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ZUSAMMENFASSUNG

Verletzungen des achten Hirnnervs wahrend Operationen am Kleinhirnbriickenwinkel sind
haufig. Der Granulocyten-Colonie-Stimulierenden-Faktor (G-CSF) ist eine der Substanzen, die
einen neuroprotektiven Effekt besitzen. In den letzten Jahren gewann es sehr an Bedeutung,
allerdings ist seine Rolle in Bezug auf den N. vestibulocochlearis noch nicht gut erforscht.
Ziel dieser Studie ist, den neuroprotektiven und antiapoptotischen Effekt des G-CSF nach
partieller Schadigung des Nervus vestibulocochlearis zu untersuchen.

Hierzu wurden insgesamt 35 Sprague-Dawley-Ratten suboccipital kraniotomiert und eine
Schadigung des rechtsseitigen achten Hirnnervs mit dem Wasserstrahldissektor verursacht.
Den Ratten wurden subcutan 30 pg/kg Kérpergewicht (KG) G-CSF bzw. Natriumchlorid (NaCl)
in den ersten sechs postoperativen Tagen injiziert, 14 davon erhielten eine zusatzliche Dosis
am Tag vor der Operation (praoperativ).

Um die Schadigung und im Verlauf auch die Regeneration des Nervs beurteilen zu kénnen,
wurden frih akustisch evozierte Potenziale (FAEPs) erhoben. Die Messung wurde direkt pra-
und postoperativ sowie direkt vor Euthanasierung der Tiere (Tag 7 bzw. 14) durchgeflhrt.
Darliber hinaus erfolgte eine histologische sowie immunhistologische Aufarbeitung der
Nucleus (Ncl.) cochlearis mittels Paraffin-Schnitten.

Die elektrophysiologische Untersuchung zeigte einen signifikanten Anstieg der zweiten
Amplitude sieben Tage nach der Operation in den behandelten Gruppen, wonach sich ein
abrupter Abfall direkt postoperativ ergab. Die histologischen Ergebnisse zur Bestimmung der
Zellzahl im ncl. Cochlearis nach Trauma sowie G-CSF-Gabe zeigen eine verminderte Anzahl
an Neuronen in den Kontrollgruppen (p< 0,05).

Die immunhistologische Untersuchung der indirekten Apoptose Marker zeigte, dass das anti-
apoptotische Protein B-Cell Lymphoma 2 (Bcl-2) unter der G-CSF-Therapie Uberexprimiert
wurde, wohingegen eine Unterexpression des pro-apoptotischen Proteins Bcl-2 associated x
Protein (Bax) festzustellen war. Es wurde auch gezeigt, dass die externe Verabreichung von
G-CSF die Expression von Caspase-3 unterdriickt. Des Weiteren konnte eine Expression des
G-CSF-Rezeptors (G-CSF-R) unter externer G-CSF-Applikation im Cochlea-Kern beobachtet
werden (p < 0,05).

Insgesamt zeigte die externe G-CSF Applikation einen neuroprotektiven und anti-
apoptotischen Effekt auf den geschadigten N. vestibulocochlearis. Folglich sind klinische

Studien indiziert, um den neuroprotektiven Effekt des G-CSF in Vivo nachzuweisen.



Abstract

Injuries to the eighth cranial nerve during surgeries at the cerebellopontine angle (CPA) are
common. Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) is one of the substances possessing
a neuroprotective effect. In recent years, it has gained significant importance, although its role
in relation to the vestibulocochlear nerve is not well studied.The aim of this study is to
investigate the neuroprotective and anti-apoptotic effect of G-CSF after partial damage to the
vestibulocochlear nerve. a total of 35 Male Sprague Dawley rats underwent suboccipital
craniotomy an received a right-sided eight cranial nerve injury using a water jet dissector. Rats
were subcutaneously injected with 30 pg/kg body weight (BW) of G-CSF or sodium chloride
(NaCl) for the first six postoperative days, with an additional dose administered to 14 of them
the day before surgery (preoperatively). To assess nerve damage and subsequent
regeneration, early auditory-evoked potentials were recorded directly pre- and postoperatively,
as well as before euthanizing the animals (day 7 and 14). Additionally, histological and
immunohistological analysis of the cochlear nucleus (Ncl.) was performed using paraffin
sections. Electrophysiological examination revealed a significant increase in the second
amplitude seven days after surgery in the treated groups, followed by an abrupt decrease
immediately postoperatively. Histological results regarding cell count in the cochlear nucleus
after trauma and G-CSF administration showed a reduced number of neurons in the control
groups (p<0.05). Immunohistological examination of indirect apoptotic markers indicated that
the anti-apoptotic protein B-cell ymphoma 2 (Bcl-2) was overexpressed under G-CSF therapy,
while an underexpression of the pro-apoptotic protein Bcl-2 associated x protein (Bax) was
observed. It was also demonstrated that external administration of G-CSF suppressed the
expression of Caspase-3. Furthermore, expression of the G-CSF receptor (G-CSF-R) was
observed in the cochlear nucleus under external G-CSF application (p<0.05). Overall, external
G-CSF application exhibited a neuroprotective and anti-apoptotic effect on the injured
vestibulocochlear nerve. Hence, clinical studies are warranted to demonstrate the

neuroprotective effect of G-CSF in vivo.



Einleitung
1.1 Der Nervus vestibulocochlearis

Der Nervus (N.) vestibulocochlearis ist der achte Hirnnerv, welcher im Kleinhirnbrickenwinkel
verlauft. Er besteht aus zwei Teilen: dem N. cochlearis und dem N. vestibularis. Die
vestibularen und die cochledren Fasern entspringen ihren jeweiligen Kernen im Hirnstamm.

Diese sind:

- Nuclei vestibulares superior, medius und inferior: Weitervermittlung zum
Vestibularorgan,
- Nuclei vestibulares laterales: aus den Purkinje-Zellen des Kleinhirns;

- Nuclei cochleares anterior und posterior: zum Hoérapparat [1].

Im Verlauf ragen die Fasern der Nerven am Unterrand der Pons kaudolateral des N. facialis
aus dem Hirnstamm heraus. Umgeben von einer gemeinsamen Bindegewebshllle, ziehen sie
als N. vestibulocochleares durch den Meatus acusticus internus und trennen sich im Verlauf
wieder als Radix vestibularis und Radix cochlearis zum Vestibularorgan bzw. zur Cochlea. Der
N. vestibulocochlearis ist hauptsachlich flr das Horen und das Gleichgewicht zustandig [2]. Er
besteht im Wesentlichen aus afferenten sensorischen Nervenfasern, die Informationen aus
der Cochlea und dem Vestibularorgan erhalten. Die efferenten Fasern ziehen zum Thalamus,
ins Kleinhirn, zu den Kernen der Augenmuskeln sowie ins Rickenmark und spielen eine Rolle

beim okularen Reflex.

Flocculus
cerebelli

direkte Fasern
zum Kleinhirn

Nucleus
vestibularis

N. vestibulo- \ < superior
cochlearis Z
Radix Nucleus
vestibularis = : vestibularis
medialis

Ganglion
vestibulare 4 Nucleus
L vestibularis
lateralis

Bogen- Nucleus
gange &% vestibularis
A inferior

Abb. 1: Darstellung des Verlaufs des Nervus vestibulocochlearis [3].
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Eine  Schadigung dieses Nervs aufert sich  klinisch  durch  Schwindel,
Gleichgewichtsstérungen, eine Beeintrachtigung des HoOrvermdégens und sogar einen
mdglichen Horverlust. Eine Funktionsstérung des N. vestibulocochlearis kann durch ein
Schéadel-Hirn-Trauma, eine  Nervenentzindung sowie einen Tumor (z. B.
Vestibularisschwannom) bedingt sein oder auch iatrogen verursacht werden, etwa bei
Operationen am Kleinhirnbriickenwinkel. Dabei stellen verschiedene Krankheitsbilder eine
Indikation zur Operation am Kleinhirnbriickenwinkel dar. Zu diesen Krankheitsbildern zahlen
unter anderem Epidermoide, Meningeome, Schwannome des N. facialis, Lipome, Metastasen
sowie ossare Hamangiome [4,5]. Postoperativ sind entsprechende Ausfalle des N.
vestibulocochlearis mdglich, welche fir die Betroffenen eine enorme Beeintrachtigung
darstellen. Zusatzlich kann durch die benachbarte Lage zum N. facialis eine Fazialisparese

auftreten.

Abb. 2: Zeigt die topographische Lage von N. vestibularis (grin umkreist) und N. facialis (grau
umkreist) im Kleinhirnbriickenwinkel [6]. Legende: AICA: Arteria cerebelli inferior anterior CN
VI: sechster Hirnnerv (N. abducens), CN IX: neunter Hirnnerv (N. glossopharyngeus), CN X:

zehnter Hirnnerv (N. vagus).
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1.2 Atiologie der Schadigung des N. vestibularis
1.2.1 Neuritis vestibularis

Bei der Neuritis vestibularis handelt es sich um eine Entziindung des Vestibularisasts des N.
vestibulocochlearis. Diese auRert sich in starken Schwindelanféllen sowie Ubelkeit und
Erbrechen. Ursachen kdénnen Mikrozirkulationsstérungen des Vestibularorgans oder eine

Virusinfektion sein [7].
1.2.2 Labyrinthitis mit Abszessbildung im Kleinhirnbrickenwinkel

Diese bezeichnet eine Entziindung des Innenohres mit resultierender Verminderung des
Horvermogens. Verantwortlich hierfur sind verschiedene Erreger. So kann eine durch
Pneumo- und Meningokokken ausgeldste Meningitis zu Labyrinthitis fuhren, ebenso eine
Lues, die beispielsweise mit einer Meningitis einhergeht oder auch Borrelien [5,8]. Zudem
kdnnen Mumps und Masernviren eine Labyrinthitis verursachen [5]. In der Weiterentwicklung
kann eine eitrige Labyrinthitis entstehen, welche sich zum inneren Gehdérgang ausbreitet, und
eine Beeintrachtigung des Horens bewirkt; zuséatzlich kann im fortgeschrittenen Stadium eine

Meningitis auftreten [9].
1.2.3 Wallenberg-Syndrom

Das Wallenberg-Syndrom wurde klinisch erstmals durch den Neurologen Adolf Wallenberg
1895 beschrieben. 1901 erfolgte die Sicherung der Atiologie durch einen Autopsie-Befund
[10-12]. Hierbei verschlielen sich die A. cerebelli inferior posterior (PICA) oder die A.
vertebralis. Dies fUhrt zu Infarkten in dem entsprechenden Versorgungsgebiet und somit zur
Beeintrachtigung der dortigen Hirnnervenkerne. Bei Beteiligung der Regionen des Nucleus
(Ncl.) vestibularis lateralis und des Ncl. vestibularis inferior kann es zu Schwindel kommen
[13].

1.2.4 Vestibularisparoxysmie

Ursache dieser seltenen Erkrankung ist analog zu der Trigeminusneuralgie ein Gefal3-Nerven-
Kontakt im Kleinhirnbriickenwinkel. Es handelt sich dabei um eine Kompression des
vestibularen Anteils des N. vestibulocochlearis durch ein pulsierendes arteriosklerotisch
verandertes Gefal. Meist ist dies die A. cerebelli anterior inferior (AICA) (70 %), in 10 % der
Falle die A. vertebralis, selten auch die A. cerebelli inferior posterior (PICA) (5 %) oder ein
vendses Gefall (10 %) [14]. Leitsymptome sind sekundenlange Drehschwindelattacken und

Horminderungen [5].
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1.2.5 Tumoren des Kleinhirnbriickenwinkels

Das Vestibularisschwannom macht zwischen 80 wund 90% der Tumoren im
Kleinhirnbriickenwinkel aus und ist somit die haufigste Tumorentitat in diesem Bereich. Meist
tritt ein Vestibularisschwannom zwischen dem 30. und 50. Lebensjahr auf [15-23]. Der Tumor
beginnt in den Schwann-Zellen des vestibuldren Anteils des N. vestibulocochlearis und kann
bis zum Kleinhirnbrickenwinkel wachsen, verbunden mit einer Ausbreitung in das Innere des
Gehodrgangs (Meatus acusticus internus). Dies fuhrt zur Kompression der dort verlaufenden
Nerven, des N. vestibulocochlearis sowie nachfolgend auch des N. trigeminus und des N.
facialis. Klinisch aufert sich dies in Gleichgewichtsstérungen, Schwindel, Tinnitus und
Horverlust (Hypoakusis in 95 % der Falle) [24,25]. Wie erwahnt, kann es im Spéatstadium auch
zu einer zusatzlichen Kompression des N. facialis und des N. trigeminus mit resultierender
Fazialisparese sowie Hypasthesie im Versorgungsgebiet des N. trigeminus kommen. Tritt eine
Schwerhdrigkeit bilateral auf (5 % der Falle), kann dies auf das Vorliegen einer
Neurofiboromatose Typ Il  hinweisen [26]. Bildmorphologisch stellt sich das
Vestibularisschwannom in der T2-Sequenz als hyperintense Raumforderung im

Kleinhirnbriickenwinkel umgeben von hyperintensem Liquor dar (s. Abb. 3) [27].

Abb. 3: Magnetresonanztomographie-Bildgebung des Kraniums in der T2-Sequenz. Das Bild
zeigt eine Raumforderung (roter Stern) vom Kleinhirnbriickenwinkel, ausgehend vom N.
vestibulocochlearis. Dunkelblauer Pfeil: N. vestibulocochlearis der Gegenseite
(physiologisch).

Meningeome stehen mit einer Haufigkeit von 10 % an zweiter Stelle der Tumoren im

Kleinhirnbriickenwinkel [2,18]. Sie sind raumfordernde Prozesse, die von der Arachnoidea
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ausgehen. Das Haupterkrankungsalter liegt im 5. Lebensjahrzehnt. Die Erkrankung verlauft
initial aufgrund des langsamen Wachstums meist symptomlos. Im weiteren Prozess kann es
zur Beeintrachtigung der dort verlaufenden Nerven (Hirnnerven V, VII und VIII) mit den
entsprechenden Funktionsausfallen kommen. In der bildgebenden Diagnostik stellt sich der

Tumor mit runder und scharf begrenzter Struktur dar [28,29].
1.2.6 latrogene Schadigung bei Operationen

Komplikationen bei Operationen im Kleinhirnbriickenwinkel kénnen iatrogene Schadigungen
der dort verlaufenden Nerven mit entsprechender Funktionsstérung sein; zum Beispiel
Hoérminderung und sogar Horverlust oder eine Fazialisparese. Eine Erhaltung des
Horvermogens nach Eingriffen im Kleinhirnbrickenwinkel ist nur in 54 bis 77 % der Falle
mdglich. Dies ist von der Gréf3e der operierten Lasion abhangig [30-32]. Allerdings bleibt das

Horvermogen selbst nach erfolgreicher gehodrerhaltender Operation oft eingeschrankt [33—35].
1.3 Diagnostik der Vestibularisschadigung

Um eine Schadigung der Horfunktion und die entsprechende Ursache festzustellen, kommen
verschiedene Verfahren zum Einsatz. Man unterscheidet zwischen subjektiven und objektiven
Verfahren. Zu den subjektiven Verfahren gehdren der Stimmgabeltest, die Sprachaudiometrie
und die Tonschwellenaudiometrie. Otoakustische Emissionen und Hirnstammaudiometrie
gehdren hingegen zu den objektiven Hortestverfahren. Diese Untersuchungsverfahren werden
auch intraoperativ bei Operationen am Kleinhirnbriickenwinkel eingesetzt, um das Risiko einer
iatrogenen Schadigung des N. vestibulocochlearis zu minimieren. Den Patienten werden tber
Kopfhorer repetitiv akustische Signale vermittelt. Uber eine enzephalographische Ableitung
mittels Elektroden an der Kopfhaut werden diese Potenziale erfasst und mithilfe einer
Computeranalyse ausgewertet. Anhand dieses Untersuchungsverfahrens kénnen
Erkrankungen der Horbahn erkannt werden. Zusatzlich werden bildgebende Verfahren wie
Computertomographie (CT) und Magnetresonanztomographie (MRT) des Schadels
eingesetzt, um festzustellen, ob ein raumfordernder Tumor oder eine Entziindung die Ursache

fur die eingeschrankte Funktion des N. vestibulocochlearis ist.
1.4 Therapie der Vestibularisschadigung

Je nach Entitat gibt es verschiedene Therapiemoglichkeiten: So besteht die Therapie bei der
Neuritis vestibularis aus symptomlindernden MaRnahmen mit Antiemetika sowie
Antihistaminika und einer Kortikosteroid-Stofl3therapie[36]. Bei einer Labyrinthitis richtet sich
die Therapie nach dem verursachenden Erreger in Form von Antibiotika bzw. Virostatika. Bei
einer fortgeschrittenen Labyrinthitis mit Knocheneinschmelzung kann eine Mastoidektomie

erforderlich werden. Solch ein Eingriff kann mit einem Hérverlust verbunden sein. Das
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Wallenberg-Syndrom kann nach heutigem Wissensstand nur symptomatisch behandelt
werden. Seit neustem ist allerdings auch eine endovaskulare Rekanalisation mdglich [37]. Eine
Vestibularisparoxysmie wird konservativ mit Carbamazepin behandelt. Allerdings wird bei
einem Versagen der medikamentdsen Therapie die Dekompression des Nervs angestrebt
[38]. Zur Behandlung von Tumoren im Kleinhirnbrickenwinkel ist die chirurgische Resektion
die Therapie der Wahl. Alternativ zu der operativen Malinahme kann die Strahlentherapie zum
Einsatz kommen. Diese wird bei inoperablen oder nur teilresezierbaren Tumoren angewendet
[39]. Bei einem langsamen Wachstum kann mit regelmafigen Verlaufskontrollen zunachst
abwartend vorgegangen werden. Als Standardtherapie gilt aber die Resektion. Die Mehrheit
der Patienten (75 %) kann radikal operiert werden [31]. Bei einer iatrogen bedingten
Schadigung der Funktion des N. vestibulocochlearis mit postoperativ verschlechterter
Neurologie im Vergleich zum praoperativen Zustand existiert bis heute keine spezifische
Therapieoption. Es ist daher von immenser Wichtigkeit, nach spezifischen neuroprotektiven
Therapeutika zu suchen, welche das Outcome bei Operationen am Kleinhirnbriickenwinkel
insbesondere nach iatrogener Schadigung beginstigen. In jingster Zeit rickte der
Granulozyten-Kolonie-stimulierende Faktor im Bereich der Neuroprotektivitat in den Fokus von
potenziellen therapeutischen Anwendungen. Insbesondere die bereits seit langem etablierte
Anwendung im Sektor der Onkologie einerseits als auch andererseits das Potenzial, die Blut-
Hirn-Schranke zu penetrieren, lassen einen Einsatz auch als Neuroprotektivum im Bereich des

Méglichen erscheinen [40].
1.5 Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (G-CSF)

Der Granulozyten-Kolonie stimulierende Faktor ist ein endogener Wachstumsfaktor. Das
glykosylierte Peptidhormon besteht aus 174 Aminosduren und besitzt eine Molekulargrof3e
von 19,6 kDa [40—43]. Die Glykosylierung des Peptids spielt eine wichtige Rolle bei der
Stabilisierung und der Stimulierung der neutrophilen Granulozyten. Der G-CSF dient der
Stimulierung und Proliferation unreifer Vorlauferzellen der hamatopoetischen Zellreihe,
genauer der Bildung der neutrophilen Granulozyten im Knochenmark [41,42,44]. Klinisch
findet der G-CSF bei der Behandlung der durch Chemotherapie induzierten Neutropenie
Anwendung [42,45-47]. Zu den haufigsten Nebenwirkungen des Medikaments gehdren
Knochen- und Muskelschmerzen, gastrointestinale Beschwerden und Haarausfall [48,49].
Interessanterweise konnte man im Verlauf der Jahre feststellen, dass sowohl der G-CSF als
auch dessen Ligand im Zentralnervensystem exprimiert werden [50]. Dies fihrte zu der
Annahme, dass der G-CSF auch bei der Proliferation der Neurone eine wichtige Rolle spielen
muss. Eine Erklarung hierfur ist die Fahigkeit des G-CSF, die Blut-Hirn-Schranke zu
penetrieren [51,52]. 2002 konnte erstmals die neuronale G-CSF-Wirkung studiert werden. So

untersuchte die Arbeitsgruppe um Schabitz den endogenen G-CSF-Einfluss auf den
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Hippocampus am G-CSF-defizienten Mausmodell und kam dabei zu dem Ergebnis, dass G-
CSF-defiziente Mause einen schlechteren Lernprozess, eine Verringerung der
Gedachtnisleistung sowie eine schlechtere Entwicklung der Motorik gegeniber der
Kontrollgruppe aufweisen. Die Forschenden beobachteten, dass die G-CSF-Defizienz die
dendritische Dichte verringert, welche mit Lernen und Gedachtnis zusammenhangt [53]. Die
neuroprotektive und anti-apoptotische Wirkung von G-CSF wurde bereits sowohl in
tierexperimentellen als auch in klinischen Studien untersucht und nachgewiesen. In einem
Parkinson-Modell bei Mausen konnte festgestellt werden, dass der G-CSF positiv auf die
Regeneration der dopaminergen Neurone wirkt [54—57]. Auch in einem Alzheimer-Modell an
Ratten konnte gezeigt werden, dass die G-CSF-Applikation die Gedachtnisleistung steigert
[58,58-65]. Ferner erwies sich der G-CSF in Ischamie-Modellen ebenfalls als ein potenzielles
Medikament fur die Behandlung von ischamischen Insulten [66—72]. In einem neonatalen
Hypoxie-lschamie-Modell an Ratten reduzierte der G-CSF das Infarktvolumen, indem er den
Anstieg der Bax/Bcl-2-Ratio verhinderte und somit die Apoptose unterdriickte [73]. Zusatzlich
konnte 2005 die Arbeitsgruppe Gibson et al. in einem Ischdmie-Modell eine signifikante
Reduktion des geschadigten Volumens unter G-CSF-Applikation 48 Stunden nach
Kompression der A. cerebri media nachweisen [74]. Des Weiteren konnten in einer klinisch
randomisierten Studie bei ischamischem und hamorrhagischem Schlaganfall die Effektivitat
und der klinische Nutzen des G-CSF bestétigt werden. Zudem wurde beobachtet, dass sich
der Barthel-Index der Schlaganfallpatienten unter G-CSF verbesserte [75]. Dartiber hinaus
Ubte der G-CSF in vielen Modellen der Spinalmarkverletzungen einen gunstigen Einfluss auf
die Neurogenese und die motorische Leistung aus [76—78]. Er inhibierte den NF-kB-Signal-
Weg und wirkte somit protektiv auf den Erhalt der neuronalen Strukturen [53,79]. In klinischen
Studien solcher Modelle konnte der neuroprotektive Effekt von G-CSF auf die spinalen
Neurone und eine damit einhergehende Verbesserung der Motorik bestatigt werden. Demnach
ibte der G-CSF einen positiven Effekt auf das Uberleben der Alpha-Motoneurone bei
Amyotropher Lateralsklerose (ALS) aus [80]. So konnten bei 76 ALS-Patienten eine Erhéhung
des G-CSF-Spiegels im Serum und eine Verbesserung der Lebensqualitat unter G-CSF-
Applikation beobachtet werden [81]. Ebenso wurde eine neuroprotektive Wirkung von G-CSF
auf die kranialen Hirnnerven nachgewiesen. Es konnte belegt werden, dass der G-CSF auf die
Regeneration des Nervus opticus einen positiven Einfluss ausubt [82]. Dies wurde in einem
ischamischen Opticus-Neuropathie-Modell an Ratten geprift. Daraus konnte geschlossen
werden, dass der G-CSF zum einen neuroprotektiv auf die optischen Ganglienzellen wirkt [82].
Zum anderen ist eine mdglichst frihe G-CSF-Gabe nach dem Trauma glinstiger als eine
spatere Gabe. Was bislang fehlt, ist die umfassende Erforschung der Wirkung von G-CSF auf

den N. vestibulocochlearis. Hier setzt die vorliegende Arbeit an.
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1.6 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, das neuroregenerative Potenzial des rekombinanten
Granulozyten-stimulierenden Faktors (G-CSF) nach partieller Lasion des Nervus
vestibulocochlearis im Rattenmodell zu erforschen. Insbesondere wird untersucht, welche
neuroprotektiven und anti-apoptotischen Effekte G-CSF nach einer Teil-Schadigung des Nervs
entfaltet. Diese Untersuchungen sollen dazu beitragen, grundlegende Erkenntnisse dariber
zu gewinnen, ob und in welchem Umfang G-CSF als therapeutischer Ansatz bei

Nervenschadigungen des vestibulocochlearen Systems eingesetzt werden konnte.

Die wissenschaftlichen Fragestellungen lassen sich wie folgt formulieren:

1. Welchen Nutzen zeigt die kontinuierliche Applikation von G-CSF auf die

Neuroprotektion nach partieller Schadigung des N. vestibulocochlearis?

2. Welchen Einfluss Ubt die kontinuierliche Applikation von G-CSF auf die Apoptose-

Marker Bcl-2, Bax, und Caspase-3 aus?

3. Welchen Einfluss bt die externe G-CSF-Gabe auf die Expression seines Rezeptors
(G-CSF-R) im Ncl. cochlearis aus?

Die gewonnen Forschungsergebnisse sollen eine Grundlage daflr schaffen, um die klinische
Relevanz und das therapeutische Potenzial von G-CSF zu bewerten. Ziel ist es, zu klaren, ob
die positiven Effekte, die im Tiermodell beobachtet wurden, auf den Menschen Ubertragbar

sind und somit klinische Studien gerechtfertigt sind.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Zusammenfassung des Studiendesigns

Mit Hilfe eines Wasserstrahldissektors soll eine Teilldsion des N. vestibulocochlearis in der
Ratte erreicht werden. In einem solchen Modell kbnnen anschlielend neuroprotektive
Substanzen und Faktoren untersucht werden. Von besonderer Bedeutung ist hier die
Herbeiflhrung einer Teilldsion des Nervs, um so eine Regeneration und apoptotische
Prozesse nachweisen zu koénnen. Der gro3e Vorteil des Wasserstrahls liegt in der
ausschliefllich partiellen Schadigung des Nervs, da im Falle eines komplett durchtrennten
Nervs nicht von dessen Erholung auszugehen ist [83]. In diversen Versuchsgruppen erfolgt
entsprechend des jeweiligen Gruppenmodells die Applikation von G-CSF. Zur Beurteilung des
Effekts und der Erholung des Nervs wird direkt vor und nach der Schadigung eine Erhebung
von frih akustisch evozierten Potenzialen vorgenommen. Zusatzlich findet post mortem eine
immunhistologische Untersuchung statt. Es folgt eine detaillierte Auflistung der Arbeitsschritte

sowie die Gliederung der Gruppen.
2.2 Material
2.2.1 Wasserstrahl-Modell

Mit Hilfe des Wasserstrahldissektors (Erbejet 2, Erbe) kann eine Nervenschadigung
durchgefuhrt werden. Abhangig von der eingestellten Druckstarke wird eine komplette oder
eine inkomplette Lasion des Nervs verursacht. In einer friiheren Studie von Oertel et al. konnte
festgestellt werden, dass eine Druckstarke von 8 bar zu einer Teillasion des Nervs fuhrt[84].
Eine hohere Druckstarke wirde eine komplette Lasion zur Folge haben (s. Abb. 4).
Grundsatzlich setzt sich dieses Gerat zusammen aus einem Regler fur die Intensitat des
WasserausstoRes, einer wechselbaren Wasserpumpe, einem Element zur Umleitung des
Wasserstrahls nach auf’en und einer Fulisteuerung fir die Kontrolle des Wasserflusses (s.
Abb. 5). Die Befiillung der Wasserpumpe mit einer NaCl-Infusionslésung erfolgt einfach durch
Dricken einer Taste. Die konkrete Schadigung des Nervs wird durch Heranfihren des
Handstlcks auf etwa 1 cm an die geschadigten Nervenstrukturen Uber einen Zeitraum von

einer Sekunde bewirkt, im vorliegenden Fall des N. vestibulocochlearis.
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Abb. 4: a. Wasserstrahl mit einer Druckstarke von 2 bar. b. Wasserstrahl mit einer Druckstarke
von 8 bar. c. Darstellung des achten Hirnnervs nach erfolgter lateraler suboccipitaler
Kraniotomie. d. Komplette Lasion des N. vestibulocochlearis mit einer Druckstarke von 10 bar.

e. Histopathologischer Schnitt im Bereich der Schadigung nach einer solchen mit 10 bar, durch
H. E. gefarbt [84].

B0y

Abb. 5: Der in diesem Versuch verwendete Wasserstrahldissektor.
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2.2.2 \Versuchstiere

Die in diesem Modell eingesetzten Versuchstiere sind Sprague-Dawley-Ratten mit einem
mittleren Korpergewicht von rund 430 g. Sie stammen aus dem Institut fur experimentelle
Chirurgie am Universitatsklinikum des Saarlandes und wurden in K&figen, die jeweils bis zu
drei Tieren Platz boten, in passender Umgebung gehalten. Dabei hatten sie standig und
uneingeschrankt Zugang zu Nahrung und Wasser nach Belieben. Zusatzlich wurden sie vor
der Versuchsdurchfuhrung zur Akklimatisierung zwei Wochen gehalten. Danach wurden die
Tiere zu Versuchszwecken aus ihren Kafigen genommen. Die Genehmigung der

Tierschutzkommission unter der Versuchstierantragsnummer: C1-2.4.2.2/12-2015 lag vor.
2.2.3 Materialliste fir den operativen Teil

- Skalpell (BB73, Aesculap)

- Skalpellklingen (Nr. 10, Martor)

- Praparierschere (Classic-Plus 36-5015, Codman)

- Mikro-Federschere (FD12, Codman)

- Mikro-Federschere (FD13, Codman)

- Chirurgische Pinzette (1 x 2 Zahne, Aesculap)

- Mikro-Pinzette (Malis ,fein“, Codman)

- Nadelhalter (Medica)

- Mikro-Dissektor (FF303R, 4,5 mm, Aesculap)

- Wundspreizer (BV0O02R, Aesculap)

- Nagelschere (HF014R, Aesculap)

- Chirurgische Schere (ES106, Everhards)

- Klemme (EK61, Everhards)

- HohlmeilRelzange (schmal, leicht gebogen, Medica)

- Infusionskanile (B. Braun)

- Nadel

- Handschuhe (Gammex PF)

- Nahtmaterial (Safil HR 26 oder HR 17, 4 x 3-0, 45 cm, Polyglykolsaure, B/Braun)
- Saugtupfer (REF 31601, Kettenbach)

- Tabotamp (Johnson & Johnson Medical)

- Kompressen (Gazin Mullkompressen, Lohmann & Rauscher)
- NaCl-Lésung (Isotone Kochsalzlésung 0,9 %, B/Braun)
- Desinfektionsmittel (Softasept N, B/Braun)

- Einwegspritze (InjektR 5ml, B/Braun)
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- Einweginsulinspritze (1 ml, B/Braun)

- Kanilen (BD Microlance 3)

- Formalin (Roti-Histofix 4 %, Roth)

Technische Gerate:

- Mikroskop (Superlux 300, Zeiss)

- Warmeplatte

- Chirurgischer Mikro-Bohrer (MicroTRON, Aesculap)
- Diamantbohrkopf GD128, 2,7 mm

- Wasserstrahldissektor (Erbejet 2, Erbe)

- Anaesthetic Vaporizer (Drager-Vapor Isoflurane 19.3, Drager)
- AEP-Messgerat (ND-System, Inomed)

- Bipolar (Bipolator, Fischer MET GmbH, Freiburg)

- Sauerstoffflasche (Air Liquide Medical GmbH, Disseldorf)
- Rasierapparat (Elektra 2, Aeskulap)

- Waage (P-1200, Mettler)

Medikamente:

- Dexpanthenol (Bepanthen®, Bayer AG)

- Ketavet (10 ml, 100 mg/ml, Pfizer)

- Rompun

- Isofluran (HDG9623, 250 ml, Baxter)

- Tramadol (Tramal®, 100 mg, Griinenthal)

- Filgrastim (G-CSF, Neupogen®, Amgen)
2.2.4 Materialliste fur den histologischen und immunhistologischen Teil

- Hamalaunlésung nach Mayer (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

- Xylol (Zentrales Chemikalienlager der Universitat des Saarlandes)

- Ethanol (Zentrales Chemikalienlager der Universitat des Saarlandes)
- Propanol (VWR, Prolabo)

- Kresylviolettpulver (5235, Merck)

- Natriumacetatpulver (Zentrales Chemikalienlager der Universitat des Saarlandes)
- Roti-Histokitt 2 (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

- Glaskuvette (Menzel)

- Objekttragerkorb (Menzel)

- Objekttrager (Menzel-Glaser)

- Pinsel

- Dampfgarer

- Mikropinzette (46-555, AF Instrumente Germany)
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- Rotationsmikrotom (CUT 4062, SLEE)

Lésungsansatze

1. Tris-Puffer

1.1 Stammloésung: 0,5 M
63,5 g TrisSaure + 11,8 g Tris Base in 1 | Aqua dest. Bei 4 °C aufbewahren.

1.2 Gebrauchslésung:

100 ml Stammlosung + 15 g NaCl auf 1000 ml Aqua dest. auffullen

Zum Spulen 1 ml Tween 20 zugeben. Bei 4 °C aufbewahren.

2. Citrat-Puffer pH 6,0 0,01M

2.1 Stammlosung:

Citrat (Tri-Natriumcitrat-Dihydrat) 29,4 g in 900 ml Aqua dest. l6sen.
pH wurde mit NaOH oder HCI auf 6,0 eingestellt, anschlieRend mit Aqua dest. auf 1000 mi
aufgefuillt.

Die Losung wurde dann bei 4 °C aufbewahrt.

2.2 Gebrauchslésung:

Stammlésung mit Aqua dest. 1:10 verdiinnen.

Die Losung wurde dann bei 4 °C aufbewahrt.
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2.3 Gruppenaufteilung

Die Versuchstiere, 35 Sprague-Dawley-Ratten, wurden in funf verschiedene Gruppen mit
jeweils 7 Tieren pro Gruppe aufgeteilt: Kontrollgruppe, G-CSF-Posttrauma-7-Gruppe, G-CSF-
Posttrauma-14-Gruppe sowie G-CSF-Pra-/Posttrauma-7-Gruppe. Es erfolgte bei allen
Versuchsgruppen die Durchfiihrung vom gleichen Traumamodell. Die dezidierte Beschreibung
der einzelnen Gruppen ist in Tabelle 1 zu finden. Je nach Gruppenzugehdrigkeit wurde G-CSF
oder NaCl-Lésung (Kontrollgruppe) mit einer Dosis von 30 ug/kg KG an den postoperativen
Tagen 1-7 subkutan appliziert, jeweils einmal taglich. In der Gruppe G-CSF-Pra-/Posttrauma-
7 wurden zusatzlich zur postoperativen Gabe am Tag vor der Operation 30 ug/kg KG G-CSF
bzw. NaCl verabreicht. Die Unterteilung der Versuchslaufzeit in 7 und 14 Tage beruht auf dem
Eintreten der apoptotischen Prozesse der Neurone nach Schadigung. Die Apoptose von
Nervenzellen beginnt etwa 2-3 Tage nach Schadigung und hat ihren Gipfel nach ca. 7-10
Tagen[85]. Nach zwei Wochen nimmt die Zahl der apoptotischen Zellen wieder ab. Der
Zeitpunkt der Toétung der Tiere fallt also zum einen mit dem Hoéhepunkt der apoptotischen
Aktivitdt der Nervenzellen zusammen und zum anderen mit der maximalen Dauer der
apoptotischen Prozesse. Hierdurch soll die anti-apoptotische Wirkung von G-CSF im

vorliegenden Versuch bestmoglich quantifiziert werden.

Tab. 1: Darstellung der Gruppenaufteilung der Versuchstiere
Gruppe Natriumchlorid- Zeitpunkt der FAEPs- Euthanasie-
bzw. Messungen rung
G-CSF-Applikation

Kontrolle 1 1 Woche | Direkt pra- und posttrauma, | Nach 1 Woche
n=7 posttrauma am ersten Tag und am
(kontinuierliche Euthanasierungstag
Applikation) (Tag 7) nach Setzen der
Lasion.
Kontrolle 2 1 Woche | Direkt pra- und posttrauma, | Nach 2
n=7 posttrauma am ersten Tag und am Wochen
(kontinuierliche Euthanasierungstag
Applikation) (Tag 14) nach Setzen der
Lasion.
G-CSF- 1 Woche | Direkt pra- und posttrauma, Nach 1 Woche
Posttrauma-7 posttrauma am ersten Tag und am
n=7 (kontinuierliche Euthanasierungstag
Applikation)
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(Tag 7) nach Setzen der

Lasion.
G-CSF-Pra- 1 Tag pra- und 1 | Direkt pra- und posttrauma, | Nach 1 Woche
/Posttrauma-7 Woche posttrauma | am ersten Tag und am
n=7 (kontinuierliche Euthanasierungstag
Applikation) (Tag 7) nach Setzen der
Lasion.
G-CSF- 1 Woche | Direkt pra- und posttrauma, | Nach 2
Posttrauma-14 posttrauma am ersten Tag und am Wochen
n=7 (kontinuierliche Euthanasierungstag
Applikation) (Tag 14) nach Setzen der
Lasion.

2.4 Anéasthesie der Versuchstiere

Die Tiere wurden zur Narkose aus dem Kafig gehoben. Um ihnen eine schonende und
schmerzlose Operation zu ermdglichen, wurde nach der initialen Inhalationsanasthesie (20 %
Sauerstoff und 5 % Isofluran) eine intraperitoneale Narkose mit Rompun (10 mg/kg KG) und
Ketavet (100 mg/kg KG) durchgefihrt. Ketavet diente der Analgesie und die Gabe von
Rompun der Sedierung der Tiere. Die Augenschleimhaut wurde mit Bepanthen-Salbe vor
Austrocknung geschitzt. Um eine Hypothermie zu verhindern, wurde die Kérpertemperatur
der Tiere wahrend der gesamten Operation mittels einer Warmeplatte bei 38 °C konstant
gehalten.

Zusatzlich erfolgte postoperativ zur weiteren Schmerztherapie die Hinzugabe von Tramal ins

Trinkwasser (50 mg/100 ml).
2.5 Die Operation

Zunachst wurden die Tiere in Bauchlage auf einer Warmeplatte gelagert, um dann Kutis,
Subkutis und die Muskeln am Hinterkopf freizulegen. Fur den spateren Wundverschluss wurde
ein ca. 1,5 cm groRes Muskelstlick entnommen und in einem Gefal mit isotonem Kochsalz
aufbewahrt. Danach fand die weitere Praparation des Zugangs statt. Dieser wurde mit einem
Sperrer offengehalten und mit einem Dissektor der suboccipitale Schadelknochen freigelegt.
Danach wurde mittels eines Diamantbohrers der Zugang zum Gehirn Uber eine Bohrloch-
Trepanation suboccipital rechts geschaffen. Fur eine bessere Sicht wahrend des
Bohrvorganges und um der Hitze entgegenzuwirken, wurde parallel zum Bohren mit einer
isotonen Natriumchlorid-Lésung gesplilt. Als Nachstes erfolgte die Erdéffnung der Dura, indem

diese mit einer Nadel aufgeritzt und danach mit einer Mikroschere kreuzférmig erweitert wurde.
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Nach dem Absaugen des nun flielenden Liquors mit einem Saugtupfer (Sugis) konnte das
Cerebellum mit einem Dissektor nach medial ausgelenkt werden, sodass der achte Hirnnerv
rechtsseitig sichtbar wurde. Mit dem oben dargelegten Wasserstrahldissektor wurde mit einem
Druck von 8 bar die Teillasion des Nervus vestibulocochlearis vorgenommen und hierflr das
Handstlck des Wasserstrahldissektors ca. 1 cm vom Nerv entfernt fir eine Sekunde fixiert.
AbschlieRend erfolgte, zur Verhinderung einer Liquorleckage, die Anfertigung einer Dura- und
Kranioplastik mittels eines zuvor gewonnenen und in isotoner Natriumchlorid-Losung
aufbewahrten Muskelstiicks. Die Haut der Ratte wurde nun mit einer Einzelknotennahttechnik

genaht. Die dezidierten operativen Schritte sind in Abb. 6 dargestellit.

Abb. 6: Darstellung der Operationsschritte: A. Auffrésen Os occipitale rechts. B. Blick auf das
Cerebellum mit intakter Dura. C. Er6ffnung der Dura. D. Aufsaugen des austretenden Liquors
mit Sugis. E. Mit Liquor aufgesaugte Sugi®. F. Verschiebung des Cerebellums nach medial
und Darstellung des Nervus vestibulocochlearis [86].
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2.6 Form der G-CSF-Applikation

Die Applikation von G-CSF erfolgte subkutan mit einer Dosierung von 30 pg/kg KG. Daflr
wurden die Tiere unter einer Inhalationsnarkose mit 20 % Sauerstoff und 5 % Isofluran far
kurze Zeit sediert (ca. 1 min.) und das Medikament wurde appliziert. Dies wurde einmal pro

Tag wahrend des Applikationszeitraumes durchgefuhrt (s. Tabelle 1).
2.7 Frahe akustisch evozierte Potenziale (FAEPS)

Um das Ausmal} der Schadigung nach erfolgter Lasion und auch die Regeneration des Nervs
nach der G-CSF-Applikation beurteilen zu kénnen, wurden frilhakustisch evozierte Potenziale
zu verschiedenen Zeitpunkten erhoben: direkt vor der Schadigung, direkt nach der
Schadigung, am ersten Tag nach der Schadigung und direkt vor der Euthanasierung der Tiere
(nach 7 und 14 Tagen entsprechend der Gruppenzuteilung). Dazu wurden den Tieren drei
Elektroden subkutan gelegt, jeweils am rechten und linken Mastoid und eine Erdungselektrode
am Vertex. Zusatzlich wurden an beiden Ohren Kopfhérer angesetzt. Es erfolgte die
Stimulation mit einer Lautstarke von 85 Dezibel (dB). Die Amplituden der Wellen Il und IV
sowie deren Latenzen sowie die Interpeak-Latenzen I-1l, I-IV und II-lll wurden mit Hilfe des

Inomed-ND-Systems (Inomed, Emmendingen, Deutschland) bestimmt.

Abb. 7: Darstellung einer
Ratte zur FAEP-
Messung. Blaue und
schwarze Elektroden
bilden die
Mastoidelektroden, die
Vertexelektrode ist
schwarz sowie die
Erdungselektrode grin.
Zusatzlich sind hier die
Kopfhorer in rot und blau
abgebildet [86].

Zur Auswertung der frihakustisch evozierten Potenziale wurde entsprechend der Literatur auf
die Amplitude der Welle Il Wertgelegt [87].
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Abb. 8: Zeigt ein friih akustisch evoziertes Potenzial von der Ratte. a. vor der Schadigung, b.

nach Setzen der Nervenlasion.
2.8 Euthanisierung der Tiere

Am 7. bzw. 14. Tag nach der Schadigung wurde die transkardiale Perfusion der Tiere
vorgenommen. Nach der Allgemeinanadsthesie fand eine mediale Laparotomie statt. Nun
erfolgte die Durchtrennung des Diaphragmas und der Thorax in der Mittellinie, danach die
Fixierung der beiden Thorax-Halften mit einem Spreizer zur Seite, sodass der Zugang zum
rechten Ventrikel des Herzens méglich war. Uber eine Kaniile wurde die Infundierung einer
NaCl-Lésung in den linken Ventrikel und zugleich die Eréffnung des rechten Herzohrs mit
einem Schnitt durchgefuhrt, um das Ausbluten zu erreichen. Hiernach wurde mittels 3-Wege-
Hahn auf 4 % Formalin umgestellt und das Gewebe fixiert. Nach dem Herzstillstand erfolgte
das Abtrennen des Kopfes und mittels einer Zange im Anschluss das Abpraparieren der
Schadelknochen. Somit konnte das komplette Rattenhirn dargestellt werden. Zum Schluss
begann, nach Abtrennen der Hirnnerven von der Schadelbasis, das Aufbewahren des Gehirns

in Formalin-Lésung.
2.9 Aufarbeitung der histologischen Schnitte

Zur histologischen und immunhistochemischen Untersuchung standen nach der
Euthanasierung der Tiere die Freipraparation sowie die Fixierung der Gehirne an. Nach drei
Wochen wurde der grofdte Teil des GroRBhirns vom Cerebellum und Hirnstamm getrennt. Die
Gewebe wurde entwassert Uber die aufsteigende Alkoholreihe anschlief3end in Xylol und dann
mit flissigem Paraffin durchtrank. (Shandon Hypercenter XD, Histocenter). Die gewonnenen

Blocke konnten nun in 5-um-Schnitten mittels eines Mikrotoms (CUT 5062 SLEE medical,
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Mainz) geteilt werden. Dabei wurde jeder zweite Schnitt verwendet und auf einen Objekttrager
aufgetragen. Auf Basis eines Vergleiches wurde mit einem Rattenhirn-Atlas insgesamt eine
Serie von durchschnittlich 200 Schnitten pro Tier im Bereich des rechten geschadigten Ncl.
cochlearis angefertigt. Durch die Orientierung am Flocculus konnte das Areal des Cochlea-
Kerns aufgefunden werden (s. Abb. 9). Dabei wurden Schnitte vorgenommen, die moéglichst
nah am mittleren Bereich des Kerngebiets lagen. Fir die Nissl-Farbung wurden die Schnitte
auf einem normalen Objekttrager aufgetragen. Fir die Immunhistochemie wurden silanisierte
Objekttrager verwendet. Es wurden insgesamt drei Schnitte pro Tier fur die Nissl-Farbung (ein
Schnitt im mittleren Kerngebiet und jeweils einer rostral und kaudal davon) ausgewertet. Fir
die Immunhistochemie (Bcl-2, Bax, Caspase-3 und G-CSF-R) wurden zwei Schnitte pro Tier

und pro Farbung (jeweils ein Schnitt rostral und kaudal der Mitte) evaluiert.

Flocculus

Abb. 9: Erster Serienschnitt. Zu erkennen ist hier der dorsale Bereich des Ncl. cochlearis (roter
Kreis) [88].

2.10 Histologie und Immunhistochemie

Als gemeinsamer Schritt gelten hier die Entparaffinierung und Rehydrierung der Praparate.
Hierzu wurden die Schnitte je funf Minuten 3-mal in Xylol gelegt. Danach wurden diese fir je
funf Minuten in einer absteigenden Ethanol-Reihe eingetaucht (2-mal 100 %, 96 % und 70 %),
danach in Aqua dest.

Im Anschluss fanden die nachfolgend genannten Farbungen statt.
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2.10.1 Kresyl-Violett(-Nissl) -Farbung

Zunachst wurde wie zuvor beschrieben die Entparaffinierung und Rehydrierung der Schnitte
durchgefuhrt. Daraufhin wurden die Praparate in eine gepufferte Kresyl-Violett-Losung fur 15
min eingelegt sowie anschlielfend in einen Natriumacetat-Puffer eingetaucht. Im Anschluss
wurden sie zweimal mit Isopropanol gesplilt. Nun erfolgte die Entwasserung der Schnitte in
einer ansteigenden Alkoholreihe (76 %, 96 %, 2-mal 100 %), danach dreimaliges Einlegen in
Xylol. Zum Schluss wurde das Eindecken mit Roti-Histokitt || vorgenommen (Carl Roth,

Karlsruhe).

2.10.2 Bcl-2, Bax und G-CSF-R, Caspase-3

Fir die Farbung mit polyklonalen Antikorpern (AK): Bcl-2 AK, Bax-AK, G-CSF-R-AK und
Caspase-3-AK aus Kaninchenserum wurde die Avidin-Biotin-Technik (ABC-Methode)
verwendet. Zuerst wurden die Schnitte fir zehn min bei 58 °C in den Brutschrank gestellt.
Danach standen die Entparaffinierung und Rehydrierung an. Im Anschluss wurden die Schnitte
kurz in Aqua dest. getaucht. Daraufhin erfolgte die Antigendemaskierung, indem die Schnitte
in einer Kavette mit 200 ml Citrat-Puffer inkubiert und dann in einem mit 1 Liter destilliertem
Wasser gefiillten Dampfgarer fir 20 min gegart wurden. Nach dem Garen wurden die Schnitte
fur 20 min abgekihlt und anschliefiend flr finf min in Tris-Puffer gespllt. In einem dritten
Schritt wurde die endogene Peroxidase blockiert, indem die Praparate fir 20 min in 1 ml 30 %
H202 mit 99 ml Methanol inkubiert wurden. Nach der Blockierung wurden die Schnitte zweimal
je funf min in Tris gespult, darauffolgend abgetrocknet, mit Pap-Pen umfahren und in eine
feuchte Kammer mit Aqua dest. gelegt. Sodann wurden die Praparate mit Normalserum Goat
(Vector Laboratories, Biotechnology) bei Raumtemperatur fir 30 min inkubiert. Nachdem das
Normalserum Goat abgelaufen war, erfolgte die Inkubation mit dem jeweils entsprechenden
Rabbit-polyklonalen primaren Antikoérper (Santa Cruz, Biotechnology) (Verdinnung 1:100)
uber Nacht bei 4 °C. Am zweiten Tag wurden die Praparate zunachst zweimal je funf min in
Tris gespult und dann fur eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem sekundaren Goat-
antirabbit-Antikérper (Santa Cruz, Biotechnology) (Verdiinnung 1:200) bedeckt. Nach einer
weiteren Spulung der Schnitte zweimal je fiunf min mit Tris wurden sie mit dem 30 min zuvor
angesetzten ABC-Reagenz (Vector Labaratories, Burlingame, US) fir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert, hiernach nochmals mit Tris zweimal je 5 min gespult und mit dem
Peroxidase-Kit flir 20 min bei Raumtemperatur markiert (1,7 ml, pH 7,5). Hierauf erfolgte die
Spulung mit Aqua dest. Zur Kernfarbung wurde das Hamatoxylin fir zwei min verwendet. Die
Schnitte wurden danach kurz in Aqua dest. gespilt und in einer ansteigenden Alkoholreihe
(70 %, 96 %, 2-mal 100 %) entwassert sowie 3-mal in Xylol gelegt. Schliellich wurden die
Objekttrager mit Histokit eingedeckt und getrocknet.
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2.11 Histologische Auswertung

Zur histologischen Auswertung der Nissl-Farbung zwecks Bestimmung der Neuronenzahl im
Bereich des Nucleus cochlearis wurden drei Schnitte pro Tier ausgewertet. Diese waren: ein
Schnitt im mittleren Bereich im Kerngebiet des Ncl. cochlearis und der zehnte Schnitt kaudal
und rostral davon. Fir die Immunhistochemie wurden die weiteren kranialen und kaudalen
Schnitte ausgewertet, sodass insgesamt jeweils zwei Schnitte betrachtet wurden. Die Schnitte
wurden unter dem Mikroskop (Olympus XC30) in 100-facher VergroRerung bei der
Auswertung der Nissl-Praparate und in 200-facher VergréRerung fur die Immunhistochemie
betrachtet. Das Mikroskop war mit einer Kamera verbunden und an einen Computer
angeschlossen, sodass die Auswertung mit Hilfe des Programms CellSens Dimension der
Firma Olympus, Deutschland ausgefiihrt werden konnte. Die Auswertung am Bildschirm
bewirkte eine erhohte Aufldsung des Bildes und somit eine bessere Darstellung der Neurone,
die hier nochmals vergroRert betrachtet werden konnten. Eine Nervenzelle wurde als solche
identifiziert, wenn sie die Merkmale, wie in Tabelle 2 genannt, aufwies[89]. Durch das Befolgen
dieser Arbeitsschritte konnte das Aufzahlen anderer Zellen wie Mikroglia ausgeschlossen
werden[89].

Tab. 2: Auflistung der Kriterien zur ldentifizierung einer Nervenzelle in den histologischen

Praparaten
Kriterium Beschreibung
1 Vorhandene Zellmembran
2 Vorhandener Zellkern
3 Vorhandene Zellkernmembran
4 Vorhandener Nukleolus
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Abb. 10: Nervenzelle (gestrichelte Linie) mit den dazugehdrigen Kriterien, die erflllt werden
mussen, um als solche identifiziert zu werden. Mikroglia (durchgehende Linie) sind hier im

Vergleich dargestellt (100-fache Vergrolkerung).
2.12 Immunhistochemische Auswertung

Zur immunhistochemischen Analyse wurden die Schnitte kaudal und kranial der kaudalen und
kranialen Nissl-Schnitte ausgewertet. Eine Zelle wies eine positive Reaktion auf den Antikérper
auf, wenn ihr Zytoplasma einen Farbumschlag zeigte (Abb. 11).
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Abb. 11: Schematische Darstellung einer positiven (schwarz markiert) und einer negativen, mit
dem Antikorper nicht angefarbten (blau markiert) Nervenzelle.

2.13 Statistische Analyse

Alle Daten wurden mit dem Programm SPSS Version 19 ausgewertet. Als statistisch signifikant
wurden Ergebnisse mit p < 0,05 betrachtet.

Fir die Auswertung der frih akustisch evozierten Potenziale (FAEPs) wurde der T-Test fur
verbundene Stichproben verwendet und der T-Test fur unverbundene Stichproben fir die
histologische und immunhistologische Auswertung. Zur Auswertung der frih akustisch
evozierten Potenziale wurde die Amplitudenwerte der Welle Il zur Messung herangezogen
[87,90].
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3 ERGEBNISSE

In der vorliegenden Arbeit wurden umfangreiche Untersuchungen durchgefiihrt, um die Effekte
der kontinuierlichen Applikation von G-CSF auf die Neuroprotektion des Nervus
vestibulocochlearis nach partieller Schadigung zu evaluieren. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen werden im folgenden Abschnitt detailliert dargestellt. Hierbei werden sowohl
die Veranderungen in der Neuronenzahl im Nucleus Cochlearis als auch die Auswirkungen
auf akustisch evozierte Potenziale beschrieben. Die gewonnen Daten bieten wertvolle
Einblicke in die neuroprotektiven Mechanismen von G-CSF und dessen potenziellen
therapeutischen Nutzen.

Im Folgenden die Ergebnisse mit Hinblick auf die Fragestellungen separat prasentiert.

1.Fragestellung:

Welchen Nutzen zeigt die kontinuierliche Applikation von G-CSF auf die

Neuroprotektion nach partieller Schadigung des N. vestibulocochlearis?

G-CSF wirkte positiv auf die Neuroprotektion des N. vestibulocochlearis nach partieller Lasion.
Es wurden der Neuronenzahl im Ncl. Cochlearis sowie die Erhebung von friih akustisch
evozierten Potenzialen zur Auswertung herangezogen. Es folgt eine detaillierte Auflistung der

Ergebnisse.

3.1 Die Wirkung des G-CSF auf die Neuronenzahl im Ncl. cochlearis:

Bei Tieren der Kontrollgruppe 1, die eine Woche nach Nervenschadigung und Applikation von
isotoner Kochsalzldsung euthanasiert wurden, fanden sich 127 + 67 intakte Neurone. Tiere mit
G-CSF-Applikation nach Nerventrauma zeigten nach einer Woche 238 + 90 intakte Neurone.
Der Vergleich zwischen den zwei Gruppen zeigte ein signifikantes Ergebnis (p=0,035). Tiere,
die sowohl vor als auch nach dem Nerventrauma G-CSF erhielten, zeigten nach einer Woche
218 = 67 Neurone. Im Vergleich zeigten die Tiere der Kontrollgruppe 1 signifikant weniger

Uberlebende Neurone auf (p= 0,039). Die Details sind Abb. 12 zu entnehmen.
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Anzahl der Neuronen im Ncl. Cochlearis
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Abb. 12: Vergleich zwischen der Kontrollgruppe und G-CSF-posttrauma-7-Gruppe sowie G-
CSF-Pre-Posttrauma (Kontinuierliche G-CSF-Applikation fir 1 Woche) in Bezug auf die

Zellzahl. Auf der X-Achse sind die einzelnen Gruppen. Die Y-Achse zeigt die Anzahl der
Nervenzellen.

Bei den Tieren der Kontrolle 2 wurden 111 + 25 Neurone gezahlt. Wohingegen in der G-CSF-
Gruppe nach 14 Tagen (G-CSF-Posttrauma-14) 208 + 48,5 Neurone gefunden wurden. Der

Vergleich zwischen den beiden Gruppen ist statistisch signifikant (p=0,002). Abb. 13 stellt dies
graphisch dar.
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Abb. 13: Vergleich zwischen der Kontrollgruppe 2 und G-CSF-posttrauma 14-Gruppe in
Bezug auf die Zellzahl. Auf der X-Achse sind die einzelnen Gruppen. Die Y-Achse zeigt die

Anzahl der Nervenzellen.

Zusatzlich erfolgte der Vergleich zwischen den einzelnen G-CSF Gruppen: G-CSF-
Posttrauma-7 (238 + 90 intakte Neurone), G-CSF-Pre-/Posttrauma (218 + 67 intakte Neurone)
und der G-CSF-posttrauma-14 (208 + 48,5 intakte Neurone). Es konnte kein statistisch
signifikanter Unterschied festgestellt werden (p>0,05).

3.2 Frihe akustisch evozierte Potenziale

Die Amplitude der Welle Il wurde als Messparameter beurteilt. Bei allen Versuchstieren konnte
direkt nach Setzen der Lasion ein niedriger Amplituden-Wert, verglichen mit der

Ausgangsmessung, beobachtet werden.

Der Wert der Amplitude Il der FEAP in der Kontrolle 1 Gruppe betrug praoperativ 2,8 pv £ 0,7.
In der G-CSF Posttrauma-7 Gruppe betrug dies 2,9uV £ 0,2 und in der G-CSF-Pra-Posttrauma
Gruppe betrug sie 3,6uV  0,7. Der Unterschied zwischen Kontrolle 1, G-CSF-Posttrauma-7
Gruppe war statistisch nicht signifikant. Der Unterschied zwischen Kontrolle 1 und G-CSF pra-

/Posttrauma in der préoperativen Messung war statistisch nicht signifikant (P >0,05).

Postoperativ ergab sich in der Kontrolle 1 einen Amplituden Wert von 1,5uV+ 0,5. In der G-
CSF-Posttrauma-7 betrug sie 2,24pV+ 0,5 und in der G-CSF-Pra-/Posttrauma 3,19uV0,7.
Der Unterschied zwischen Kontrolle 1, G-CSF-Posttrauma-7 Gruppe und G-CSF pra-

/Posttrauma in der postoperativen Messung war statistisch signifikant (p <0,05).
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In der FAEP-Messung nach einer Woche ergab sich in der Kontrolle 1 einen Amplituden Wert
von 2,6uV+ 0,7. In der G-CSF-Posttrauma-7 betrug sie 3,7uV+ 0,75 und in der G-CSF-Pra-
/Posttrauma 4,6uV+ 1,0. Der Unterschied zwischen Kontrolle 1, G-CSF-Posttrauma-7 Gruppe

und G-CSF pra-/Posttrauma in der praoperativen Messung war statistisch signifikant (p <0,05).

Der Unterschied in den einzelnen Gruppen in den einzelnen Messzeitpunkten:

In der Kontrolle 1 prdoperativ im Vergleich zur postoperativen Messung ergab sich ein
statistisch signifikanter Unterschied (p <0,05). Im Vergleich Praoperativ zu einer Woche
postoperativ ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied (p >0,05). Postoperativ im
Vergleich zu einer Woche postoperativ ergab sich einstatistisch signifikanter Unterschied (p
<0,05).

In der G-CSF-Posttrauma-7 praoperativ im Vergleich zur postoperativen Messung ergab sich
ein statistisch signifikanter Unterschied (p <0,05). Im Vergleich Praoperativ zu einer Woche
postoperativ ergab sich ein statistisch signifikanter Unterschied (p <0,05). Postoperativ im
Vergleich zu einer Woche postoperativ ergab sich ein statistisch signifikanter Unterschied (p
<0,05).

In der G-CSF-Pra-/Posttrauma ergab sich praoperativ im Vergleich zur postoperativen
Messung keinen statistisch signifikanten Unterschied (p >0,05). Im Vergleich Praoperativ zu
einer Woche postoperativ ergab sich einen statistisch signifikanten Unterschied (p <0,05).
Postoperativ im Vergleich zu einer Woche postoperativ ergab sich einen statistisch

signifikanten Unterschied (p <0,05).

Die Abbildungen 14, 15 und 16 veranschaulichen die oben beschriebenen Ergebnisse.
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Abb. 14: FAEP der Kontrolle 1. Auf der X-Achse ist der Zeitpunkt der Messung eingetragen.
Die Y-Achse zeigt den Amplitudenwert.
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Abb. 15: FAEP der G-CSF-Posttrauma-7. Auf der X-Achse ist der Zeitpunkt der Messung
eingetragen. Die Y-Achse zeigt den Amplitudenwert.
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Abb. 16: FAEP G-CSF-Pra-/Posttrauma. Auf der X-Achse ist der Zeitpunkt der Messung

eingetragen. Die Y-Achse zeigt den Amplitudenwert.

2.Fragestellung:

Welchen Einfluss entfaltet die kontinuierliche Applikation von G-CSF auf die Apoptose-

Marker Bcl-2, Bax, und Caspase-3?

Bei allen mit G-CSF behandelten Tieren konnte im Vergleich zu den Kontrollgruppen eine
Uberexpression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 festgestellt werden. Bei Tieren der
Kontrollgruppe 1, die eine Woche nach Nervenschadigung und Applikation von isotoner
Kochsalzldsung euthanasiert wurden, fanden sich 35 * 23 mit Bcl-2 positiv gefarbten
Neuronen. Tiere mit G-CSF-Applikation nach Nerventrauma zeigten nach einer Woche 52 +
18 mit Bcl- 2 positiv gefarbten Neuronen. Der Vergleich zwischen den beiden Gruppen war
statistisch nicht signifikant (p=0,2). Solche, die vor wie auch nach dem Nerventrauma G-CSF
erhielten, verfugten nach einer Woche uber 102 + 42 Bcl-2 positive Neurone. Der Vergleich
zwischen den beiden Gruppen ist statistisch signifikant (p= 0,007). Abbildung 15 stellt dies
graphisch dar.
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Abb. 15: Vergleich zwischen der Kontrollgruppe 1, G-CSF-posttrauma 7-Gruppe und G-
CSF-Pre-/Posttrauma -Gruppe in Bezug auf der Bcl-2 positiven Zellen. Auf der X-Achse sind
die einzelnen Gruppen. Die Y-Achse zeigt die Anzahl der Nervenzellen.

Bei Tieren der Kontrollgruppe 2, die nach zwei Wochen geopfert wurden, zeigten sich 54 + 24
mit Bcl-2 positiv angefarbte Neuronen. Tiere mit G-CSF-Applikation nach dem Nerventrauma
verfligten zwei Wochen nach der Schadigung 75 + 21 ber positive Neuronen. Die Details sind

Abb. 16 zu entnehmen. Der Unterschied war allerdings statistisch nicht signifikant (p=0,2).
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Abb. 16: Vergleich zwischen der Kontrollgruppe 2 und G-CSF-posttrauma 14-Gruppe in Bezug
auf der Bcl-2 positiven Zellen. Auf der X-Achse sind die einzelnen Gruppen. Die Y-Achse zeigt
die Anzahl der Nervenzellen.

Ferner war eine Unterregulation der Expression des pro-apoptotischen Proteins Bax bei
den Experimentaltieren beobachtbar. Diese Ergebnisse werden in den Grafiken 17 und 18
veranschaulicht. Bei Tieren der Kontrollgruppe, die eine Woche nach Nervenschadigung
und Applikation von isotoner Kochsalzlésung euthanasiert wurden, fanden sich 53 + 23 mit
Bax positiv gefarbten Neuronen. Tiere mit G-CSF-Applikation nach Nerventrauma zeigten
nach einer Woche 28,5 + 6 mit Bax positiv gefarbten Neurone. Das Ergebnis ist statistisch
signifikant (p= 0,03). Solche, die vor wie auch nach dem Nerventrauma G-CSF erhielten,
verfligten nach einer Woche Uber 34 £ 13 Bax positive Neurone (Abb. 17). Der Vergleich

zwischen den beiden Gruppen ist statistisch nicht signifikant (p=0,1).
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Abb. 17: Vergleich zwischen der Kontrollgruppe 1 und G-CSF-posttrauma 7-Gruppe und G-
CSF-Pre-Posttrauma-Gruppe in Bezug auf der Bax positiven Zellen. Auf der X-Achse sind die

einzelnen Gruppen. Die Y-Achse zeigt die Anzahl der Nervenzellen.

Bei Tieren der Kontrollgruppe, die nach zwei Wochen geopfert wurden, zeigten sich 61,67 +
15 mit Bax positiv angefarbte Neurone. Tiere mit G-CSF-Applikation nach dem Nerventrauma
verflugten zwei Wochen nach der Schadigung tuber 35 + 19 positive Neuronen. Die Details sind

Abb. 18 zu entnehmen. Der Unterschied war statistisch signifikant (p=0,03).
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Abb. 18: Vergleich zwischen der Kontrollgruppe und G-CSF-posttrauma 14-Gruppe in Bezug
auf der Bax positiven Zellen. Auf der X-Achse sind die einzelnen Gruppen. Die Y-Achse zeigt

die Anzahl der Nervenzellen.

Zusatzlich konnte die externe G-CSF-Applikation die Expression von Caspase 3 unterdriicken.
Die Grafiken 19 und 20 zeigen dies graphisch. Es konnten in allen G-CSF-Gruppen weniger
Caspase-3-positive Zellen gezahlt werden als in den Kontrollgruppen. Bei Tieren der
Kontrollgruppe, die eine Woche nach Nervenschadigung und Applikation von isotoner
Kochsalzldsung euthanasiert wurden, fanden sich 72 + 38 mit Caspase 3 positiv gefarbten
Neurone. Tiere mit G-CSF-Applikation nach Nerventrauma zeigten nach einer Woche 41 £ 22
mit Caspase 3 positiv gefarbten Neurone. Der Unterschied zwischen den beiden Ergebnissen
lieferte allerdings kein statisch signifikantes Ergebnis (p=0,1). Solche, die vor wie auch nach
dem Nerventrauma G-CSF erhielten, verfugten nach einer Woche tber 45 + 22 mit Caspase
3 positive Neurone. Auch hier war der Unterschied statistisch nicht signifikant (p=0,5) (Abb.
19).
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Abb. 19: Vergleich zwischen der Kontrollgruppe und G-CSF-posttrauma 7-Gruppe sowie G-
CSF-Pre-/Posttrauma-Gruppe in Bezug auf der Caspase 3 positiven Zellen. Auf der X-Achse
sind die einzelnen Gruppen. Die Y-Achse zeigt die Anzahl der Nervenzellen.

Bei Tieren der Kontrollgruppe 2, die nach zwei Wochen geopfert wurden, zeigten sich 65 + 25
mit Caspase-3 positiv angefarbte Neuronen. Tiere mit G-CSF-Applikation nach dem
Nerventrauma verfligten zwei Wochen nach der Schadigung tber 37 + 14 positive Neuronen.

Die Details sind Abb. 20 zu entnehmen. Der Unterschied ist statistisch signifikant (p= 0,05).
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Abb. 20: Vergleich zwischen der Kontrollgruppe und G-CSF-posttrauma 14-Gruppe in Bezug
auf der Caspase 3 positiven Zellen. Auf der X-Achse sind die einzelnen Gruppen. Die Y-Achse
zeigt die Anzahl der Nervenzellen.

3.Fragestellung:

Welchen Einfluss libt die externe G-CSF-Gabe auf die Expression seines Rezeptors (G-
CSF-R) im Ncl. cochlearis aus?

Auch auf seinen Rezeptor lbte die externe G-CSF-Applikation einen positiven Effekt. Zum
anderen konnte hier erstmals nachgewiesen werden, dass G-CSF-R im Ncl.cochlearis
exprimiert wird. Es konnten signifikant mehr mit G-CSF-Rezeptor positiv angefarbte Zellen in
den G-CSF-Gruppen beobachtet werden als in den Kontrollgruppen (p < 0,05). Ein
Unterschied zwischen den einzelnen G-CSF-Gruppen konnte allerdings nicht festgestellt
werden. Weder die praoperative G-CSF-Applikation noch die Langzeitbeobachtung binnen
zwei Wochen war geeignet, einen besseren Einfluss auf die Expression des G-CSF-R
auszuutben. In Abb. 21 und 22 wird die G-CSF-R-Expression im rechten Ncl. cochlearis in
allen Versuchsgruppen verdeutlicht.

Bei Tieren der Kontrollgruppe, die eine Woche nach Nervenschadigung und Applikation von
isotoner Kochsalzldsung euthanasiert wurden, fanden sich 53 + 18 mit G-CSF-R positiv
gefarbte Neurone. Tiere mit G-CSF-Applikation nach Nerventrauma zeigten nach einer Woche

94 + 47 mit G-CSF-R positiv gefarbten Neurone. Der Unterschied zwischen den beiden
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Ergebnissen lieferte kein signifikantes Ergebnis. Solche, die vor wie auch nach dem
Nerventrauma G-CSF erhielten, verfugten nach einer Woche Uber 95 + 28 mit G-CSF-R

positive Neurone. Tiere der Kontrollgruppe wiesen tendenziell weniger G-CSF-R positiv
gefarbte Neurone auf 53 + 18 (Abb. 21).
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Abb. 21: Vergleich zwischen der Kontrollgruppe und G-CSF-posttrauma 7-Gruppe in Bezug
auf die G-CSF-R positiven Zellen. Auf der X-Achse sind die einzelnen Gruppen. Die Y-Achse
zeigt die Anzahl der Nervenzellen

Bei Tieren der Kontrollgruppe 2, die nach zwei Wochen geopfert wurden, zeigten sich 42 + 23
mit G-CSF-R positiv angefarbte Neurone. Tiere mit G-CSF-Applikation nach dem
Nerventrauma verfugten zwei Wochen nach der Schadigung 93,83 + 45,31 Uber positive

Neuronen. Die Details sind Grafik 22 zu entnehmen. Der Unterschied ist statistisch signifikant
(p=0,032).
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Abb. 22: Vergleich zwischen der Kontrollgruppe 2 und G-CSF- Posttrauma-14-Gruppe in
Bezug auf den G-CSF-R positiven Zellen. Auf der X-Achse sind die einzelnen Gruppen. Die
Y-Achse zeigt die Anzahl der Nervenzellen.
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4 DISKUSSION

Der Neuroprotektion des Nervus vestibulocochlearis nach  Operationen im
Kleinhirnbriickenwinkel kommt in der Medizin eine besondere Bedeutung zu. In dieser Studie
wurde der neuroprotektive Effekt des G-CSF auf den N. vestibulocochlearis nach
verursachtem Trauma im Rattenmodell untersucht. Im Folgenden werden die Methodik, mit

der diese Arbeit angefertigt wurde, sowie die daraus resultierenden Ergebnisse diskutiert.
4.1 Diskussion der Methodik

41.1 Warum G-CSF?

Dem Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor wurde als Wachstumsfaktor in zahlreichen
Studien eine neuroprotektive Wirkung zugeschrieben. Das Peptid bindet an seinem Rezeptor
und I6st dort eine Unterdrickung des Zelluntergangs aus. So zeigten Studien eine
neuroprotektive Wirkung nach externer G-CSF-Applikation in unterschiedlichen Modellen
(u. a. Ischamie, Parkinson, ALS-Modell) [55-57,66—72,80,91]. Eine intraventse G-CSF-Gabe
belegte einen signifikanten neuroprotektiven Effekt in einem Schlaganfall-Modell in Ratten[53].
Auch in einer randomisierten kontrollierten Studie konnte diese G-CSF-Wirkung nachgewiesen
werden. Hierflr wurden bei 7 Patienten mit akutem Schlaganfall 15u/Kg Kérpergewicht G-CSF
subkutan taglich fir 5 Tage innerhalb einer Woche appliziert. In der Follow-up-Untersuchung
nach einem Jahr konnte bei den Patienten mit G-CSF-Gabe eine signifikante Besserung der
neurologischen Funktion festgestellt werden. Allerdings konnte bildmorphologisch anhand
einer cMRT-Bildgebung dieser Unterschied nicht festgestellt werden[92,93]. Die Wirkung von
G-CSF auf den N. vestibulocochlearis bei dessen Schadigung ist jedoch bislang noch nicht
umfassend untersucht worden. Der G-CSF ist gegenuber anderen Wachstumsfaktoren wie
der Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) und der Nerve growth factor (NGF) im Vorteil.
Eine erfolgreiche neuroprotektive Therapie soll gut tolerierbar sein und keinen Einfluss auf die
Physiologie des Gehirns haben. So hat der G-CSF ein geringeres Nebenwirkungsprofil,
aullerdem verfugt er Uber eine gute Penetration der Blut-Hirn-Schranke [51,94]. Die
Arbeitsgruppe um Schneider et al. konnte zeigen, dass die Gehirn-Serum-Ratio vom iodierten
G-CSF (1317-G-CSF) nach intravendser Gabe in 1, 4 und 24 h in Ratten in den verschiedenen
Zeitpunkten signifikant hoch ist. Dies impliziert die G-CSF-Passage in der intakten Blut-Hirn-
Schranke. Auch die Nebenwirkungen nach externer G-CSF-Gabe beschranken sich auf
Ubelkeit, Kopfschmerzen sowie Muskelschwéche, die mit nichtsteroidalen Schmerzmitteln gut
behandelt werden kdnnen. Diese Nebenwirkungen treten meist auch nur voribergehend nach
der Injektion auf [57,95-97].
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Insbesondere vorteilhaft ist die bereits etablierte Anwendung in der klinischen Medizin. So
wurde G-CSF am 21.02.1991 bei der US Food and Drug Administration bei Neutropenie-
Patienten zur Reduktion der Infektionsrate klinisch zugelassen[98]. Zusatzlich ist die indirekte
Neuroprotektion des G-CSF Uber Ausschittung anderer Nervenwachstumsfaktoren, wie
BDNF, ein Vorteil und macht das G-CSF zu einem potenten und vielversprechenden
neuroprotektiven Mittel bei Nervenschadigungen [99,100]. Bei dem Wachstumsfaktor BDNF
ist die neuroprotektive Wirkung demgegentber durch fehlende nachhaltige bzw. wiederholte
Nachlieferung limitiert [101,102]. Zusatzlich weist BDNF eine reduzierte Penetration der Blut-
Hirn-Schranke auf. Weiter schranken die zahlreichen Nebenwirkungen von BDNF seinen
Einsatz als mogliche neuroprotektiven Substanz ein. Eine mdgliche Alternative ware die
Erhéhung der endogenen Konzentration von BDNF. Dies ist durch die externe G-CSF-

Applikation zu erzielen [103].
4.1.2 Applikationsform

Als Applikationsform wurde hier eine subkutane Form gewahlt. Dies ist in Bezug auf das
neuroprotektive Potential des G-CSF aufgrund ihrer einfachen Handhabung eine der
haufigsten angewandten Methoden im Tiermodell. So bleibt die Suche nach einer geeigneten
Vene bei den kleinen Versuchstieren erspart [57,59,69,78,91,104]. Allerdings ist die
Studienlage zur Untersuchung der geeigneten Applikationsform von G-CSF als
Neuroprotektant diinn. Im Gesamten beschreibt die Literatur den Unterschied zwischen einer
intravenésen  bzw. subkutanen Gabe des G-CSF zur Behandlung einer
chemotherapieinduzierten Neutropenie. In einer randomisierten Studie untersuchte man den
Unterschied zwischen i.v. und s.c. an 120 Patienten mit chemotherapieinduzierter Neutropenie
bei hdmato-onkologischen Erkrankungen sowie Knochenmarktransplantation innerhalb eines
Jahres. Appliziert wurde eine Filgrastim-(G-CSF) -Dosis von 5ug/kg pro Kérpergewicht i.v.
bzw. s.c. Die intravendse Applikation erfolgte als Bolus. Hierbei konnte festgestellt werden,
dass bei der i.v.-Applikation die Neutropenie langer anhielt als bei der sc-Applikation.
Bezuglich Fieber und Hospitalisierungsdauer zeigte sich allerdings kein Unterschied. Eine
mdgliche Erklarung ware in der Pharmakokinetik des G-CSF zu finden. So ist bei der i.v.-
Applikation die Sattigung des G-CSF-Rezeptors schneller erreicht; somit bleibt der restliche
G-CSF ungebunden. Dies fuhrt zur Elimination des ungebundenen G-CSF Uber die Niere.
Hingegen verfolgt die subkutane Applikation einen langsamen Release-Mechanismus.
Schlussfolgernd maximiert die s.c.-Applikation den G-CSF-Effekt [105].

4.1.3 Dosierung

StandardmafRig werden in der Literatur Dosen von 10 pg bis 200 pg pro Kilogramm

Kdrpergewicht beschrieben. So wurden in einem Rattenmodell bei perinataler Hypoxie Dosen
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von 10, 30 und 50ug/kg KG einen Tag nach der Hirnschadigung appliziert [106]. In anderen
Ischamie-Modellen wurde eine Dosis von 50ug/kg KG verwendet, allerdings mit verschiedenen
Applikationszeitpunkten [68,107-115].

In einem Tiermodell der akuten zerebralen Ischamie wurden Ratten mit 100ug/kg KG G-CSF

s.c. direkt nach der Schadigung fur sieben Tage behandelt. Es konnte eine Reduktion des
Infarktvolumens sowie der nekrotischen Zellen nachgewiesen werden[116]. In einem anderen
Modell der perinatalen Hypoxie wurden x Ratten mit 30pg/kg KG G-CSF i.p. einen Tag nach
der Hypoxie flr sechs Tage behandelt. Auch hier konnte ein positiver Effekt erzielt werden. So
verbesserte die G-CSF-Applikation die kognitive Funktion [117]. Auch hdhere Dosen von
200ug/kg KG wurden appliziert. So wurde in einem Hypoxie-lschdmie-Modell von neonatalen
Mausen diese Dosis s.c. funf Mal binnen 24 Stunden innerhalb bestimmter Intervalle appliziert.
Hier konnte allerdings kein positiver Effekt erzielt werden. Die G-CSF-Gabe zeigte keine
Verbesserung der neurologischen Funktion und des Outcomes [118]. In der Literatur ist bereits
beschrieben, dass eine hohe G-CSF-Dosis zu einer Leukozytose flihren kann [53,92].
Zusétzlich steigert sie Nebenwirkungen wie Ubelkeit und Knochenschmerzen. So zeigte die
Studie von Kang-Liu et al., dass bei einer Verwendung von 50ug/kg KG G-CSF im Vergleich
zu einer Dosis von 100ug/kg KG keine Leukozytose und auch keine Nebenwirkungen
auftreten. In einer friheren klinischen Studie in einem Schlaganfall-Modell konnte
nachgewiesen werden, dass eine Dosis von 15ug/kg KG subkutan innerhalb 5 Tagen mit
Knochenschmerzen und einer abnormalen Funktion der Leber assoziiert ist [119]. Eine
niedrige Dosierung hingegen minimiert die Nebenwirkungen. Bei Parkinson-Patienten wurde
eine G-CSF-Dosis von 5ug/kg KG fur drei 6-Tage-Zyklen appliziert. 5 von 10 Patienten zeigten
einen besseren Outcome und tolerierten die Medikation gut [120]. In einer ALS-Studie erfolgte
die Applikation von 5ug/kg KG G-CSF jeden dritten Monat flir 4 Tage innerhalb eines Jahres.
Hier konnten auch eine gute Toleranz und weniger Nebenwirkungen erzielt werden [121].
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass eine wiederholte G-CSF-Gabe in niedriger
Dosierung sicherer ist als eine einfache Gabe in hdoherer Dosierung. Dadurch werden die
Nebenwirkungen minimiert und ein besserer Outcome erzielt. Auch im Hinblick auf die kurze
Halbwertszeit des G-CSF scheint eine wiederholte G-CSF-Gabe besser. In dieser Studie

wurde daher eine Therapiedosis von 30 ug pro Kilogramm Kérpergewicht verwendet.
4.1.4 Die vorherige G-CSF-Gabe (Pre-Dosis)

Eine der elementaren Hypothesen dieser Studie war, dass eine vorherige G-CSF-Applikation
einen protektiven Effekt auf den N. vestibulocochlearis ausubt und eine Schadigung verhindert
oder minimiert. Dies ist insofern wichtig, weil die Schadigung oft iatrogen erfolgt bei
Operationen am Kleinhirnbrickenwinkel. So ware eine praoperative Gabe von G-CSF ggf. in

Kombination mit einer postoperativen Gabe von Vorteil. Diese Hypothese konnte in dieser

-48 -



Studie nicht bestatigt werden. Eine praoperative Gabe des G-CSF erzielte ahnliche
Ergebnisse wie eine postoperative Gabe. Die Begriindung kdnnte an der kurzen Halbwertszeit
von G-CSF liegen. Eine andere Erklarung ware, dass der G-CSF seine Wirkung erst bei

Schadigung entfalten kann.
4.1.5 Versuchstiere

In der experimentellen Forschung sind Mause und Ratten die meist verwendeten Tiere. Ratten
haben grundsatzlich gegentiber Mausen den Vorteil, dass sie grofRer sind; so lassen sich hier
beispielsweise Verfahren wie die Mikrodissektion anwenden. Die Gattung der Ratten umfasst
eine Reihe von Arten. Long-Evans-Ratten zum Beispiel werden meist im Rahmen der
Verhaltens- und Adipositas-Forschung eingesetzt. In dieser Studie wurden Sprague-Dawley-
Rassen als Versuchstiere verwendet. Die Anatomie des Hororgans ist der des Menschen
ahnlich. Sprague-Dawley-Ratten charakterisieren sich durch ihre zahme und einfache
Handhabung. AufRerdem erfolgte deren Entwicklung aus den Wistar-Ratten, welche sich

aufgrund der ahnlichen Anatomie zum Menschen fur Studien der Horschadigung eignen [122].
4.1.6 Die Kraniektomie

Zur Darstellung des Nervus vestibulocochlearis erfolgte die Durchfiihrung einer suboccipitalen
Kraniektomie mithilfe eines Mikrobohrers. Entscheidend fir den Verlauf der Operation waren
die Lagerung der Tiere sowie der Umfang der Kraniektomie. Dieser musste mdglichst grof3
gewahlt werden, um den Verlauf der Operation zu erleichtern und den achten Hirnnerv
darstellen zu kdnnen. Zusatzlich wurde bei den groReren Kraniektomien sowohl auf den Sinus
transversus als auch den Sinus sigmoideus achtgegeben, da hier die Gefahr der Verletzung
grol3 war und das Tamponieren mit Tabotamp unabdinglich fir die Blutstillung ist. Sofern zu
diesem Zeitpunkt die Nervschadigung noch nicht erfolgt ist, wird die weitere Operation
aufgrund der vorangegangenen Blutung sowie entstandener Schwellungen sehr schwierig bis
unmoglich. Literaturangaben hierzu sind bei der dinnen Datenlage nicht zu finden. Diese

Erkenntnisse stammen aus der eigenen Erfahrung [86,123].
4.1.7 Die Nervenlasion

In dieser Studie erfolgte zum Setzen der Nervenlasion die partielle Trennung der Nervenfasern
durch einen Wasserstrahldissektor. Diese Vorgehensweise charakterisiert sich durch eine
gute Umsetzbarkeit sowie durch einen geringeren Zeit- und Umsetzungsaufwand, wie im
Folgenden erlautert wird [123]. Laut Literatur kann eine Nervenschadigung in
Tierexperimenten durch verschiedene Methoden verursacht werden. Roshal et al. beschreiben
die Trennung des achten Hirnnervs in Ratten durch eine Mikroschere in mikrochirurgischer

Technik [90]. Kermer et al. stellen die Schadigung des Optikus-Nervs im Rattenmodell durch
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einfache Durchtrennung des Nervs dar [124,125]. Eine weitere Verfahrensweise zum Setzen
einer Nervenlasion ist die Kompression des N. cochlearis. Hierbei wird eine L-férmige
Compression-Recording-(CR)-Elektrode am Meatus acusticus internus platziert [126]. Die
Schadigung erfolgt kontrolliert mittels Elektrophysiologie. Alternativen zum Setzen einer
Nervenlasion und in der Literatur bisher beschrieben sind auch Methoden, die die
versorgenden Gefalte unterbinden. Das heift das Blutgefal, das den Nerv versorgt, wird
unterbunden bzw. koaguliert [127]. Speziell fur die Schadigung am Cochlear-Nerv werden
verschiedene Verfahren aufgefihrt. Dazu zahlen die intracochleare Injektion von Chemikalien
sowie die Unterbindung der Blutzufuhr Uber der A. auditiy interna [128]. Durch eine
ischamische Schadigung lasst sich das Ausmal der Schadigung weniger gut steuern wie bei
einer mechanischen Schadigung, weshalb in dieser Arbeit auf die Unterbindung der
versorgenden Gefalle des Nervus cochlearis verzichtet wurde. Die Kompressionselektrode
stellt die am besten steuerbare Methode dar, um Hirnnerven mechanisch zu schadigen. Dies
ist allerdings mit groRem zeitlichen und Umsetzungsaufwand verbunden. Eine gute Alternative
mit besserer Umsetzungsmaglichkeit und geringerem zeitlichen Aufwand stellt die Schadigung
durch den Wasserstrahldissektor dar, weshalb auf diese Verfahrensweise hier zurtickgegriffen
wurde, wie eingangs des Kapitels dargestellt [129,130]. In dieser Studie erfolgte die partielle
Lasion des N. vestibulocochlearis mit dem Wasserstrahldissektor unter Verwendung einer
Druckstarke von 8 bar. In einer Studie von Oertel et. al. zur Untersuchung des Einflusses des
Wasserstrahldissektors auf den Cochlear-Nerv  wurde festgestellt, dass eine
Wasserdruckstarke von 8 bar zu einer Teillasion des Nervs flhrt. Hingegen wirde eine héhere
Starke zu einer kompletten Lasion des Nervs, eine geringere zu keiner Schadigung fuhren
[84,131]. Eine Teillasion des Nervs war in dieser Studie das Ziel. Dies ermdglicht die bessere
Beurteilbarkeit von neuroprotektiven Substanzen, da durch eine Teillasion eine Erholung des
Nervs noch mdglich ist [123,132]. Dies ist auch an der leichten Verbesserung der frihen

akustisch evozierten Potenziale der Kontrollgruppe erkennbar.
4.1.8 Objektive Messung der Funktion des Nervs

Zur Messung der Funktion des achten Hirnnervs zahlen die otoakustische Emission,
Stapediusreflex Messung sowie das Hirnstammaudiometrie (BERA). In dieser Studie wurde
die Hirnstammaudiometrie (BERA) zur Ableitung der frihen akustisch evozierten Potenziale
(AEP) verwendet. Dieses Verfahren ist sensitiv bei Hirnstammlasionen und gut im Tiermodell
etabliert [133]. Bei dem BERA-Verfahren werden akustische Signale (in dieser Studie in Form
von Klickgerauschen) Uber einen Kopfhérer abgegeben, wodurch ein Horreiz ausgeldst wird.
Das Antwortpotenzial wird dann im Hirnstamm angezeigt. Dieses Verfahren ist
probandunabhangig, somit eignet es sich auch sehr gut zum Hérscreening bei Neugeborenen

oder bei unkooperativen Patienten. Weitere Vorteile sind eine schnelle Durchflihrung sowie
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die Tatsache, dass Hinweise zur geschadigten Seite geben werden [122]. Die Uberpriifung
der Horfunktion der Ratten ist schwierig. Allerdings konnte dies mittels evozierten Potenzialen
gemessen werden [115,134,135]. Die Durchfihrung der BERA in dieser Studie stellte die
Arbeitsgruppe vor einige Herausforderungen, insbesondere aufgrund der fehlenden
Etablierung der Methode bei Ratten, so zeigten manche Werte einen Diskrepanz und
inkonklusiven Werten, allerdings durchschnittlich konnte eine Aussage in Bezug auf den
Einfluss des G-CSF getroffen werden. Verschiedene Faktoren tiben Einfluss auf die Resultate
der BERA. Dazu zahlen: Das Geschlecht sowie das Alter des Tieres, die Stresslevel (Handling,
Transport, Anzahl der Tiere pro Kafig, Akklimatisierungszeit), die Umweltgerausche, Das
Model und Produktionsjahr des Messgerats, der Elektroden Typ sowie Frequenz. Auch die
Anasthesie, mit der das Tier narkotisiert wurde und die Temperatur des Tieres wahrend der
Messung spielen kénnen die Ergebnisse der BERA beeinflussen [136].

Vor diesem Hintergrund wurde auf eine ausreichende und einheitliche Akklimatisierungszeit
bei allen Versuchstieren geachtet sowie auf die gleiche Anzahl von Tieren pro Kafig. Auch
erfolgte der Umgang mit den Tieren nur durch einen Untersucher; dieser sorgte fir eine
behutsame, homogene Behandlung, um den Stresslevel so minimal wie moglich zu halten
[136—138]. Der Ratten-Typ spielt fur die Ergebnisse der BERA ebenfalls eine Rolle. So zeigen
Sprague-Dawley-Ratten im Vergleich zu Long-Evans-Ratten eine niedrigere Hérschwelle bei
gleicher Frequenz [139]. Bezogen auf das Geschlecht, haben weibliche Ratten eine bessere
Horfahigkeit als mannliche Genossen. Mannliche Ratten haben langere Latenzen und kleinere
Amplituden als weibliche. Deshalb soll bei Studien zur besseren Vergleichbarkeit der
Ergebnisse das gleiche Geschlecht verwendet werden [140,141]. In dieser Arbeit wurden
entsprechend nur mannlicher Tiere verwendet. Interessanterweise macht sich dieser
Unterschied erst ab einem Alter von 70 Tagen bemerkbar [142]. Bei der BERA werden
Amplitude und Latenz der Antwort im Zeitbereich gemessen, wie aufgefiihrt. Da Latenzen
sowie Amplituden sowohl von der Temperatur als auch vom verwendeten Anasthetikum
abhangig sind, wurde in dieser Studie mithilfe einer Warmeplatte sowie einer rektalen
Temperatur-Messsonde auf eine konstante Temperatur bei allen Versuchstieren geachtet.
Dies gestaltete sich aufgrund der Witterungsbedingungen mit extremen Hitzeperioden in
dieser Zeit nicht immer einfach und kdnnte die Unterschiede in den einzelnen Messungen
erklaren [136,143—-146]. Grundsatzlich herrscht bezogen auf die Amplituden der BERA eine
héhere Variabilitdt bei den Tieren vor, was mit deren erhohter Affektivitdt gegenuber
Umweltgerauschen zu erklaren ist [147]. Mit steigender Reizintensitat verringern sich die
Latenzen, wahrend sich die Amplituden erhdhen. Auch der Faktor Zeit spielt bei der Bewertung
der Ergebnisse eine Rolle, also wann die Messungen durchgefihrt wurden. So zeigten frihere
Studien einen Zusammenhang zwischen der Messzeit und dem zirkadianen Rhythmus

[136,148,149]. Des Weiteren wies eine Messung nach der Schadigung morgens eine bessere
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Erholung des Nervs auf als Messungen bei den Tieren, die abends das Trauma erfuhren. So
zeigte die Studie von Meltser et al. bei Mausen mit einem morgens verursachten
Gerauschtrauma (100 dB far 1 h) zwei Wochen nach dem Trauma eine bessere Erholung auf
als bei Mausen, welche das Trauma erst abends erfuhren; Letztere hatten zwei Wochen
danach eine verlangerte ABR-Schwelle (10-20 dB). Aus diesem Grund soll die Messung zur
selben Tageszeit durchgefiihrt werden [136,148,149]. Insgesamt sorgten verschiedene
Faktoren wie Temperaturunterschiede, Umwelteinflisse, das Einstellen der richtigen
Messparameter und die richtige Messmethode beim Setzen der Markierung fir die Wellen
sowie das veraltete Modell des Messprogramms flr einzelne Unplausibilitaten der Ergebnisse.
Deswegen sollte in Folgestudien auf diese Punkte achtgegeben werden, um valide Ergebnisse
zu bekommen [150]. Die typische Wellenformation besteht aus flnf bis sechs Wellen,
entsprechend den akustisch stimulierten anatomischen Strukturen der Hérbahn. Da in Studien
nachgewiesen wurde, dass der Wellen-1V-V-Komplex der Menschen der Welle IV von Ratte
und Katze entspricht und die Welle Il der Ratte der Welle Il der Menschen entspricht, erfolgte
fur die Bewertung der BERA in dieser Studie die Beurteilung der Wellen Il und IV. So resultierte
die Durchtrennung des achten Hirnnervs in der Studie von Roshal et al. in einer Elimination
der Wellen Il und IV der BERA [87,90]. Auf die Beurteilung der Welle | wurde verzichtet, da
mehrere frihere Studien nachgewiesen haben, dass Welle | auch nach Durchtrennung des
Nervs weiterhin vorhanden ist. Beispielhaft konnte in der Studie von Buchwald und Huang
nach Durchtrennung des Hornervs einer Katze weiterhin die Welle | nachgewiesen werden.
Maurer und Mika zeigten eine Persistenz der Welle | nach Durchtrennung des achten
Hirnnervs im cerebellopontinen Winkel bei zwei Kaninchen [151]. AulRerdem wandelte sich die
verlangerte Latenz der Welle | 30 min nach Schadigung fast in ihre Ausgangswerte vor der

Schadigung zurtick [90].
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

1.Fragestellung:

Welchen Nutzen zeigt die kontinuierliche Applikation von G-CSF auf die

Neuroprotektion nach partieller Schadigung des N. vestibulocochlearis?
4.2.1 Diskussion der elektrophysiologischen Ergebnisse

Bei der Auswertung der FAEPs fehlt auf, dass G-CSF zu einer Steigerung der Amplitude II
nach Setzen der Nervenlasion flhrte. Somit kann eine Erholung sowie Regeneration des
Nervus cochlearis angenommen werden. Es zeigte sich ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den G-CSF-Gruppen und der Kontrollgruppe. Beziglich Amplitude IV
findet sich ein Trend zugunsten der beiden G-CSF-Gruppen, verglichen mit der
Kontrollgruppe. Eine genauere Auswertung war hier aufgrund von technischen Fehlern (wie

bereits in Kapitel 5.1.8 erwahnt) nicht moglich.

4.2.2 Diskussion der histologischen Ergebnisse

Anhand der histologischen Ergebnisse Iasst sich ein neuroprotektiver Nutzen des G-CSF auf
den partiell geschadigten N. vestibulocholearis beobachten. Dies &uRert sich in einer
vermehrten Neuronenzahl im Ncl. cochlearis des geschadigten Nervs. In allen drei G-CSF-
Gruppen im Vergleich zu den Gruppen ohne G-CSF-Applikation zeigte sich ein statistisch
signifikantes Ergebnis. In Bezug auf die zusatzliche praoperative Gabe von G-CSF Iasst sich
kein Unterschied im Vergleich zur alleinigen postoperativen Gabe feststellen. Dies kdnnte an
einem fehlenden Stimulus liegen, wie z. B. einem Nerventrauma, sodass die Interaktion
zwischen dem G-CSF und seinem Rezeptor praoperativ nicht aktiviert werden konnte. Eine
andere Erklarung fur eine fehlende Aktivierung des G-CSF-R ware das Nichtvorhandensein
von ausreichendem G-CSF als Ligand, sodass in Folgestudien eine hdhere G-CSF-Dosierung
praoperativ versucht werden kénnte. Theoretisch kénnte der fehlende praoperative Effekt auch
an der kurzen Halbwertszeit von G-CSF liegen, diese betragt 4 Stunden [77,80].
Morphologisch konnte auch eine vermehrte Dichte der Mikroglia/Makrophagen in den G-CSF-
Gruppen, verglichen mit den Kontrollgruppen, beobachtet werden. Dies bestatigte die
Hypothese, dass einer der Wirkmechanismen des G-CSF die Induktion neuroprotektiver
Faktoren wie BDNF und NT-3 ist, die u. a. von den Mikrogliazellen ausgeschuttet werden.
Daraus lasst sich schlussfolgern, dass der G-CSF vermutlich sowohl direkt neuroprotektiv wirkt
als auch Uber eine indirekte Komponente verfigt, indem er die Ausschittung weiterer
neuroprotektiver Faktoren induziert. Die exogene Gabe von BDNF und NT-3 als

neuroprotektive Substanzen war bereits Gegenstand zahlreicher Untersuchungen, allerdings
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waren die Nebenwirkungen nicht guinstig und eine signifikant klinisch beobachtbare Erholung
konnte nicht beobachtet werden [152-157].

2.Fragestellung:

Welchen Einfluss entfaltet die kontinuierliche Applikation von G-CSF auf die Apoptose-
Marker Bcl-2, Bax und Caspase-3?

Die Applikation von G-CSF fordert die Bcl-2-Expression und unterdriickt die Exprimierung von
Bax. Dies fuhrt zur Annahme, dass der G-CSF die Apoptose hemmt. Diese Hypothese konnte
in dieser Studie bestatigt werden. So zeigten alle G-CSF-Gruppen mehr Bcl-2-positive Zellen
als die Kontrollgruppen. In Bezug auf Bax konnten weniger Bax-positive Zellen in den G-CSF-
Gruppen nachgewiesen werden. Auch andere Arbeitsgruppen kamen genau zu dieser
Schlussfolgerung [53,68,73,158—161]. Als weiterer Apoptose-Marker wurde in dieser Studie
die Caspase-3 betrachtet. Auch hier Ubte die exogene G-CSF-Applikation einen positiven
Einfluss aus. So wurden in allen G-CSF-Gruppen weniger Caspase-3-positive Zellen
gefunden. In der Literatur ist bereits beschrieben, dass eine verminderte Expression der
Caspase-3 die Apoptose unterdriickt. Somit wird hier noch einmal bestatigt, dass die
endogene G-CSF-Expression nicht ausreichend ist, um eine signifikant klinisch bemerkbare
Erholung des achten Hirnnervs zu erzielen. Vielmehr ist eine fordernde exogene G-CSF-Gabe
notig. Die exogene G-CSF-Expression soll auch kontinuierlich erfolgen, damit gewahrleistet
wird, dass ausreichend Liganden am G-CSF-Rezeptor andocken kdnnen und damit eine

neuroprotektive Wirkung ermoglicht wird.

3.Fragestellung:

Welchen Einfluss libt die externe G-CSF-Gabe auf die Expression seines Rezeptors (G-
CSF) im Ncl. cochlearis aus?

In Bezug auf den G-CSF-Rezeptor konnte eine Expression im Ncl. cochlearis festgestellt
werden, die bislang nur in anderen Regionen des zentralen Nervensystems nachgewiesen
wurde [162]. In diese konnten in den G-CSF-Gruppen mehr G-CSF-R-positive Zellen
festgestellt werden. Die Uberexpression des G-CSF-Rezeptors in den G-CSF-Gruppen deutet
darauf hin, dass die exogene G-CSF-Applikation die Expression seines Rezeptors zusatzlich

verstarkt und dadurch wiederum die Wirkung des G-CSF ermdglicht wird.
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4.3 Kritische Begutachtung der eigenen Untersuchungen

Die Auswertung der histologischen und immunhistologischen Schnitte wurde in dieser Studie
manuell und ohne Verblindung vorgenommen; eine maschinelle Auswertung oder eine
Verblindung der Auswertung durch einen anderen Untersuchenden wirden validierter

Ergebnisse liefern.
4.4 Schlussfolgerung

Zusammenfassend lassen sich der neuroprotektive und der anti-apoptotische Effekt des
Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Faktors auf den partiell geschadigten achten Hirnnerv
bestatigen. Die vorliegende Studie hat gezeigt, dass der G-CSF einen anti-apoptotischen
Effekt auf den N. vestibulocochlearis auslibt. Somit kdénnte der G-CSF als potenzielles
kinftiges Medikament nicht nur die Prognose bei Operationen im Kleinhirnbriickenwinkel
verbessern, sondern auch die Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen, wie
beispielsweise ALS, MS oder Parkinson, beginstigen. Er kdnnte aber auch fir die Behandlung
von Querschnittslahmungen eine glnstige Behandlungsoption darstellen. Da der G-CSF
bereits im klinischen Alltag Anwendung findet, ware die Umsetzung hin zu einem
neuroprotektiven Mittel in klinischen Studien nicht sehr aufwandig. Allerdings bedarf es
intensiverer Arbeiten, bis das Medikament in diesem Rahmen standardmaRig eingesetzt
werden kann. Hierzu sind Fragen bezuglich Dosis und Wirkweise sowie des

Verabreichungsweges noch nicht vollstandig beantwortet worden.
4.5 Ausblick

Anhand der Ergebnisse der vorliegenden Studie ist eine neuroprotektive Wirkung des G-CSF
auf den N. vestibulocochlearis und seinen Kernbereich, den Ncl. cochlearis, nachweisbar.
Allerdings liefert die hier dargestellte Untersuchung tuber die molekulare Wirkweise des G-CSF
keine genauen Informationen, sodass weitere Studien Uber diesen Sachverhalt nétig sind.
Folgende Fragestellungen kénnen Anhaltspunkte fiir Folgestudien darstellen:

1. Ist der Stat-3-Signalweg einer der Angriffspunkte des G-CSF?

2. Wie beeinflusst der G-CSF die Expression von BDNF und NT-37?

3. Welche Rolle tbt der G-CSF auf den Proliferationsmarker Iba-2 aus?

Zur Beantwortung der Fragen ist das histologische Material geeignet, das in dieser Studie
verwendet wurde.

Daruber hinaus ware eine weitere Studie nétig, welche die richtige Dosis fur die Entfaltung der
Wirkung von G-CSF untersucht.

Aufgrund der im Rahmen der vorliegenden Untersuchung erzielten Ergebnisse ist

festzuhalten, dass der G-CSF in der Langzeitbeobachtung, hier zwei Wochen, gegenulber
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einer Woche keinen Unterschied aufweist. Eine mdgliche Erklarung liegt in der kurzen
Halbwertszeit des Medikaments. Zuklnftig ware deshalb die Untersuchung der
neuroprotektiven Wirkung des G-CSF unter Verwendung des pegylierten G-CSF angebracht,
da dieser eine langere Halbwertszeit aufweist. Alternativ konnte eine langere Behandlung mit
G-CSF Uber zwei Wochen hinaus versucht werden. AuRerdem konnte die Wirkung des G-CSF
mit BDNF als Kombinationstherapie untersucht werden. Ein sehr wichtiger Aspekt flr
Folgestudien bestlinde darin, zu analysieren, inwiefern der G-CSF die Nekrose der Zellen
beeinflusst. Dies ware eine mogliche Erklarung fir die fehlende klinische Erholung, da der G-
CSF womdglich nur die Apoptose unterdriickt. Dann ware eine Therapiekombination mit
Substanzen, die der Nekrose entgegenwirken, sinnvoll. Zudem empfiehlt es sich, zu prifen, in
welcher Hinsicht die Mikroglia die Effizienz des G-CSF pragen. Hierzu ware eine In-vivo-Studie

angebracht, welche die isolierte Wirkung des G-CSF auf die Mikroglia betrachtet.
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