wellen llI
und V abgeleitet, am ipsilateralen Mastoid die Welle | (SAP). Diese Art der Ableitung
wird als Fernfeldtechnik bezeichnet, da die Potentiale nicht direkt am Ort ihrer
Entstehung abgeleitet werden. Wé&hrend der Messung einer Seite ist auf eine
Vertaubung der Gegenseite zu achten, um ein "Uberhoren" zu vermeiden. Ein
Uberhoren mit der Uberlagerung von Potentialen der Gegenseite tritt bei Ableitungen
von Innenohr und Ncll. cochleares nicht auf, da hier noch keine Nervenfasern der
kontralateralen Hérbahn kreuzen. Fur die Ableitung aller weiteren Potentiale ist eine

Vertaubung des anderen Ohres mit Breitbandrauschen (“white noise") notwendig*®**,

Die Indikationen fur die Ableitung von FAEP sind vielféaltig. Hierzu gehdren samtliche

Erkrankungen des N. cochlearis und des Hirnstamms, Neoplasien im



Kleinhirnbriickenwinkel, vaskulare- und demyelinisierende Erkrankungen, das
intraoperative Monitoring, die Uberwachung komattser Zustandsbilder sowie die
objektive Audiometrie bei Kindern und Erwachsenen®* >,

Eine Verlangerung der Latenzen bzw. eine Verkleinerung der Amplituden weist auf
eine Schadigung des Nerven bzw. des Hirnstamms hin*?44,

Bei Akustikusneurinomen finden sich ipsilaterale Latenzverzogerungen ab der ersten
oder zweiten Welle sowie eine Amplitudenreduktion der darauffolgenden Wellen als
Zeichen einer Verlangerung der neuronalen Laufzeit. Diese wird durch die
kompressionsbedingte Schadigung der Myelinscheiden der Hornervenfasern durch

das Akustikusneurinom hervorgerufen®®.

2.3 FAEP der Ratte

Die FAEP-Wellen der Ratte unterscheiden sich in ihrer Nomenklatur von denen des
Menschen. Weitgehende Einigkeit herrscht in der Literatur dartiber, dass die FAEP
bei Ratten, im Gegensatz zu denen des Menschen, nur aus vier gut
reproduzierbaren Potentialwellen bestehen®®®®%(Abb. 2.1, A). Hierfiir finden sich in
der Literatur unterschiedliche Erklarungsansatze. Zum einen wird spekuliert, dass es
sich bei der Welle IV der Ratte um den menschlichen IV-V-Komplex handeln
konnte®®®°. Zum anderen wird bei manchen Autoren eine Welle zwischen der ersten
und zweiten FAEP-Welle der Ratte beschrieben®® (Abb. 2.1, C), die der zweiten
Welle beim Menschen entspricht®®. Da es sich bei dieser Welle jedoch um eine kleine
Welle handelt, geht diese meistens in der viel gro3eren Welle 1l unter, ohne als
eigenstandige Welle erkannt zu werden®®® (Abb. 2.1, B).

Auch wenn die Erklarungsansatze fur die "fehlende Welle" unterschiedlich sind,
herrscht weitgehend Einigkeit dartiber, welchen menschlichen FAEP-Wellen die vier
eindeutig erkennbaren FAEP-Wellen der Ratte entsprechen: die Welle Il der Ratte
entspricht der Welle Il des Menschen, die Welle Ill der Ratte entspricht der Welle 1V

des Menschen und die Welle IV der Ratte entspricht der Welle V des Menschen®®,



Abb. 2.1 Normvarianten der FAEP-Wellen der Ratte: A: Standardableitung mit den vier
charakteristischen FAEP-Wellen der Ratte; B: Zwischen Welle | und Il erkennt man die
Ausstllpung einer weiteren FAEP-Welle, die flieRend in die Welle Il Gbergeht; C: Zwischen
Welle | und Il zeichnet sich eine weitere FAEP-Welle deutlich ab.




2.4 Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor (G-CSF)

G-CSF ist ein 19,6 kDa groBes Glykoprotein aus der Gruppe der

61,62

Wachstumsfaktoren Weltweit werden ca. 3 Mio. Menschen mit diesem

Medikament behandelt®’. Die Auswirkungen von G-CSF auf das hamatopoetische
System wurden Uber Jahrzehnte eingehend erforscht. G-CSF fordert die
Proliferation, die Differenzierung und das Uberleben von hamatopoetischen

Vorlauferzellen (HSC) im Knochenmark'®t" "

10,60,72,81

, sowie deren Ausschittung ins

periphere Blut . Davon betroffen sind Vorlauferzellen der Granulopoese,

Thrombopoese und Erythropoese”®**7?

. Aufgrund der starken Stimulation der
Granulopoese ist das Haupteinsatzgebiet von G-CSF die Behandlung der
Neutropenie'®**717274 Besondere Bedeutung kommt hierbei der Behandlung der

627172 Bei der hierzu

Neutropenie nach myeloablativer Chemotherapie zu
angewendeten Blutstammzelltransplantation wird den betroffenen Patienten G-CSF
zur schnelleren Mobilisation von Vorlauferzellen der Hamatopoese ins periphere Blut
verabreicht und die Vorlauferzellen anschlieend durch Leukapherese gesammelt.
Nach hochdosierter Chemotherapie werden den Patienten die zuvor aus dem
Eigenblut gewonnenen Blutstammzellen oder die Stammzellen eines geeigneten
Spenders zugefiihrt®**2*72 Durch dieses Verfahren kénnen die granulozytopenische
und thrombozytopenische Phase nach Chemotherapie verkiirzt werden®*>72,
Heutzutage gilt das wissenschaftliche Interesse eher den zell- und
gewebeprotektiven Eigenschaften von G-CSF. Insbesondere die Auswirkungen von
G-CSF auf das Nervengewebe stehen im Fokus der Forschung.

In einer Vielzahl von experimentellen Tiermodellen wurde gezeigt, dass sich G-CSF
positiv auf das Outcome neurologischer Krankheitsbilder auswirkt.

So vermindert G-CSF den Untergang von Neuronen und die Destruktion von

ZLe0SLT38T ynd senkt die Mortalitét

Nervengewebe nach isch&mischem Hirninsult
durch Minderung von Hirnschwellung und Einklemmungserscheinungen®. G-CSF
schutzt dopaminerge Neurone der Substantia nigra vor dem Zelluntergang in einem
Versuchsmodell beziiglich M. Parkinson®. In einem Modell im Hinblick auf M.
Alzheimer wurde gezeigt, dass G-CSF die Lern- und Erinnerungsfunktion von
Mé&usen nachhaltig verbessert®*. G-CSF férdert das Uberleben von

53
I

a-Motoneuronen und wirkt dadurch der Muskelatrophie im ALS-Modell>®, sowie der

Nervendegeneration im Ischiadikus-Modell entgegen®’. Neurologische Defekte nach

10



Riickenmarksischamie werden durch die Verabreichung von G-CSF minimiert.
Auch das Outcome nach Riickenmarksverletzung wird langfristig verbessert>*. Dieser
Schutzeffekt von  G-CSF  beruht auf  verschiedenen intrazellularen
Wirkungsmechanismen, die im Folgenden erlautert werden.

G-CSF und sein Rezeptor (G-CSFR) werden weitgehend von Neuronen im ZNS
exprimiert®*®**%162 Nach Schadigung von Nervengewebe z.B. durch Hypoxie oder
Ischamie steigt die Expression von G-CSF und seinem Rezeptor in dem betroffenen
Areal”*®®’  Die Bindung von G-CSF an seinen Rezeptor lést verschiedene
Mechanismen aus, die sich protektiv auf den Erhalt des Nervengewebes
auswirken®*®°. So stimuliert G-CSF die Einwanderung neuronaler Progenitorzellen in
das geschadigte Areal und induziert deren Differenzierung zu reifen Neuronen®".

G-CSF fordert das Wachstum von Neuronen®”>*

und sorgt fur eine Akkumulation von
proliferierenden Nervenzellen um die geschadigten Hirnareale®.

Der groRte neuroprotektive Effekt kommt jedoch durch die Hemmung von
Entziindung und Apoptose zustande™®.

G-CSF hemmt die Entziindungsreaktion, die nach Gewebeschadigung entsteht'*
durch Supprimierung von Zytokinen, wie TNF-a?*?"" 1EN-y?" und verschiedenen
Interleukinen®?’.

Durch Aktivierung verschiedener intrazellularer Signalwege wirkt G-CSF hemmend
auf die Apoptose der Nervenzellen'#3054616287
Signalwegen gehéren der JAK/STAT-Signalweg?®®*®87  der  PI3K/AKT-
Signalweg'**843°9°381 ynd der MEK/ERK-Signalweg'**°®. Unter G-CSF-Einfluss
kommt es (groRtenteils Uber diese drei Signalwege) zur verstarkten Exprimierung

antiapoptotischer Mediatoren, wie Bcl-2"%°%" Bcl-xL"%3%%* c-|AP-2"® und Pim-1%’

Zu diesen antiapoptotischen

und zur Supprimierung proapoptotischer Stoffe, wie Bax®’, Bad®,
Caspase 3°0°3617387 pARP®! und den MAP-Kinasen p38 und JNK™.
All diese Wirkungsmechanismen von G-CSF schiitzen das neuronale Gewebe vor

Destruktion und Zelluntergang.
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2.5 Ziel der Studie

Patienten mit Tumoren im Kleinhirnbriickenwinkel zeigen oft diverse neurologische

3,4,20,25,28,31,39,42,57,89

Ausfallerscheinungen . Bei Akustikusneurinom-Operationen lasst

sich eine Erhaltung des Gehors nur in 54-77 % der Félle (je nach Tumorgrol3e)

49,51,86

realisieren Selbst nach gelungener gehorerhaltender Operation ist das

6,49,86

postoperative Horvermdgen oftmals stark eingeschrankt . Trotz verbesserter

diagnostischer'?192°388% nd therapeutischer®#’4852568588 \gglichkeiten bleibt die
Bewahrung des Horvermdgens auch heutzutage ein Gebiet, auf dem bessere

Ergebnisse dringend benétigt werden®.

Deshalb ist die Bereitstellung und
Verbesserung von wirksamen neuroprotektiven Behandlungen in diesem Bereich von
grodter Wichtigkeit. Aufgrund der in Kapitel 2.4 angegeben Informationen ist
anzunehmen, dass sich die Behandlung mit G-CSF positiv auf die Regeneration des
Nervus cochlearis und seiner Kerngebiete auswirken konnte. Die Untersuchung
dieser Vermutung ist Gegenstand dieser Studie. Vorrangiges Ziel ist es hierbei
nachzuweisen, ob und in welchem Malle G-CSF einen positiven Effekt auf den
Nervus cochlearis und dessen Kerngebiete nach partieller, kontrollierter Schadigung
hat. Im Falle eines besseren Ergebnisses koénnte G-CSF in der
Kleinhirnbriickenwinkelchirurgie und bei Patienten mit Akustikusneurinomen zu

einem festen Bestandteil der Behandlung werden.
Folgende konkrete Fragestellungen sollen beantwortet werden:

1. Wirkt sich G-CSF positiv auf die Anzahl der Nervenzellen innerhalb der Ncll.

cochleares bei Ratten aus?

2. Wirkt sich G-CSF positiv auf den Erhalt der Kerngebietsflache der Ncll.
cochleares bei Ratten aus?

3. Wirkt sich G-CSF positiv auf die Hohe der Amplituden der FAEP bei Ratten

aus?

4. Wirkt sich G-CSF positiv auf die Latenzen der FAEP bei Ratten aus?
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3. Material und Methoden

Im folgenden Kapitel werden die Methoden dieses Projekts und die verwendeten
Materialien erlautert. Zunachst wird die Gruppenaufteilung der Versuchstiere
beschrieben. Danach wird das Prinzip des Wasserstrahldissektors, die Durchfihrung
der Potentialmessungen und die Methode zur Verabreichung der Injektionslésungen
erdrtert. Im Anschluss werden die Ablaufe der Operation und Perfusion dargestellt.
Zum Schluss dieses Kapitels wird genauer auf die Auswertung und Statistik

eingegangen.

3.1 Tiere und Gruppenaufteilung

Fur die Experimente wurden mannliche Sprague-Dawley-Ratten mit einem
durchschnittlichen Kérpergewicht von 455 g verwendet.

Die Tiere wurden Uber das Institut der experimentellen Chirurgie des
Universitatsklinikums des Saarlandes bezogen. Sie wurden dort in Kafigen zu ein bis
drei Tieren in adaquater Umgebung untergebracht. Zu Versuchszwecken wurden die
Tiere aus ihren Kafigen genommen.

Die Genehmigung der Experimente durch die zustandigen Behorden und die

Ethikkommision lag vor.

Im Rahmen der Experimente wurden die Tiere nach dem Zufallsprinzip

verschiedenen Gruppen zugeteilt, wobei jede Gruppe aus sechs Tieren bestand:
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Gruppe Beschreibung

Kontrollgruppe Verabreichung von NaCl an den Tagen 1,3 und 5
postoperativ

G-CSF post Verabreichung von G-CSF an den Tagen 1,3 und 5
postoperativ

G-CSF pre & post Verabreichung von G-CSF an den Tagen 1,3 und 5
postoperativ und zuséatzlich einen Tag vor der Operation

Tabelle 3.1 Gruppenaufteilung der Versuchstiere

3.2 Wasserstrahldissektor

Abbildung 3.1 zeigt den Wasserstrahl aus dem Wasserstrahldissektor (Erbejet 2,
Erbe), mit welchem die Lasion am rechten Nervus vestibulocochlearis der Tiere
durchgefiihrt wurde.

Das Gerat besteht aus einem Bedienfeld zum Einstellen der Wasserstrahlstarke,
einer austauschbaren Wasserpumpe, die per Knopfdruck automatisch tber eine
NaCl-Infusionslésung beflllt wird und einem Handstlick, durch das der Wasserstrahl
nach auf3en geleitet wird.

Der Wasserfluss wird tber ein Ful3pedal gesteuert.

Die Lasion wurde bei einer Wasserstrahlstarke von 8 bar Uber einen Zeitraum von 1
Sekunde und im Abstand von 1 cm zum Nerv durchgefuhrt.

3.3 Messung der FAEP

Die Durchfuhrung der Messung der friihen akustisch evozierten Potentiale erfolgte
mit Hilfe des Inomed ND-Systems. Die Messungen wurden praoperativ, unmittelbar

postoperativ und an den Tagen 1 und 7 nach der Operation durchgefihrt. Die
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praoperative Messung lieferte den Bezugswert. Durch die Messungen an Tag 1 und
7 nach der Operation wurde die Erholung des Nerven quantifiziert. Vor der FAEP-
Messung an Tag 7 wurden die postoperativ fir den Wundverschluss gesetzten
Klammern der Ratte mit einem chirurgischen Enthefter (US Patent No. 4026520)
entfernt.

Zur Durchfiihrung der Messung wurden vier Elektroden im Subkutangewebe der
zuvor narkotisierten Ratte fixiert. Eine Elektrode wurde tber dem Schadel, im
Bereich des Vertex (Anode) angebracht und jeweils eine Elektrode hinter jedem Ohr,
mit Projektion der Metallspitze hinter dem Mastoid (Kathode). Die vierte Elektrode,
die Ableitungselektrode, wurde im Nacken angebracht.

Danach wurde jeweils ein 26 cm langer Gummischlauch®® in den &uReren
Gehorgang des linken (blauer Schlauch) und rechten Ohres (roter Schlauch)
eingefuhrt (Abb. 3.1).

Abb. 3.1 Ratte wahrend FAEP-Messung: Tier in liegender Position mit Vertex-Elektrode
(schwarz), zwei Mastoid-Elektroden (blau und schwarz) und griiner Erdungselektrode. Durch
eine um die Schnauze liegende Rohre fliel3t das Narkosegas. Abgebildet ist hier eine FAEP-
Messung 7 Tage nach der Operation.

Nach dem Start der Messung wurden der Ratte Uber einen der Schlauche vom Gerat
erzeugte Klick-Gerdusche ("Klicks") dargeboten. Diese Klicks wurden vom
Horsystem verarbeitet, was auf dem Bildschirm in Form der Potentialwellen (I-1V)
sichtbar wurde. Bei jeder Messung wurden der Ratte 1000 Klicks, mit einem

Schalldruckpegel von 40 dB und einem Frequenzspektrum zwischen 400 Hz und 3
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kHz dargeboten. Das endgultige Kurvenbild entstand durch Mittelwertbildung der
1000 akustischen Reize. Wahrend der Reizung des einen Ohres wurde das andere
Ohr durch Breitbandrauschen ("white noise") vertaubt, um ein Uberhéren der
Gegenseite zu vermeiden®®. Dadurch wurden seitenspezifische Aussagen
ermoglicht.

3.4 Verabreichung von G-CSF und NaCl

Je nach Gruppenzugehdrigkeit wurde G-CSF (G-CSF post) und NaCl
(Kontrollgruppe) an den Tagen 1, 3, und 5 nach der Operation subkutan appliziert.
Die Gruppe G-CSF pre & post erhielt G-CSF zusatzlich einen Tag vor der Operation.
Die verwendete G-CSF-Dosis (Neupogen, Amgen) betrug pro Tag 30 pg/kg
Korpergewicht. G-CSF wurde unmittelbar vor der Injektion mit NaCl auf 1 ml
verdunnt. Die Kontrollgruppe erhielt 1 ml NaCl (Isotone Kochsalzlésung 0,9%,
B/Braun) pro Tier und Tag.

Zur Verabreichung von G-CSF wurde eine Einweginsulinspritze (1 ml, B/Braun) und

zur Verabreichung von NaCl eine Einwegspritze (InjektR 5ml, B/Braun) verwendet.

3.5 Operation

3.5.1 Vorbereitung und Narkoseeinleitung

Zur Narkoseeinleitung wurde die Ratte aus dem Kafig genommen und in ein
zylindrisches Glasgefal3 gesetzt. Ein Trichter wurde Uber das Tier gestilpt, durch
dessen Offnung ein Sauerstoff/Narkosegasgemisch (Isofluran, Baxter) eingeleitet
werden konnte. Es wurde darauf geachtet, dass der Trichter die Ratte komplett
einschloss und keine Luft zwischen Trichter und Glaszylinder nach auf3en gelangen
konnte. Der Fluss wurde auf 1,5L Oj/min mit einem Isoflurananteil von 3%
eingestellt. Eine ausreichende Narkosetiefe wurde nach ca. zwei Minuten erreicht.

Nach der Sedierung wurde die Ratte mit einer speziellen Waage (P-1200, Mettler)

gewogen. Das durchschnittliche Gewicht der Tiere betrug 455 g.
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Danach wurde der Ratte eine Rohre Uber die Schnauze gestilpt, durch welche das
Narkosegas bis zum Ende der Operation floss (Abb. 3.1).

Anschliel3end wurde das Tier im Nackenbereich rasiert (Aesculap Elektra I1).

Um eine gute Analgesierung zu erreichen, wurden der Ratte vor Beginn der
praoperativen Messung 30-50mg/kg Tramadol (Tramal®, 100mg, Grinenthal)
subkutan appliziert. Nach der Analgesierung wurden die Augen der Ratte mit
Bepanthensalbe bedeckt, um deren Austrocknung wahrend der Operation zu
verhindern.

Unmittelbar vor der Operation wurde die Ratte auf eine beheizbare Warmeplatte
(TCAT-2LV, Phystemp Instruments Inc.) gelegt, die an eine rektale Temperatursonde
gekoppelt war. Die Zieltemperatur wurde auf 38°C eingestellt®®. Der Isoflurananteil im
Narkosegasgemisch wurde auf 1,5% gesenkt, um eine Atemdepression zu
verhindern””.

Zur Verbesserung der Sicht wurde der Ratte eine Watterolle unter die Vorderbeine

geklemmt und dadurch die Nackenregion hervorgehoben.
3.5.2 Zugang

Nach Desinfektion des zuvor rasierten Hautareals (SoftaseptR, B/Braun) wurde die
Kopfhaut mit einem Skalpell (Aesculap BB73; Skalpellklinge: MartorR Nr. 10) auf der
rechten Seite, 3 mm paramedian ein ca. 4 cm langer Schnitt inzidiert. Mit einer
Praparierschere (Codman Classic-Plus 36-5015) wurde zwischen Haut und
Muskulatur nach kaudal und kranial prapariert.

Anschlieend wurden die beiden, durch die Praparation entstandenen, lockeren
Hautfalten mit einem Wundspreizer (Aesculap BVO02R) auseinandergehalten,
sodass ein guter Blick auf den kraniozervikalen Ubergang moglich wurde.

Der M. acromiotrapezius wurde in der Medianlinie eingeschnitten (Praparierschere),
und die so entstandenen Muskelhélften wurden anschlieBend mit Hilfe eines
Wundspreizers auseinandergedriickt. Danach wurde der darunter gelegene M.
splenius in der Medianlinie durchtrennt und ebenfalls mittels Wundspreizer separiert.
Mit einem scharfen Schaber (Grieshaber 681.11) wurde der M. semispinalis capitis,
der unmittelbar Uber dem Areal fur die spatere Kraniektomie am rechten Os
occipitale ansetzt, in einem Stiick abgesetzt, sodass der Schadelknochen in diesem
Bereich sichtbar wurde. Ein kleines Stiick von ca. 30 mm? des M. semispinalis capitis
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wurde mit einer Mikro-Federschere (Aesculap FD 12 oder FD 13) gekappt. Das so

gewonnene Muskelstiick wurde in eine Nierenschale mit NaCl-Lésung gelegt.

3.5.3 Kraniektomie und Nervenlasion

Die Kraniektomie wurde unter Zuhilfenahme eines Mikroskops (Superlux 300, Zeiss)
durchgeflihrt. Mit einem chirurgischen Mikro-Bohrer (MicroTRON, Aesculap) wurde
ein Loch mit einem Durchmesser von 4 mm®® in den an dieser Stelle freipréparierten
Schadelknochen gefrast (Abb. 3.2, A). Dazu wurde zunachst zur groberen
Bearbeitung ein Rosettenkopfbohraufsatz (Durchmesser 2,3mm) eingesetzt. Die
anschlieBende Feinbearbeitung erfolgte mit einem Diamantkopfbohraufsatz (GD 128,
Durchmesser 2,7 mm).

Die Grol3e des Kraniektomieareals war entscheidend fiir den erfolgreichen Verlauf
der weiteren Operation. Bei zu kleiner Kraniektomie konnte der Nerv nicht
ausreichend gut dargestellt werden, bei zu grol3er Kraniektomie bestand dagegen die
Gefahr, den unmittelbar angrenzenden Sinus transversus oder Sinus sigmoideus zu
eroffnen. Die Perforation eines Sinus war selten, fihrte in diesen wenigen Fallen
jedoch stets zu massiven Blutungen. Diese Massenblutungen konnten meist mit
Tabotamp (Johnson & Johnson Medical) gestillt werden, sodass es nur in seltenen
Fallen zum Exitus der Ratte kam.

Bei der Durchfuhrung der Kraniektomie wurde darauf geachtet, dass die unter dem
Knochen gelegene Dura mater bzw. das darunter liegende Kleinhirn nicht geschéadigt
wurde (Abb. 3.2, B).

Nach der Entfernung des Schéadelknochens wurde die darunter liegende Dura mit
einem Dura-Hakchen (FD376R, Aesculap) angehoben. Das Hakchen wurde nun
leicht gedreht, bis die Dura an dieser Stelle einen kleinen Riss bekam (Abb. 3.2, C).
Dieser Riss wurde mit einer Mikro-Federschere erweitert. Nach Er6ffnung der Dura
wurde das Kleinhirn mit einem Mikro-Dissektor (FF303R, Aeskulap) leicht nach
medial verlagert. Liquor aus der Cisterna cerebellomedullaris wurde mit Hilfe von
Sugi (REF 31603, Kettenbach) abgesaugt (Abb. 3.2, D). Das Sugi wurde zuvor leicht
in NaCl-Losung getaucht, um die mechanische Traktion zu minimieren.

Nach Platzgewinnung durch die Absaugung von Liquor (Abb. 3.2, E) konnte der
Nervus vestibulocochlearis rostral des Flocculus durch erneute Verlagerung des

Kleinhirns nach medial (Abb. 3.2, F) dargestellt werden.
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Abb. 3.2 Schritte der Kraniektomie: (A) Auffrasen des Os occipitale mit dem chirurgischen
Bohrer. (B) Blick auf das Kleinhirn bei intakter Dura mater. (C) Er6ffnung der Dura mit einem
Durahdkchen. (D) Absaugen des Liquors nach Abtragung der Dura. (E) Unter Zuhilfenahme
eines Dissektors werden kleine Dreiecke aus Watte (Sugi) zwischen Kleinhirn und
Schéadelknochen geschoben, die sich mit Liquor vollsaugen. (F) Nach Entnahme des Sugi
wird das Kleinhirn beiseitegeschoben um die Nervenlasion durchzuftihren.
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Mit dem Wasserstrahldissektor wurde der Nerv im Abstand von 1 cm mit einer
Wasserdruckstarke von 8 bar eine Sekunde lang in der Mitte zwischen dem inneren
Gehorgang und seiner Eintrittsstelle in den Hirnstamm (Kleinhirnbrickenwinkel)

beschossen und die Lasion herbeigefiihrt®.

3.5.4 Wundverschluss

Das bei der Praparation des Zugangs gewonnene Muskelstick wurde tber die
Kraniektomiestelle gelegt, um eine postoperative Liquorfistel zu vermeiden.
Anschliel3end wurden die Muskelschichten mit Einzelknopfnéhten verschlossen und
die Haut mit einer Subkutannaht vernaht.

Zum Nahen wurden Nadelhalter (Medica) und Nahtmaterial (SafilR HR 17 oder HR
26, 4 x 3-0, 45cm, Polyglykolsaure, B/Braun) verwendet.

Zusatzlich wurde die Wundnaht mit einem Einweg-Hautklammerer (35W Autosuture,
Appose ULC) verschlossen.

Zum Schluss wurden die Ratten markiert, um mehrere Tiere innerhalb eines Kafigs
unterscheiden zu kdnnen. Hierzu wurden mit einer Nagelschere (HFO14R, Aesculap)
kleine Kerben in die Ohren der Ratten geschnitten.

Tiere, welche nach der Operation durch stark ausgepragte neurologische Symptome

auffielen (z.B. ibermafigen Schwindel), wurden umgehend euthanasiert.
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3.6 Perfusion

Die Perfusion der Tiere erfolgte sieben Tage nach dem operativen Eingriff. Zuerst
wurde die Ratte mit Isofluran betdubt. AnschlieRend erfolgte die Analgesierung
(intraperitoneal) mit 1ml Ketavet. Zur Perfusion wurde erst NaCl-Lésung (0,9%,
B/Braun) und spater Formalin (Roti-Histofix 4%, Roth) durch das Kreislaufsystem der
Ratte geleitet*®®. Mit einer chirurgischen Schere (ES106, Everhards) wurde die
Bauchhohle in der Medianlinie durch einen transversalen Schnitt eroffnet.
Anschlielend wurde die Bauchdecke in der Sagittalebene bis zum Diaphragma
aufgeschnitten. Das Diaphragma wurde mit der Schere komplett abgesetzt und der
Brustkorb mit einem Schnitt durch das Sternum gespalten. Um das Herz freizulegen
wurde der Brustkorb am Ubergang zur Bauchhohle dreiecksformig eingeschnitten.
Die Enden wurden mit Klemmen (EK61, Everhards) nach auf3en fixiert.

Danach wurde die Infusionskanile in den linken Ventrikel des noch schlagenden
Herzens eingefiihrt und dartiber NaCl-Losung ins Kreislaufsystem der Ratte geleitet.
AnschlieRend wurde das rechte Herzohr eingeschnitten, damit das Blut abflieRen
konnte. In dieser Phase wies die Leber der Ratte noch einen blutroten Farbton auf.
Nachdem das gesamte Blut der Ratte ausgespult war, nahm die zuvor blutrote Leber
einen gelblich-braunen Farbton an. An dieser Stelle wurde mittels Dreiwegehahn
von NaCl auf Formalin gewechselt, um das Gewebe zu fixieren.

AbschlieRend wurde das Gehirn freiprapariert und bis zur weiteren Verarbeitung

sieben Tage lang in Formalin aufbewahrt.

21



3.7 Auswertung

Die Anfertigung der histologischen Schnitte einschlief3lich Schneiden und Farben
erfolgte  durch  Mitarbeiterinnen der experimentellen Neurochirurgie des

Universitatsklinikums des Saarlandes.
3.7.1 Auswertung der FAEP

Zur Auswertung der akustisch evozierten Potentiale wurden die Latenzen und
Amplituden der verschiedenen Gruppen miteinander verglichen.

Die Latenzen der vier Wellen wurden vom Messgerat automatisch berechnet und in
Millisekunden angezeigt.

Zur Ermittlung der Amplituden wurde manuell unmittelbar vor dem Anstieg der
Potentialwelle und an der hochsten Stelle der Potentialwelle jeweils ein Messpunkt
gesetzt ("valley to peak"). Das Messgerat zeigte jetzt die Hohe der jeweiligen

Amplitude in Mikrovolt an. Dies wurde flr alle vier Potentialwellen wiederholt.
3.7.2 Auswertung der Histologie

Zur Anfertigung der histologischen Schnitte wurden die Gehirne der Ratten in
Paraffin eingebettet und der Hirnstamm auf Hohe des Flocculus geschnitten.

Hierzu wurden mit einem Mikrotom 5 pm dicke Paraffinschnitte angefertigt, die
einzelnen Schnitte auf Objekttrager gezogen und entparaffiniert.

AnschlieRend wurde jeder zehnte Schnitt mit der Nissl-Farbung gefarbt’® und unter
einem Lichtmikroskop ausgewertet®*.

Hierzu wurde bei jedem Gehirn das Kerngebiet auf der geschadigten rechten Seite
und das Kerngebiet auf der nicht geschadigten linken Seite betrachtet und
miteinander verglichen.

Mit Hilfe eines Anatomieatlanten fur Ratten (L.W. Swanson, Structure of the Rat
Brain, Elsevier’®) wurde auf beiden Seiten die Mitte der Ncll. cochleares ausfindig
gemacht’®.

Nun wurde jeweils der Nissl-gefarbte Schnitt, der sich genau in der Mitte des
Kerngebiets befand, ausgewertet. Anschlie3end wurde der nachste gefarbte Schnitt

10 Schnitte kaudal und 10 Schnitte kranial der Mitte ausgewertet. Es wurden also pro
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Gehirn sowohl auf der rechten, als auch auf der linken Seite jeweils die drei
angefarbten Schnitte ausgewertet, die dem Zentrum des Kerngebiets am nachsten
waren.

Aufgrund der charakteristischen Morphologie des Kerngebiets war unter
Zuhilfenahme des Anatomieatlanten gewahrleistet, dass es sich bei jedem Gehirn
und auf beiden Seiten immer um die gleiche Stelle innerhalb der Kerngebiete
handelte (Abb. 3.3).

Um zu erfassen, inwiefern sich G-CSF auf das Nervengewebe im Bereich der Ncll.
cochleares auswirkt, wurde zum einen die Flache des Kerngebiets auf beiden Seiten
ausgemessen und zum anderen die Anzahl der Nervenzellen beider Seiten
ausgezahlt und verglichen.

Fur die Berechnung der Flache wurden mit einer Mikroskopkamera, die mit einem
Computer verbunden war, Fotos in der 40er-VergrofRerung (40x) angefertigt und die
Flache mit Hilfe des Bildbearbeitungsprogramms ImageJ (National Institute of Health,
Bethesda, Maryland, USA) vermessen.

Zum Zahlen der Nervenzellen wurden Fotos in der 100er-VergroRerung (100x)
geschossen.

Das Auszéhlen erfolgte durch Markierung der Nervenzellkorper ebenfalls mit ImageJ.
Durch die Projektion des Mikroskopfensters auf den Computerbildschirm wurde die
jeweils eingestellte MikroskopvergréRerung auf dem Bildschirm nochmals vergréRert
dargestellt.

Damit eine Nervenzelle eindeutig als solche identifiziert werden konnte, mussten

folgende morphologische Kriterien erfiillt sein’®:

1. Ein einzelner, dunkler, gut abgrenzbarer Nucleolus musste vorhanden sein.
2. Eine gut definierbare Kernmembran musste vorhanden sein.

3. Eine gut definierbare Plasmamembran musste vorhanden sein.

4. Nissl-Substanz musste im Zytoplasma eindeutig erkennbar sein.

Nur wenn alle oben genannten Kriterien erfillt waren, wurde eine Nervenzelle als
solche gez&hlt (Abb. 3.4).
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Atlas: Kaudaler Schnitt; Sch Atlas: Mittlerer Schnitt, Schema Atlas: Kranialer Schnitt, Schema

Atlas: Kaudaler Schnitt, Vorlage Atlas: Mittlerer Schnitt, Vorlage Atlas: Kranialer Schnitt, Vorlage

Mikroskopaufnahme (40x), Mikroskopaufnahme (40x), Mikroskopaufnahme (40x),
KaudalerSchnitt Mittlerer Schnitt Kranialer Schnitt

Abb. 3.3 Beispielhafte Darstellung des rechten Kerngebiets: Die obere Reihe stellt das
Kerngebiet schematisch dar. Die mittlere Reihe diente als Atlasvorlage dazu, die drei
abgebildeten Schnitte der unteren Reihe ausfindig zu machen. Die untere Reihe zeigt die
genauen Stellen des Kerngebiets, die zur Auswertung herangezogen wurden. (Obere zwei

Reihen aus Swanson L.W., Brain Maps: Structure of the Rat Brain™)
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Abb. 3.4 Kriterienkonforme Nervenzellen markiert mit Image-J (1-15).

3.7.3 Statistische Auswertung

Die histologischen und elektrophysiologischen Daten dieses Projekts wurden mit
GraphPad Prism (Version 5.01, 2007) ausgewertet. Fur die Auswertung der
KerngebietsgréRe wurde der one-way ANOVA Bonferroni-Test verwendet. Fir die
Anzahl der Nervenzellen innerhalb des Kerngebiets wurde der student’s t-Test fir
unverbundene Stichproben verwendet. Die Auswertung der FAEP erfolgte mit two-
way ANOVA.
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4. Ergebnisse

Das folgende Kapitel enthélt die Ergebnisse dieser Studie, welche sich aus den
Untersuchungen der Histologie und Elektrophysiologie zusammensetzen.

Zunachst werden die histologischen Ergebnisse dargestellt. Diese bestehen
einerseits aus der Messung der Anzahl der Nervenzellen im Kerngebiet des N.
cochlearis und andererseits aus der Bestimmung der Grof3e des Kerngebiets.

Im Anschluss werden die Ergebnisse der Elektrophysiologie besprochen, welche die
Amplituden und Latenzen der Frihen akustisch evozierten Potentiale (FAEP)
beinhalten.

4.1 Histologie

4.1.1 Einfluss von G-CSF auf die Anzahl der Nervenzellen

Fur die Analyse der Wirkung von G-CSF auf die Anzahl der Nervenzellen wurde der
student’s t-Test fur unverbundene Stichproben verwendet.

Im Folgenden sind die genauen Daten bezuglich des Einflusses von G-CSF auf die

Anzahl der Nervenzellen aufgefuhrt:

Rechtes Kerngebiet:

Kontrollgruppe vs. G-CSF post: p = 0,0086

Kontrollgruppe (rechts): Mittelwert £ SD = 167,0 £ 31,47(n = 6)

G-CSF post (rechts): Mittelwert £ SD = 223,0 £ 27,91 (n = 6)

Die Differenz zwischen den Mittelwerten betréagt -56,00, das 95%-Konfidenzintervall
-94,26 zu -17,17.
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Kontrollgruppe vs. G-CSF pre & post: p =0,2168

Kontrollgruppe (rechts): Mittelwert £ SD = 167,0 + 31,47(n = 6)

G-CSF pre & post (rechts): Mittelwert £ SD = 222,2 + 97,54 (n = 6)

Die Differenz zwischen den Mittelwerten betréagt -55,17, das 95%-Konfidenzintervall
-148,4 zu 38,06.

G-CSF post vs. G-CSF pre & post: p =0,9843

G-CSF post (rechts): Mittelwert £ SD = 223,0 £ 27,91 (n = 6)

G-CSF pre & post (rechts): Mittelwert £ SD = 222,2 + 97,54 (n = 6)

Die Differenz zwischen den Mittelwerten betragt 0,8333, das 95%-Konfidenzintervall
-91,45 zu 93,12.

Linkes Kerngebiet:

Kontrollgruppe vs. G-CSF post: p =0,5911

Kontrollgruppe (links): Mittelwert + SD = 198,8 + 33,81 (n = 6)

G-CSF post (links): Mittelwert + SD = 207,8 + 20,85(n = 6)

Die Differenz zwischen den Mittelwerten betréagt -9,0, das 95%-Konfidenzintervall
-45,13 zu 27,13.

Kontrollgruppe vs. G-CSF pre & post: p =0,7511

Kontrollgruppe (links): Mittelwert + SD = 198,8 + 33,81 (n = 6)

G-CSF pre & post (links): Mittelwert + SD = 210,7 + 82,22 (n = 6)

Die Differenz zwischen den Mittelwerten betragt hier -11,83 + 36,29, das 95%-
Konfidenzintervall -92,69 zu 69,03.

G-CSF post vs. G-CSF pre & post: p =0,9364

G-CSF post (links): Mittelwert £ SD = 207,8 = 20,85(n = 6)

G-CSF pre & post (links): Mittelwert + SD = 210,7 = 82,22 (n = 6)

Die Differenz zwischen den Mittelwerten betréagt -2,833, das 95%-Konfidenzintervall
-79,98 zu 74,31.
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Im Bereich des rechten, geschadigten Kerngebiets ist die Anzahl der Nervenzellen
innerhalb der G-CSF post-Gruppe héher als in der Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis
ist statistisch signifikant (p = 0,0086).

Zwischen der G-CSF pre & post-Gruppe und der Kontrollgruppe besteht bezlglich
der Anzahl der Nervenzellen des rechten Kerngebiets kein statistisch signifikanter
Unterschied (p = 0,2168). Grafisch zeigt sich jedoch ein Trend zugunsten der G-CSF
pre & post-Gruppe.

Im Hinblick auf die Anzahl der Neurone besteht zwischen den beiden G-CSF-

Gruppen keine statistische Signifikanz (p = 0,9843).

Im Bereich des linken, nicht geschadigten Kerngebiets besteht kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen der G-CSF post-Gruppe und der Kontrollgruppe
(p = 0,5911). Der Vergleich der G-CSF pre & post-Gruppe mit der Kontrollgruppe
liefert beztglich der Anzahl der Nervenzellen des linken Kerngebiets kein statistisch
signifikantes Ergebnis (p = 0,7511).

Ebenso finden sich im Bereich des linken Kerngebiets keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden G-CSF-Gruppen (p = 0,9364).
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Abbildung 4.1 stellt den Einfluss von G-CSF auf die Anzahl der Nervenzellen grafisch

dar:
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Abb. 4.1 Saulendiagramm: Grafisch dargestellt ist der Einfluss von G-CSF auf die Anzahl
der Nervenzellen des rechten und linken Kerngebiets. Es handelt sich hierbei um
ganzzahlige Werte. Die flr jede der drei Gruppen (Kontrollgruppe, G-CSF post und G-CSF
pre & post) abgebildete Saule entspricht dem Mittelwert der jeweiligen Gruppe.
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4.1.2 Einfluss von G-CSF auf die Grof3e des Kerngebiets

Zur Analyse der Gr6RRe des Kerngebiets wurde der one-way ANOVA Bonferroni-Test

verwendet.

Im Folgenden sind die genauen Daten in Bezug auf den Einfluss von G-CSF auf die

GroRRe des Kerngebiets aufgefiuhrt:

Rechtes Kerngebiet:

Kontrollgruppe vs. G-CSF post: p = 0,0019

Kontrollgruppe (rechts): Mittelwert £ SD = 862175 £100217(n = 6)

G-CSF post (rechts): Mittelwert £ SD = 1113016 + 102697 (n = 6)

Die Differenz zwischen den Mittelwerten betragt -250841, das
Konfidenzintervall -413700 zu -88020.

Kontrollgruppe vs. G-CSF pre & post: p <0,05

Kontrollgruppe (rechts): Mittelwert £ SD = 862175 + 100217 (n = 6)
G-CSF pre & post (rechts): Mittelwert + SD = 1070125 + 110857 (n = 6)
Die Differenz zwischen den Mittelwerten betragt -207950, das 95%-
Konfidenzintervall -370800 zu -45130.

G-CSF post vs. G-CSF pre & post: p > 0,05

G-CSF post (rechts): Mittelwert + SD = 1113016 +102697 (n = 6)
G-CSF pre & post (rechts): Mittelwert + SD = 1070125 £110857 (n = 6)
Die Differenz zwischen den Mittelwerten betragt 42890, das 95%-
Konfidenzintervall -119900 zu 205700.

Linkes Kerngebiet:
Kontrollgruppe (links) vs. G-CSF post (links): p = 0,0242

Kontrollgruppe (links): Mittelwert + SD = 922374 +112758 (n = 5)
G-CSF post (links): Mittelwert + SD = 1119287 +131303 (n = 6)

95%-
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Die Differenz zwischen den Mittelwerten betragt -166913, das 95%-
Konfidenzintervall -367800 zu -26050.

Kontrollgruppe (links) vs. G-CSF pre & post (links): p > 0,05

Kontrollgruppe (links): Mittelwert + SD = 922374 +112758 (n = 5)

G-CSF pre & post (links): Mittelwert + SD = 1036937 +52628 (n = 6)

Die Differenz zwischen den Mittelwerten betragt hier -114563, das 95%-
Konfidenzintervall -285400 zu 56300.

G-CSF post (links) vs. G-CSF pre & post (links): p > 0,05

G-CSF post (links): Mittelwert + SD = 1119287 +131303(n = 6)
G-CSF pre & post (links): Mittelwert + SD = 1036937 +52628 (n = 6)
Die Differenz zwischen den Mittelwerten betragt 82350, das 95%-
Konfidenzintervall -80560 zu 245300.

Die Kerngebietsflache der G-CSF post Gruppe im Bereich des rechten, geschadigten
Kerngebiets ist gro3er als die der Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis ist statistisch
signifikant (p = 0,0019).

Das Kerngebiet der G-CSF pre & post-Gruppe ist auf der rechten Seite ebenfalls
groRer als das der Kontrollgruppe. Auch dieses Ergebnis ist statistisch signifikant

(p < 0,05).

Zwischen den beiden G-CSF- Gruppen besteht beziglich der GroRe des Kerngebiets
kein statistisch signifikanter Unterschied (p > 0,05).

Auch im Bereich des linken, nicht geschadigten Kerngebiets besteht ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen der G-CSF post-Gruppe und der Kontrollgruppe
(p = 0,0242).

Der Vergleich der G-CSF pre & post-Gruppe mit der Kontrollgruppe liefert beziglich
der GroR3e des linken Kerngebiets kein statistisch signifikantes Ergebnis (p > 0,05).
Bezuglich des linken Kerngebiets besteht kein statistisch signifikanter Unterschied

zwischen den beiden G-CSF-Gruppen (p > 0,05).
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Abbildung 4.2 zeigt den Einfluss von G-CSF auf die Grof3e des Kerngebiets:

Einfluss von G-CSF auf die Grofle des Kerngebietes
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m Kontrollgruppe
800000 B G-CSF post

B G-CSF pre&post

600000

Flache (in Pixel)
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Rechtes Kerngebiet Linkes Kerngebiet

Abb. 4.2 Saulendiagramm: Die Grafik zeigt den Einfluss von G-CSF auf die GroRRe der
beiden Kerngebiete. Die MaReinheit ist Pixel (px). Die Saule jeder Gruppe (Kontrollgruppe,
G-CSF post und G-CSF pre & post) entspricht dem jeweiligen Mittelwert (dies gilt ebenfalls
fur alle unter 4.2 aufgefiihrten Saulendiagramme).
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4.2 FAEP

4.2.1 Einfluss von G-CSF auf die Hohe der Amplituden

Die Auswertung der Amplituden der FAEP erfolgte mit Hilfe von two-way ANOVA.
Aufgrund der hohen Standardabweichung zeigten die einzelnen Messzeitpunkte
untereinander keine statistisch signifikanten Unterschiede. Betrachtet man jedoch die
verschiedenen Messzeitpunkte gemeinsam im Verlauf einer Woche, erkennt man
sowohl bei der Amplitude I, als auch bei der Amplitude 1V der Ratten einen

deutlichen Anstieg durch die Applikation von G-CSF.

4.2.1.1 Amplitude ll

Tabelle 4.1 enthélt die genauen Daten der Messungen:

Rechte Seite:

Kontrollgruppe vs. G-CSF post; Amplitude I (uV):

Messzeitpunkt |Kontrollgruppe |G-CSF post Differenz
(n=6) (n=6)

pre OP 0,66(sD:0,197) |0,55(SD:0,430) |-0,11

post OP 0,26(SD:0,049) |0,12(SD:0,089) |-0,14

1 day 0,24(SD:0,194) |0,37(SD:0,221) |0,13

1 week 0,24(SD:0,164) |0,51(SD:0,362) |0,27
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Kontrollgruppe vs. G-CSF pre & post; Amplitude Il (uV):

Messzeitpunkt |Kontrollgruppe |G-CSF pre & Differenz
(n=16) post (n = 6)
pre OP 0,66(SD:0,197) |[0,56(SD:0,254) |-0,1
post OP 0,26(SD:0,049) |0,15(SD:0,104) |-0,11
1 day 0,24(SD:0,194) |0,38(SD:0,144) |0,14
1 week 0,24(SD:0,164) |0,41(SD:0,165) |0,17
Linke Seite:
Kontrollgruppe vs. G-CSF post; Amplitude I (uV):
Messzeitpunkt |Kontrollgruppe |G-CSF post Differenz
(n=6) (n=6)
pre OP 1(SD:0,205) 0,94(sD:0,469) [-0,06
post OP 0,67(SD:0,143) |0,5(SD:0,098) |-0,17
1 day 0,8(SD:0,181) |0,64(SD:0,187) |-0,16
1 week 1(SD:0,436) 1,01(SD:0,542) |0,01
Kontrollgruppe vs. G-CSF pre & post; Amplitude Il (uV):
Messzeitpunkt |Kontrollgruppe |G-CSF pre & Differenz
(n=16) post (n = 6)
pre OP 1(SD:0,205) 1,05(SD:0,335) |0,05
post OP 0,67(SD:0,143) |0,59(SD:0,243) |-0,08
1 day 0,8(SD:0,181) |0,64(SD:0,219) |-0,16
1 week 1(SD:0,436) 0,95(SD:0,444) |-0,05

Tabelle 4.1 Messwerte der FAEP-Amplitude II: Amplitudenwerte in Mikrovolt. Teiltabelle 1
und 2: rechte Seite. Teiltabelle 3 und 4: Linke Seite. Anzahl der Tiere pro Gruppe: 6 (n = 6).
Messzeitpunkte: praoperativ (pre OP), postoperativ (post OP), 1-Tages-Messung (1 day), 7-
Tages-Messung (1 week). Pro Teiltabelle werden jeweils zwei Gruppen miteinander
verglichen (vs.): Mittelwerte (und Standardabweichungen (SD)) der Messzeitpunkte und
Differenz zwischen den Mittelwerten.
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Auf der rechten Seite wurde eine geringere Depression der FAEP-Amplitude 1l durch
die Verabreichung von G-CSF beobachtet. Dieses Ergebnis ist statistisch signifikant
(p = 0,0401).

Wie in Abb. 4.3 dargestellt, fallen die Werte der drei Gruppen in der postoperativen
Messung stark ab. Im weiteren Verlauf steigen die Werte beider G-CSF-Gruppen.
Der Wert der G-CSF post-Gruppe befindet sich nach einer Woche wieder auf Héhe
des praoperativen Ausgangsniveaus. Die Werte der Kontrollgruppe verbessern sich

im weiteren Verlauf hingegen nicht.

Auf der linken, nicht geschadigten Seite (Abb. 4.4) findet sich zwischen den
verschiedenen Gruppen keine statistische Signifikanz (p = 0,7522). Postoperativ
nehmen die Werte wahrscheinlich aufgrund der mechanischen Beeintrachtigung der
hinteren Schadelgrube ab, jedoch weniger stark als auf der rechten Seite. In den
beiden darauffolgenden Messungen verbessern sich die Werte aller Gruppen jeweils
gegenuber der vorherigen Messung und befinden sich nach einer Woche wieder auf
Hohe des Ausgangsniveaus. Uber den gesamten Messzeitraum ist die Erholung der

Nervenfunktion der drei Gruppen gleich.
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Die folgenden beiden Abbildungen stellen den Einfluss von G-CSF auf die FAEP-
Amplitude Il grafisch dar:

Einfluss von G-CSF auf die FAEP-Amplitude Il (rechts)
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Abb. 4.3 Saulendiagramm: Einfluss von G-CSF auf die FAEP-Amplitude Il der rechten
Seite. Die Amplitudenwerte sind in der Einheit Mikrovolt angegeben. Die Messung erfolgte
bei einem Schalldruckpegel von 40 dB. X-Achse mit den vier Messpunkten: praoperativ (pre
OP), postoperativ (post OP), 1-Tages-Messung (1 day), 7-Tages-Messung (1 week).
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Einfluss von G-CSF auf die FAEP-Amplitude Il (links)
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Abb. 4.4 Saulendiagramm: Einfluss von G-CSF auf die FAEP-Amplitude Il der linken Seite.
Amplitudenwerte in Mikrovolt. Schalldruckpegel: 40 dB. X-Achse mit den vier Messpunkten:
praoperativ (pre OP), postoperativ (post OP), 1-Tages-Messung (1 day), 7-Tages-Messung
(1 week).
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4.2.1.2 Amplitude IV

Einen Uberblick Uiber die genauen Messwerte liefert Tabelle 4.2:

Rechte Seite:

Kontrollgruppe vs. G-CSF post; Amplitude IV (uV):

Messzeitpunkt |Kontrollgruppe |G-CSF post Differenz
(n=6) (n=16)
pre OP 0,63(SD:0,246) |0,9(SD:0,406) |0,27
post OP 0,42(SD:0,174) |0,47(SD:0,141) |0,05
1 day 0,34(SD:0,159) [0,58(SD:0,249) |0,24
1 week 0,45(SD:0,248) |0,74(SD:0,238) |0,29
Kontrollgruppe vs. G-CSF pre & post; Amplitude IV (uV):
Messzeitpunkt |Kontrollgruppe |G-CSF pre & Differenz
(n=16) post (n = 6)
pre OP 0,63(SD:0,246) |0,69(SD:0,233) |0,06
post OP 0,42(SD:0,174) |0,3(SD:0,248) |-0,12
1 day 0,34(SD:0,159) |0,38(SD:0,082) |0,04
1 week 0,45(SD:0,248) |0,54(SD:0,221) |0,09
Linke Seite:
Kontrollgruppe vs. G-CSF post; Amplitude 1V (uV):
Messzeitpunkt |Kontrollgruppe |G-CSF post Differenz
(n=16) (n=6)
pre OP 1,11(SD:0,205) |0,85(SD:0,184) |-0,26
post OP 0,69(SD:0,271) |0,58(SD:0,171) |-0,11
1 day 0,79(SD:0,184) |0,65(SD:0,294) |-0,14
1 week 0,98(SD:0,328) |1,08(SD:0,450) |0,1
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Kontrollgruppe vs. G-CSF pre & post; Amplitude IV (uV):

Messzeitpunkt |Kontrollgruppe |G-CSF pre & Differenz
(n=6) post (n = 6)

pre OP 1,11(SD:0,205) [1,08(SD:0,354) [-0,03

post OP 0,69(sSD:0,271) [0,59(SD:0,382) |-0,1

1 day 0,79(SD:0,184) |0,58(SD:0,192) [-0,21

1 week 0,98(SD:0,328) |0,8(SD:0,296) |-0,18

Tabelle 4.2 Messwerte der FAEP-Amplitude IV: Amplitudenwerte in Mikrovolt. Teiltabelle 1
und 2: rechte Seite. Teiltabelle 3 und 4: Linke Seite. Anzahl der Tiere pro Gruppe: 6 (n = 6).
Messzeitpunkte: praoperativ (pre OP), postoperativ (post OP), 1-Tages-Messung (1 day), 7-
Tages-Messung (1 week). Pro Teiltabelle werden jeweils zwei Gruppen miteinander
verglichen (vs.): Mittelwerte (und Standardabweichungen (SD)) der Messzeitpunkte und
Differenz zwischen den Mittelwerten.

Die Auswertung der FAEP-Amplitude IV ergab auf der rechten Seite kein statistisch
signifikantes Ergebnis. Es lasst sich jedoch, sowohl grafisch als auch rechnerisch,
ein Trend zugunsten der G-CSF-Gruppen gegenuber der Kontrollgruppe erkennen
(p = 0,2676). Postoperativ fallen die Werte der FAEP-Amplitude IV in allen drei
Gruppen ab.

Im weiteren Verlauf steigen die Werte der beiden G-CSF-Gruppen stetig an. Der
Wert der Kontrollgruppe befindet sich einen Tag nach der Operation unter dem Wert
der postoperativen Messung. Eine Woche nach der Operation haben die Werte der

Kontrollgruppe die postoperativen Werte nur geringfligig tberschritten.

Auf der linken Kontrollseite findet sich zwischen den verschiedenen Gruppen kein
statistisch signifikantes Ergebnis (p = 0,9741).

Nach der Operation fallen die Werte aller Gruppen ab. Die Werte der Kontrollgruppe
und der G-CSF post-Gruppe steigen an den beiden darauffolgenden
Messzeitpunkten stetig an. Bei der G-CSF pre & post-Gruppe findet sich einen Tag
nach der Operation keine Verbesserung gegentiber dem postoperativen Messwert.
Nach einer Woche lasst sich in allen drei Gruppen wieder eine deutliche

Verbesserung der Werte gegentber der postoperativen Messung erkennen.



Die folgenden beiden Abbildungen zeigen den Einfluss von G-CSF auf die FAEP-
Amplitude 1V:

Einfluss von G-CSF auf die FAEP-Amplitude IV (rechts)
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Abb. 4.5 Saulendiagramm:Einfluss von G-CSF auf die FAEP-Amplitude IV (A4) der rechten
Seite. Die Amplitudenwerte sind in der Einheit Mikrovolt angegeben. Die Messung erfolgte
bei einem Schalldruckpegel von 40 dB. X-Achse mit den vier Messpunkten: praoperativ (pre
OP), postoperativ (post OP), 1-Tages-Messung (1 day), 7-Tages-Messung (1 week).
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Einfluss von G-CSF auf die FAEP-Amplitude IV (links)
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Abb. 4.6 Saulendiagramm: Einfluss von G-CSF auf die FAEP-Amplitude IV (A4) der linken
Seite. Amplitudenwerte in Mikrovolt. Schalldruckpegel: 40 dB. X-Achse mit den vier
Messpunkten: préaoperativ (pre OP), postoperativ (post OP), 1-Tages-Messung (1 day), 7-
Tages-Messung (1 week).
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4.2.2 Einfluss von G-CSF auf die Latenzen

Samtliche Daten bezuglich der Latenzen der FAEP lieferten keine statistisch
signifikanten Ergebnisse (p > 0,05).

Auch grafisch liel3 sich kein Trend zugunsten einer Gruppe erkennen. Postoperativ
war eine Erhéhung der Latenzzeiten in den meisten Fallen zu erkennen. Bis zur
nachsten Messung, einen Tag nach der Operation, normalisierten sich die
Latenzzeiten jedoch wieder.
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5. Diskussion

Die Wirkungen von G-CSF auf das zentrale und periphere Nervensystem sind
vielfaltig (vgl. Kapitel 2.4). Die antiapoptotischen Eigenschaften von G-CSF auf

Nervenzellen sind hierbei besonders hervorzuheben. Diese beruhen auf der

14,30,54,61,62,87

Aktivierung verschiedener intrazellularer Signalwege , an deren Ende die

Exprimierung antiapoptotischer Mediatoren?’:26:30:5473.87

14,30,53,61,73,87

und die Supprimierung
proapoptotischer Mediatoren steht
Diese schiutzenden Eigenschaften von G-CSF sorgen fur ein besseres Outcome
nach ischamischem Hirninsult?°064.7387

Gegenstand dieser Arbeit ist es herauszufinden, ob sich die vielversprechenden
Forschungsergebnisse vorheriger Studien zur Wirkung von G-CSF auf
Nervengewebe auch auf den N. cochlearis reproduzieren lassen.

In unserer Studie wird gezeigt, dass sich G-CSF positiv auf den N. cochlearis und
dessen Kerngebiete nach partieller, kontrollierter Schadigung bei Ratten auswirkt.
Die Verabreichung von G-CSF liefert statistisch signifikante Ergebnisse, sowohl im
Hinblick auf die Histologie, als auch im Hinblick auf die Elektrophysiologie.

Die Applikation von G-CSF fuhrt zu einer h6heren Anzahl an Nervenzellen innerhalb
der Ncll. cochleares (p = 0,0086) und zum Erhalt einer groReren Kerngebietsflache
(p = 0,0019). Elektrophysiologisch zeigt sich durch die Verabreichung von G-CSF

eine geringere Depression der FAEP-Welle Il (p = 0,040).

Unsere Ergebnisse stimmen mit einer Vielzahl anderer wissenschaftlicher Arbeiten
Uberein, in denen die Wirkung von G-CSF auf das Nervensystem untersucht wurde.

Die genauen intrazellularen Wirkmechanismen von G-CSF am N. cochlearis und
dessen Kerngebieten werden in einer Folgestudie unserer Arbeitsgruppe untersucht.
Aufgrund der aktuellen Literatur ist anzunehmen, dass unter den zahlreichen
Eigenschaften von G-CSF die antiapoptotische Wirkung den grol3ten Einfluss auf

den Erhalt von Nervenzellen und Nervengewebe hat.
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Die Diskussion dieser Dissertation besteht aus zwei Teilen. Im ersten Teil (5.1)
werden die verschiedenen Methoden dieser Studie besprochen und mit den
Methoden anderer Studien mit &hnlicher Fragestellung verglichen.

Das Ziel dieser Studie ist die Beantwortung der unter 2.5 gestellten Fragen.

Der zweite Teil der Diskussion (5.2) widmet sich der Beantwortung dieser vier
Fragestellungen und ordnet die Ergebnisse dieser Studie in den literarischen Kontext

ein.

5.1 Diskussion der Methodik

5.1.1 G-CSF und Applikation der L6sungen

Wachstumsfaktoren stellen im Allgemeinen gute Substanzen fur die Behandlung
neurologischer Krankheitshilder dar®®. Innerhalb dieser Stoffgruppe eignet sich
G-CSF aufgrund seiner gut bekannten pharmakokinetischen Eigenschaften
besonders gut fir Projekte mit neuroprotektiver Fragestellung®. Weitere

Eigenschaften, wie die gute Vertraglichkeit bei nur geringen Nebenwirkungen®?"°%72,

5461 ‘machen G-CSF zum

sowie seine Fahigkeit die Blut-Hirn-Schranke zu passieren
idealen Medikament fur intrakranielle Fragestellungen.

G-CSF wurde den Ratten als subkutane Injektion verabreicht. Diese Art der
Applikation von G-CSF ist der Standard in experimentellen
Tiermodellen’?4346:818287 ' Apndere Maglichkeiten sind die intravendse Applikation als

6081 sowie die intraperitoneale Applikation®. Weitere

Einzelinjektion” oder Infusion
weniger verbreitete Applikationsformen sind die Verabreichung tber eine subkutan
implantierte Pumpe®® oder (ber einen intrathekalen Katheter'*. Der Vorteil der
subkutanen Injektion gegeniber den anderen Applikationsformen ist neben der
zuverlassigeren Anwendbarkeit der umfangreiche Erkenntnisstand dber diese
Applikation im Tiermodell. Je nach Gruppenzugehdrigkeit wurden den Tieren

743 Die Dosis einer

insgesamt drei bzw. vier Injektionen G-CSF verabreicht
Einzelinjektion betrug in dieser Studie 30 pg G-CSF (Wirkstoff: Filgrastim) pro

Kilogramm Korpergewicht. In der Literatur werden standardmafig Dosen zwischen
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10 pg und 60 pg in verschiedenen experimentellen Modellen an Ratten
beschrieben'*43606187  jede Einzeldosis G-CSF wurde unmittelbar vor der Injektion
mit NaCl auf 1 ml verdiinnt?®. So wurde sichergestellt, dass bei der nur geringen
Menge an G-CSF pro Injektion keine Rickstande von G-CSF in der Kanule
zuruckblieben. Auch die Gruppenvergleichbarkeit blieb so erhalten, da sowohl den

G-CSF-Gruppen als auch der Kontrollgruppe jeweils 1 ml verabreicht wurde.

5.1.2 Kraniektomie und Nervenlasion

Um den Nerv bestmoglich darstellen zu kénnen, wurde mit einem chirurgischen
Mikro-Bohrer eine rechtsseitige suboccipitale Kraniektomie mit einem Durchmesser
von 4 mm durchgefuhrt. Die Grol3e des Kraniektomieareals war entscheidend fiir den
erfolgreichen Verlauf der weiteren Operation. Bei zu kleiner Trepanation konnte der
Nerv nicht ausreichend gut dargestellt werden. Bei zu groR3er Trepanation bestand
dagegen die Gefahr, den benachbarten Sinus transversus oder Sinus sigmoideus zu
eroffnen. Eine occipitale Kraniektomie mit einem Durchmesser von 4 mm hat sich in

der Literatur zur Darstellung des Hornervs bei Ratten bewahrt®®.

Die Nervenlasion erfolgte mit dem Wasserstrahldissektor. Diese Methode wurde

36,70,84 und

bereits in tierexperimentellen Studien zur Schédigung peripherer Nerven
zur Schadigung des N. vestibulocochlearis eingesetzt®. In dieser Studie wurde ein
Wasserstrahldruck von 8 bar verwendet. Vorherige Untersuchungen haben gezeigt,
dass die Oberflache des N. vestibulocochlearis bei einer Druckstarke von 6 bar nicht
geschadigt wird. Bei einer Druckstarke von 10 bar wird der Nerv irreparabel
geschadigt oder vollkommen durchtrennt. Eine Druckstarke von 8 bar ist fir unsere
Fragestellung optimal, da die Nervenoberflache hierbei geschadigt, der Nerv aber
nicht vollkommen durchtrennt wird®®. Aufgrund dieser "Teillasion" ist es méglich, die
Erholung des Nerven zu quantifizieren.

Dieses Ergebnis deckt sich mit dem Ergebnis unserer Studie. Nach der Schadigung
des N. vestibulocochlearis durch den Wasserstrahldissektor, bei einer Druckstarke
von 8 bar, konnten wahrend jeder postoperativen AEP-Messung Potentialwellen

ausgemacht werden. Spatestens einen Tag nach der Operation fanden sich wieder
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deutlich erkennbare Potentialwellen. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass der
Nerv bei einer Wasserstrahlstarke von 8 bar in seiner Kontinuitat erhalten blieb.

Eine komplette Durchtrennung des Nerven hatte zwangslaufig zu einem irreversiblen
permanenten Horverlust mit Ausfall der FAEP-Wellen 1l bis IV gefiihrt®®. Dadurch
ware die Ermittlung einer Funktionsverbesserung uber den vorgegebenen Zeitraum
unmdoglich gewesen. Dagegen hatte die Schadigung des Nerven durch einen zu
geringen Wasserdruck die Nervenfunktion zu gering beeintrachtigt, um eine
potentielle Verbesserung durch G-CSF aufzuspiiren®,

In der Literatur werden verschiedene Methoden zur Schéadigung von Hirnnerven
aufgefuhrt. Eine Mdglichkeit ist die Unterbindung der versorgenden Gefalde, wodurch
eine ischamische Schadigung der Nerven auftritt®®. Der Nachteil dieser Methode ist
jedoch, dass der Nerv nicht direkt mechanisch geschadigt wird, sondern nur indirekt
durch die Ischamie. In diesem Fall dirfte es schwierig sein, das Ausmald der
Schadigung zu steuern und eine optimale Vergleichbarkeit der Gruppen zu
gewabhrleisten. Eine gut steuerbare Methode zur Schadigung von Hirnnerven ist die
direkte mechanische Kompression mittels Kompressionselektrode bei definiertem
Druck®>60788 piese Methode stellt eine Alternative zu der von uns verwendeten

Methode dar, ist jedoch sowohl zeitlich als auch in der Umsetzung aufwendiger.

5.1.3 Messung und Auswertung der FAEP

Neben der Messung der FAEP gehoren die Impedanzaudiometrie, otoakustische
Emissionen und die Stapediusreflexmessung zu den objektiven Hortests. Letztere
sind gegenuber der FAEP-Messung einfacher und schneller durchzuftihren, besitzen
jedoch eine geringere Aussagekraft. So gibt das Tympanogramm nur Auskunft Uber
eine Mittelohrfunktionsstérung, liefert aber keine genaue Aussage Uber das Ausmal}
des Horverlusts. Ebenso kann man durch die Messung des Stapediusreflexes kaum
Ruckschlisse auf die Horschwelle ziehen. Otoakustische Emissionen eignen sich
zwar zur Untersuchung der Innenohrfunktion, erlauben aber keine Aussage Uber
neurogene Horschaden. Die Ableitung der FAEP ist zwar mit hohem Mess- und
Zeitaufwand verbunden, macht aber eine Aussage Uber die Art und das Ausmalf3 von

Schadigungen vom peripheren Hororgan bis zum Mittelhirn moglichC.
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In dieser Studie wurden Klickreize zur akustischen Reizung verwendet. Das
Frequenzspektrum der rechteckférmigen Klickreize ist breit und liegt zwischen 500
und 4000 Hz. Dadurch wird eine Vielzahl an Haarzellen gleichzeitig erregt. Eine
genaue Aussage uber die Frequenzabhangigkeit von HOrstérungen lasst sich
dadurch jedoch nicht treffen®®. Im Gegensatz dazu sind "tone pips" und "tone bursts"
Reize mit geringerem Frequenzspektrum. Sie sind geeignet, um frequenzabhangige
Horstérungen zu identifizieren. In diesem Projekt wird jedoch die Quantifizierung
einer generalisierten neuralen Schallempfindungsstérung angestrebt, weshalb
Klickreize hier besser geeignet sind. Eine Messung bestand insgesamt aus 1000
Klicks. Diese Anzahl reicht zur Generierung gut reproduzierbarer Wellen aus**.

Die Form der FAEP-Wellen variiert bei Ratten starker als beim Menschen und kann
sich schon bei kleineren Abweichungen der Elektrodensteckplatze d&ndern. Deshalb
wurde darauf geachtet, die Anordnung der vier Elektroden bei allen Tieren exakt
beizubehalten. FAEP sind durch Vigilanz und Pharmaka kaum beeinflussbar****. Im
medikamenteninduzierten Schlaf finden sich keine Veranderungen von Latenzen
oder Amplituden”. Hohe Konzentrationen von Inhalationsnarkotika kénnen die
Amplituden der FAEP unter Umstanden deprimieren®. So verringert Halothan die
Amplituden der FAEP, wohingegen die Latenzen kaum beeinflusst werden®. Um bei
allen Gruppen bestmogliche AEP-Wellen zu erhalten, wurde die Isoflurandosis
mdoglichst gering gehalten und allen Tieren der gleiche Isoflurananteil im

Narkosegasgemisch zugefihrt.

Die Werte der Latenzen wurden vom Computer automatisch erfasst. Die Auswertung
der Amplituden wurde manuell am Computer durchgefuhrt. Hierzu wurde die
Methode "valley to peak" verwendet, d.h. die Strecke zwischen dem Anstieg der
Potentialwelle (valley) und der hdchsten Stelle der Potentialwelle (peak)

ausgemessen*+°8:68,

5.1.4 Perfusion und histologische Auswertung

Die Perfusion der Tiere erfolgte 7 Tage nach der Operation“®®?

standardmallig
transkardial mit Formaldehyd (4%)*2130:4653346183 "pja Apoptose von Nervenzellen

beginnt ca. 2 bis 3 Tage nach Schadigung®® und hat ihren Gipfel nach einer Woche*!.



Anschlie3end nimmt die Anzahl apoptotischer Zellen wieder ab. Der Zeitpunkt der
Perfusion, eine Woche nach der Schadigung, fallt also mit dem Hohepunkt der
apoptotischen Aktivitat der Nervenzellen zusammen, wodurch die antiapoptotische

Wirkung von G-CSF bestmdglich quantifiziert werden konnte.

Zur histologischen Auswertung wurden 5 pm dicke Paraffinschnitte angefertigt. In der
Literatur finden sich fur Studien mit ahnlicher Fragestellung wie der Unseren
standardmaliig Paraffinschnitte mit einer Schnittdicke zwischen 1 pum und 10

7,26,43,46,53,54,60,61,83,87
um

. Die Schnitte wurden anschlieRend mit der Nissl-Féarbung
gefarbt. Diese Farbemethode ist in der Literatur zur Darstellung und Auswertung von
Nervengewebe bzw. Nervenzellen weit verbreitet?>*>"887  Alternative Méglichkeiten
um den antiapoptotischen Effekt von G-CSF nachzuweisen, stellen
immunhistochemische Farbemethoden wie z.B. TUNEL"?***%7 oder Farbemethoden

zum direkten Nachweis antiapoptotischer’-26:30:5473.87

und proapoptotischer
Proteine’*30°36L7387 qar  Der Vorteil immunhistochemischer Methoden liegt darin,
dass neben der quantitativen Aussage Uber die Anzahl der in Apoptose gegangenen
Nervenzellen, auch eine qualitative Aussage dartber getroffen werden kann, auf
welchen intrazellularen Signalwegen die Wirkung von G-CSF beruht. Fir die
Fragestellung dieses Projekts Uber einen allgemein positiven Effekt von G-CSF auf
die Erholung des N. cochlearis bei Ratten, erscheint die Nissl-Farbung jedoch
ausreichend.

Zur Auswertung der histologischen Schnitte wurde bei jedem Gehirn auf beiden
Hemispharen der zentralste Schnitt der Ncll. cochleares identifiziert und ausgewertet.
Tierney et al. verwenden in ihrer Studie eine &hnliche Methode und gehen ebenfalls

von der Mitte des Kerngebiets aus’®’.

Neben dem mittigsten Schnitt des
Kerngebiets wurde in unserer Studie der néchstgefarbte Schnitt ventral und dorsal
der Mitte ausgewertet (jeweils 10 Schnitte (= 50 upm) von der Mitte entfernt).
Insgesamt wurden also sechs Schnitte pro Gehirn ausgewertet, drei auf der linken
Kontrollseite und drei auf der rechten, geschadigten Seite. Die histologische
Auswertung umfasst bei Tierney et al. ebenfalls drei Schnitte pro Seite. Im
Unterschied zu unserem Projekt wurden hier neben dem mittigsten Schnitt (50%) die
Schnitte ausgewertet, die sich genau auf halber Strecke zwischen der Mitte und dem
kranialen bzw. kaudalen Rand des Kerngebiets befanden (25% und 75%)"®"°. Da
nach unserer Erfahrung die Gr6Re der Ncll. cochlearis unter den Tieren variieren

kann, wurden die morphologischen Unterschiede zwischen den Kerngebieten in
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Richtung der Randbereiche immer gré3er. Dagegen waren die mittleren Bereiche der
Kerngebiete Uber alle Tiere hinweg morphologisch sehr charakteristisch, sodass bei
allen Tieren immer die gleichen Bereiche miteinander verglichen wurden. Aus
diesem Grund entschieden wir uns gegen die von Tierney et al. verwendete Methode
und werteten jeweils die drei mittigsten, gefarbten Schnitte aus, um eine validere

Aussage treffen zu kénnen.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Wirkt sich G-CSF positiv auf die Anzahl der Nervenzellen innerhalb der

Ncll. cochleares bei Ratten aus?

G-CSF wirkt sich positiv auf die Anzahl der Nervenzellen innerhalb der Kerngebiete
aus. Die zu dieser Fragestellung erhobenen Daten sind statistisch signifikant.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen unserer Studie beschreiben Matchett et al.,
beziuglich der Erhaltung von Nervenzellen, keine Verbesserung durch die
Verabreichung von G-CSF*. Andere tierexperimentelle Studien proklamieren einen
deutlichen Vorteil bezuglich der Erhaltung von Nervenzellen durch G-CSF-
Applikati0n30,46,53,54,60,61,87_
Bezuglich des Einflusses von G-CSF auf die Anzahl der Nervenzellen l&sst sich kein
Vorteil durch eine zusétzliche préoperative Applikation von G-CSF gegenuber der
reinen postoperativen Applikation erkennen. Dies kénnte darauf zurlckzufiihren sein,
dass Nervenzellen erst nach zwei bis drei Tagen nach Schadigung in Apoptose
gehen®® und G-CSF eine Plasma-Halbwertszeit von lediglich 4 Stunden aufweist>®>*.
Zum Zeitpunkt des Apoptosebeginns ist die G-CSF-Konzentration der praoperativen
Injektion zu gering, um einen antiapoptotischen Effekt auszuiben.

Zwischen der G-CSF pre & post-Gruppe und der Kontrollgruppe besteht kein
statistisch signifikanter Unterschied bezuglich der Anzahl der Nervenzellen. Grafisch
zeigt sich jedoch ein Trend zugunsten der G-CSF pre & post-Gruppe gegenuber der

Kontrollgruppe (Abb. 4.1).
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Zwischen den beiden G-CSF-Gruppen besteht kein statistisch signifikanter

Unterschied.

5.2.2 Wirkt sich G-CSF positiv auf den Erhalt der Kerngebietsflache der Ncll.

cochleares bei Ratten aus?

G-CSF hat einen positiven Effekt auf die GrofRe der Kerngebietsflache. Die zu dieser
Fragestellung erhobenen Daten sind statistisch signifikant.

Dieses Ergebnis deckt sich mit den Ergebnissen anderer tierexperimenteller Studien,
die ebenfalls eine Erhaltung von Nervengewebe durch G-CSF-Applikation
beschreiben?0061.7387

Es lasst sich auch hier kein Vorteil durch eine zusatzliche préoperative G-CSF-
Applikation erkennen.

Beide G-CSF-Gruppen zeigen gegenuber der Kontrollgruppe statistisch signifikante
Ergebnisse.

Zwischen den beiden G-CSF-Gruppen besteht auch hier kein statistisch signifikanter

Unterschied.

5.2.3 Wirkt sich G-CSF positiv auf die HOhe der Amplituden der FAEP bei
Ratten aus?

Sowohl bei der Amplitude II, als auch bei der Amplitude IV der Ratten erkennt man

eine deutliche Verbesserung durch die Applikation von G-CSF.

Im Hinblick auf die Amplitude Il besteht ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den G-CSF-Gruppen und der Kontrollgruppe. Bezlglich Amplitude IV findet
sich ein Trend zugunsten der beiden G-CSF-Gruppen, verglichen mit der
Kontrollgruppe (Abb. 4.5). Diese beiden Amplituden waren die einzigen, bei denen
wir bessere Ergebnisse durch die Applikation von G-CSF erwartet haben. In Kapitel
2.3 wurde bereits erwahnt, dass die Amplituden Il und IV der Ratte den Amplituden
[l und V des Menschen entsprechen. Aufgrund ihrer Regelmafigkeit und Grol3e sind
die Amplituden I, Ill und V des Menschen die einzigen Amplituden, die im klinischen
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Alltag von Bedeutung sind. Die anderen Wellen (I, 1V, VI und VII) treten zu unsicher
auf und sind deshalb zur klinischen Diagnostik nicht geeignet*. Diese Aussage
stimmt mit unseren Beobachtungen bei Ratten tberein.

Da die Welle | des Menschen das Summenaktionspotential des Nerven

darstellt4°'44'45'75

und dieses selbst bei kompletter Durchtrennung des Nerven erhalten
bleibt®®, erwarteten wir auch fiir die Welle | der Ratten keine statistisch signifikanten

Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen.

5.2.4 Wirkt sich G-CSF positiv auf die Latenzen der FAEP bei Ratten aus?

Bezlglich der Latenzen der FAEP fanden sich zwischen den Gruppen keine
statistisch  signifikanten Unterschiede. Zu erkennen war ein geringgradiger
postoperativer Anstieg der meisten Latenzen, der sich jedoch bereits bis zur
Messung einen Tag nach dem Eingriff nivellierte. Zu diesem Ergebnis kommen auch
Sekiya et al., die nach Schadigung des N. vestibulocochlearis einen statistisch
signifikanten Abfall der Amplitude der Welle IV bei Ratten beschreiben. Wie in
unserer Studie nimmt hier die Latenz der Welle IV unmittelbar nach dem Eingriff
leicht zu und ist bereits 11 min spater wieder auf Hohe des Ausgangsniveaus. Ein
statistisch signifikanter Abfall der Amplitude der Welle IV bleibt jedoch Uber die 11

min hinaus erhalten®,
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5.3 Ausblick

Diese Studie liefert die ersten Forschungsergebnisse bezuglich der Wirkung von
G-CSF auf den N. cochlearis und seiner Kerngebiete. Sie erganzt damit vorherige
Studien, in denen die Wirkung von G-CSF auf andere periphere Nerven und das
zentrale Nervensystem bereits erprobt wurde.

G-CSF ist ein Medikament mit guter Vertraglichkeit und weitreichender klinischer
Anwendung auf dem Gebiet der Blut- und Stammzellmobilisation. Im Mittelpunkt der
heutigen Forschung steht jedoch immer mehr die Wirkung von G-CSF auf das
Nervensystem.

Aufgrund der signifikanten Ergebnisse dieser Arbeit empfiehlt sich die Erprobung von
G-CSF in weiteren experimentellen Studien zum Erhalt von Nervengewebe.
Interessant waren Untersuchungen nach Schadigung des N. facialis oder anderer
Hirnnerven. Hier konnten in einem ahnlichen Versuchsaufbau wie dem unseren die
positiven  Auswirkungen von GCSF auf den postoperativen Erhalt der
Hirnnervenfunktionen untersucht werden.

Darlber hinaus bietet das in dieser Studie gesammelte histologische Material
zahlreiche Moglichkeiten, die Ursachen der neuroprotektiven Eigenschaften von
G-CSF aufzudecken und die intrazellularen Wirkmechanismen von G-CSF genauer
zu beleuchten.

Von besonderem Interesse ist in diesem Zusammenhang die antiapoptotische
Wirkung von G-CSF. Diese antiapoptotische Wirkung kénnte in experimentellen
Folgearbeiten durch immunhistochemische Farbungen, des in dieser Studie
gesammelten histologischen Materials, genauer beleuchtet werden. Momentan wird
in einem Projekt unserer Arbeitsgruppe ein direkter Nachweis apoptotischer Zellen
mit Hilfe der TUNEL-Methode und der Nachweis der antiapoptotischen Proteine Bcl-
2 oder Bax untersucht. Die histologischen Schnitte unserer Studie bilden die
Grundlage dieses immunhistochemischen Folgeprojekts.

Dartber hinaus kame auch eine Klinische Studie in Betracht, um die
Reproduzierbarkeit der tierexperimentellen Ergebnisse auf den Menschen zu
untersuchen. Nach Eingriffen im Bereich des Kleinhirnbriickenwinkels, z.B. nach
Akustikusneurinom-Operationen, kénnte G-CSF einer postoperativen Hoérminderung

entgegenwirken und die Lebensqualitat von Patienten nachhaltig verbessern.
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