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1.1

Einleitung

Ubersicht

Das Fachgebiet der rekonstruktiven plastischen Chirurgie konnte im Verlauf
der letzten Jahrzehnte besonders durch die Entwicklung der mikrochirurgi-
sche Nervenchirurgie profitieren. Dabei hat sie in der Vergangenheit diverse
Innovationszyklen durchlaufen '*”. So steht die plastische Chirurgie heute
unter anderem vor der Frage, ob und wie sich der Einfluss von applizierten,
physiologisch wirksamen Wachstumsfaktoren auf die Regeneration von peri-
pheren Nerventraumata auswirkt 8. Ziel ist es, zusatzliche Strategien zu
entwickeln, welche komplementar zu der chirurgischen Rekonstruktion die
Ergebnisse und somit die Prognose der Therapie von Nervenlasionen ver-

bessern.

Dabei stellt sich die Frage, in wie fern die neurotrophen, als auch angiotro-
phen Wirkmechanismen von Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) ei-
nen positiven Einfluss auf die Regeneration am Transplantat des peripheren
Nerven haben 218 84 135,192,189 187 'Eo \yar das Ziel dieser Arbeit, eine quanti-
tative Aussage uber den Effekt beider Eigenschaften von VEGF auf die Re-

generation am peripheren Nerven zu treffen.

Die Grundlage dafur lieferte das operative Modell am N. ischiadicus der Rat-
te, mit welchem ein adaquates Trauma gestellt wird. Mittels applizierter
adenoviraler Gentherapie wurden die Zellen des umliegende Gewebe zur
gesteigerten Synthese von VEGF angehalten. Da der Umgang mit dieser
Therapieform der Arbeitsgruppe am Model der Hautlappenplastik bekannt 72
war, bot sich auch in dem neuen Kontext eine solide Erfahrungsgrundlage fur

dessen Anwendung.

Das Prinzip, die Regulation von Effekten von Wachstumsfaktoren auszunut-

zen, ist kein neuer Ansatz in der Medizin. Unterdriickung °,'° %192 ¢ ynd
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1.2

1.3

Strimulation 2", der lokalen, als auch systemischen VEGF-Sekretion zah-

len zu den erprobten Forschungsansatzen.

Allerdings indiziert die Kombination aus neurotrophischer und angiogeneti-
scher Wirkung auf die Regeneration eine interessante Einsatzmaoglichkeit
von VEGEF in der rekonstruktiven Chirurgie des peripheren Nervensystems
(PNS). Bisher stand dabei die Frage der Regernation in Folge der direkter
Koaptation des peripheren Nerven im Zentrum der Forschung #** %, Diese
soll durch diese Arbeit mit Blick auf die Regernation nach im Koaptation ei-

nes autologen Nerventransplantats komplimentiert werden.

Kurze Erlauterung der Gliederung der Arbeit

Angefangen bei der Beschreibung der Anatomie, leitet der Autor den Leser
durch die Problematik der Verletzungen des peripheren Nervensystems. Da-
zu werden die grundlegenden degenerativen und regenerativen Prozesse
beschrieben. AnschlieRend werden die therapeutischen Optionen in einem
Fall eines schweren Nerventraumas beschrieben — hierbei steht die adenovi-
rale VEGF-Gentherapie im Fokus der Beschreibung.

Im weiteren Verlauf wird das in diesem Versuch angewandten plastisch-
chirurgischen bzw. therapeutischen Modells erlautert. Und zudem auf die
funktionellen, der elektrophysiologischen und morphologischen Evaluation
eingegangen. Dies gibt den Einstieg in die daraus entstandenen Ergebnisse
und gibt schliellich den Anlass fur die darauf basierende Diskussion.

Anatomie des peripheren Nerven

Das PNS besteht aus vegetativen, sensiblen und motorischen Nerven. Das
Funktionsprinzip der einzelnen Nerven unterscheidet sich dabei lediglich in
der Innervation des Endorgans, der Richtung der Aktionspotentialfortleitung

und in dem damit im Zusammenhang stehenden morphologischen Unter-

-8-



schied. Auch wird zur Einteilung der Faserqualitat die Fortleitungsgeschwin-
digkeit bzw. der Nervendurchmesser als Kriterium angesetzt. Die Einteilung
der Fasern brachten Joseph Erlanger und Herbert Gasser die Verleihung des
Nobelpreises 1944.

In beiden Kategorisierungen spielt die Morphologie der Zellgefuge eine zen-
trale Rolle. So basiert die Eigenschaft einer Nervenzelle auf ihrer Zellver-
bundstruktur und wird in myelinisierte und nicht-myelinisierte Nervenfasern
unterteilt. Unter der Myelinisierung kann man sich einen aus Zellen, den
Schwannschen Zellen, bestehenden Isolierring vorstellen. Je nach Faser-
Klasse hat dieser eine unterschiedliche Dicke. a-Motoneurone sind stark
myelinisiert, d.h. sie sind von vielen Schwannschen Zellen umhullt und wei-
sen einen groferen Durchmesser auf. 5-Fasern dagegen sind nur minimal
von Schwannschen Zellen umgeben und dementsprechend kleiner im

Durchmesser.

Jede Schwannsche Zelle umfasst stets ein Teilstlck von 0,25 - 1,5 mm, wel-
ches Internodium genannt wird 145 Zwischen diesen liegen die unmyelinisier-
ten Rannvierschen Schnurringe, welche den freien Fluss von Ladungen uber
die Zellmembran gewahren und somit die fortlaufende Depolarisierung, die
Erregung der Zelle, auffrischen. Sie haben eine Breite von 1,0 - 4,2 ym.
Nach Depolarisierung dieser Schnurringe kann anschliel3end der Impuls
wieder mit erhohter Amplitude durch das schnell leitende myelinisierte Teil-
stuck der Internodien geleitet werden. Diese periodische Fortleitung des
Nervenpotentials bezeichnet man als saltatorische Erregungsleitung %5 Sie
ermoglicht eine besonders schnelle Fortleitung in dicken Nervenfasern, was
zum einen an der dickeren, damit effizienteren Isolierung der Axone liegt,

zum anderen an der geometrischen Berechnung des Kreises.



Skelettmuskel:

Ad 60-120 m/s 10-20 pm Skelettmuskel Muslfelspmdel (1a),
(extrafusal) Golgi-
Sehnenorgan (Ib)
Hautrezeptoren
AB 40-90 m/s 7-15 ym (Beruhrung,
Druck)
Skelettmuskel
Ay 20-50 m/s 4-8 ym (intrafusal)
Hautrezeptoren
AS 10-30m/s  2-5pm (VEnpEELT,
schneller
Schmerz)
Praganglionare
B 5-20 m/s 1-3 ym autonome Ner-
ven
C (ohne Postganglionare langsamer
Myelin 0,5-2 m/s 0,5-1,5 um autonome Ner- Schmerz-, Ther-
scheide) ven morezeptoren

Tab.1 Einteilung des PNS nach Erlanger und Grasser; Quelle: ,Physiologie®, Deetjen,
Speckmann, Henschler, Elsevier(Urban & Fischer), 4. Auflage

Diese besagt, dass die Flache eines Kreises (A = 1r*r?), welche mit dem

Querschnitt der Nervenfaser gleichzusetzten ist, exponentiell, der Umfang
des Kreises (U = 1m*2r) linear zum Radius (r) wachst. Dies bedeutet nichts
weiter, als dass ein grof3fasriges Axon zum einen eine bessere Isolierung,

des weiteren ein besseres Verhaltnis von Flache/Umfang hat.

Der periphere Nerv selbst besteht aus vier aufeinander lagernden Schichten:
das Epineurium, das Perineurium, das Endoneurium und schliel3lich die

Axone incl. ihrer Saumzellen.
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Am aulderen Rand liegt das Epineurium, dessen epifaszikulare Hulle bei der
Nervennaht von besonderer Bedeutung ist. Das darunter liegende interfaszi-
kulare Epineurium bettet die Nervenfaszikel in ein Bindegewebsbett.

Die einzelen .

) ) Epineurium
Perineurium

Faszikel sind
durch die bin-
degewebige
Schicht des

Perineuriums

Endoneurium

umsaumt. Be-

stehend aus

flachen

Schichten pe-

rineuraler Zel-

len, ist beid- Abb.1 Querschnitt eines peripheren Nerven
Quelle: Lundborg G: Nerve Injury and Repair. New York:

seits von einer Churchill Livingstone, 1988, S. 33)

Basalmem-

bran bedeckt und durch die Zonulae Occludentes (ZO), spezielle Zell-Zell-
Verbindungen, miteinander verbunden. Dieses verleiht dem Nerven seine
funktionale, flexible Gewebestabilitat ''°. Im Vergleich zu den duReren
Schichten des Epineuriums hat es eine relativ schwache Bindung zu dem
umliegenden Gewebe.

Die innerste bindegewebige Schicht des Nerven, das Endoneurium besteht
aus einer kollagenen Zellmatrix und bettet die Axone jeglicher Faserqualitat..
Es wird von langs der Nervenachse gerichteten Kollagenfibrillen durchzogen.

Nach Versuchen von Sunderland kommt es im anatomischen Verlauf eines
peripheren Nerven zu repetitiven Teilungen und Wiederzusammenschlissen

einzelner Nerven-Faszikel '*’. Dies formt den faszikularen Plexus eines je-

-11 -



den peripheren Nerven. Durch diese permanente Verlaufsanderung kommt
es zu stetigen Anderungen der Topographie eines Querschnittes. Der resul-
tierende Effekt des gewundenen Verlaufes der einzelnen Faszikel ist die er-
hohte Dehnbarkeit des Nerven bei longitudinal wirkenden Kraften. Des Wei-
teren kommt es durch die bindegewebigen Einlagerungen zwischen den
Faszikeln zu einem gewissen Schutz vor horizontalen Kraften auf den Ner-
ven. Trotz der kaum vorhandenen Elastizitat des Nerven wird bei einwirken-
den Kraften auf die Elastizitat des umliegenden Gewebes zurlckgegriffen
und die Faszikel als solche geschiitzt '%°. Die ausgepragteste Form dieser
faszikularen Verstrickungen zeigt sich im lumbalen als auch im brachialen
Plexus. Die distalen Abschnitte der motorischen Nerven (z.B. des N. Media-
nus) zeigen dagegen ein wesentlich weniger ausgepragtes Muster '%°.

Die GefaRver- Vascular plexa

in epineurium ‘ . —

sorgung des pe-
ripheren Nerven

besteht aus ei- \
nem komplexen be iy

Gefuge von Ge-

Vascular system
in endoneurium

falken. Dieses
Regional
nutrient
vessel

verteilt sich auf

drei Ebenen, die

Extrinsic
vessel

mit den Bindege-

Vascular system
in perineurium

webshullen des

0o b2 ‘r)/
Epi-/Peri- und Abb.2 Darstellung der Blutversorgung am peripheren Nerven;
) Quelle: Lundborg G: Nerve Injury and Repair. New York:
Endoneuriums Churchill Livingstone, 1988, p 43.)

korrelieren. In der
jeweiligen Hohe verlaufen Gefal3e longitudinal zur Nervenachse und sind in
der Querachse mit Koaptationn verbunden.
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1.4

Die Perfusion zieht somit von der aul3ersten auf die innerste Ebene. Aufge-
lagert befindet sich der epineurale Gefaldplexus, der durch die regionalen Ar-

teriae (Aa) nutrients gespeist wird '°.

Traumata des peripheren Nervensystems

Fur die Entstehung von Nervenlasionen ist die Intensitat der einwirkenden
Energie sowie deren Art und Dauer sind dabei die prognostisch entschei-

144, 194,

denden GroflRen . Die Widerstandskraft des jeweiligen Nerven wird

durch die Mikroanatomie der Fazikel definiert. '%°.

Es gibt prinzipiell drei verschiedene Haupttypen: Zug-, Kompressions- und

Schnitttraumen.

Beim Zugtrauma kommt es zu einer Uberforderung der elastischen Wider-
stande des peripheren Nerven durch eine in der Langsachse wirkende Kraft.
Auf Grund des kollagenen Anteils des Endoneuriums und der gewundenen
Fiihrung der Nervenfaszikel ist diese Widerstandsfahigkeit sehr hoch %,
kann aber in Abhangigkeit der Einwirkungsdauer und der Intensitat der Kraft
uberschritten werden. Die Kontinuitat bleibt dabei meist erhalten. Die haufig-
sten klinischen Beispiele sind Plexusparesen (Erb/ Durchenne Parese) bzw.
Verletzungen des Plexus brachialis bei Motorradunfallen.

Eine weitere typische Nervenlasion ist die Schnittverletzung. Sie ist Grund fur
ca. 30 % der klinischen Verletzungen des PNS #°. Auf Grund der besten Re-
konstruierbarkeit dieser Verletzung, d.h. die glatte Durchtrennung des Ner-
ven, ist diese Verletzung das meist benutze Modell zur Forschung an der
Verletzung des PNS.

Die dritte Art der PNS-Verletzung ist die Kompressionslasion. Typisch sind

hierbei Kompressionen, welche sich durch eine unphysiologische Lagerung

ergeben (,Saturday Night Palsy” des N.radialis). Durch die Quereinwirkung
-13 -



der Kraft auf den Nerven bleibt bei dieser Form die Kontinuitat unangetastet.
Versuche zeigten, dass schon die kurzfristige Einwirkung der Kompression
die typische klinische Symptomatik hervorruft. Diese ischamischen Einflisse
sind in einem Zeitrahmen von bis zu 8 Stunden reversibel . Ist die Kom-

pression anhaltend, so scheint die Ischamie zur Nebensache zu werden '*°
150

1.4.1 Klassifikation des peripheren Nerventraumas

Der Erfolg der Regeneration des Nerven nach einem Trauma basiert auf
dem Ausmal} bzw. dem Typ der Verletzung. Hierzu wurden klinische Klassi-
fikationen entwickelt, die eine Korrelation zwischen den histologischen Ver-
anderungen und der klinischen Auspragung der Verletzung aufzeigen. Es
sind dies die Seddon -'"" und die Sunderland - "** '® Kiassifikation. Erwei-

tert wurden diese beiden Standard-Klassifikationen durch Dellon und McKin-

non im Jahre 1989 *°.

Seddon Sunderland Pathologische Kriterien
Neuropraxia Typ1 Lokale Myelinschaden- normalerweise Folge von Kom-
pression
Axonotmesis  Typ 2 Verlust der Axon-Kontinuitat; Endo-/Peri-/Epineurium
intakt
Typ 3 Verlust der Axon-Kontinuitdt und Schaden des Endoneu-

riums; Peri-und Epineurium intakt

Typ 4 Verlust der Axon-Kontinuitdt, Schaden des Endo-und
Perineurium. Epineurium intakt

Neurotmesis Typ 5 vollstéandige physiologische Durchtrennung des Nerven-
Trunkus.

Tbl.2 Tabellarische Zusammenfassung der Einteilung des peripheren Nerventraumas
nach Sunderland und Seddon

Seddon ' klassifiziert nach der Kontinuitat der einzelnen anatomischen
Strukturen der Nerven. Sind diese insgesamt erhalten, nennt er diesen Grad

-14 -



1 ,,Neuropraxia“. Dabei wird vermutet, dass es zu einer lokalen Blockade
des Nerven kommt, welche durch einen lonen-Block hervorgerufen wird.
Grad 2 wird als ,Axonotmesis” bezeichnet. Hierbei liegt eine Ruptur des
Axons und der jeweiligen Myelinscheide vor. Die bindegewebigen Anteile
des Peri-/ Epi- und Endoneuriums sind allerdings erhalten. Es kommt zur
Degeneration der distal der Schadigung gelegenen axonalen Anteile des be-
troffenen Nerven, was wiederum zur Deinnervation des Endorgans fuhrt.
Trotz dieser ist die klinische Prognose fur die Regeneration sehr gut. Dem
liegt zugrunde, dass die Aussprossung der Nerven aus dem proximalen En-
de des Nerven-Stumpfes durch das erhaltene Myelin geleitet wird. Dabei gibt
es kaum Narbenbildungen und somit wenige Komplikationen. Der 3. Grad
der Klassifikation wird als “Neurotmesis” bezeichnet. Damit wird eine kom-
plette Durchtrennung jeglicher nervalen Strukturen beschrieben, was zu ei-
nem kompletten Verlust der Innervation des Endorgans fuhrt.

Gewebeschaden Natdrliche Heilung
Epineurium ,
Keine
Perineurium
Inkomplett
Endoneurium P
Axon
Vollstandig
Myelin
Sunderland Grade 1 2 3 4 5
Seddon Klassifikation ~ Neuropraxia Axonotmesis Neurotmesis

Abb.3 Ubersicht der Heilungschancen nach dem peripheren Nerventrauma in
Assoziation mit der Klassifikation nach Sunderland/Seddon
Quelle: Neurosurg. Focus, 2004 American Association of Neurological
Surgeons
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1.5

Ohne eine chirurgische bzw. therapeutische Intervention ist einer Reinnerva-
tion sehr unwahrscheinlich, zumal die noch bei Grad 2 vorhandene me-
synchymale “Fuhrung der Axonsprosse” nicht moglich ist. Es kommt hier zu
einer ausgepragten Narbenbildung.

Sunderland '

geht noch weiter und beschreibt funf Kategorien von Nerven-
verletzungen. Der dortige Typ 1 gleicht dem Grad 1 der Seddon Klassifikati-
on - Neuropraxia ,Typ 2 dem Grad 2 — Axonemessis. Ab Typ 3 unterschei-
den sich die beiden Einteilungen. So beschreibt Typ 3 bei Sunderland eine
Axonemessis, also den Riss des Axons mit der dazugehorigen Myelinschei-
de, die zusatzlich mit einer Verletzung des Endoneuriums einhergeht. Je
nach Ausmal} der Endoneuriumverletzung hat dies Auswirkung auf die klini-
sche Regeneration. Die Typen 4 und 5 von Sunderland spezifizieren den
Grad 3 - Neurotmesis. So beschreibt Typ 4 eine fast komplette Unterteilung
des Nerven, wobei das Epineurium als Struktur noch eine zumindest partielle
Kontinuitat aufzeigt. Typ 5 wiederum ist als kompletter Verlust der nervalen
Kontinuitat definiert und zwingt - genau wie Typ 4 - zu einem therapeuti-

schen Eingriff, um die Chance auf Regeneration zu erlangen.

Diese von Sunderland 1951 erstellte Klassifikation wurde von Dellon und
McKinnon im Jahre 1989 *° noch um den Typ 6 erweitert. Diese beschreibt
eine Mischverletzung von mindestens zwei der unter Typ 1 - 5 aufgeflhrten
Schweregrade.

Im vorliegenden Experiment steht die Degeneration nach Neurotmesis, ent-
sprechend dem Typ 5 nach Sunderland, im Vordergrund der Untersuchung.

Therapieansatze bei PNS Traumen

Der Schwepunkt der Therapie des peripheren Nerventraumas besteht in der

rekonstruktiven chirurgischen Behandlung. Die der erstmaligen Beschrei-
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1.5.1

bung des peripheren Nervensystems und dessen Wiederherstellung (300
v.Chr. durch Herophilus und 900 n. Chr. Von Rhazes) erfolgte lange vor der
Geburt der modernen Medizin. Erst im 18. Jahrhundert wurden wissenschaft-
liche Kausalzusammenhange der Wiederherstellung der Nervenkontinuitat
und dem Wiedererlangen der physiologischen Funktionen beschrieben '%’.

Die sich daran anknupfende Entwicklung wurde durch den Fortschritt in der
chirurgischen Behandlung getragen '¥’.

Erst in den vergangenen zwei Jahrzehnten entwickelten sich experimentelle
Therapien auf Basis von pharmakologischen Stoffen, Immunmodulatoren,
Wachstums-Faktoren und Leitungstuben. Ziel ist es die Regeneration mittels
zu der rekonstruktiven Nervenchirurgie komplementare Therapieformen zu

verbessern 11° 137,

Chirurgischer Ansatz der Therapie

Die physische Kontinuitat des Gewebes ist Grundvoraussetzung fur die
bestmdgliche Heilung nach einem Nerventrauma. In Abhangigkeit von dem
Grade der Verletzung ist diese noch gegeben oder muss mittels chirurgi-
scher Intervention wiederhergestellt werden. Diese Kausalitat wurde im Jahr

1775 Cruikshank erstmals aufgezeigt ''°.

Mit der Einfuhrung des OP-Mirkoskopes in den 60°ger Jahren, als auch
durch die immer feineren Materialien ermoglichen dabei ein maximal atrau-

matisches Arbeiten des Chirurgen und initiierten das Feld der Mikrochirurgie.

Zeitliche Behandlungsschemata wurden durch Forschungsergebnisse von
Mackinnon '?® Ende der 80ger Jahre, deren Kernaussage die baldméglich-
ste, posttraumatische Wiederherstellung der Nervenkontinuitat mittels chirur-
gischer Intervention weiterentwickelt. So wandte man sich von der bisherigen
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Praxis ab, erst einige Wochen bis zur Wiederherstellung der Nervenkontinu-

itat ins Land ziehen zu lassen.

In Abhangigkeit von der Groflze und Durchblutung des Defektes ergeben sich
fiir den Operateur zwei chirurgische Optionen.'®® . Diese beiden werden im
nachsten Abschnitt unter dem Titel direkte Koaptation (manupulativer Ein-
griff) und Nerventransplantat (Uberbriickungs-Eingriff) beschrieben.

In jedem Fall ist die Wiederherstellung der Kontinuitat Voraussetzung fur die
Wiedereinsprossung ohne Neurombildung. Trotz dieser Erkenntnis und
bestmoglichen Umsetzung in der Praxis erlangen nur etwa 50 % der Patien-
ten mit einem hochgradigen Nerventrauma Restitution der physiologischen
Funktionen "'°. Entscheidend fiir diese GroRe sind multiple Faktoren wie die
Kontinuitat der Struktur, Durchblutung und Gewebespannung.

Die direkte Koaptation
Die Technik der direkte Koaptation ist in die epineurale und die interfasziku-

lare Koaptation zu unterteilen.

Abb. 5 A: Schematische Darstellung der Epineuralen Nahtfilhrung am peripheren
Nerven; B: Schematische.Darstellung der Faszikelnaht am peripheren Ner-
ven.

Quelle: "% .Lundborg. A 25-year perspective of peri pheral nerve surgery:
evolving neuroscientific concepts and clinical signifi cance. The Journal of
hand surgery (2000) vol. 25 (3) pp. 391-414*
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Bei der epineuralen Naht wird die Kontuitat des Nerven durch einfache Ein-
zelknopfnahte des Epineuriums hergestellt. Bei der interfaszikularen Koapta-
tion werden die einzelnen Faszikel bzw. deren epineurale Scheiden mitein-
ander vernaht. Mittels dieser Technik kdnnen zuvor durchtrennten gebundel-
ten Nervenfasern wieder bestmaoglich aufeinanderpassen. Befurworter dieser
Technik vertreten die Ansicht, dass hierdurch den wieder aussprossenden
Axonen die korrekte Orientierung zum adaquaten Endorgan erleichtert und
dadurch die Heilungsprognose verbessert wird. Hierdurch soll ein bestmdg-
lichstes Wiederherstellen der Kontinuitat gewahrt werden —dies wird auch
,Rematching“ genannt.

Gegen den Einsatz der Faszikelnaht gibt es allerdings auch kritische Stim-
men. Bedenken werden dahingehend erhoben, dass sich der Mehraufwand
nicht in den Ergebnissen widerspiegelt. Im Gegenteil ist durch die groRere In-
tervention am Nervengewebe eine Narbenbildung und eine Stérung der

MirkogefaRversorgung wahrscheinlicher %,

Nerventransplantat (autogen / allogen / xenogen)

Wenn es aufgrund von zu groRer potentieller Spannung nicht moglich ist, ei-
ne direkte Koaptation zwischen proximalem und distalem Ende aufzubauen,
kommt es zum Einsatz eines Transplantats oder anderer Mallnhahmen, um
die Lucke spannungsfrei zu schlielen. Im optimalen Fall sollte das Trans-
plantat ca. 10 % langer ist als die zu Uberbrickende Strecke und somit jegli-
che Spannung zwischen den readaptierten Nervenenden vermieden wird s,
%% Neben dem Einsatz von Nerventransplantaten ist auf den von biologi-
scher bzw. synthetischer neuronaler Tubes ist eine weitere Optionen zur

Uberbriickung eines ausgedehnten nervalen Defekte zu verweisen 27 %12,

Bei den nervalen Transplantaten sind drei Herkunftstypen zu unterscheiden.
Diese sind autogene - korpereigene -, allogene - rasseneigne - und xenoge-
ne — rassenfremde — Transplantete. Klinisch etabliert haben sich hauptsach-
lich die autogenen Transplantate. Die beiden anderen Typen befinden sich

aufgrund der Problematik der Immunreaktion noch in der experimentiellen
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Phase "'° ', In dieser kommt es In der Regel zu einer vermehrten Einwande-
rung von T-Zellen und zytotoxischen Zellen, wodurch die Narbenbildung ge-
férdert und damit die Reinnervation gehemmt wird *®.

Den Vorteilen der allogenen und xenogenen Transplantation stehen die
Nachteile des autologen Transplantats gegenuber. Das autologe Transplan-
tat muss aus einem Spendernerv des jeweiligen Patienten gewonnen wer-
den. Damit wird die OP verlangert, der Patient wird zusatzlich traumatisiert
und buRt an anderer Stelle Funktionen ein. Ungeachtet der Transplantatge-
winnung handelt es sich bei den autologen Nerventranplantaten um das eta-

blierte Vorgehen bei groRen Nervendefekten 82 11> 183,

Posttraumaische De- und Regeneration des PNS

Die Beschreibung der posttraumatischen Prozesse ist in der weiteren Be-
schreibung in die morphologischen Veranderungen und die molekularen
Prozesse unterteilt. Hier wird auf die Veranderungen bei Neurotmesis einge-

gangen.

Morphologische Veranderungen nach Neurotmesis

Die Degeneration der betroffenen Nerven hat zwei Hauptmerkmale, die bei-
de samt durch den Calcium-Influx aus dem extrazellularen Raum in das

Axon initiiert werden 8.

Zum einen kommt es zu einer Umstellung der Syntheseleistung des betroffe-
nen Axons. Proximal brechen die umliegenden Gliazellen mit ihren Fortsat-
zen in die Synapse des betroffenen Neurons und fuhren zu einer Unterbre-
chung der synaptischen Fortleitung. Hierdurch wird das Neuron fur die Zeit
der Regeneration entkoppelt und konzentriert sich die Syntheseleistung voll
auf die Regeneration. Diese zeigt sich morphologisch durch die sog. Chro-
matolyse — der Verlagerung des Zellkerns von der Peripherie ins Zentrum

der Zelle %. Parallel kommt es zu einer sichtbaren Anhaufung von Nissl-
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Granula, ein Komplex aus endoplasmatischem Retikulum und Ribosomen,
als Zeichen der erhohten Syntheseaktivitat. . Diese ist als Verbildlichung der
Anderung der Zellkernfunktion zu verstehen. Das Ergebnis ist eine Umstel-
lung der Zellkernfunktion von Neurotransmitter-Synthese auf Protein bzw.
Lipid-Synthese zur Regeneration der ursprunglichen Zellfunktion, welche ihr

Maximum nach zehn Tagen erreicht.

Das zweite charakteristische Element der morphologischen Veranderung
zeigt sich durch den Prozess der Wallerschen Degeneration ”’. Diese betrifft
das gesamt distal des Trauma gelegenen Segment, als auch einen variablen
Anteil des proximalen Nervenstumpf. Zum einen zeigt sich der Zerfall der von
der Zelle abgetrennten Axone und des weiteren kommt es zur Fragmentie-
rung der Markscheide. Die groben Einzellfragmente liegen hier in Form von
sog. Myelinovoiden vor, welche sich zuerst in der Mitte der Internodien zei-
gen. Der Abbau des weiteren Zelldebris erfolgt zuerst durch die Schwann-
schen Zellen, dann in zunehmendem Malde durch proliferierende Makropha-
gen histozytarer Herkunft. Diese bauen die phagozitierten Zellfragmente zu
Neutralfetten ab und werden daher in diesem Stadium als Fettkrnchenzel-
len benannt "', Nach etwa sieben Tagen sind diese manifest und weitere
sechs bis zehn Wochen nachweisbar. Dies geht mit der mit Veranderungen
des endoneuralen Interstitiums und der Nervenhulle einher. Das anfangs di-
latierte Endoneurium schrumpft nach dem Abbau der Axon- und Markschei-
denzerfallsprodukte um bis zu 50 % zusammen. Dabei bleibt die perineurale
Hulle erhalten. An den Nervenstimpfen direkt an der Traumalokalisation
kommt es zu einer Masse an Schwannschen Zellen, Gewebsmakrophagen,
Fibroblasten und Entzindungszellen.

Bei der Wallerschen Degeneration handelt es sich um ein typisches Muster
degenerativer Veranderungen, welche ein Wiedereinsprossen des gescha-

digten Nerven in den distalen Nervenstumpf ermdglicht. Dieses Wiedereins-
prossen ist eine Grundlage fur die Regeneration und damit die Wiedererlan-
gung der Funktion des betroffenen Nerven.
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Auch am Endorgan hinterlasst die Deinnervation typische Zeichen. Am Bei-
spiel des quergestreiften Muskels kann man feststellen, dass nach nur zwei
Monaten post Trauma der Diameter der Fasern um 70 % verkleinert ist und
die Zellkerne aus ihrer normalen peripheren Stellung in das Zentrum der Zel-
le rucken. Des Weiteren fallt auf, dass es zu einer starken Vermehrung von
Fibroblasten kommt, welche fur einen starken Anstieg des kollagenen binde-
gewebigen Anteils verantwortlich sind % _Die atrophisierten Fasern werden
so im Verlauf mehr und mehr von dieser immer starker anwachsenden kol-
lagenen Schicht getrennt. Im Falle des Untergangs der motorischen Endplat-
ten, welcher nach circa 2 Jahren eintritt, ist der Prozel3 nicht reversibel.

Der Schweregrad der zugrunde liegenden Lasion ist fur die Erfolgsaussich-
ten einer Regeneration von grofdter Bedeutung. Eine restitiu ad integrum bei
hochgradigen Verletzungen ist wenn Uberhaupt nur durch Intervention zu er-
ziehlen, zumal die Kontinuitat und wenn noétig deren Wiederherstellung von
zentralem Interesse ist. Vorausgegangen ist dabei der Prozess der Waller-
schen Degeneration 22, durch welchen die perineurale Hiille erhalten bleibt.
Im flieRenden Ubergang zu den degenerativen Zeichen kommt es 4 Tage
nach der Axontemessis zu einer proliferativen und mitotische Vermehrung
der Schwannschen Zellen. In Abhangigkeit von der Faserqualitat zeigt sich
hierbei zu einer Vermehrung der Zellen bis auf ca. das Zehnfache, wobei der
Hohepunkt um den 20. Tag erreicht ist.

Die langsorientierte Zellanordnung der proliferierenden Schwannschen Zel-
len heilRen ,Hanke-Blngnernschen Bander und spielen eine besondere Rolle
bei der Regeneration. Dabei sind im speziellen die Fortsatze der Schwann-
schen Zellen nominklaziet, welche mit den Neuronen wieder in den Zellde-
bris aussprossen. Nachdem der proximale Nervenstumpf den Prozess der
Demarkierung durchlaufen hat, bildet sich am proximalen Axonstumpf inner-
halb weniger Tage eine morphologische Verdickung, welche als
Wachstumskolben bezeichnet wird '**. Dies ist gleichzusetzen mit einem

Auswuchs des proximalen Axons in Richtung des distalen Nervenstumpfes
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und tritt schon in den ersten 24 Stunden nach dem Traumageschehen ein.
Der eigentliche Prozess der nervalen Ausprossung ist abhangig von der
Struktur und Dynamik der Aktinfilamente und Mikrotuben. Wachstumskolben
mit einem hohen Anteil von filamentdsem Aktin (F-Aktin) produzieren konti-
nuierlich Zellfortsatze, welche wiederum aus Filopedia und Lammelin beste-
hen. Diese beiden Elemente sind das Herzstlck der Aussprossung und eine
»<Antennenfunktion® fur die Erkennung von neurothropen Signalen. Die Poly-
merisation und Akkumulation von F-Aktin ist eine der Hauptwirkungen von

Neutropinen auf diesen Prozess '%°.

Die Geschwindigkeit der axonalen Wiedereinsprossung wird durch drei be-
kannte Faktoren bestimmt %

1. Chromatolyse - die Umstellung der Syntheseleistung der Zelle
2. Aktivitat der Wachstumskolben

3. Widerstand des Gewebes zwischen proximalem und distalem Nerven-

stumpf

Das optimale Szenario ist dabei die Wiedereinsprossung des Axons in seine
ursprungliche Markscheide. Mit 1-4 mm/Tag ist u.a. abhangig vom Abstand
der Nervenstiimpfe "°. Allerdings gibt es verschiedene Varianten, die nicht
zu diesem Status fuhren. Schwannzell - und Fibroblastenwucherungen sind
zum Beispiel Grundlage fiir die Ausbildung eines Narbenneuroms '*°. So in-
itiieren blind wuchernden Nervenenden die Bildung von Neuromen, in deren
Vermeidung ein wichtiges Ziel der regenerativen Therapie besteht. Sie kon-
nen zu Phantomschmerz der jeweiligen Nervenenden fuhren . Das Hoff-
mann-Tinel-Zeichen ist eine oft beschriebenes klinisch-/diagnostisches Zei-
chen.

Ist das Axon in eine originare Myelinscheide eingesprossen, kommt es zu ei-
nem lokalen Stopp des weiteren Myelinabbaus. Nunmehr entwickelt sich ei-
ne Remyelinisierung. Ahnlich wie bei der embryonalen Aussprossung lagern

sich mehr und mehr Schwannsche Zellen um das Axon an und bilden so im
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Laufe der Zeit wieder eine mehrschichtige Myelinscheide. Der Durchmesser
steigt dabei wieder stetig an und erlangt schlief3lich sein originares Niveau.
Dieser Prozess beginnt ungefahr zwei Wochen nach dem Wiedereinspros-
sen. Der grofdte morphologische Unterschied zu dem unverletzten Faszikel
ist die engere Staffelung der Ravierschen Schnurringe. Kommt es nicht zu
einer Wiederherstellung der Verbindung zu einem passenden Organ, geht
der Komplex schlieRlich unter und eine Regeneration ist nicht mehr moglich.

Am Endorgan kann es schlieBlich nach erfolgreicher Einsprossung der pas-
senden Neurone zur Wiederherstellung der physiologischen Funktion kom-
men. Ein mikroskopisch zu beobachtendes Phanomen der Reinnervation des
Skelettmuskels ist die Anderung des Verhaltnisses von Faser | und Faser ||

Typen %,

Molekulare Prozesse nach Neurotmesis

Eine besondere Rolle tragen hierbei die Schwannschen Zellen. Neben der
Proliferation und der Phagozytose beginnen diese im Verlauf der Waller-
schen-Degeneration Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren zu exprimie-
ren. Aul3erdem bilden sie Zelladhasionsmolekule und extrazellulare Matrices,
zu der z.B. Laminin, Fibrin und Plasminogen gehoren. Durch die Sekretion
von Zytokinen und Zelladhasionsmolekulen sorgen die Schwannsche Zellen
fur ein ideales neurotrophes, d.h. die Regeneration férderndes Milieu. Uber
die Zelladhasionsmolekule wie z.B. ,Neural Cell Adhesion Molecule (N-
CAM), L1 und N-cadherin, die auf der Oberflache der Schwannsche Zellen
exprimiert werden, wird der Kontakt zwischen dem auswachsenden Axonke-
gel und den Molekulen der extrazellularen Matrix hergestellt, und die
Wachstumsfaktoren, Rezeptoren und Zelladhasionsmolekule werden wieder
herunterreguliert. Die Remyelinisierung der Schwannsche Zellen wird durch
den Kontaktes mit dem Axolem initialisiert 2°.

In dem zeitlichen Verlauf der Remyeliniesierung wird in der Literatur auf die
Veranderung der Nervenfaserdurchmesser verwiesen. Zum einen fallt die
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Dichte der Nerven initial nach der Durchtrennung und steigt darauffolgend in
einem Zeitrahmen von ca. 6 Monaten auf hohere Werte als vor der Neu-
rotmesis. Die ist damit zu begrunden, als dass die Qualitat der Axone einen
kleinen Durchmesser aufweist und somit trotz hohere Werte nicht die selbe
Funktionalitat aufweist. Erst nach 6 Monaten fangt die Dichte der Nerven zu

Gunsten der groReren Axone zu sinken %,

Die Fahigkeit der Regeneration hangt dabei von dem Milieu neurotrophen
Faktoren, eine Untergruppe von Zytokinen, ab '®’. Diese sind fiir das neuro-
nale Uberleben, Axonwachstum, firr die Differenzierung und fiir die Neuro-
transmission essentiell ' 12° %2 18 203 225 Fing yeitere Stoffklasse mit neuro-
trophen Effekt ist die der neuroaktive Steroide. Zu dieser Gruppe gehoren
Dehydroepiandrosteron (DHEA), Progesteron und Testosteron ' - soll aber

im weitern Verlauf nicht weiter besprochen werden.

Speziell soll hier auf die zwei Klassen, den Neurotrophinen, und dem VEGF

eingegangen werden.

Neurotrophine sind eine Familie von Stoffen denen strukturelle und funktio-
nelle Verwandtschaft '8, im PNS, aber auch im zentralen Nerven System
(ZNS) zugesprochen wird. Bei diesen handelt es sich unter anderem um: (1)
,Nerve Growth Factor® und (NGF) und weitere Mitglieder dieser Familie von
Stoffen - ,Brain derived Neurotrophic Growth Factor” (BDNF), Neurotrophin-
3 (NT-3), Neurotrophin-4/5 (NT-4/5) und Neurotrophin-6/-7 (NT-6/-7) '°, 1®,
6 18. (2) ,Neurokines ciliary neurotrophic factors* (CNFT) und ,Leukemia in-
hibitory factors® (LIF); (3) , Transforming Growth Factor® (TGF)-B, als auch

,Glia cell-line derived neurotrophic factor* (GDNF) %

Dabei binden sie an zwei Klassen von Rezeptoren — den ,topomyosin recep-
tor kinase® (trk) der Tyrosin-Kinase Rezeptoren und einem Mitglied der Tu-
mor-Nekrose Faktoren alpha (TNF-a) Rezeptor Familie, dem sog. p75 Re-
zeptor '®. Die Signalkaskaden beider Rezeptorenarten interagieren mitein-

ander, was fur die Wirksamkeit wichtig und im zellularen Umfeld far die Po-
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lymerisation und Akkumulation von F-Aktin verantwortlich ist. Alle Neurotro-
phine binden mit niedriger Affinitat an den Neurotrophin-Rezeptor p75 (p75
NTR) und mit hoher Affinitat an spezifische Tyrosinkinase Rezeptoren (Trk-
R), NGF an trkA, BDNF und NT-4/5 an trkB, NT-3 an trkC '8 %

Uber diese Bindungen fiihren gemafR der Eigenschaft der Rezeptoren Uber
Phosphorylierungskaskaden zu weitreichenden neurotrophen Effekten '%°.

* NGF: stimuliert die Nervenregeneration und ist ein axonales

Flrungsmolekdl;

* NT-3: stimuliert die Nervenregeneration, ist ein axonales Fuhrungs
molekul und stimuliert das Neuritenwachstum;

e NT-4/5: stimuliert die Nervenregeneration;

* BDNF: essentiell fur die Nervenregeneration, erhoht den Durch-
messer und die Myelindicke regenerierter Axone;

e  FGF-2: stimuliert Schwannsche Zellaktivitat und Neuritenwachstum.

Der Prototyp eines neurotrophen Faktors NGF wurde 1951 von Viktor Ham-
burger, Stan Cohen und Rita Levi-Montalcini isoliert '*'. Es konnte bewiesen
werden, dass NGF eine neuroprotektive Wirkung hat. ' '® 1% Somit ist die
Erforschung dieser neurotrophen Mediatoren-Familie im Verhalniss zu der
Erforschung des Neurotrophen Wirkung des VEGF relativ alt.

Dabei wurde die neurotrophe Wirkung von VEGF erst 1998 durch die Ar-
beitsgruppe um Soker et al. festgestellt '®°. Wie der Name beschreibt, war
die Wirkung von VEGF primar auf die Angiogenese erforscht wurde.

Historie:

Die Entwicklung der Erkenntnisse Uber die Angiogenese-Faktoren wird nach-
folgend in einer Zusammenfassung anhand von Jahresgeschehnissen dar-
gestellt:
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1927: W. Lewis stellt fest, dass der Prozess der Vaskularisierung des Zell-
umfelds von Tumor zu Tumor unterschiedlich ist. Somit ist auf eine Beein-

flussung des Vaskularisierungsprozesses durch diesen zu schlieRen **°.

1939: Gordon Ide et. al verbildlichen mit Hilfe einer Technik von J. Sandison
die Neangiogenese im Kaninchenohr. Sie postulieren erstmals, dass diesem

Prozess ein Wachstumsfaktor zu Grunde liegen muss >

1948: Isacc Michaelson vermutet einen direkten Zusammenhang zwischen
einem Wachstums Faktor, den er “Faktor X” nennt, und Krankheiten beim
Menschen. Sein Augenmerk fallt auf die Retinopathie als Ausdruck einer pa-

thologischen Uberexpression des ,Faktor X" **.

1968: Die ersten physikalischen Eigenschaften des ,Faktor X, wie z.B. die

Loslichkeit, werden bestimmt 7 46

1971: Folkmann schlagt die Hemmung der Angiogenese als Ansatz zur Hei-
lung von Tumoren vor. Er beginnt den ,Tumor Angiogenese Faktor” zu isolie-

ren %° 83

1985: Zwei potente Angiogenese Faktoren “Acid and basic Fibroblast
Growth Factor’- werden durch K. Thomas und F. Esch isoliert 2%4 48,

1989: N. Ferrera isolieren, sequentieren und klonen den VEGF ' 1%,
1991: Das erste VEGF-assizoierte Gen wird identifiziert "',

1992: E.Keshet und K. Plate stellen eine verstarkte Expression von VEGF in

der Hypoxie fest. Des Weiteren werden die ersten Rezeptoren identifiziert '8

160

1993: J.Kim und N. Ferrara belegen mittels Suppression des VEGF durch
monoklonale Antikdrper im Tumor die Abhangigkeit von Tumorwachstum und
Angiogenese '’
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1995: G.-H. Fong entwickelt ein Knockout-(FLT1)-Modell an der Maus, durch
welches die grundlegende Bedeutung der Agiogenese-Rezeptoren fur die

Entwicklung des Vaskularen Systems nachgewiesen wird % '8,

1996: Erste Untergruppen von VEGF A, B,C, D, werden isoliert ® 1°* 1% 14,

1998: Durch Soker et. al. wird erstmals ein Zusammenhang zwischen Angio-
genese und Neurogenese aufgestellt. Dabei werden Gemeinsamkeiten der
Axon-Guidance und Angiogenese festgestellt '%°.

2001: Der erste organspezifische VEGF wird identifiziert '*%.

VEGEF als neurotropher Faktor

Diese Entwicklungsgeschichte macht deutlich, wie komplex die Wirkungs-
weise des VEGFs ist. So zeigt sich nicht nur, dass der Stoff Uber verschie-
dene Wirkungsweisen verfiigt **. Vielmehr scheint es auch unterschiedlich
spezifische Stoffe mit einer Varianz an Effektivitat zu geben 2.

Die bekannten physiologischen Wirkungen koénnen nach folgendem Muster
unterschieden werden: (1) Mitogenese, Endotheliale Regeneration, Angioge-
nese >° %% (2) Férderung der GefaRpermeabilitdt und hadmodynamische, ge-
faR-dilatierende Effekte ** #2%; (3) Chemotaktische Wirkung in der Peripherie

und Koloniebildung im Knochenmark 3 27,

Im Zusammenspiel mit dem Fibroblast Growth Factor (FGF) 2, der Transfor-
ming Growth Factor-B (TGF-B) '*” 72, der Platelet-Derived Growth Factor
(PDGF) ?*%® und das Angiopoetin (Ang) ¥ 2'° tragt VEGF eine entscheidende
Rolle in der embryogenen und inflamatorischen Angiogenese #**.

Die VEGF-Familie hat funf beschriebene Mitglieder: VEGF- A, -B, -C, -D, und
PIGF. Das am besten bekannte Mitglied ist VEGF-A, dessen Form sich aus
zwei identischen 23 kiloDalton (kDa) gro3en Untereinheiten aus Glykoprotei-
ne zusammensetzt *. Dieses beseht acht Exons und sieben Intros besteht
°%. Durch alternatives Splicing entstehen die diversen Isoformen der Molekiil-

gruppe ® "2 Die angefiigte Ziffer zeigt dabei die Zahl der Basenpaare an,
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welche nach dem alternativen Splicing-Prozess durch die Transduktion der
Ribonuceic Acid (RNA)-frequenz im Endprodukt des Protein exprimiert wer-
den. Im Falle von ruppVEGF+¢5 handelt es sich um die haufigste Isoform.
Andere sind VEGF 121, VEGF 189 und VEGF 0.

Die ,langeren“ von VEGF4g9, und VEGFps binden an Heparin- und Heparin-
ahnliche Oberflachen der extrazellularen Matrix (ECM). VEGF 121 dagegen
hat im Prozess des alternativen Splicings die Exons sechs und sieben verlo-
ren, wodurch diese Funktion nicht existiert. VEGF g5 fehlt das Exon sechs,
wodurch beide Eigenschaften erhalten sind. Es bindet zum einen an ECM,

kommt des Weiteren aber auch in l6slicher Form vor.

Neben den unterschiedlichen Bioverfiigbarkeiten und Eigenschaften der Mo-
lekile selbst gibt es noch zusatzlich unterschiedliche Rezeptor-Affinitaten.

VEGF 465 bindet mittels der durch Exon sieben codierten Sequenz an den Ty-
rosin-Kinase-Rezeptor VEGFR1/FIt1 und VEGFR2/KDR/FIk1. Ferner wurde
eine zusatzliche Affinitdt zu dem Neuropilin-Rezeptor (NRP-1 und NRP-2)

f a) Hypoxie, Zytokine, Wachstumsfactoren, mechanische Krafte \
Zelle

— - — —
VEGF 165 Plasmin Bioactive
[ Exon15 |78 Proteolyse VEGF-A

| Exon1-5 |67 8] pESES

VEGF | | | | [ [ | | [ | ||

N\ J

Abb. 6 Rekombination des viralen Gens; Zusammenfassende, vereinfachende
bildliche Darstellung der initierenden Faktoren der VEGF-Synthese bzw.
dem darauf folgenden Splicing zur Synthese der unteschriedlichen VEGF-
Subtypen. 29




festgestellt, was die neurotrophe Wirkung von VEGF g5 erklart '8°.

Die Expression, Verfugbarkeit und Aktivitat von VEGF-A wird durch diverse
physiologischen als auch pathologischen Faktoren moduliert. Hyopoxie, Ent-
zundungsmediatoren, Transskriptions-Faktoren, Einwirkungen durch Stress
oder auch rein physische Kraft sowie die Dysregulation durch Onkogene und
Tumor-Suppersor-Gene sind Ausloser der Synthese. Auf diese hier im Detail
einzugehen, wurde den Rahmen dieser Arbeit sprengen. Deshalb konzen-
trieren wir uns auf die neu gewonnene Erkenntnisse des Einflusses von
VEGF-A auf neuronale Zellprozesse. Dabei eroffneten sich mit der Entdek-
kung der neurotrophen Wirkung 1998 vollig neue Fragestellungen und Per-
spektiven des Wachstumsfaktors, welcher bis zu diesem Zeitpunkt fur seine
gefaRbezogene Wirkung bekannt war '®. VEGF g5 bindet mittels der durch
Exon siben codierten Sequenz an den Rezeptor VEGFR1/FIt1 und VEGFR2
/KDR/ Flk1.

Ferner wurde eine zusatzliche Affinitat zu dem Neuropilin-Rezeptor (NRP-1
und NRP-2) festgestellt, was die neurotrophe Wirkung von VEGF+¢5 erklart
"% Diese Neurolipin-Rezeptoren finden sich auf den Wachstumskolben der
aussprossenden Axone nach einem Nerventrauma, als auch auf Neuriden im
embryonalen Auswuchs der peripheren Nerven '® ' Dariiber hinausge-
hend haben sie einen Effekt auf die Sekretion der chemorepulsiven Stoffe,
die bei dem Sprossungsprozess der Wachstumskolben eine wichtige Media-
torenrolle besitzen. Wie oben beschrieben, sind Schwannsche Zellen fur das
Medium entscheidend.

Trotz der neuerencErkenntnis, dass VEGF sich direkt auch auf die Nerven-
regeneration auswirkt, muss auch der indirekte Effekt berucksichtigt werden.
Diese angiogenetische Wirkung von VEGF hat eine entscheidende Rolle
beim Wiederaufbau der neuen nervalen Strukturen, zumal die verbesserte

Perfusion eine angepasste Versorgung ermdglicht ** *°.
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Isofor-

Rezeptor

Loslichkeit

Produzierendes

Pharmakodynamik

men Gewebe
VEGF-A 121; 165; VEGFR-1;-2 VEGF121 ist 10s- So gut wie Vaskulogenese;
189; 206 VEGF lich; um so l3n- ubiquitat; be- Angiogenese; Vasku-
bindet an ger das Molekiil, sonders in fene- lére hoeostatis,
Neuropilin- 1 desto stirker strierten En- GefalRpermeabilitat;
und 2 greifen Sie an dothelien Recruitment von
VEGF _an Heparan-Sufat Knochenmarkszellen
! 145
Neuropilin 2
VEGF-B 167, 186 VEGFR-1 und 186 ist I6slich, Herz; Skelett- Angiogenese; Re-
Neuropilin-1 167 bindet an muskel; GefaR- cruitment von Kno-
Herperansulfat muskelzellen chenmarkszellen
VEGF-C Unver- VEGFR-2;-3; Loslich Neuroendokrine Lymphangiogenese;
anderte Neuropilin-2; Organe; Lunge; Angiogenese
und Veranderte Herz; GefaBmus-
Veran- Form ver- kelzellen
derte starkt Rezep-
Form torenbildung
VEGF-D Unver- VEGFR-2;-3; Loslich Neuroendokrine Angiogenese
dnderte Veranderte Organe; Lunge;
und Form ver- Herz; Magen-
Veran- starkt Rezep- Darm-Trakt;
derte torenbildung Skelettmuskel;
Form GefalBmuskelzel-
len
VEGF-E - VEGFR-2; Loslich Viruszellen Angiogenese
Neuropilin-1
VEGF-F VEGFR-2 Bindet an He- Schlangengift Angiogenese und
peransulfat GefdRpermeabilitat
Tbl. 3 VEGF -Hauptgruppen und die Eigenschaften

Bei einer Neurotmesis werden die GefalRe des betroffenen Abschnitts unter-

brochen und die ausreichende Versorgung ist nicht mehr gewahrleistet.

Nachdem VEGF schon lange als Angiogenesefaktor bekannt ist, wurden Ver-

suche unternommen, welche die Effekte von VEGF auf die Vaskulisierung

des peripheren Nerven nach Neurotmesis untersuchten. Die Ergebnisse be-

legten, dass VEGF einen stark positiven Effekt auf die Neovaskularisierung
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1.7

der Nervenlasion hat. Gleichzeitig zeigt sich eine Korrelation zwischen dieser
Neovaskularisation und einer verstarkten Reinnervation am Nerven . Dabei
zeigte sich, dass die Stimulierung der Angiogenese und die der Neurogenese
in Abhangigkeit zueinander stehen "**.

Mogliche Schwerpunkte der molekularen Therapie der PNS-
Traumata

Komplementar zu der chirurgischen Therapie der Neurotmesis wurden in der
Vergangenheit neurotrophe Faktoren hinsichtlich der regenerativen Wirk-
samkeit auf experimenteller Basis erprobt. Ansatzpunkte dieser neuen Stra-
tegien basieren auf zwei Hauptgruppen der im Kapitel ,Molekulare Prozesse
nach Neurotmesis® beschriebene neurotrophen Faktoren, den Neurotropinen
und VEGF 192203 76 168 6 193 224 |y 7; dieser Arbeit ahnlichen operativen Mo-
dellen wird dabei die Applikation von NGF '"®, BDNF % 27 CNTF """ erldu-
tert.

Insbesondere wurde VEGF auf Grund seiner weitreichenden Wirkungsme-
chanismen in diversen anderen Indikationen eingesetzt. Die angiotrophe
Wirkung steht im Vordergrund. Zu diesen gehoren: periphere arterielle Ver-

t 1%°; periphere, vaskulare Polyneuropathie '’°; koronare

schluss Krankhei
Herzkrankheit '?°; Haut-Lappenplastik ®; VEGF als Protektor der Leber '*?;
Knochenbriiche ?°. Wie aus der Historie der VEGF-Forschung zu erkennen
ist, spiele der Einsatz von VEGF in der Angiogeneseforschung die Initia-
torenrolle. Auf der anderen Seite des therapeutischen Spektrum steht die
Inhibition (iberschieRender VEGF-Synthese ° z.B. in der Tumortherapie *°
®" und der vaskuldren Retinopathien °. Nicht nur auf experimenteller Basis *°
%3 hat dies zur Entwicklung von Angiogenese Blockern gefiihrt, sondern hat
in der Behandlung der diabetischen Retinopathie 8 auch eine konkrete klini-

sche Applikation.

Die Neurotropine wurden in der Vergangenheit in weiteren Indikationen er-

forscht. Auf Grund der ubiquitdren neurotrophen Wirkung ®° '2°
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1.8

Therapiespektrum, welches sich auf die Genese diverser neuro-
pathologischer und regenerativer Indikationen bezieht. So wurde NGF in der
Therapie von Alzheimer, Parkison, Amylotrophe Lateralsklerose auf3erst um-
fangreich getestet 1°2* 2 57 CNTF im Jahre 1997 Félle von Anorexie be-

schrieben bzw. der erhebliche Gewichtsverlust .

Applikationsmethoden der molekularen Therapieformen

Im Prinzip lassen sich zwei Hauptgruppen der Applikation unterscheiden "

1. Protein-Therapie
2. Gentransfer

Bei der direkten Applikation des Proteins, der sog. ,Protein-Therapie,” ist von
grollem Vorteil, dass pharmakologische Eigenschaften des Stoffes, die
Pharmakodynamik und -kinetik, meist gut bekannt sind. Auch hat der An-
wender die Kontrolle Uber die applizierte Menge und die Gewissheit, dass
Langzeiteffekte mit grol3er Wahrscheinlichkeit nicht eintreten werden, zumal
die Molekule meist nur kurze Halbwertzeiten aufweisen. Zum Nachteil ge-
hort, dass, die Kosten fur rekombinante Molekule oft sehr hoch sind. Auch ist
die Halbwertzeit der Stoffe sehr gering, was eine schnelle Abnahme der
Konzentration am Wirkungsort mit sich bringt. Eine Verzerrung der Ergebnis-
se ist dadurch Méglich "', Des Weiteren macht die direkte Applikation von
einigen Proteinen, wie HIF-1a und PR39, auf Grund von Ladung und GrofRe

nicht direkt appliziert werden % '8,

Der Begriff des ,Gentransfers” ist identisch mit dem der ,Gentherapie®. Ziel
des Gentransfers ist es, ein funktionelles Gen in die Desoyribonuclein Saure
(DNA) der Zielzelle einzuschleusen und somit entweder eine Fehlfunktion
auszubessern oder eine Zusatzfunktion herzustellen. Eine funktionierende
Genexpression in der Zielzelle ist vorauszusetzen. Die Applikation der DNA

kann wiederherum mit diversen sog. Vektoren geschehen.
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Versuche haben bewiesen, dass die Applikation von nackter DNA nur zu ei-
nem sehr geringen Teil in die Zelle gelangt und dort kaum merklich zu einer
Synthese des kodierten Teilstiickes filhrt '°® "' Daher ist es sinnvoll, einen
sog. nicht-viralen Carrier bzw. einen viralen Vektor fur die Steigerung der
Transfektionseffiktivitat zu benutzen. Die erfolgreiche Transduktion ist Ziel
und gleichzeitig die gréRte Herausforderung ?°°. Anpassung des Vektoren
auf die jeweilige Zielzelle, Genstabilitat, sowie auf die wirtschaflichen Fakto-
ren der Vektoren-produktion sind unter anderem kritische Themen auf die-
sem Gebiet.

Nicht-virale Vektoren

Die nicht-viralen Vektoren in drei Hautpklassen zu unterteilen: (i) chemische,
(i) bio-chemische und (iii) physikalische Vektoren.

Nackte Plasmide oder liposomale DNA-Komplexe sind die am meisten be-

nutzten Molekiile fiir diesen Zweck 26 148

Im ersteren Fall der applizierten Plasmiden gelangt nur ein kleiner Teil in den
Zellkern. Hier verharrt er in einer episomalen Stellung (er ist nicht in das Ge-
nom der Zielzelle integriert), was zu einer zeitlich limitierten Exprimierung in
sowohl proliferierenden als auch nicht-proliferierenden Zellen fuhrt. Mit Be-
zug auf die Expressionsdauer der jeweiligen Plasmide wurde einen Zeit-
spanne von drei bis vier Wochen beschrieben. Realistisch sind jedoch we-
sentlich kurzere Zeitraume. Obwohl weitere Vorteile wie die Produktion und
die Hochskalierbarkeit fur diese Vektoren sprechen, ist die limitierte Trans-
fektion von sehr einschrankendem Gewicht. So kommen die nicht-viralen
Vektoren kaum als Applikationsmethode fur die Gentherapie in Frage, son-
dern sind vielmehr bei der Induktion von Immunreaktionen, z.B. bei DNA-

Impfungen, von Interesse.

Ein neueres, physikalisches Verfahren ist die sogenannte Magnetofektion.
Das Prinzip dieser Methode basiert auf Assoziation eines nicht-viralen Gen-
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1.8.2

vektors mit paramagnetischen Eisenoxid-Nanopartikeln, z.B. durch eine Hul-
le aus Polyethylenimin '*°. Mittels regulierbaren Eisen-Bor-Neodym-
Permanentmagneten kann im Zielgebiet eine hohe Genexpression durch
suggestives Auflosen der magneto-sensiblen Nanopartikel erreicht werden
%2 Auch in unserer Arbeitsgruppe wurden erfolgreiche Versuche an der Haut-
lappenplastik der Ratte durchgefuhrt, bei denen VEGF 165- mittels sogenann-
ten ,Magnetobubbles* lokal appliziert wurde &’.

Virale Gentherapie

Seit ca. 20 Jahren existiert der Ansatz der Gentherapie in der Medizin. Nach
der anfanglichen Euphorie und gewissen Erfolgen musste die Forschung al-
lerdings viele Ruckschlage verkraften, und so ist sie immer noch nicht im kli-
nischen Alltag angekommen.

Ein Virus verfugt grundsatzlich Uber die Eigenschaft, seine eigene Erbinfor-
mation mit Hilfe der Zielzelle zu exprimieren und somit einen Syntheseweg
fur seine spezifischen Proteine zu finden. So ist das in dieser Therapieform
angewandte Virus normalerweise nicht darauf angelegt, die Host-Zellen zur
Vermehrung der viralen Erbmasse zu benutzen. Diese Abanderung der
Genexpression fuhrt zu einem Untergang der Wirt-Zelle. Es wird vielmehr ei-
ne Art Symbiose angestrebt, in welcher mittels der maupilierten viralen Ebin-
formation eine Gensequenz in der Hostzelle transduziert wird. Trotz Vor-
sichtsmassnahmen kann es zu pathologischen Effekten kommen, die auf ei-

ner erfolgreichen Infektion mit einem Virus basieren.

Um diese Viren, die normalerweise die Rolle von Pathogenen besitzen, zu
nutzlichen Transportmedien ,umzubauen®, ist es erforderlich, die eigentlichen
pathogenen Gensequenzen des Virus von jenen zu trennen, welche die Re-
plikation und produktive Prozesse kodieren. Dafur mussen die jeweiligen Se-

guenzen identifiziert werden.

-35-



d

== ———

Replikationsgene Virus-Struktur Pahtogenitat

Verpackungs Konstrukt

Parentales Virus Genom Zuchtzellen

Vektoren Konstrukt

ransgene cassette

Virale Intors, replikations
Initiatoren, Verpackungs-

Sequenzen Rekombinante Virale Vektoren

Abb.7 Herstellung viraler Vektoren; a) Umwandlung eines Virus in einen rekombi

nanten Vektor. Dabei wird schematisch ein virales Genom gezeigt, welches
als solches fir den menschlichen Kdorper pathologisch ist. Geflankt wird die
ses durch Cis-Sequenzen, welche fir die Replikation und Kapselung kodie
ren. Das ,Verpackungs-Konstrukt® beinhaltet diese Gene, die fur die Replika
tion und Strukturgene kodieren. Schlielich wird es im ,“Vektoren Konstrukt"
eingefigt, welches zusatzliche regulatorische Sequenzen beinhaltet. b)
Durch den Prozess der Transfektion, Infektion durch einen Hilfsvirus oder
stabilen Zelllinien gelangen die ,Verpackungs-“ und ,VeConstructs® in die
Hostzelle. Die Proteine fiir die Replikation und Viruszusammensetzung

sind durch den,packaging construct® exprimiert, SchlieRlich wird das
Vektorengenom in eine Hille der Virusbestandteile eingehillt, und der
rekombinante Virale Vektor entsteht.

Quelle: GENE THERAPY: Twenty-First Century Medicine; Inder M. Verma
and Matthew D.Weitzman; Laboratory of Genetics, The Salk Institute,

La Jolla, USA

Im nachsten Schritt werden zu vernachlassigende Basen ausgeschnitten und

schlieRlich das Transgen, welches sich aus der zu exprimierenden Sequenz

und den regulatorischen Elementen zusammensetzt, mit dem rekombinanten

Virusgenom fur die Transduktion und Replikation fusioniert. Dabei gilt der

Grundsatz, dass je mehr Gensequenzen entfernt werden, desto weniger Re-

plikationsdefekte entstehen und um so geringer das Risiko ist, dass es sich

bei dem rekombinanten Virusvektor um einen infektidsen Virus handelt ''°.

Es zeigen sich insbesondere vier Problemzonen '#* 2%°: |neffizienter Gen-
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transfer; Spezifitdt der Gentransduktion; Dauer der Genexpression; Sicher-
heit. Jeder Vektorentyp hat gewisse Grundeigenschaften, welche auch bei
der Auswahl der therapeutisch angewandten Vektoren von Bedeutung ist
(siehe Tab. 5, S.36)

Vector Potentielle Zielzellen Klinische Eigenschaften
GenomgrofRe Versuche

[kilo Base= kb]
5

Adenovirus Gering <4 kb Diverse; teilen- + Langsamer Beginn der Trans-
assoziierte de und sich duktion; Integration ins Ge-
Viren nicht teilende nom; ineffiziente Produktion
Zellen der Viren; kostspielig
Adenovirus Mittel <7,5 kb  Diverse; lang- + Kurzlebige Expression; starke
same Transduk- Immunantwort
tion in Neuro-
nen
Herpes Hoch >30kb Diverse; Neuro- - Latente Entziindungsreakti-
Simplex nen; Stammzel- on; langlebige Expression;
Virus (HSV) len; Muskelzel- geringe Toxizitat
len
Alphavirus  Mittel <7,5kb Diverse; Neu- + Kurzlebige, aber sehr intensi-
rons, Gliazellen ve Expression, geringe Im-
mungenizitat
Lentivirus Mittel 8kb Diverse; teilen- - Integration ins Genom der
de und sich Zielzelle; langlebige Expressi-
nicht teilende on; Sicherheitsbedenken;
Zellen
Retrovirus  Mittel 8kb Nur auf teilende + Integration ins Genom der
Zellen Zielzelle; langlebige Expressi-
on

Tbl. 4 Virale Vektoren
Quelle: '** Latest development in viral vectors for gene therapy. Trends in biotechnolo-
gy (2003) vol. 21 (3) pp. 117-22

1.8.2.1 RNA Viren als Vektoren
Retrovirus: Die Pionierarbeit der Gentherapie wurde mit Hilfe von Murine
Leukemia Virus (MLV), einem Retrovirus, durchgefuhrt. Das Virus ist in der
Lage, Uber einen spezifischen Rezeptor sein Capsid in die Zielzelle einzu-
schleusen und Uber die namensgebende reverse Transskriptase das Trans-
gen in das Genom der Zielzellen einzubauen, wobei die Lokalisation dieser
-37-
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Transgen-Sequenz variieren kann '>° '*'. Durch diesen Einbau kommt es zu
einer suffizienten, langzeitlichen Expression der Genfrequenz. Allerdings ist
es dem Virus nur moglich, sich in solche Zellen einzubauen, welche sich tei-
len, was wiederum das Anwendungsspektrum relativ stark eindammt. Um
den Zielzellen basierten Tropismus zu umgehen, wurden Retroviren mit Hull-
proteinen anderer Viren, wie dem G-Glycoprotein des ,Vesicular Stomatitis
Virus (VSV)“, pseudotypisiert. Dies hatte zur Folge, dass die Stabilitat des G-
pseudotypisierten VSV deutlich erhoht wurde und in hdheren Titern appliziert
werden konnte. Auch wurden das Zielzellenspektrum deutlich erweitert 23,
das Capsid verandert und die Eigenschaften stark verbessert. Es wurden

91 Im

Vektoren entwickelt, die eine selbst in-/aktivierende Funktion haben
Rahmen dieser Erfolge waren es ebenfalls retrovirale Vektoren, die in der er-
sten klinischen Studie am Menschen mit ,Adenonsin-desaminase Deficeny*
getestet wurden '°. Hier und in weiteren Studien wurden positive Ergebnisse

erzielt 1" %7,

DNA-Viren als Vektoren

Im Unterschied zu den retroviralen Vektoren beinhalten Viren einzel- oder
doppelstrangige DNA als virales Genom. Die wichtigsten DNA-Vektoren sind
das Adeno-assoziierte Virus, der Adenovirus (AdV) und der Herpes Simplex
Virus (HSV). Andere, nicht so haufig eingesetze DNA-Vektoren sind Epstein-
Barr-Virus (EBV), Parvovirus (PV) und Vaccinia Virus (VV).

Die grofdten Vorteile dieser Vektoren liegen in der ,Packaging“-Kapazitat, der
breiten Anwendbarkeit bezlglich der Zielzellen und der effizienten viralen In-
fektion mit darauf folgender Transduktion.

Herpes-Simplex-Virus: Der Herpes-Simplex-Virus-1 (HSV-1) ist der am
meisten beforschte HSV und soll daher hier beispielhaft aufgefuhrt werden.
Es ist ein ca. 20 nm (Diameter) groes Virus, welches sich aus vier Kom-

partimenten zusammensetzt: Hulle, Bedeckung, Kapsid, virales Genom.
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Neurotropismus, eine lang andauernde Genexpression ohne Intergration des
viralen Genoms, in das Genom der Zielzelle, als auch ein sehr grol3es Ge-
nom sind die herausstehenden Eigenschaften des HSV. Des Weiteren be-
sitzt der HSV-1 eine hohe Infektiositat, was zu einer effizienten Transduktion
fuhrt und gleichzeitig ein breites Spektrum von Zielzellen er6ffnet. Einschran-
kungen fur den Gebrauch dieses Vektors resultieren aus der fehlenden Er-
fahrung bezuglich rekombinanter HSVs am Patienten, der latenten langzeitli-
chen Expression in spezifischen Geweben und der Zielsteuerung der Vekto-

ren.

Adeno-assoziierte Viren: Bei den rekombinanten Adeno-assoziierten Viren
(AAVs) handelt es sich um nicht pathogene humane Parvoviren, welche mit
einer einstrangigen DNA als Genom ausgestattet sind. Ein gro3er Vorteil von
AAV ist, dass er auch an Zellen angewandt werden kann, die sich in einer
Stresssituation wie Strahlung und andere genotoxische Faktoren befinden.
Auch konnen AAV in sich nicht-teilende Zellen eingelagert werden, wodurch
sie in eine Unabhangigkeit von dem Mitosezyklus der Zelle versetzt werden.
Allerdings ist die Produktion sehr aufwendig und somit erheblich teurer als
die Produktion anderer Vektoren. Des Weiteren steht nur eine begrenzte
Transkriptionskassete zur Verfiigung 2°°.

Adenoviren: Adenoviren (ADV) sind nicht umhdullte, doppelstrangige, ca. 70
- 90 nm grofRe DNA-Viren, welche seit dem Jahr 1953 bekannt sind " In ei-
ner ikosaederformigen Gestalt umgibt das Kapsid den Kern des Virus, wel-
cher das Genom beinhaltet. Die humane ADV besteht aus mehr als 50 ver-
schiedenen Serotypen, welche samtlich ein breites Spektrum an Zielzellen
indizieren und replizieren kénnen . Auch wenn frilhe Versionen der ADV
starke Nebenwirkungen aufwiesen, sind die heutigen Generationen von Vek-

toren wesentlich stabiler 4.

ADV- Vektoren sind in der Lage, einen besonders effizienten Gentransfer mit
anschlieBenden hohen Titern zu generieren. Des Weiteren zeichnet sich der
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Vektor durch eine hohe in-vivo Stabilitat mit transienter Genexpression aus
124

viral

Retroviral Adeno-  HSV-1

AAV Onco Lenti Foamy
Virales Genom ssDNA RNA RNA RNA dsDNA dsDNA
dsDNA

Integration in Ziel-  v)N” Y Y Y N N

zelen DNA

Nicht-teilende Zel- Y N Y YL Y Y

len

Dauer der Expres- L L L NL S S

sion

Induktion der T-Zell N N N N Y Y

Antwort

Preexistente Im- Y N N° N Y Y

munitat

Sicherheitsbdenken Inser- Insertionelle Entziln- Entziin- Entzin- Entzin-
tionelle Mutagene-  dungs- dungs- dungs- dungs-
Muta- se reaktion, reaktion, reaktion, reaktion,
genese Zytoto- Zytoto- Zytoto-  Zytoto-

xiziat xiziat xiziat xiziat
a. Integration istim Falle der Abwesenheit von rep. Protein ineffizient
b. Ausgenommen HIV-Patienten
Y: yes; N: no; L: long; S: short.

Tab. 5 Spezifische Eigenschaften der Vektoren;
Quellle: ""°. Gene therapy with viral vectors. Annual

review of pharmacology and toxicology (2003) vol. 43 pp. 413-39

In der Gentherapie besitzt hat der Typ 5 die grofte Relevanz '*°. Die doppel-
stangige DNA-Struktur hat eine Gro3e von 36 kb, wobei durch intensives
Splicing tber 50 verschiedene Proteine entstehen. EIf davon sind Struktur-
Proteine des Virus. Ein Lebenszyklus des Virus wird durch eine Fruh-, Mittel-
und Spatphase eingeteilt, wobei das mittlere Zeitfenster die Replikationspha-
se widerspiegelt. Jedes Stadium ist indes mit spezifischen Proteinen assozi-
iert, die wiederum u.a. fUr die Regulation der Zellfunktionen verantwortlich
sind.
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Es wird hierbei in ,frihe®, ,spatere” und ,spate Genexpression® unterschie-
den (early, delayed and late expression). E1A als immediate early gene,
stimmuliert die Expression der weiteren Gensequenzen, den delayed early
gene - E1B, E2A, E2B, E3 sowie E4 kommen — denen auch wichtige regula-
torische Funktionen zukommen. So bildet das von E1B kodierte Protein,
19KE1B, mit E1A einen Komplex und unterbricht hierdurch die Expressions-
kaskade, die sonst weiterlaufen wiirde ° *°. Auch schiitzt es die virale DNA
vor dem Abbau. Die Region von E2 kodiert Replikationsproteine, welche
nach ca. sechs bis acht Stunden seit Infektion durch das Virus exprimiert und
schlieBlich zwischen der 18. und 20. Stunde ihren Expressionshohepunkt er-
reichen . E3 codiert fiir ein Protein, Gp19KE3, welches Teil der Immunab-
wehr des Virus ist. So verhindert es die Lyse der infizierten Zellen durch zy-
totoxische T-Lymphozyten. Hierbei bindet es im endoplasmatischen Retiku-
lum mit HLA-Klasse-l zu einem Histokompatibilitats-Protein-Komplex. Zu-
satzlich wird die E1A-vermittelte erhdhte Empfindlichkeit gegenltber Tumor-
nekrosefaktoren und aktivierten Makrophagen durch E3-Proteine wieder ge-
senkt 2'°. Eine effiziente und starke Induktion der Expression wird durch die
Einbettung eines vom Cytomegalie-Virus (CMV) stammigen Promotor-
Region gefdrdert '*°.

Gentherapie in klinischen Studien

Im Jahr 1989 berichteten Rosenberg und seine Kollegen Uber die erste Gen-
therapie am Menschen '®. Seit diesem Zeitpunkt wurden bis zur Jahresmitte
2007 uber 1.340 klinische Studien zugelassen, bzw. durchgefuhrt.

1989: Erstmals erfolgt eine retrovirale Gentransduktion fur eine Resi-
stenz gegen Neomycin in Tumor-infiltrierenden Lymphozyten

(TIL)- metastasiertes Melanom "

1999: Die 18 jahrige Patientin stirbt an einer extrem Uberschie3enden

Entzindungsreaktion nach adenovirale Ornithin-
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2000:

2002:

2006:

2006:

2006:

Transcarbamylase-Deficiecny Therapie '®°. Dies fiihrt zu einer
lahmenden Wirkung auf die Aktivitaten aller Forschungsteams in

diesem Bereich .

Mit der Therapie der sog. ,x-linked serve combined immune de-
ficiency” (SCID-X) gelingt ein groRer Erfolg #’.

Im Rahmen der gleichen SCID-X Studie entwickeln zwei der zehn
behandelten Kinder eine leukdmiedhnliche Pathologie ¥, die je-
doch mit einer angepassten Chemotherapie in Remission ge-
bracht wird 2°. Aufgrund dessen werden ahnliche Versuche in den
USA und Frankreich gestoppt. In Gro3britannien und Australien
werden diese Versuche jedoch weitergefuhrt und zeigen letztend-
lich trotz dieses Zwischenfalls positive Resultate in der Behand-
lung der SCID-X " "1,

Im Rahmen einer klinischen Studie Phase /Il werden an ,, x-linked
chronic granulomatous disease” (X-CGD) erkrankte Patienten mit

retroviral vorbehandelten CD-34 positiven Zellen des peripheren

Blutes behandelt "** .

Es wird eine erfolgreiche Immuntherapie von zwei Patienten mit

metastasiertem Melanom beschrieben ',

In zwei unabhangigen Studien wird Verbesserung von Parkinson-

symptomen mit Hilfe einer lokal applizierten Gentherapie be-

schrieben 193,16,

Dem zu Folge hat sich das Feld der Gentherapie in den vergangenen Jahren

trotz der diversen Ruckschlage enorm entwickelt. Bei der Auswahl der Indi-

kation ist eine sehr klare Gewichtung festzustellen. Fast 85 % aller Versuche

zielen auf die Tumor-, Herzgefal3- und Erbkrankheiten. Dabei besitzt die Tu-
mortherapie den mit 65% groften Anteil (S. Abb. 8).
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1.9.1

Hinsichtlich der Auswahl der transduzierten machen Antigene, Cytokine und
Tumor Suppresor Gene zwar gut die Halfte der transferierten Gene aus. An-
dere Gensequenzen liegen mit jeweils ca. 8 % nicht weit unter den Anteilen
der Erstgenannten. ( S. Abb. 9)

0.9% 1.6% 3.8% 1.7% 2.9%
1.5%
& Neopplasien 3.7% 8.6%
20.3% & Antigene
6.5% i Cardiovaskuldre Erkankungen
W Zytokine
monogenetische Erkrankungen 4.1% Tumor Superssor Gene
8.3% \ i Infektionskrankheiten 5.1% K Wachstumsfaktoren
i Neurologische Erkrankungen K Zelluntergangs-Gene
Defici -G
9.1% ” Ophtalmologische Erkranungen 7.9% 18.9% ehcencysene
Rezeptorgene
icele Marker-Gene
G i 8.2% e .
enmarkierung Replikations Inhibitor Gene
Gesunde Probanden 12.0% Andere
nicht bekannt
Abb.8
Abb.9
3.0% i i i i
1.3%_\2_7% o Abb. 8 Gentherapeutische Indikationen in

medizinischen Studien (n= 1309)
Abb.9 Genetherapeutische Zielgene

& Adennovirus

o~ & Retrovirus (n=1 309),

o Abb.10 Vektoren in klinischen Studien
ﬂ “Vaceinia Virus (n=1339);

- meomsienesvs | Quelle aller Abbildungen *° : Gene therapy
2% perpes SPlex Vi clinical trials worldwide to 2007- an up-
_— Andere date. The Journal of Gene Medicine
Nt belannt (2007) vol. 9 (10) pp. 833-42
Abb.10

Die Auswahl der Vektoren werden Adenovirus-, Retrovirus- und Plasmid-
Vektoren werden mit je ca. 20 %, in ca. einem Funftel aller Versuche benutzt.
Weitere Vektoren wie Vaccina Virus, Paxvirus, und Adeno-assoziierter Virus

fallen wesentlich weniger ins Gewicht (S. Abb. 10).

AdVEGEF in klinischen/praklinischen Studien

Durch AdVEGF besteht die experimentell erprobte Moglichkeit die lokale Se-
kretion von VEGF zu initiieren. Bisher werden die meisten klinischen Studien
mit AAVEGF-165 in Bezug auf die Therapie von cardiovaskularen Ereignis-
sen angewendet. REVASC- Studie (Randomised Evaluation of VEGF for

Angiogenesis in Serve Coronary Disease) '*, RAVE-Studie (Regional An-
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1.10

161

giogenesis with VEGF) '®', KAT II-Studie (Kuopio Angiogeneses Trail I1) '

sind fur durchgefuhrte Studien.

In einer weiteren Versuchsreihe konnte Makinen '*2 mit seiner Versuchs-
gruppe einen positiven Effekt der intraarteriellen AAVEGF-Applikation bei pe-
ripheren Ischamien zeigen. Auch fallen die NORTHERN (NOGA Angiogene-
sis Revascularization Therapy: Evaluation by Radionuclide Imaging)-Studie
222 ynd NOVA (NOGA Delivery of VEGF for Angina)-Studie % in das Feld
der kardio-vaskularen AAVEGF-Forschung.

In der experimentellen plastischen Chirurgie ist die Anwendung von AdVEGF
in multiplen Indikationen in praklinischen Tierversuchsstudien untersucht. Zu
diesen gehoren z.B. die Hautlappenplastik 2 die Pulmonale Hypertension 53
als auch der Einsatz im Model mit Knochenfrakturen ?°'. Ahnlich zu den in
unserer Arbeitsgruppe durchgefuhrten Versuchen wurde in den diversen Rat-
tenmodelllen der angiotrophe Effekt von VEGF auf das Gewebe nachgewie-

sen.

Mit der Erforschung der weitergehenden Wirkungsweisen von VEGF hat sich
dieses Feld erweitert. Die neurotrophen Eigenschaften '®® von VEGF legen
eine Erforschung im Bereich der neuro-regenerativen Forschung am periphe-
ren Nervensystem nahe und sind Ansatzpunkt der im weitern Verlauf be-
schriebenen Arbeit. Die Anwendung der adenoviralen Gentherapie zur Induk-
tion der lokalen VEGF Synthese ist eine in der experimentiellen plastischen

Chirurgie eingesetzte Methode 2% 1?1,

Zielsetzung der Arbeit

Ziel der im weiteren Verlauf beschriebenen Arbeit ist es die neurotrophe Wir-

kung von VEGF 45 auf die Regeneration des autologen Transplantats der pe-

ripheren Nerven zu beschreiben. Hierfur wird in jedem Tier ein 2 cm langes

Nerveninterponat proximal der Bifurkatio gehoben und reverse an der glei-

chen Stelle mittels epineuraler Technik koaptatiert. In der Folge wird den Tie-
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ren der Versuchsgruppe modifizierte Adenoviren fur die VEGF+¢5 Therapie
injiziert. Die Kontrollgruppe erfuhr nach equivalenter chirurgischer Interventi-
on die aquivalente injektionsmenge NaCl.

Im weiteren Verlauf wird die Wirkung von VEGF 165 auf die Regeneration des
autologen Nerventransplantats auf mehreren Ergebnisebenen quantifiziert.

Uber die gesamte Versuchsdauer von 17 Wochen werden wochentlich die
motorischen Funktionsparameter - Sciatic Funiction Index, Static Sciatic In-
dex - abgenommen. Die wochentliche Abnahme dieser Werte ermoglicht die
Abbildung der motorischen Regeneration Uber den gesamten Zeitverlauf.

Zu Versuchsende werden zudem elektrophysiologische Messungen am ope-
rierten, als auch am unoperierten N.ischiadicus durchgefuhrt. Ziel dieser Un-
tersuchung ist es die Nervenleitgeschwindigkeit des N.ischiadicus und die
Muskelsummenaktionspotentiale (Amplitude, Latenz) des Endorgans, den
Mm. interossei plantares abzuleiten. Im Vergleich zu der Kontrollgruppe, als
auch der un-operierten Seite kann hiermit die Regeneration auf neuronaler

Funktionsebene aufgestellt werden.

Um die bis zu diesem Zeitpunkt gewonnenen Parameter in einem morpholo-
gischen Kontext interpretieren zu konnen werden den Tieren nach der Perfu-
sion die Nervenpraparate der operierten und un-operierten Seite enthom-
men. Die Koaptationsstellen werden nach dem Auftreten von Narben-
neuromen untersucht. Dazu wird eine Morphometrie der Axone aufgestellt, in
der zum einen auf die klassischen Methoden der Axonzahlung, zudem aber
auf ein neuartiges Verfahren der automatisierten Morphometry mittels Soft-
ware zuruckgegriffen wird. Diese Auswertungen beschreiben den neuralen
Regenerationsstatus der Tiere beider Gruppen. Des weiteren wird das Mus-
kelgewicht des beidseitig enthommenen M. gastrocnemius bestimmt und
evaluiert, ob dies einen Ruckschluss auf die Therapie zulaft.

Um den vaskularen Status der jeweiligen Nervenpraparate abzubilden kon-

nen wir auf das Verfahren der sog. ,Corrosion Cast” zurtckgreifen. Auf
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Grund der Methoden kdnnen dafur nicht die selben Tiere verwendet werden,
die der Mophometrischen Untersuchung unterzogen werden. Aus diesem
Grund werden nach dem Versuchende 2 Tiere/Gruppe diesem Verfahren
ausgewertet.

Im Gesamtbild ergibt sich durch die Versuche ein Bild, welches sich auf die
zeitlich abbildbare motorische Regeneration aufzeigt und diese in Kontext mit
den elektrophysiologischen und morphologischen Parametern stellt. Zudem
ist es eingeschrankt moglich einen Zusammenhang zu der Evaluation der
neuralen Gefaldstrukturen aufzubauen. Dabei ist anzunehmen, dass die po-
tentiell positiven Effekt von VEGF auf die Regeneration des koaptatierten
Nerveninterponats darstellbar sind.
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Materialien und Methoden

In dem Versuchsmodell wurden 18 Ratten vom Typ Crl:CD(SD) mit einem
durchschnittlichen Gewicht von ca. 300 g eingesetzt. Diese wurden in zwei
Gruppen aufgeteilt und jeweils derselben Operation unterzogen. Dabei han-
delt es sich um die Hebung eines 2 cm langen autologen Nerveninterponats
des Nervus ischiaticus der rechten Seite, welches im Anschluss reverse in
den entstandenen Defekt reimplantiert wurde. Dieses Modell stellt die Trans-
plantation eines autologen Nerveninterponats auf Basis eines zu Uberbruk-
kenden Defekts nach. Durch die Reversion des Interponats wird die Ortfrem-
de des Nerventranplantat simuliert, welche hinsichtlich der klinischen Praxis
einen hoheren Praxiswert ergibt.

Jedem Tier der VEGF-Gruppe (n = 10) wurde nach erfolgreicher Koaptation
des Interponats virales Serum mit AACMV.VEGF g5 in das umliegende Mus-
kelgewebe gespritzt. Der Kontrollgruppe (n = 8) wurde statt dessen NaCl in
gleicher Mengen an die entsprechenden Stellen injiziert. Die Zuteilung der
Tiere war bis zum Ende der Versuchs bzw. bis zur Auswertung der Ver-
suchsleitung nicht bekannt, weshalb der Versuch als doppelblind zu werten
ist.

Die Quantifizierung der Regeneration erfolgte in zwei Phasen. Zum einen
wurde die motorische Regernation mittels funktionaler Werte —dem Sciatic
Function Index, Static Sciatic Index - wochentlich abgenommen. Damit wur-
de der zeitabhangige Vergleich der motorischen Regeneration ermoglicht. Zu
Versuchsende wurden dann weitere Werte ermittelt. Untersuchungen der
Nervenleitgeschwindigkeit und der Aktionspotentiale an den Motorischen
Endplatten wurden kurz vor der Perfusion der Tiere mittels elektrophysiologi-
scher Messmethoden evaluiert. Des weiteren wurden morphologische Werte
des Musculus (M.) gastrocnemius und des Nervus (N.) ischiadicus beider
Seiten post-letal erhoben.

-47 -



2.1

211

21.2

Modell des autologen Nerveninterponats zur Untersuchung des
Effekts der adenoviralen Gentherapie mit AACMVVEGF ¢5 auf die
Regeneration

Ansatz des Modells

Das Modell des autologen Nerventransplantats in Form eines reversen Inter-
ponats des N. ischiadicus der Ratte stellt einen gangigen Versuchsaufbau
dar 8. Der bei dem Heben des Interponats entstehende Defekt im Verlauf
des Nerven kann als Trauma interpretiert werden, bei welchem das irreversi-
bel geschadigte Nerveninterponat soweit reseziert wird, dass glatte Schnitt-
kanten des proximalen und distalen Nervenstumpfes entstehen.

Operation

Die Grundlage fur die Gentherapie mit AACMV.VEGF-165 ist die chirurgische
Uberbriickung des artifiziellen Defektes mit Hilfe eines autologen Nerven-

transplantats.

Um eine Vergleichbarkeit mit den rein chirurgisch behandelten Tieren aufzu-
stellen, wurden zwei Gruppen gebildet. Mit einer Gruppenstarke (n) von 10
(VEGF-Gruppe) bzw. 8 (Kontrollgruppe) Tieren wurden die Versuche gestar-
tet. Die identische Operation (OP) wurde in beiden Gruppen durchgefuhrt
und anschlie3end eine Gruppe(VEGF-Gruppe) durch einen adenoviralen
Vektor mit VEGF 65 indirekt behandelt. Den Tieren der Kontrollgruppe wurde
an gleicher Stelle an gleicher Stelle eine Natriumchlorid (NaCl)-Losung inji-
Ziert.

Der Grund fur die unterschiedliche Grolde ergab sich dabei retrospektiv aus
dem Problem der Automutilation. Diese Problematik zeigte sich bei zwei Tie-
ren der Kontrollgruppe vor Abnahme der ersten Ergebnisse eine Woche po-
stoperativ. Bei Tieren der VEGF-Gruppe tauchte dieses Problem ebenfalls
auch, doch an spaterer Stelle und daher wurden die Ergebnisse diese Tiere
so weit es ging mit bewertet.
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21.21

21.2.2

Narkose

Es wurde nach dem bekannten Schema einer standardgemafen Inhalati-
onsnarkose mit Isofluran verfahren.. Diese wurde durch Spontanatmung von
3,5 % Isofluran (C3H2CIF50; AttaneTM lIsoflurane, Provet AG, Lyssach,
Schweiz) und medizinischem Sauerstoff bei einem Flow von 1,5 I/min einge-
leitet. Die Aufrechterhaltung wurde durch Spontanatmung von 2 - 2,5 % Isof-
luran und Sauerstoff bei einem Flow von 0,8l/min. gewahrleistet.

Zugang

Nach Rasur, Sauberung und Desinfektion mit 70 %-igem Ethoanol des rech-
ten Huft- und Oberschenkelbereichs wurde zunachst die Orientierung vorge-
nommen. Die Haut wurde im Parallelverlauf zum Femur, ca. 0,3 cm kaudal
hiervon, auf einer Lange von 2 - 3 cm mit einem Skalpell (No. 21) durch-
trennt. Um den N. ischiadicus freizulegen wurden die Muskelbduche der Mm.
semitendinosus und biceps femoris stumpf mit einer Metzenbaumschere ge-
trennt. Dadurch exponiert sich der unter den Muskeln liegende N. ischiadi-
cus. Mit Hilfe einer Mikroschere und Uhrmacherpinzette wurde der Nerv vom
umliegenden Bindegewebe vorsichtig befreit und moglichst weit nach proxi-
mal dargestellt. Der Hautschnitt und die Muskelpraparation wurden nach Be-
darf angepasst, jedoch so minimal-invasiv wie moglich gehalten. Im folgen-
den operativen Schritt wurde das autologe Nerveninterponat mit der Lange
von 2 cm moglichst proximal gehoben.

Bei dieser Entnahme sind insbesondere drei Eckpunkte zu beachten.

Die vorgeschriebene Lange von 2 cm des Interponats strikt eingehalten wer-
den. Dadurch wird die Vergleichbarkeit der Ergebnisse nach der OP sicher-
gestellt. Des weiteren wird hierdurch der Prozess der Primarheilung am In-
terponat unterbunden. Dies ware im Falle der autologen Transplantation im
klinischen Fall nicht moglich und somit auch in diesem Versuch nicht ziehfuh-

rend.
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Abb.11 Anatomische Ubersicht des frei praperierten N. ischiadicus (1);
N.tibialis (2); N. peroneus (3); N. surae- ramus superficialis (4);
M. gastrocnemius (gm); M. quadriceps (gm)

Des Weiteren ist darauf zu achten, dass der distale Schnitt am Interponat
proximal der Bifurkation des N. ischiadicus in N.Tibialis/N. Pereneus com.

gesetzt wird.

Da diese Gabelung in ihrem proximalen Ansatz nur schwer ohne Hilfsmittel

auszumachen ist, wurde in diesem operativen Stadium mit Hilfe des Operati-
onsmikroskopes (Axiovert® 25, Fa. Zeiss, Jena) gearbeitet. Hierdurch konnte
sichergestellt werden, dass mit der Durchtrennung der gesamte ungegabelte

N. ischiadicus gesetzt wird.
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Abb. 12 Schematische Darstellung der Lokalisation der Hebung am N. ischiadicus

Als dritter Eckpunkt ist seitens des Operateurs auf die atraumatische Be-
handlung des Nerven zu achten. Dies gilt fur die Operation insgesamt, ins-
besondere aber fur den behandelten N. ischiadicus samt seines herausge-
schnittenen Interponats und den beiden Nervenenden.

Wie oben im Anatomieteil beschrieben, sind die Nervenfasern extrem emp-
findliche Zellen, welche nur auf Grund ihrer Anordnung und der umliegenden
Bindegewebsschichten elastisch sind '®°. Wird durch das Operationsbesteck
direkter Druck auf das nervale Gewebe ausgeulbt, kann dies die Axone
schadigen und eine vergleichende Messung erschweren. Aus diesem
Grunde wurde bei den Operationen jegliche Manipulation am Nerven unter
dem oben genannten Operationsmikroskop von Zeiss durchgefuhrt. Damit ist
ein wesentlich genaueres Arbeiten moglich und somit die Minimierung des
Risikos einer Ergebnisbeeinflussung durch volatile Schadigungen gewahrlei-
stet.

Ist das Nerveninterponat vorsichtig aus dem Verlauf des Nerven herausge-
trennt, wird dieses gehoben und anschliefend um 180° in der Langsachse
gewendet. Das Drehen des Nerventransplantats hat zur Folge, dass die
Nahtstellen bei der Implantation nicht kongruent zueinander angesetzt wer-
den und somit dem Modelll eines autologen Transplantats am ehesten ent-
sprechen. Die Koaptation erfolgt ebenfalls mikroskopisch.
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21.23

21.24

Nervennaht

Bei der Koaptation des Nerveninterponats kann nach mehreren Techniken
verfahren werden. Aufgrund der spezifischen Resektionsstelle unterscheiden
sich die Kaliber der jeweils zu vernahenden Enden kaum. Daher ist ein

Trunkus-Transplantat '*° die am nachstliegende Simulation.

Die Nervennaht wird in epineuraler Technik mit Ethilonfaden der Starke 9/0
nach mikrochirurgischem Muster durchgefuhrt. Das Epineurium des Nerven
dient als Leitgewebe fur den Durchstich der Nadel (siehe Abb.5, S15)

Seine spezifischen Eigenschaften erlauben ein Zusammenziehen der beiden
Enden, so dass das Interponat moglichst passgenau End-zu-End angelegt
werden kann. Nach der Verknotung der Faden ist somit das Modell des ,re-

versen, autologen Nerveninterponat® abgeschlossen.

Vorbereitung der Viren fiir die Injektionsbehandlung

Um die Objektivitat des Doppel-Blind-Versuchs zu wahren, darf auch der
Versuchsdurchfuhrende keine Kenntnis Uber die Zuordnung der einzelnen
Tiere zu den unterschiedlichen Behandlungsgruppen haben. Dementspre-
chend wurden die mit ADCMV.VEGF 465 bzw. NaCl gefullten Spritzen nach
Nummern markiert. FUr jedes operierte Tier gab es eine Spritze mit dem
Fullvolumen von 200 pl. Die Nummerierung der Spritzen war fur den Opera-
teur keiner Gruppe zuteilbar und somit hatte er keine Kenntnis dartber, ob
das jeweilige Tier der VEGF- oder der Kontrollgruppe zuzurechnen war.

Diese Inkognito-Verfahrensweise wurde bis zur letzten Auswertung aufrecht-
erhalten. Nachdem alle Ergebnisse erstellt waren, wurde die Zuordnung der
Tiere offengelegt und somit die Gruppenzugehorigkeit der jeweiligen Ergeb-

nisse durchgefuhrt.
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21.2.5

2.1.2.6

Applizierung des AACMV.VEGF 165

Nach Eréffnung und
autologer reverser
Reimplantation des
nervalen Interponats
wurde den Tieren die
adenovirale Vektorie
bzw. das NaCl ge-
spritzt. Die Spritzen
unterschieden sich
hierbei nicht. Die Injek-
tion (Microlance™ 36G
Nadel, FA. Becton Dik-
kinson, Helsingborg,
Schweden; 1 ml Spitze
Fa. Codan medical,
Redby, Denmark) er-
folgte in das muskula-

re, dem Interponat di-

rekt anliegende Gewe-
be. Jeweils 200 pm Abb. 13 Ablichtung der intraoperativen Injektion

des Serums oder der 0.9 %-igen NaCl-Losung wurden einmalig in vier Frak-
tionen an unterschiedlichen Stellen symmetrisch entlang des Interponats inji-
Ziert.

Postoperative Versorgung
Die postoperative Versorgung der Tiere wird im Abschnitt ,Tierhaltung® be-
schrieben.
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21.3 Ubersicht iiber die durchgefiihrten Evaluationsmethoden

Die Innervation des N. ischiadicus und seiner Endaste versorgt motorisch am
Oberschenkel den M. biceps femoris, am Unterschenkel den M. gastrocne-
mius, M. soleus, M. extensor digitalis longus, M. extensor hallucis longus, fi-
bularis tertius, M. fibularis longus und M. fibularis brevis. Sensibel innerviert

er die Hautareale distal des Tarsalgelenkes.

Eine Typ-5-Lasion nach Sunderland des N. ischiadicus fuhrt somit zu folgen-

den Ausfallen:

1. Verkleinerung des Tarsalgelenkwinkels (M. biceps femoris, M.
gastrocnemius/soleus) und daraus resultierende Verlangerung der Auf-
lageflache des Fules;

2. fehlende Zehenspreizung;

3. fehlende sensible Innervation distal des Tarsalgelenkes — Automutilati-

onsneigung der Tiere

Nerven- Abbildung der Winkeldarstung Abbildung der Abnormalitdten
Lasion HintergliedmaBe | (Tarsalgelenk)? Zehenspreizung

(FuBhaltung)
Keine % keine

N.Ischiadicus 1. FuB- Abdrucklange (>nor.)
2. Zehen-Spreizung (<nor.)

(Typ 5) N
: 3. Dorsoflexion des Knochels
_ (°<nor.)

Tab. 6 Verbildlichung der Funktionseinschrankung nach N. Ischiadicus Typ-5-
Lasion;
Modifiziert nach: Bain et al. Functional evaluation of complete sciatic,
peroneal, and posteriortibialnerve lesions in the rat. Plastic and
reconstructive surgery (1989) vol. 83 (1) pp. 129-38
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Die Ausfalle kdnnen nach sensibler und motorischer Art der Denervierung
unterteilt werden. Das Interesse dieser Arbeit gilt speziell der motorischen
Regeneration, zumal diese im Rahmen diverser Tests am eindeutigsten be-
schrieben werden kann '®. Hierfiir wurden alle operierten Tiere 17 Wochen
lang post-OP begleitet und wochentlich funktionellen Tests unterzogen.

Nach 17 Wochen wurden die Tiere in weitere Untergruppen zur Evaluierung
der Regeneration verschiedenen Auswertungmethoden zugeteilt.

Beide Hauptgruppen, ,VEGF“ und ,Kontrolle®, wurden jeweils in zwei Unter-

gruppen aufgeteilt. ,VEGF 1“ und ,Kontrolle 1“ wurden je sechs Tiere zuge-

lost. Die beiden Ubrigen Tiere pro Hauptgruppe wurden den Gruppen ,VEGF
2° und ,Kontrolle 2* zugeteilt.

Die Tiere der Gruppen ,VEGF 1 und ,Kontrolle 1“ wurden in Minchen am
veterinarmedizinischen Institut, LMU Munchen, Prof. K. Matiasek, einer elek-
tromyographischen Messung unterzogen. Nach der anschliefenden Eutha-
nasie der Tiere wurde das Gewicht des M. gastrocnemius festgestellt und die
Nervenpraparate fur die morphologische Beurteilung entnommen. Diese
wurde mit Hilfe von Professor Schlegel und dem Institut fur Pathologie des
Helmhotz-Zentrums, Munchen, durchgefuhrt.

Jeweils zwei Tiere der Gruppen ,VEGF*“ und ,Kontrolle 2 wurden in Koope-
ration mit Professor M. Konerding, Anatomisches Institut / Johannes Guten-

berg Universitat Mainz, einem Corrosion Cast unterzogen.
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2.1.3.1 Versuchsplan
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Abb. 14 Versuchsplan des durchgeflhrten Experiments; Im vertikalen Verlauf ist
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2.2

AdCMV.VEGF g5

Die viralen Vektoren wurden vom Institut fur Virologie und Immunologie der
TU-Munchen/Klinikum rechts der Isar zur Verfugung gestellt. Die Kultivierung
und Gewinnung basiert auf der Arbeit von Dr. T. Holzbach  und wurde
durch das Institut fur Virologie der TU-Munchen durchgefuhrt.

Bei dem angewandten Virus handelt es sich um einen AACMV.VEGF ¢s.
Dieser ist ein replikationsdefizientes Adenovirus, Serotyp 5 mit der cDNA der
humanen VEGF-Isoform 165 als Reportergen. Diese kodierende Gense-
quenz ist mit konstitutiven Zytomegalievirus (CMV)-immediate-early Promo-

tor 142 130

erganzt. Die Replikationsgene des Adenovirus, im Speziellen die
Sequenz E1Am, wurden eliminiert. Diese Deletion wurde auch nach Vermeh-
rung des Vektors in HEK 293 Zellen gepruft und ist somit als sicher einzustu-

fen. ACMV.VEGF+¢s5 diente als Vektor fur die VEGF-Versuchsgruppe.

Die Herstellung des Virus wurde durch das Institut fur Virologie und Immuno-
logie der TUM durchgefuhrt. Es wurden dabei die Vektoren in einer HEK-
293-Zellkultur unter Brutbedingungen (37 °C, CO»-Gehalt von 5 %) ange-
zuchtet (erfolgte in Brutschranken der Firma Life Sciences International,
Frankfurt). Bei den HEK 293 Zelllinien, welche von der American Type
Culture Collection, Rochville, Maryland, USA, abstammen, handelt es sich
um eine kontinuierliche, primare, humane embryonale Nierenzellline. Diese
wurde mit humanen Adenoviren, Typ 5, tranformiert und produzierte an-

schlielend die erwiinschten E1-Proteine.

Nach der Infektion der Zellen wurden diese fur 36 h kultiviert, und anschlie-
Rend konnte der virale Vektor mit Hilfe von Untrazentrifugation und Dialyse
von dem Rest der Zellen getrennt und damit gewonnen werden. Dem Ge-
winn des Virus folgte die Titerbestimmung mittels des sog. Plaque-Tests,
welcher eine quantitative Messung der biologischen Aktivitat des Virus er-
moglicht. Der zweite Kontrollmechanismus fur die gewunschte Charakteristik

des Virus wurde durch den Nachweil} der Replikationsdefizienz. Dabei muss
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gewahrleistet werden, dass die produzierten viralen Vektoren tatsachlich
nach der Amplifikation in den HEK 293-Zellen lokalisiert ist eine Rekombina-
tion des Virus auf der Reproductionssequenz, der E1A-Region, ausge-
schlossen werden kann. Eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist hier die
Grundlage fur die Prufung der viralen DNA und somtz auch ein grundlegen-
der Test fur die Arbeitssicherheit. Eine potentielle Infektion mit dem alterier-
ten Virus konnten den Versuchstieren, schlie3lich aber auch den durchfuh-
renden Personen schaden.

Ist sichergestellt, dass der virale Vektor die Produktion des Zielprotein VEGF
165 induziert, kann er im Laufe der OP dem Zielgewebe appliziert werden.

Die genaueren Ablaufe werden im Kapitel ,Virusapplikation“ erlautert.

Untersuchung des Therapieeffektes von AAdCMV.VEGF,¢5 am Mo-
dell des ,,autologen Nerveninterponats“ mittels funktioneller Pa-
rameter

Die funktionellen Parameter spiegeln sich in den FuRabdrucken wider, wel-
che Uber den gesamten Verlauf des Versuches wochentlich gemessen wur-
den. Die erste praoperative Messung wurde an beiden FuRen abgenommen,
wodurch insgesamt 19 Werte pro Tier die Entwicklung in einen Zusammen-
hang mit dem Faktor Zeit setzten.

Methodisch sind die Parameter in zwei Gruppen, bzw. funf Grundwerte und
zwei sich aus diesen ableitende Quotienten zu unterteilen. Bedingt durch die
gesetzte Typ-5-Lasion des autologen Nerveninterponats des N. ischiadicus
kommt es durch fehlende Innervation zu einer geanderten FuRhaltung mit
daraus resultierendem geandertem Laufmuster bzw. Haltungsmuster. Die
Zehen konnen nicht mehr gespreizt werden, das Tarsalgelenk wird verstarkt
gebeugt und in Folge dessen wird der Ful® mit der gesamten Flache aufge-
setzt . Diese Konsequenzen der Nervenlésion sind in zwei Methodiken an
den Tieren ablesbar.
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Die erste Methodik ist die Abnahme der ,dynamischen® Parameter. Diesen
werden die Abstande der Zehen 1- 5, 2 - 4 und die Fulabdruckslange zuge-
ordnet. Mit Hilfe des Sciatic Function Index (SFI) kdnnen diese in ein Ver-

haltnis gesetzt werden, welches den Grad der Regeneration widerspiegelt >

90

Die zweite Methodik besteht aus den ,statischen“ Parametern. Diese setzen
sich aus den Zehenabstanden 1 - 5 und 2 - 4 zusammen. Mit dem Static
sciatic Index (SSI) kdnnen auch diese in ein Verhaltnis gesetzt werden. Die
FufRabdrucklange wird hier nicht berutcksichtigt.

Bei beiden Methodiken handelt es sich um nicht-invasive Untersuchungen,
welche ohne Narkose des jeweiligen Tiers durchgefuhrt werden kdnnen. Die
Ergebnisse dieser Methodiken spiegeln die Funktionalitat nicht nur des Ner-
ven, sondern der gesamten motorischen Einheit wider. Dabei ist insbesonde-
re die Auswertung der dynamischen Parameter in der Literatur als ,Gold-
Standard* fiir die Evaluation der Regeneration beschrieben .

Dynamische Parameter

Grundlagen

Die dynamischen Parameter werden in der Literatur umfangreich behandelt.
Sie gelten als Standarduntersuchung fur die Funktionalitat des peripheren
Nerven ” %, Bereits seit den 1970er Jahren sind die dynamischen Parameter
als Standartmethodik zur Auswertung am ischiadicus Modell von Ratten be-
schrieben . Die FuRabdriicke werden am laufenden Tier abgenommen, und
der FuRabdruck wird in Bezug auf die nachfolgend beschriebenen Strecken

vermessen:

Die FuBabdrucklange wird zwischen der Spitze des dritten Zehs und dem
davon am weitest entfernten Ende der Verse gemessen. Die hierdurch ab-
gebildete Strecke zwischen den beiden Messpunkten verlauft parallel zur
FuRachselangsachse. Die Zehenabstande 1 - 5 und 2 - 4 werden als Strek-
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ken zwischen den jeweilig genannten Zehen gemessen. Diese Strecken ste-
hen ungefahr senkrecht zur Fullangsachse.

Versuchsaufbau, Vorbereitung und Ablauf

FuUr die Abnahme der dynamischen, also beim Laufen entstandenen FulRab-
drucke wurde eine Laufbahn mit den MalRen 110 x 10 cm gebaut. Die Sei-
tenwande wurden ca. 20 cm hoch angelegt, sodass sich das Tier nur vor-
warts bewegen konnte. Des Weiteren wurde an dem Zielende der Laufbahn
eine kunstliche ,Hohle” mit dunklen Tuchern angelegt. Die Erfahrung zeigt,
dass bei diesen Tieren der ausgepragte Trieb besteht, einem solchen Ver-
steck zielstrebig entgegenzulaufen. Vor der eigentlichen Messung wurden
die Tiere mit Hilfe von zwei ,Probelaufen“ bestmoglich an die Umgebung ge-
wohnt und zu einem zielsicheren Laufen erzogen. Die Laufstrecke wurde bei
jedem Tier nach den zwei Probelaufen mit weillem Papier (A4 Druckerpa-
pier) ausgelegt. Auch wenn dies eine sehr einfache Moglichkeit fur die Auf-
nahme der gefragten Parameter darstellt, wird sie in der Literatur als verlass-
lich beschrieben.

Es gibt neuere Ansatze, statt dieser einfachsten Aufnahmetechnik neue au-
tomatisierte Software-Systeme einzusetzen. Hierdurch wurde zwar eine
schnellere Auswertung ermoglicht. Diese Techniken unterscheiden sich in
der Aussagekraft aber nicht ausschlaggebend von den konventionellen han-

dischen Methoden 4 %",

Nach den Eingewohnungslaufen wurden den Tieren die Hinterlaufe mit her-
kommlicher Tinte angefarbt. Dafur wurden die Tiere im Brust-Schulter-
Bereich fixiert und die Hinterlaufe mit sanftem Druck auf ein Stempelkissen
aufgepresst. AnschlieBend wurde das Tier am Anfang der Laufstrecke in den
.Lauftunnel” gesetzt. Es lief sodann, wie bei dem ,Eingewohnungslauf” ge-
lernt, in die Hohle am Ende der Strecke.
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Anhand der entstandenen Tinten-FuRabdricke wurden die Strecken auf dem
Papier handisch abgemessen und anschliel3end in der Ergebnistabelle ein-
getragen.

Folgende Strecken wurden ausgemessen:

. Fufabdrucklange = Print-Lenght = PL
. Abstand zwischen 1. und 5. Zeh = Toe-Spread (1-5) = TS

. Abstand zwischen 2. und 4. Zeh = intermediate Toe-Spread (2-4)= IST

'!’
i

Abb.15 FuRabdruck und Zehenspreizung einer gesunden Ratte; a) ITS: intermediate toe
spread, b) TS: toe spread, c) PL: Printh lenght
Sciatic Function Index
Durch die Arbeitsgruppen um De Medicaneli *® und Hruska *° wurde Ende
der 1970er, bzw. Anfang der 1980er Jahre eine Methode zur Bestimmung
der motorischen Regeneration des N. ischiadicus der Ratte vorgestellt. Die
dabei zugrunde liegende Lasion wird bei dieser Methode aul3er Acht gelas-
sen. Vielmehr ermdglicht die Messmethode den indirekten Ruckschluss Uber
die Funktionalitat auf den Schweregrad der Lasion. Im Laufe der Jahre wur-
de das Grundprinzip dieser Methode leicht modifiziert, jedoch nie tatsachlich
in Frage gestellt. Dies geschah maf3geblich durch die Arbeitsgruppe um Bain
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2.3.2

et. al.”, welche SchieRlich den Begriff des ,Sciatic Function Index” (SFI) prag-
te. Dieser Begriff bezeichnet einen Quotienten mehrer Einzelparameter und
stellt ein Verhaltnis zwischen der Funktion der operierten zu der nichtoperier-
ten Gliedmalde auf. Dabei ist dieser bis heute als ,Gold-Standard” hinsichtlich
der von motorischen Funktionalitat am N. ischiadicus-Modell der Ratte be-
schrieben. Die einflieRenden Parameter sind der TS, IST und PL (siehe ei-
nen Paragraphen weiter oben).

(EPL-NPL)
NPL

(EITS - NITS)

SFI = -383x
NITS

+13,3x

109’5X[(ETS—NTS)}

Abb. 16 7; Formel zur Errechnung des SFI; Einzelne Faktoren: E= operierte Seite; N=
nicht-operierte Seite; TS= Toespread=Zehenspreizung 1.-5. Zehe; IST= intermediate
toe spread= Zehenspreizung 2.-4.

Statische Parameter

Die statischen Parameter sind, genau wie die dynamischen funktionellen Pa-
rameter, Werte mit einer erwiesenermalen hohen Aussagekraft Uber die
Funktionalitat des Endorgans. Dieses steht auch in dieser Messung unwei-
gerlich im direkten Zusammenhang mit der Innervation, kann aber auch
durch rein muskulare Abnormalien beeinflusst werden. Im Vergleich zu den
dynamischen sind die statischen Parametern in der Literatur nicht so oft be-

schrieben %°.

Ein Unterschied zu der Ausmessung der Abstande bei den dynamischen Pa-
rametern besteht darin, dass die Werte an der jeweils der Messstrecke zu-
gewandeten Seite des Zehs abgenommen werden. Die Werte fallen dadurch
im Vergleich zu den dynamischen Parametern kleiner aus und sind nicht di-

rekt vergleichbar.
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2.3.2.2

Versuchsaufbau, Vorbereitung und Ablauf

Hierbei wurde die Versuchsratte in einer Plexiglaskammer auf eine transpa-
rente Plexiglas-Platte gestellt und der Abstand zwischen den einzelnen Ze-
hen mittels einer Kamera im Lot von unten aufgenommen. Auf gleicher Hohe
mit dem Rattenfuld befand sich eine in der Kammer eingebrachte Maldeinheit,
so dass die Bilder relationsgenau vermessen werden konnten. Mit Hilfe der
frei erhaltlichen Software ,ImageJ-Version 10.2“ (NIH, Rodville Pike, USA)
wurden die Bilder im Anschluss an die Aufnahme per Computer ausgemes-
sen und als Ergebnisse eingetragen.

Mit dieser Methodik wurden folgende Strecken ausgemessen:

. Abstand zwischen 1. und 5. Zeh = Toe-Spread = TS

. Abstand zwischen 2.- und 4. Zeh = Intermediate Toe-Spread = IST

Static Sciatic Index

Der ,Static Sciatic Index” (SSI) ist ebenso wie der SFI eine KenngroRe der
Reinnervation und gilt als funktionelle Mal3einheit. Im Gegensatz zu dem SFI
ist der SSI in der Literatur wesentlich weniger ausfuhrlich beschrieben, aller-

dings keineswegs weniger aussagekraftig 2° 1%,

Ahnlich wie schon bei der Diameter-Vermessung fiir den SFI werden die
Spreizmalde der Zehen, also dem TS zwischen 1. und 5. Zehe und dem IST
zwischen 2. und 4. Zehe ausgemessen. Im Gegensatz zu der Berechnung
des SFl ist die Abdrucklange nicht miteingerechnet. Dies beruht auf der Tat-
sache, dass das von unten aufgenommene Bild der nicht eingefarbten FulRe
keine klare Auflageflache des Fulies erkennen lasst und somit zu variabel fur
eine valide Messung ist.

Im Jahr 2000 wurde durch die Arbeitsgruppe um Bervar ** ' bestitigt, dass
der Wert des ,,Print length® (PT) nur im dynamischen Abdruck eine Relevanz

hat, jedoch bei dem statischen Bild als nicht-signifikant au3er Acht gelassen
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werden kann. Dementsprechend weicht die Formel zur Berechnung des
yotatic Sciatic Index” (SSI) um den Parameter der PL vom SFI ab.

Die Formel zur Berechnung des SSI setzt sich folgendermal3en zusammen:

(ETS - NTS) (EITS - NITS)

SSI= 108,44 x
NITS

+ 31,85x% -5,49

Abb. 17 ®: Formel zur Erreichnung des SSI; Einzelne Faktoren: E= operierte Seite;
N= nicht-operierte Seite; TS= Toe spread=Zehenspreizung 1.-5. Zehe; IST= inter-
mediate toe spread= Zehenspreizung 2.-4.
Das Ergebnis dieser Berechnung ist eine Annaherung an den Verlaust der
Funktionalitat. Die Skala rangiert dabei zwischen 0, was einer 100 %-igen

und 100, was einer 0 %-igen Funktionalitat entspricht.

Untersuchung des Therapieeffektes von AACMV.VEGF,¢5; am Mo-
dell des autologen Nerventransplantats mittels elektrophysiologi-
scher Untersuchung

Die elektrophysiologische Messung ist eine feste und etablierte GroRRe fur die
Evaluation der Nerven/Muskel Funktionalitat '"® ' 1834 Auch wenn die
Aussagen Uber die Korrelation zu den Messungen der Morphologie bzw. der
funktionellen Messung in der Literatur als nicht eindeutig beschrieben wer-
den 2", sind sie es ein wertvoller, unabhangiger Parameter. Dieser kann eine

Aussage, bzw. ein Indiz iber den Umfang der Regeneration geben %°.

Aus diesem Grund wurde die elektrophysiologische Messung auch als Pa-
rameter fur die Regeneration nach der im vorliegenden Versuch durchgefuhr-
ten Operation und nachfolgende Behandlung verwendet. Gleichzeitig durfen
auch diese Ergebnisse allerdings nicht (iberbewertet werden .

MessgrofRen dieser Untersuchung sind zum einen die Nervenleitgeschwin-
digkeit (NLG) und zum anderen die Muskelsummenaktionspotentiale (MSAP-

englisch: ,Compound Muscle Action Potential* -CMAP) 2"
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Beide Werte dienen einer Beschreibung der Funktionalitat der gesamten
neuromotorischen Einheit. Die Nervenleitgeschwindigkeit ist in diesem Zu-
sammenhang als Mal} fir den Grad der Myelinisierung des peripheren Ner-
ven zu interpretieren **, hat aber keine Aussagekraft Uber die Innervation am
Endorgan. Diese wird durch die MSAPs beschrieben, welche am proximalen
Nerv durch Elektrostimulation provoziert und tber dem Muskel abgelesen
werden. Sie geben somit Auskunft Uber ein wesentlich breiteres Spektrum
von Faktoren. Dies ist zum einen die Homogenitat der Fortleitung des Stimu-
lationspulses im Nerv. Zum anderen gibt sie Aufschluss Uber die neuromus-

kulére Uberleitung bzw. die Muskelfunktionalitat selbst.

Im vorliegenden Versuch wurden die Tiere beider in Minchen ausgewerteten
Gruppen ,VEGF 1“ und ,Kontrolle 1 (je n = 6) der NLG-Testung unterzogen.

Vorbereitung und Ablauf der Untersuchung

Die Tiere wurden vor dem Beginn der Untersuchung mit einer intra-
peritonealen Injektion nach dem MMF-Schemata {2 mg/kg Midazolam (Ra-
tiopharm/Germany); 150 pg/kg Medetomidine (Pfizer/Germany); 5 ug/kg
Fentanyl (Deltaselect/Germany)} in Narkose versetzt.

Alle beschriebenen Messungen wurden mit Hilfe eines elektrophysiologi-
schen Diagnostikgerates, Viking Quest, und der dazugehorigen Software
(Viasys Heathcare/ Germany) durchgefuhrt.

FuUr eine Messung wurden an dem Tier monopolare Stimulations- und Ablei-
tungs-Elektroden angebracht. Die monopolaren Nadel-Elektroden (Lange: 12
mm; Diameter: 0,3 mm; Viasys Healthcare Supplies 2003- Katalognummer:
019-404700; Nicolet/Germany) wurden unter Berucksichtigung der Anatomie
moglichst nahe an den Verlauf des Nerven platziert. Um dies festzustellen,
wurden Probeimpulse abgegeben.

Ein zweiter wichtiger Faktor fur die Vergleichbarkeit der Werte war die Absi-
cherung, dass jeder Nerv gleich stark, also supramaximal stimuliert wurde.
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Dies bedeutete, dass jede Faser des gesamten Nerven und nicht nur Teile
dessen bei der Stimulation mit dem applizierten Impuls erregt und sodann

ein Summen-Aktionspotential aus sendet wurde.

Hierzu wurde bei jedem Tier die individuelle Reizstarke fur die maximale
Amplitude festgestellt. Diese entspricht einer maximalen Anzahl erregter
Muskelfasern. Dieser Wert lag bei allen Tieren ungefahr bei einer Stimulati-
onsintensitat von 3,8 mA. Um abzusichern, dass eine maximale Stimulations-
intensitat bei allen Tieren zum Einsatz kommt, wurden die Messungen mit
einer Reizstarke von 5,4 mA stimuliert. Dieser Wert entspricht dem Intensi-
tatswert fur die maximale Amplitude plus ca. 30 %. Er wurde in Anlehnung an
die von Dr. A. Rupp '"® dokumentierten Erfahrungen festgelegt.

Abb. 18 Verlauf des N. lichiadicus sowie elektro-physiolgische Stimmlationsorte
a) Schematische Darstellung des Verlaufes vom N.ischiadicus bei der ope-
rierten Ratte. (IP: Interponat; A1, A3: Stimmulationsstellen; Mm. interos-
sie plantares)
b) Versuchsphoto mit den angebrachten Elektroden am gesunden, nicht-
operierten Bein des Versuchstieres
Ferner erfolgte die Stimulation in den Messungen mit einer Frequenz von 1

Hz und einer Impulsdauer von 0,2 ms.

FUr die Messung der Elektrophysiologie wurden insgesamt funf monopolare
Nadelelektroden fur jede Messung auf einer Seite platziert.
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Fir die Ermittlung der NLG wurden drei Elektroden platziert. Zwei werden fur
die Messung der Nervenaktionspotentiale entlang der N. ischiadicus bend-
tigt, die dritte Elektrode dient als Null-Elektrode.

A1: Liegt dem faserreichsten Endast des N. ischiadicus, dem N. tibialis, auf
Hohe der Ferse des Tieres in Hohe des Tarsus an.

A3: Diese Elektrode liegt am proximalen Oberschenkel, dem Femur des Tie-
res an. Sie ist als Trochanter-Elektrode nomenklatiert.

Null-Elektrode: Diese Elektrode ist lateral in einem Abstand von ca. 1 cm zu
der Elektrode A3 platziert.

Um die NLG der stimulierten Messstrecke bestimmen zu kdnnen, muss die
Entfernung der Messpunkte in ihrer Lange definiert sein. Dafur wurde das
jeweilige Bein des Tieres maximal extensiert und die Abstande zwischen A1
und A3 vermessen. Daraufhin erfolge die Stimulation auf der Strecke A1 >

A3 in retrograder Manier.

Die NLG ist definiert als der Quotient von Abstand A1-A3 und der vergange-
nen Zeit zwischen supramaximaler Stimulation an Position A1 und Ableitung

proximal auf Position A3.
NLG = Strecke zwischen A1 und A3/ Latenzzeit zwischen A1 und A3

Fur die Abnahme des MSAP wurden zusatzlich zwei weitere Elektroden zur
Ableitung des Signals in der Region der Endorgane angebracht, welches
uber die schon beschriebenen Elektroden A1-A3 abgegeben wird . Dabei
wird die aktive (negative) Nadelelektrode subkutan direkt Uber den Mm. in-
terossei plantares (Mm. int.pl.) angebracht. Des Weiteren wird die Referen-
zelektrode auf HOhe der 3. Zehen uber dem M. abductor hallucis longus plat-

ziert.
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Abb.19 Ablichtung der Elektrodenlokalisationen am Ful} eines Versuchstieres

Die Stimulation erfolgt anterograd Uber die Elektroden A1 und A3. Somit
wurden pro Seite zwei Messstrecken abgeleitet.

. A1 > Mm. int. pl.
. A3 > Mm. int. pl.

Die abgeleiteten MSAPs wurden in Bezug auf die maximale Amplitude und
die Dauer der Erregung ausgewertet. Hierbei ist die maximale Amplitude als
der Maximalausschlag der Graphen in dem Abschnitt der gemessenen Dau-
er definiert. Die Dauer wiederum ist als Periode zwischen dem ersten sicht-
baren und dem letzten mit der Enervierung im Zusammenhang stehenden

Ausschlag definiert.

Der gesamten elektrophysiologischen Untersuchung kénnen somit folgende

Messparameter entnommen werden.

. A1-> Mm.int.pl. (r.;I.) MSAP, incl. Amplitude, Dauer
. A3-> Mm.int.pl. (r.;I.) MSAP, incl. Amplitude, Dauer

e NLG (rl)
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2.5

2.5.1

Untersuchung des Therapieeffektes von AAdCMV.VEGF,¢5 am Mo-
dell des autologen Nerventranspantats mittels morphologischer
Parameter

Neben der funktionellen Evaluierung wurde in den hiesigen Versuchen eine
weitere Saule in der Evaluierung der Wirkung von VEGF 155 am peripheren
Nerven untersucht. Diese ist die morphometrische Untersuchung, welche auf
der Evaluierung post-mortal gewonnener Praparate basiert.

1. N. ischiadicus beidseits
2. M. gastrocnemius -beidseits

FUr diese Gewinnung der Praparate wurden 12 der 16 operierten Tiere ver-
wendet, 6 Tiere der VEGF-Gruppe und 6 Tiere der Kontroll-Gruppe. Die
Auswertung fand 17 Wochen ,post Op® statt.

Periphere Nervenpraparate - N.ischiadicus

Der Verlauf des N. ischiadicus wurde, wie im Rahmen der primaren Operati-
on, Uber einen parallel zum Femur laufenden Hautschnitt und durch Weg-
praparieren der Muskeln freigelegt. Es war darauf zu achten, dass der Nerv
selbst geschont wird. Um den Nerv bestmoglich darzustellen, wurde das um-
liegende Gewebe radikal entfernt. Somit gelang es, ein ca. 3 cm langes Ner-
venstuck frei zu praparieren, welches vorsichtigst gehoben wurde. Diese
Prozedur wurde beidseits aufeinander folgend durchgefuhrt.

Aus dem ca. 3 cm langen Nervenstuck konnten die erforderlichen Praparate
fur die morphologische Auswertung der operierten, aber auch der nicht ope-
rierten Kontroll-Seite enthommen werden. Die Feinpraparation wurde unter
Einsatz der Kopflupe (PEAK Head Lupe) durchgefuhrt. Dabei wurde darauf
geachtet, dass der Nerv stets mit kardioplegischer Losung (Custidiol®, Dr.
Franz Kohler Chemie GmbH) angefeuchtet war. Mit Mikroschere und Pinzet-

te wurden die nachfolgend benannten Nerventeilstiicke aus dem entnomme-
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2.5.21

nen Praparat vorsichtig zurecht geschnitten. Diese Schnitte erfolgten quer

zum Nervenfaserverlauf:

0cm .75¢cm (1cm) 1.25 175 (2cm) 225 3 cm distal
(proximal) cm cm cm
Ba0an000000009600000000 RPN P ~0039000000a0000a00a0a0AE po gooeeees (BaABA0AARA0AAEAREORGRAREES 5
1 I ! 1 ! -
Auswertung:
Schnitt- a. f. b. g. c.
Praperate:
1 1
1 1
o"ﬁ::::_ng: prox. intermed. dist.
interponat:
Nahtstellen

Abb.20 Schematische Darstellung der morphologischen Schnitte

Semidunnschnitte proximal/intermediar/distal des Interponats

Semidunnschnitte in Toluidinblau-Farbung sind eine in der Pathologie sehr
bewahrte Methode, um feine Nervenstrukturen genau darstellen zu kdnnen.
Hier dienten sie zur Analyse des Regenerationsgrades anhand von Axon-
count, Axondicke und Fibrosierungsgrad.

Gewinnung und Herstellung der Semidunnschnitte

Semidunnschnitte wurden aus den Nerventeilpraparaten a., b. und c. erstellt.
(siehe Abschnitt periphere Nervenpraparate). Auch wurde je Tier ein Prapa-
rat aus dem kontralateralen N. ischiadicus auf Hohe der Probe ,a.“ der ope-
rierten Seite entnommen. Dieses Praparat der nicht operierten Seite wird in
der folgenden Ergebnissanalyse als Probe ,d.“ bezeichnet.
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Fir die Herstellung der Semidunnschnitte sind folgende Einzelschritte not-
wendig (nach dem Protokoll der GSF/ Helmholtz-Zentrum Munchen, Institut
fur Neuropathologie):

Fixierung: Nach der Praparation werden die Nervenstucke in eine 3 %-ige
Glutharaldehyd-Cacodylapuffer-Losung gelegt. Sodann wird mit Hilfe von
Waschlosung eine dreimalige, 20 minutige Waschung der Praparate durch-
gefuhrt und mit Chromosmiumsaure fur 1-2 h nachfixiert.

Entwasserung: Fur die Entwasserung werden die vorbehandelten Praparate
in ansteigend starke Athanolldsungen (30 %, 50 %; 70 %; 90 %, 96 %) fiir je
15 Minuten eingelegt. Im Anschluss daran folgt eine dreimalige Entwasse-
rung mit 100 %-igem Athanol, wobei auch hier jeweils 15 Minuten pro Einla-
gerung veranschlagt werden. Als letzter Schritt der Entwasserung erfolgt ei-
ne zweimalige, je 30minutige Einlagerung in Prophylenoxid.

Einbettung: Fir die Einbettung der Praparate fur die Semidunnschnitte wird
Epon (gebrauchsfertig - siehe Materialien) verwendet. Dieses wurde einen
Tag vor Verwendung hergestellt und schliel3lich in kleine Kapseln gegossen,
in die zuvor das Nervenpraparat eingebettet worden war. Bei diesem Schritt
ist es wichtig, die Ausrichtung des Nerventeilsticks zu beachten. Die Schnit-
trichtung soll in dem spateren Praparat quer zur Nervenfaser erfolgen.

Polymerisation: Die vorbehandelten Nervensticke werden in den Epon-
Blocken Uber zwei Tage in einem 60 °C warmen Brutschrank auspolymeri-

siert.

Schnitte: Die polymerisierten Blocke werden getrimmt und unter Beachtung,
der schon erwahnten Langsausrichtung im Querschnitt mit dem Ultramikro-
ton (Leica, Ultracut E) in einer Dicke von 1 ym zugeschnitten. (1 g Toluidin-
blau in 60 ml 1% Natriumbicarbonat mit 40 ml Glycerin)

Somit enstanden pro Tier vier Schnitte, a-b-c-d, die jeweils fur die spezielle

Auswertung verwendet werden konnten. Dies ergab eine Gesamtzahl von 12
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25.23

X 4= 48 Schnitte, die fur die Evaluation der beiden Gruppen theoretisch zur
Verfugung standen.

Verwertung der gewonnenen Semidunnschnitte
Die Semidunnschnitte des quergeschnittenen N. ischiadicus wurden in drei
unabhangig voneinander durchzufuhrenden Analysen der Auswertung unter-

zogen.

. Bildanalyse mittels Definiens-Software

. Manueller Axoncount mittels ,Counting Grid“ und semiquantitive Analy-
se der Fibrosierung, Leukozyteninfiltration und epineuralen
Neurombildung

. Qualitative Analyse der Semidinnschnitte durch Professor Schlegel,

Helmholz-Zentrum Munchen, Institut fur Pathologie

Bildanalyse

Die automatisierte Bildananlyse wurden mit Hilfe digitalisierter Schnittbilder
und Definions-Bildanalyse-Software in Kooperation mit dem Helmholz-
Zentrum Muanchen, Institut fur Pathologie, durchgefuhrt.

Mittels des Objektrager-Scanners von Zeiss (Miramax Desk, Zeiss/Germany)
wurde die Bilderfassung eines jeden Schnittpraperates unter sehr hoher Auf-
I6sung durchgefuhrt.

Entscheidend war hierbei, dass jedes Bild, unabhangig von der eigentlichen
GroRe des Bildausschnitts, eine Auflésung von 1 Pixel = 0,23252% um? auf-
weist. Bei Export-Dateien musste darauf geachtet werden, dass diese identi-
sche Auflosung beibehalten wurde, damit die Bilder vergleichbar blieben.

Diese Bilder wurden in das Bildanalyse-Programm Definiens (Definiens
Enterprise Image Intelligence TM XD Suite, Definions, Mun-
chen/Deutschland) importiert und hier mit einem speziell dem peripheren
Nerven angepassten Analyse Raster analysiert. Das Programm ist in der La-
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ge, Strukturen anhand von Pixelfarben und Kontrasten zu identifizieren und

diese je nach ihrer Qualifizierung zu quantifizieren.

Um eine moglichst aussagekraftige Analyse zu erlangen, wurden aus jedem
Bild eines Schnittes vier bis funf qualitativ hochwertige, exemplarische Fla-
chen (Sublets) extrahiert und diese schlieRlich reprasentativ der Bildanalyse
unterzogen. Dies geschah unter einem fur alle Bilder und ,Sublets® geltenen
Analyse-Raster, welches speziell an die Strukturen des PNS angepasst wur-
de.

Die Bildanalyse Software verfugt somit Uber folgende fest definierte Parame-
ter, auf Basis deren die Bewertung Pixel fur Pixel durchfihrt wurde.

. Definition der zu analysierenden Flache

. Definition der Pixel-Kontraste bzw.-Farbtiefen fur (i) Nervenfasern, (ii)

Bindegewebe, (iii) weilder, artefazieller Hindergrund

. Schwellwert zur Differenzierung von grof3en und kleinen Nervenfasern -
dieser wurde auf 250 Px Flache festgelegt. (Hierbei handelt es sich
um einen Erfahrungswert aus dem Institut fur Neurophathologie,
Helmholtz-Zentrum, Muinchen.) Dies entspricht nach Umrechnung
iiber 1 Px = 0.23254? um? einem Diameter von gut 4 pm.

Nach dem Einscannen der Bilder und der manuellen Selektion der represen-
tativen Flachen, den sog. Sublets, wurden diese durch die Software nach
folgenden Basisdaten untersucht:

Anzahl der grof3en Axone / Gesamtflache [Pixel],
. Anzahl der kleinen Axone/ Gesamtflache [Pixel],
. beurteilte Gesamtflache [Pixel],

. Flache der grof3en Axone [Pixel],

. Flache der kleinen Axone [Pixel],

. Fullflache der Axone [Pixel],
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. Flache des bindegewebigen Anteils [Pixel],
. Artefarktflache [Pixel], die aus der Analyse ausgeblendet werden.

Da jede der extrahierten Flachen eine unterschiedliche GroRe hat, ist es
notwendig, eine Vergleichsflache zu definieren. Diese ist vorliegend mit
2.500 um? festgelegt. Jede Anzahl von Daten/ Flache, die aus den Bildern

gewonnen wird, ist somit auf diese GroRenordnung zu normen.

Ein Pixel ist eine quadratische Form mit einer Kantenlange von jeweils
0,2325 pym. Somit gilt:

Flidche [X Pixel] = X * 0.05405625 pm?= Fliche [um?]

Bei einem Schwellenwert von 250 Pixel zur Unterscheidung von kleinen und
grolRen Fasern ergab sich somit eine Basisdatentabelle, die in eine Vielzahl

von Werten umgerechnet werden konnte.
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Abb. 21 Beispielbild der automatisierten Bildanalyse mittels Definiens Software;

Gelb: als “gro3” identifizierte Axone; Orange: als “klein” identifizierte Axone;
weild: Artefakt

Von Bedeutung sind insbesondere:

. die Flachenanteile der groRen bzw. kleinen Axone am gesamten ner-

valen Gewebe
. Anteil der grof3en bzw. kleinen Axone an der Gesamtzahl der Axone
. bindegewebiger Anteil

Die Bildanalyse erstellte eine rein numerische Auswertung der Bilder, welche
auf den genannten Kriterien basierte. Durch das vereinheitlichte Softwarera-
ster wurden die Ergebnisse aus den Bildern gut vergleichbar und geben eine
fundierte Argumentationsgrundlage fur spatere Ruckschlisse. Wie bespro-

chen, besteht durch die vereinheitlichte Analyse eine potentielle Fehlerquel-
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le, welche aber Uber die Beibehaltung der Objektivitat relativiert und Gber die
Anzahl der Bilder ausgeglichen werden konnte.

Manueller Axoncount und semiquantitive Analyse von Fibrosierung,
Leukozyteninfiltration und Neurombildung

Ziel war es, eine zwischen den Schnitten vergleichbare Quantitat an unter-
schiedlich kalibrierten Axonen (klein, mittel, gro3), als auch eine semiquanti-
tative Beschreibung der Fibrosierung, der Leukozyteninfiltration und der

Neurombildung zu erstellen.

Eine gesamte Auszahlung aller Nervenfasern im Praparat ist zu zeitaufwen-
dig und fehleranfallig, so dass statt dessen einheitliche reprasentative Fla-
chen fur die Auszahlung der Fasern fur die Analyse benutzt wurden. In der
Medizin wird dieses u.a. von Labormedizinern zur Auszahlung von Blutkor-

perchen verwendet.

Um ein Raster, dem sog. ,Counting grid“ dem eigentlichen Bild zu unterle-
gen, benutzten wir die zuvor digitalisierten Bilddateien der Schnitte. Diese
wurden in Photoshop (Adobe Photoshop CS4) importiert, mit dem wir in der
Lage waren, ein virtuelles Raster dem Bild zu unterlegen. Die Kantenlange
eines jeden Quaders wird dabei auf 137 Pixel festgelegt. Dadurch ergibt sich
eine Innenflache von 2.500 ym?. Pro Bild werden sechs reprasentative Fl3-
chen ausgewertet, welche nach dem Zufallsprinzip ausgewahlt werden. Bei
der Auswahl der auszuwertenden Flachen war zu beachten, dass die Flache
nicht durch perineurale Gewebsbestandteile oder Artefarkte durchkreuzt
wird. In diesem Fall wirde die Anzahl der Neurone pro Flache durch ander-

weitige Einflisse gesenkt werden und ware daher nicht mehr reprasentativ.

Die morphologische manuelle Analyse wurde in zwei Teile gegliedert; zum
einen in den manuellen Axoncount, der in grof3e, mittlere und kleine Fasern
unterteilt. Des Weiteren wurden die Kriterien Fibrosierung, Neurombildung
und Leukozyteninfiltration als semiquantitative Parameter in den Stufen 1

(schwach ausgepragt), 2 (mittel ausgepragt) und 3 (stark ausgepragt) analy-
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siert. FUr den semiquantitativen Teil der Analyse war die Information des ge-
samten Bildes von Interesse. Dabei wurde nicht in reprasentative Flachen
unterteilt, sondern vielmehr der gesamte Querschnitt des gescanten Schnit-
tes betrachtet. Die Fibrosierung war zum einen anhand einer geringeren
Zelldichte von Neuronen bzw. hoheren Anzahl von Fibrozyten sowie der
Quantitat der bindegewebigen Strukturen zwischen den einzelnen Axonen zu
erkennen. Zum anderen war eine starkere Fibrosierung an der Intensitat der
bindegewebigen Schichtungen um die Gefale festzumachen. Die Fibrosie-
rung bezog sich primar auf den Anteil der Bindegewebsanteile in den peri-
und endoneuralen Schichten. Die Epineuralschicht war hingegen bei der
Analyse des Neuroms mitberucksichtigt.

Vergleichend wurde der Fibrosierungsgrad aufgrund des Anteils von peri-
und endoneuralem Bindegewebe eingeteilt, welcher mit der schlechteren
Heilung progradient ansteigt. Gleichartig wurde das gewonnene Bild in Be-
zug auf das Vorkommen von Neuromen analysiert, welche Folge einer nicht
k

Abb. 22 Bild mitsamt des durch Photoshop applizierten ,Counting-Grid“ zur handi
schen Auszahlung von exemplarischen Flachen
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euronenaussprossung sind.

Letztlich wurde die Leukozyteninfiltration als semiquantitativ analysiertes
Merkmal ermittelt, welche eine Aussage uber die in das Gewebe infiltrierten
weillen Blutzellen gibt.

Jede der ausgewahlten Flachen wurde nun in Bezug auf die Anzahl von gro-
Ren, mittleren und kleinen Neuronen ausgezahlt. Eine Unterscheidung der
verschiedenen Neuronenarten war sehr gut durch Augenmalf’ vorzunehmen,
zumal diese relativ stark geclustert sind und es wenige nicht definierbare
.Zwischenfasern® gibt. Dabei wurden nur jene quergeschnittene Fasern mit-
beriicksichtigt, welche keine Uberschneidung mit dem ,Counting Grid“ hat-

ten.

Schnitte der Koaptationsstellen

Wie in der Abb. 20 (S. 66) dargestellt, sind f. und g. die Koaptationsstellen
des Nerventransplantates. Diese Bereiche sind bei der Nervenregeneration
besonders in Bezug auf die Neurombildung von Interesse ?'°. Zu einer sol-
chen Neurombildung kann es kommen, wenn die Leitschiene des von proxi-
mal aussprossenden Axons nicht mehr vorhanden ist bzw. zu weit entfernt
liegt. Aufgrund dessen bildet sich leicht eine Aufknaulung in Form eines gut-
artigen Tumors des aussprossenden Nervengewebes. In der klinischen
Symptomatik fihren diese Abnormalitaten zu einer Schmerzsymptomatik.
Kommt es zum Auftreten von solchen Neuromen, ist die Funktion des

Endorgans eingeschrankt.

Gewinnung und Herstellung der Schnitte mit Hamatoxylin-Eosin-
Farbung

Wie schon die Teilstlcke a., b., c. und d. fur die Erstellung der Semidunn-
schnitte enthommen wurden, wurden die Teilstiicke f. und g. aus demselben

Nervenpraparat gewonnen. Diese wurden sodann zur Konservierung in
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hochprozentigem Formalin aufbewahrt. Nach ca. 3 Tagen wurden sie w ei-
terverarbeitet. Um dunne und gleichmaBige Schnitte herstellen zu konnen,
muss das Material Stabilitat und eine gleichmafige Konsistenz aufweisen.
Hierzu wurde das Gewebe in heillem Paraffinwachs getrankt, welches bei
Abkuhlung erstarrte. Da Paraffin nicht wasserloslich ist, musste das Gewebe
zuvor in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert werden. Anschlie3end
wurde der Alkohol durch ein Intermedium (z.B. Xylol) entfernt und im An-
schluss daran das Xylol durch hei3es Paraffinwachs ersetzt. Die von Paraffin
durchtrankten Gewebestucke wurden nun in ein Gie3schalchen gelegt, mit
heillem Paraffin Uberschichtet und zu einem Paraffinblock verarbeitet, wobei
die Einbettkassette, die mit der jeweiligen Fallnummer gekennzeichnet war,
den Blocktrager bildete. Das Gewebe wird derart angeordnet, dass die zu
schneidende Praparatflache dicht auf dem Boden lagen. Nach Erkalten des
Paraffins wird der Block aus der Giel3form geschlagen.

Dieser Gewebe-Parafinblock wurde sodann mit Hilfe eines Mikrotoms in 2 —
5 um dicke Schnitte geteilt. Diese wurden auf den Objekttrager aufgelegt und

mit Deckplattchen abgedeckt.

Sodann konnte die Hamatoxylin-Eosin (HE)- Farbung durchgefuhrt werden.
Diese Farbemethode ist Routine in der konventionellen Histologie. Sie bietet
eine gute Darstellung zellularer Bestandteile, wobei nach den durch Hamoto-
xilin im Blau-Spektrum abgefarbten Kernbestandteilen und den durch Eosin
im Rot-Spektrum markierten cytoplasmatischen Zellbestandteilen differen-
ziert werden kann. Die Bearbeitung der Praperate erfolgte in zwei Arbeits-
schritten:

Entparafinisierung (i)=> Farbung (ii).

i) Xylol 1: 100 % 10 Min. > Xylol 2: 100% 10 Min. >Ethanol 100 % 5
Min.~>Ethanol 96 % 5 Min. > Ethanol 70 % 5 Min. > Ethanol 50 % 5
Min.->Aqua dest. 15 Sek.
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i) Hamalaun 4 Min.->Blauen in Leitungswasser 10 Min. > Eosinlosung 1 %
30 Sek .~>Ethanol 50 % 10 Sek. >Ethanol 70 % 10 Sek. >Ethanol 96 % 10
Sek.. >Ethanol 100 % 10 Sek. =>Isopropanol 100 % 10 Sek. =>Xylol 1 100
% 10 Min. =>Xylol 2 100 % 10 Min.

Nach diesen Arbeitsschritten wurden die Objekte eingedeckt und konnten
anschlie3end unter dem Licht-Mikroskop ausgewertet werden.

Letztendlich wurden die Schnitte anhand von mikroskopischen Merkmalen
semiquantitativ nach folgenden Kriterien analysiert: (1) kein oder kaum dar-
stellbares Neurom; (2) leicht ausgepragte Neurombildung am Nerven; (3)

stark ausgepragte Neurombildung am Nerven.

Untersuchung des Therapieeffektes von AAdCMV.VEGF,¢5 am Mo-
dell des autologen Nerventransplantats mittels Gewichtsbestim-
mung des M. gastrochemius

Noch vor der Entnahme des Nervenpraparates wurde jedem in Minchen
ausgewerteten Tier der M.gastrocnemius beidseits enthommen, equivalent
an den Sehnenansatzen prapariert und gewogen. Der Quotient des rechten
zum linken Muskelgewichts konnte dann Aufschluss uber eine mogliche
Atrophie im Rahmen der Deinnervierung geben *° ''°. Um eine Vergleich-
barkeit der Muskelgewichte unter den Tieren zu gewahrleisten, wurde dieses
in Relation zu dem Korpergewicht des jeweiligen Tieres gestellt werden.

Untersuchung des Therapieeffektes von AAdCMV.VEGF,¢; am Mo-
dell des autologen Nerventransplantats mittels Bestimmung der
MikrogefalRdichte - Corrosion Cast

Die Mikrogefalddarstellung der neuralen Gefal3plexi wurde mit Hilfe von Pro-
fessor Konderding, Lehrstuhl fur Anatomie, Gutenberg-Universitat-Mainz,
durchgefuhrt. Das ,Microvascular Corrosion Casting® ist eine an dreidimen-
sionalen GefalRausgusspraparaten durchgeflhrte Rasterelektronenmikro-

skopie, mittels derer ein kontrastreiches Bild des neurovaskularen Plexus er-
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2.7.2

stellt wird. Diese Bilder geben Aufschluss Uber intravaskulare Distanzen,
Segmentlangen, Aufzweigungshaufigkeiten, Durchmesser oder Aufzwei-

I 138 133

gungswinke , sind gleichzeitig sehr artefakt-anfallig 2'°.

Injektionsmodell

Nach der im Kapitel ,Narkose“ beschriebenen Anasthesie wurden die Tiere
betaubt. Wie im Kapitel ,Operation“ beschrieben, wurden diese Tiere jeweils
gruppenspezifisch blind behandelt und im Anschluss 17 Wochen post OP
begleitet. Dabei wurde der SFI und der SSI fur diese Tiere erhoben.

Beendigung der Versuche und Erstellung der Praparate

Um die notigen Praparate fur die Corrosion Cast der vier Tiere zu zu erhal-
ten, muldten die Gefalde in ihrer gesamten Struktur erhalten bleiben und
gleichzeitig das umliegende Gewebe, welches den Blick fur den Pathologen
versperrt, herausgelost werden.

Um dies zu gewahrleisten wurden zwei Abfolgen von Arbeitsschritten durch-
gefuhrt:

Fir den ersten Schritt wurde das jeweilige Tier mit Hilfe von Isofluran, wie im
Kapitel ,Narkose“ beschrieben, vornarkotisiert. Dem Tier wurde zusatzlich
0,3 ml Heparin und anschlieend 0,4 ml Narkoren i.p. injiziert.

Um den polymerisierenden Stoff Mercox zu injizieren, wurde der Brustkorb
geoffnet und ein groRkalibriger Zugang in die Aorta des narkotisierten Tieres
gelegt. Uber diesen Zugang wurden zunéchst ca. 40 ml einer mit Heparin
versetzten 0,9 %-ige NaCl-Losung (200 ml NaCl+ 0,5 ml Heparin) injiziert. Im
Anschluss daran wurde das Tier mit ca. 30 ml einer 2,5 %-igen Glutharalde-
hyd-L6sung fixiert. Der entscheidende Schritt fur die spater folgende Mikro-
gefaldarstellung war die nun folgende Injektion von 80 ml einer Mercox-
Harter Mischung. Der Harter selbst ist wiederum mit Methylmetharcrylat im
Verhaltnis von 9/1 vorgemischt. Kurz vor der Injektion wird dieses Gemisch
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mit Mercox im Verhaltnis 1 : 4 aufbereitet und wie auch alle anderen injizier-

ten Stoffe auf 37 °C Korpertemperatur erwarmt.

Nachdem das Mercoxgemisch vollstandig injiziert war, wurde das nun per-
fundierte verstorbene Tier fur ca. 30 Minuten in ein kdrpertemperaturwarmes
Wasserbad gelegt. In diesem gewichtsneutralen Zustand konnte die sich in
den Gefalden befindliche Mercoxharter-Losung ausharten. Sodann wurde
das operierte Bein des jeweiligen Tieres dem Femur entlang er6ffnet und das
bekannte Nervensegment groRraumig herausgetrennt. Es ist darauf zu ach-
ten, dass der Nerv und das umliegende Gewebe moglichst atraumatisch be-
handelt werden. Ansonsten bestande die Gefahr, die feinen, durch Mercox
erharteten Gefalle zu zerstoren, so dass eine relevante Auswertung unmaog-

lich wurde. Dieses Nervensegment wurde schlie3lich im Anschluf3 in

Die Auswertung als solche wurde am Institut fur Anatomie, Gutenberg-
Universitat-Mainz, zusammen mit Professor Konerding durchgefiihrt 2'®. Mit
Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie (REM) kdnnen die Gefalle des Neu-
ral-Plexus am Betroffenen N. ischiadicus dargestellt werden.

Auswertung der MikrogefaRdichte

Die kleine Anzahl der untersuchten Tiere sowie die Artefaktanfalligkeit des
Verfahrens erlauben keine quantitative Aussage uber den Grad der Mikro-
vaskularisierung. Vielmehr war es das Ziel, anhand der Bilder einen qualitati-

ven Wert in Form einer semiquantitiven Bestimmung zu erlangen.

Fur die Auswertung der Mikrogefalddichte wurden vier Tiere verwendet: Zwei
Tiere der VEGF-Gruppe (Tiere: VEGF Il; VEGF 1X) und der Kontroll-Gruppe
(K 1; K4). Hinsichtlich der logistischen Grundvoraussetzungen konnte an
diesen Tieren die Endauswertung nur hinsichtlich der Mikrogefalidichte er-
folgen. Die funktionelle Messung der Regeneration wurde, wie bei allen an-
deren Tieren, anhand des SFIl und SSI durchgeflhrt.
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Abb.23 Corrosion Cast; beispielhafte Darstellung der Mikrogefalie

Statistische Auswertung

In Zusammenarbeit mit dem Institut fur Medizinische Statistik und Epidemio-
logie der Technischen Universitat Minchen (Dipl. Math. R. Busch) wurde die
statistische Auswertung durchgefuhrt.

Da aufgrund der geringen Tieranzahl keine Normalverteilung vorlag, wurden
die Daten mittels des Mann-Whitney-Tests fur unabhangige Variablen ge-
geneinander getestet. Die p-Werte wurden mit Hilfe der Statistik Software
(Statistical Package for the Social Science - SPSS, Version 11.6; SPSS Inc.
Chicago, USA) berechnet.

In Absprache mit Frau Busch wurden folgende Schwellwerte fur den p-Wert
mit Blick auf die statistische Aussagekraft festgelegt: 0.2 = p > 0.05 = Trend;
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0.05 = p > 0.01 = signifikant; 0.01 = p > 0.001= hoch signifikant; 0.001 =2 p =
sehr hoch signifikant

Die Korrelation diverser Parameter eines Tieres wurde mittels des
Spearman’s Test festgestellt. Der hierbei errechnete Rho-Wert gibt den Be-
trag fur die Korrelation an. Er liegt zwischen -1 < 0 < 1. Eins steht fur die 100
%-ige Ubereinstimmung der Werte, 0 fir die Null-Korrelation und -1 fiir eine
negative Korrelation. Es handelt sich bei diesem Test um einen nicht-
parametrischen Test. Dabei werden die einzelnen Werte der Grolde nach ge-
ordnet und dann diese Reihenfolge von Gruppe zu Gruppe verglichen.

Auch kann aus diesen Werten eine statistische Signifikanz errechnet werden.
Hierfur gelten wiederum die schon bekannten P-Werte

Tierhaltung

Das Tierversuchsvorhaben ist gemal} § 8 Abs. 1 des deutschen Tierschutz-
gesetzes in der Fassung vom 18.05.2006 bei der Regierung von Oberbayern
angemeldet und gemall Genehmigungsnummer 55.2-1-54-2531-66-06 der
Regierung von Oberbayern am 21.08.2006 zugelassen.

In dieser Studie wurden mannliche Crl:CD(SD)-Ratten mit einem durch-
schnittlichen Gewicht von 300 g verwendet. Alle Tiere stammten aus den
Charles River Laboratorien, Sulzfeld. Die Tiere wurden praoperativ zu viert
und postoperativ zu zweit in Makrolon-Standardkafigen Typ Il gehalten. Fut-
ter (Rattenpellets 1320, Altromin GmbH, Lage) und Wasser (Trinkwasser aus
Nippeltranken bei taglichem Wechsel) erhielten die Tiere ad libitum. Gemal
den Vorgaben zur Versuchstierhaltung wurden die Tiere in speziellen Tier-
haltungsraumen aufbewahrt. Der Tag-Nacht-Rhythmus mit jeweils zwolf-
stundigen Hell- und Dunkelphasen wurde durch eine automatische Beleuch-
tungssteuerung mit einer Lichtintensitat bis 100 Ix simuliert. Die Raumtempe-
ratur betrug 20 - 25 °C bei einer Luftfeuchtigkeit von 60 - 70 %.
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Die Operationen wurden unter aseptischen Bedingungen durchgefuhrt.

Postoperative Analgesie wurde durch subkutane Injektion von 0,02 mg/kg
KG Buprenorphin (Temgesic®, Essex Pharma, Miunchen) alle zwdlf Stunden
uber einen Zeitraum von drei Tagen gesichert. Zur Verhinderung moglicher
Automutilation wurde Perphenazin-Enanthat (Decentan- Depot, Merck,
Darmstadt) in einer Dosis von 5 mg/kg KG in 1 %-iger Losung in mittelketti-
gen Triglyceriden (Miglyol 812®, Caesar & Loretz, Hilden) intramuskular inji-
ziert. Die erste Injektion erfolgte einen Tag praoperativ, die weiteren Injektio-
nen im Abstand von jeweils drei Tagen Uber den gesamten Versuchszeit-
raum. Die Euthanasie erfolgte durch intraperitoneale Injektion von 150 mg/kg
KG Pentobarbital (Narcoren®, Fa. Merial, Hallbergmoos).
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Ergebnisse

Alle Ergebnisse liefern einen generalisierbaren Trend, der sich durch die
AdCMV.VEGF 45 und die Kontroll-Gruppe hindurch deutlich niederschlagt. In
einem zweiten Schritt konnen die Ergebnisse der VEGF-Behandlungen bzw.
der Kontrolle differenziert werden. So zeichnet sich in den meisten Fallen ei-
ne Ergebnislage ab, die sich positiv fur die mit VEGF behandelten Tiere dar-
stellt.

Titerbestimmung und Verifizierung von AACMV.VEGF ;45

Die Titerbestimmung erfolgt nach der Amplifikation. Der dafur benutzte Pla-
quetest erbrachte einen Virustiter von 6 x 108 pfU/ml.

Bei einer Verdiinnung von 1 x 10°® konnten in dem eingesetzten Volumen

von 200 ul zwolf Plaques eindeutig gezahlt werden. Durch die Formel:

# Plaques il d = Verdiinnungsfaktor
= m
dxV P V = Volumen des verdiinnten Virus in ml pro Petrischale

errechnete sich folgender Titer:

12

e =6 x 10° pfU/ml
1x10®x 0,25 ml

Die Verifizierung des AACMV.VEGF 465 ist notwendig, um eine eventuelle
Wiedergewinnung der Replikationskompetenz des Virus wahrend des Ampli-
fikationsprozesses auszuschliel3en. In seltenen Fallen kann die bzw. kann
ein Teil der E1A-Region des Transgens mit seinen replikationsbefahigenden
Sequenzen von stabilen Zelllinien wahrend der Amplifikation Ubertragen
werden. Der Ausschluss einer solchen Replikation wurde mit Hilfe einer Po-
lymerase-Ketten-Reaktion (PCR) und Agarosegel-Elektrophorese sicherge-
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3.2

3.2.1

3.2.11

stellt. So wurde E1A als Replikationskompetenz ausgeschlossen und gleich-
zeitig eine Positivkontrolle fur E2A durchgefuhrt.

Die Untersuchung des Virusgenom von AdCMV.VEGF+¢s auf E1A war nega-
tiv. Der Positiv-Test fur die E2A Region war dagegen in allen Fallen positiv.

Fir das Viren-Serum war somit sichergestellt, dass eine Replikation in vivo
nicht maglich ist. Der Titer des viralen Serums war 6x10%pfU/ml.

Ergebnisse der funktionellen Parameter nach Therapie mit
AdCMV.VEGF,¢; am Modell des autologen Nerventransplantats

Die funktionellen Parameter der versuchsbegleitenden Auswertung sind in
die statischen und funktionellen Werte unterteilt. Im Falle der dynamischen
Werte werden die einzelnen Parameter fur jede Woche in dem SFI-Wert ge-
bundelt. Die statischen Einzelparameter werden im SS| zusammengefasst.

Dynamische Parameter

Zehenspreizung D1-5

Der Abstand des 1. vom 5. Zeh hatte bei beiden Gruppen einen Ausgangs-
wert von ca. 2 cm. Auf Grund des nervalen Ausfalls sind die Tiere nach der
Operation nicht in der Lage, die Fulze auf der operierten rechten Seite zu
spreizen. Somit fallt dieser Wert auf der operierten Seite auf weniger als 1
cm ab. Dies entspricht nicht mehr als der FuRRbreite, welche ohne jegliche
Spreizung der einzelnen Zehen zustande kam. Uber die Zeit entwickelte sich
eine Wiedergewinnung der Spreizfahigkeit. Dies kann als progrediente Rein-
nervation interpretiert werden. Dabei sind die Gruppenunterschiede sehr ein-
deutig.

Die Tiere mit VEGF-Behandlung erreichten im Durchschnitt einen Wert von
fast 1,60 cm, wobei die Tiere ohne VEGF-Behandlung bei gut 1 cm stagnier-
ten. Die genauen Werte sind in der Ergebnistabelle aufgefuhrt.
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Statistische Auswertung:

Ab der 9. Woche zeigen sich kontinuierlich bis zum Versuchende statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen. Dabei
weisen diese in der 14., 15. und 17. Woche eine hohe und sehr hohe Signifi-

kanz auf.

FootP_dy_D1-5 Means

2.5

Median K
€
S
=Median VEGF
0.5
0.0
0 2 4 6 8  Wochen 10 12 14 16 18
Woche 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17
Gruppe K K K K K K K K K K K K K K K K K K
Median 21 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.1 1.2 1.1 1.1 1.1 1.2 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 1.2
ini 2.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
2.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 2.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Mean 21 1.0 1.0 1.0 0.9 1.0 1.1 1.2 1.1 1.1 1.1 1.2 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 11
Std. Deviation| 0.1 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.2 0.2 0.1 0.2 0.1 0.1 0.2 0.2 0.1 0.1 0.1
N 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0

Gruppe VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF

Median 2.1 0.9 0.8 1.0 1.0 1.2 1.2 1.3 1.2 1.3 1.3 14 1.3 14 1.4 1.5 1.5 1.5

ini 2.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
2.0 1.0 1.0 1.0 1.0 2.0 1.0 1.0 1.0 20 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0

Mean 2.0 0.9 0.9 1.0 1.0 1.2 1.2 1.3 1.2 13 1.3 14 1.3 1.4 1.5 1.5 1.4 1.6
Std. Deviati 0.1 0.1 0.2 0.1 0.1 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
N 11.0 10.0 9.0 9.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 7.0 7.0 8.0 8.0 8.0

Abb.24 Ergebnisse der dynamisch gemessenen Zehenabstande D1-D5

3.21.2 Zehenspreizung D2-4
Ahnlich wie in der Abnahme der Spreizung zwischen Zeh 1 und 5, kam es
bei diesem Parameter, dem Abstand zwischen 2. und 4. Zeh, zu einem Ein-
bruch der Werte in der post-operativen Messung. Im Laufe der 17 Wochen
langen, wochentlichen Messung zeigte sich tendenziell ein gruppenunab-
hangiger Verlust der Funktionalitat. Der praoperativ gemessene Ausgangs-
wert von ca.1,3 cm fallt bei den Tieren postoperativ auf etwa 0,4 cm ab. Am
Ende der Versuchsdauer erreichten die Tiere der Kontrollgruppe im Median
einen Wert von 0,6 cm, die der VEGF-Gruppe einen von 0,7 cm.
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Statistische Auswertung:Ab der 2. Woche ergeben sich bis auf Ausnah-
men in der 1., 7., 9. und 11. Woche signifikante Unterschiede bzw. ein Trend

zwischen den beiden Gruppen.

FootP_dy D2-4 Means

1.4

Median
K
—Median
VEGF
0.2 ~ ——
0.0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Wochen
Woche 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12 13 14 15 16 17
Gruppe K K K K K K K K K K K K K K K K K K
Median 1.3 0.4 0.2 0.2 0.2 0.2 0.7 0.4 0.2 0.6 0.3 0.6 0.5 0.5 0.5 0.5 0.6 0.6
Minimum 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Maxi 1.0 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Mean 1.3 0.4 0.2 0.2 0.2 0.2 0.7 0.4 0.3 0.6 0.4 0.6 0.5 0.6 0.5 0.5 0.6 0.6
Std. Deviation| 0.1 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1 0.2 0.3 0.2 0.1 0.3 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
N 8.0 8.0 8.0 8.0 7.0 8.0 8.0 7.0 7.0 5.0 5.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0

Gruppe VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF

Median 1.2 0.4 0.4 0.4 0.5 0.5 0.4 0.7 0.6 0.5 0.6 0.7 0.7 0.6 0.7 0.7 0.7 0.7
Minimum 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 1.0 0.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Maxi 1.0 0.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

Mean 1.2 0.3 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.6 0.6 0.5 0.6 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7
Std. Deviation| 0.1 0.1 0.1 0.2 0.2 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
N 11.0 8.0 8.0 9.0 8.0 8.0 7.0 7.0 7.0 8.0 7.0 8.0 8.0 8.0 8.0 7.0 8.0 8.0

Abb.25 Ergebnisse der dynamisch gemessenen Zehenabstande D2-D4

3.21.3  Abdrucklange (Print - Length)
Die Vergrolerung der Abdrucklange, die von der Spitze des 3. Zehs bis zum
Ende des Versenabdruckes gemessen wurde, ergibt sich aus einer Verklei-
nerung des Tarsalgelenkwinkels. Der im Verlauf des Versuches aufgezeigte
gruppenunabhangige Trend zur Verklrzung des Abdrucks lasst sich als Pa-
rameter fur die Reinervation der verantwortlichen Muskeln, dem M. biceps
femoris und M. gastrocnemius/soleus interpretieren. Dieser war in beiden

Versuchsgruppen festzustellen.
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Hierbei ergibt sich, dass die Abdrucklange im Durchschnitt in beiden Grup-
pen um ca. 20 % postoperativ zunahm. Im Laufe der Versuchsdauer zeigten
sich in der mit VEGF behandelten Gruppe Werte, die annahernd wieder den
praoperativen Ausgangswerten entsprachen. Im Fall der Kontrollgruppe wer-
den diese nicht erreicht. Vielmehr verbessern sich die postoperativen Werte

nur um wenige Prozent.

FootP_dy_PL Means

4.4
4.2
4.0
Median
3.8 K
£
© Median
36 VEGF
34
32
3.0
0 2 4 6 8 Wochen 10 12 14 16 18
Woche 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17
Gruppe K K K K K K K K K K K K K K K K K K
Median 3.4 4.0 4.1 4.1 4.1 4.1 4.1 4.2 4.1 4.0 4.0 4.1 4.1 3.9 4.0 4.0 3.8 3.9
Minimum 3.3 3.7 3.9 3.9 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0
i 3.6 4.2 4.2 4.2 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0
Mean 3.4 4.0 4.1 4.1 41 4.1 4.1 4.2 4.1 4.0 4.0 4.1 4.0 3.9 4.0 4.0 3.8 3.9
Std. Deviation 0.1 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.0 0.1 0.2 0.1 0.1 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1
N 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0
Gruppe VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF
Median 3.5 4.1 4.2 4.2 4.0 4.0 3.9 3.8 3.8 3.7 3.7 3.7 3.7 3.6 3.5 3.6 3.5 3.5
Minimum 3.1 4.0 3.9 3.9 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 3.0 3.0 3.0 4.0
i 3.6 4.3 4.3 4.2 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0
Mean 3.5 4.1 4.1 4.1 4.0 4.0 3.9 3.9 3.8 3.8 3.7 3.8 3.7 3.6 3.5 3.5 3.5 3.6
Std. Deviation 0.1 0.1 0.1 0.1 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
N 11.0 8.0 8.0 8.0 7.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 7.0 8.0 7.0 7.0 7.0 8.0 6.0

Abb.26 Ergebnisse der dynamisch gemessenen Fuliabdruckslange

Statistische Auswertung:

Im zeitlichen Verlauf des Versuches zeigen sich ab der 7. Woche nahezu
ausschlieRlich signifikante, teilweise auch hoch und sehr hoch signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Schon in den Wochen 4 und 5
zeigt sich ein Trend mit einem p-Wert von 0.079 und 0.103.
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3.21.4

SFI- Koeffizient
Der SFl ist ein Quotient, der die dynamischen Parameter in ein aussagekraf-
tiges Verhaltnis setzt.

Nach der Formel werden die Werte fur den SFI von jedem Tier/Woche be-
rechnet. Dabei ergeben sich Werte, die sich um ein Zahlenspektrum von 0
und -100 annahern. -100 entspricht einer 100 %-igen Verlust der Funktionali-
tat. Ein SFI von 0 dagegen ist der Normalwert bei 100 %-iger Funktionalitat.

Es ist deutlich erkennbar , dass es nach der Operation in beiden Gruppen zu
einem signifikanten Einbruch der Funktionalitat kommt. Von einem Aus-
gangswert in beiden Gruppen von ca. - 10 fallen die Werte gruppenunab-
hangig auf fast - 90 ab. Mit Blick auf den Ausgangswert von - 10 kann ver-
deutlicht werden, dass diese Werte tatsachlich nur eine Annaherung sind
und deswegen bei der anschlieRenden Diskussion nicht mit den absoluten
Zahlen, sondern mit dem auf diesen basierenden Trend argumentiert werden
darf. So geht es um eine Beschreibung einer Tendenz, welche wiederum ei-
ne sehr hohe relative Aussagekraft hat.

Im Laufe der Messungen zeigt sich aber eine deutlich bessere Regeneration
der Funktionalitat auf Seiten der mit VEGF behandelten Gruppe. Diese er-
reicht nach 17 Wochen einen Wert, der nur ca. 30 % unter dem praoperati-
ven Ausgangswert liegt. In der Kontrollgruppe hat die Funktionalitat nach 17
Wochen einen Wert von ca. 74 % erreicht und liegt damit fast doppelt so tief
wie VEGF-Gruppe.

-91 -



SFI

Median K

g

cm
=}

o
o
>

Woche |
Gruppe
Megian |
Minimum | -220
Maximum | 40
Mean |

Std. Deviation 72

.0

EGF | VEGF VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF |
50.2 484 213 38.0 5.6 37.5 14.8
2.0 |

Gruppe | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF  VEGF | VEGF | VEGF VEGF | VEGF | VEGF _VEGF | Vi
Median | 75 | .67 471 | 77.2 548 | 648 65 | 609 | 533 | 485
Minimum | -19.0 C 10 85.0 200

Maximum | 5.0 7

Mean | 8 5.0 9

Std. Deviation 7.3 | ¢ | 69 | 89 | 66 | 140 | 8.1 8.8
N 10 3.0 8.0 8.0 70 ) 8.0 6 C

Abb.27 Efgebhissé deé erreAchnAeten‘SFI »

Statistische Auswertung:

In der statistischen Berechnung der Signifikanz der SFI-Werte aus beiden
Gruppen zeigten sich bis auf die Werte der Wochen 1,2 und 6 signifikante,
teilweise sogar hoch und sehr hoch signifikante Werte.

3.2.2 Statische Parameter

Die statistischen Parameter wurden nur mittels der Zehenabstande ausge-

macht. Wie beschrieben, unterscheiden sich hier zwei Parameter.

3.2.21 Zehenspreizung D1-5
Die Werte, welche im Laufe der Versuchsdauer erhoben wurden, haben die

gleiche Tendenz, wie sie bei den dynamischen Parametern beschrieben
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wurden. So kam es nach der OP in beiden Gruppen zu einer deutlichen Ab-
nahme der Zehenspreizung.

Abb.28 Beispielhafte Abbildung der Messung des statischen Fuliabdrucks

Nach einem Abstand von ca. 1,5 cm fallen die Werte postoperativ auf ca. 0,6
cm ab. Im Laufe des Versuches stiegen die Werte bis auf knapp 70 % des
Ausgangwertes wieder an. Die Kontrollgruppe hat wies einen wesentlich
langsameren Wert auf und betragt in der 17. Woche gut 50 %.

Statistische Auswertung:

Bei der Halfte der Werte zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen den
beiden Versuchsgruppen. Allerdings sind die Unterschiede in den Wochen
elf und 14 im spateren Verlauf der Versuche nicht signifikant und stéren das
Bild.
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3.2.2.2

FooP_stat_1-5 Means

25

~==Median K

cm

===Median VEGF

0.5
0.0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Wochen
Woche 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Gruppe K K K K K K K K K K K K K K K K K K

Median 2.0 0.9 07 0.7 0.7 0.6 1.0 0.8 0.9 0.9 1.0 11 0.9 1.1 1.1 1.1 0.8 1.0
Minimum 2.0 0.0 0.0 0.0 1.0 1.0 1.0 1.0 0.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

Mean 2.0 0.8 0.7 0.7 0.7 0.7 0.9 1.0 0.9 0.9 1.0 11 1.0 1.0 1.1 11 1.0 1.0

Std. Deviation, 0.1 0.2 0.2 0.1 0.1 0.2 0.2 0.3 0.2 0.2 0.2 0.3 0.2 0.2 0.3 0.3 0.3 0.2
N 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0

Gruppe VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF
Median 19 0.9 0.9 0.9 1.0 1.0 1.0 1.2 11 12 13 13 13 12 12 1.2 13 1.3
Minimum 2.0 0.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

Mean 2.0 0.8 0.9 0.9 1.0 1.0 1.1 1.2 1.1 1.2 1.3 1.3 1.3 1.2 12 12 1.3 1.3
Std. Deviation| 0.2 0.2 0.3 0.2 0.1 0.2 0.1 0.2 0.2 0.2 0.1 0.1 0.1 0.2 0.1 0.2 0.2 0.1
N 11.0 10.0 9.0 9.0 9.0 8.0 8.0 7.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0

Abb.29 Ergebnisse der statisch gemessenen Zehenabstéande D1-D5

Zehenspreizung D2-4

Wie schon bei den Werten des statischen Parameters D 1 - 5, zeigte sich bei
der Zehenspreizung D 2 - 4 ein postoperativer Abfall auf ca. 40 % des Aus-
gangwertes von ca. 1,3 cm. Im Laufe der Zeit regenerierten sich die mit
VEGF behandelten Tiere auf ca. 80 %, wobei die Kontrollgruppe eine Rege-
neration von knapp 60 % aufzeigte.

Statistische Auswertung:

Ahnlich wie bereits in den Ergebnissen der statischen Zehenspreizung von D
1 - 5 beschrieben, zeigt sich auch hier eine Reihe von signifikanten Unter-

schieden in den jeweiligen Wochenergebnisse. Allerdings konnten bei diesen
Ergebnissen in der 14., 15. und 16. Wochen keine signifikanten Unterschiede

festgestellt werden.
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3.2.2.3

FootP_stat_2-4 Means

16
14
12

1.0

cm

0.8 = Median K

0.6 ==Median VEGF

0.4
0.2

0.0
0 2 4 6 8 Wochen 10 12 14 16 18
Woche 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12 13 14 15 16 17
Gruppe K K K K K K K K K K K K K K K K K K
Median 14 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.6 0.6 0.6 0.6 0.8 08 08 0.8 0.8 0.8 0.7 0.8
Minimum 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Maxi 20 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

Mean 14 0.6 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.6 0.6 0.7 0.8 08 0.7 0.8 0.8 0.9 0.7 0.8
Std. Deviation, 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.2 0.2 0.2 0.1 0.1 0.2 0.2 0.2 0.1
N 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 7.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0

Gruppe VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF
Median 12 0.6 0.6 0.6 0.7 0.6 0.7 0.8 0.8 1.0 1.0 09 09 0.9 0.9 0.8 1.0 1.0
Minimum 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
i 2.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

Mean 1.2 0.5 0.5 0.6 0.7 0.7 0.7 0.8 0.8 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 1.0 1.0
Std. Deviation 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.2 0.1 0.2 0.2 01 0.1 0.1 0.2 0.2 02 0.1
N 11.0 10.0 9.0 9.0 9.0 8.0 8.0 7.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0

Abb.30 Ergebnisse der statisch gemessenen Zehenabstéande D2-D4

SSI- Koeffizient

Ahnlich wie bei dem SFI berechnet sich der SSI aus den Einzelparametern.
18 Der Median des SSlI aller Tiere fallt im Verlauf von der postoperativen
Messung von - 0,16 auf einen Wert von - 92 in der zweiten postoperativen
Woche. Mit einem Fehler von +/- 10 sind die Werte fur beide Gruppen hierbei
gut vergleichbar. Im Laufe der Versuche bestatigte sich dann auch hier die
Tendenz einer besseren Regeneration der mit VEGF behandelten Gruppe.
Nach 17 Wochen zeigten die Tiere der VEGF Gruppe einen 40 % besseren
Wert als die Kontrolle.

Statistische Auswertung:
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3.3

Die Unterschiede zwischen den Gruppen zeigen in 10 Fallen Uber den zeitli-
chen Verlauf von 17 Wochen signifikante Unterschiede. Dabei sind die Werte
der Woche 12 als hochsignifikant (p = 0,001) und die der Wochen 10 und 4
als sehr hochsignifikant (p = 0,0001) berechnet.

SSI Means

20.0

0.0

-20.0

-40.0 ~==Median K
£
¥}

-60.0 === Median VEGF
-80.0

-100.0

-120.0

0 2 4 6 8 Wochen 10 12 14 16 18

Woche 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17

Gruppe K K K K K K K K K K K K K K K K K K
-66.3 -72.7 -58.0 -66.6 -65.8 -73.8 | -64.5

Median 1.0 -87.1 | -954 | 969 | -945 | -981 | -814 | -841 | -752 | -835 | -634

-10é.6 -107.7 | -104.0 | -119.6 | -107.3 | -103.9 | -99.2 | -102.2 | -954 | -101.0 | -86.5 | -99.3 | -100.1

Minimum | -28.7 | -107.0 | -117.4 | -110.2 | -111.2
i 346 | -650 | -706 | -823 | -743 | -576 | -661 | 172 | -57.2 | -40.6 | -38.1 | -18.1 | -447 | -543 | -225 -6.3 -25.1 | -40.3
Mean 0.2 -86.9 | -936 | 968 | -957 | -935 | -839 | -744 | -815 | -783 | -698 | 632 | -728 | -68.0 | -64.8 | -60.7 | -71.6 | -69.4
Std. Deviation| 20.8 16.3 14.7 10.0 124 15.6 14.4 29.6 21.6 233 21.3 27.2 17.5 16.4 24.7 25.7 237 19.5
N 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 7.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0

Gruppe VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF | VEGF
Median -26 | 829 | -850 | -782 | -72.8 | -716 | -674 | -70.2 | -64.3 | -520 | -541 | -504 | -50.1 | -56.9 | -543 | -55.2 | -46.1 | -43.3
Minimum | -16.9 | -105.7 | -106.7 | -99.0 | -86.1 | -83.0 | -794 | -824 | -77.7 | -781 | -62.3 | 648 | -653 | -744 | -757 | -713 | -705 | -671

410 | -714 | -571 | -56.8 | 482 | -57.3 | -45.6 | -39.5 | 457 | -132 | -114 | 179 | -164 | -157 | -30.6 | -13.0 | -9.1 -16.4
-46.5 | -459 | -52.0 | -53.0 | -50.7 | -43.3 | -44.3

Mean 04 -82.8 | -834 | -778 | -709 | -71.9 | -65.7 | 606 | -62.6 | -53.1 | 455
Std. Deviation| 18.1 10.6 18.5 14.3 10.2 9.6 1.5 16.7 1.9 204 19.9 17.0 16.3 22.2 150 | 226 19.9 15.7
N 11.0 10.0 9.0 9.0 9.0 8.0 8.0 7.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0

Abb.31 Ergebnisse des errechneten SSI

Ergebnisse der elektrophysiologischen Untersuchung nach The-
rapie mit AACMV.VEGF,¢; am Modell des autologen Nerventrans-

plantats

Die Ergebnisse der hier durchgefuhrten motorischen Neurographie setzten
sich aus funf Einzelparametern/je Seite je Tierseite zusammen. Daraus er-
rechnete sich ein Quotient aus der operierten (rechts) und unoperierten
(links) Seite, welcher fur den Vergleich zwischen mehreren Tieren, unabhan-

gig von individuellen Varianzen, verwendet werden konnte.
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Die MSAP sind nach Amplitude und Dauer unterteilt. Dabei wurde an zwei
unterschiedlichen Stellen am Bein stimuliert und in beiden Fallen distal Gber
die Mm. interosseii plantares (Mm. int. pl) das MSAP abgenommen. Die NLG
wurde zwischen den beiden fur die MSAP verwendeten Stimulationsstellen
abgeleitet.

Hierdurch werden die bei den verschiedenen Tieren gefundenen Ergebnisse,
unabhangig von deren jeweiliger Konstitution, reprasentativ vergleichbar.

1. (A1 = Mm.int.pl.) Amplitude - rechts/links
2. (A1 > Mm.int.pl.) Dauer - rechts/links

3. (A3 & Mm.int.pl.) Amplitude - rechts/links
4. (A3 - Mm.int.pl.) Dauer - rechts/links

5. NLG - rechts/links

Die Durchschnittswerte zeigen gruppenunabhangige ahnliche Ergebnisse.
Die NLG beider Gruppen hatte nach 17 Wochen ein Niveau von ca. 60 % der
Vergleichsseite eines jeden Tieres erreicht. Dies entspricht etwa einem abso-
luten Wert von 25 m/sek. auf der operierten Seite.

Es zeigte sich eine klare Verschlechterung der Werte postoperativ, wobei
dieses Ergebnis gruppenunabhangig bei allen operierten Tieren festzustellen
ist. Im Vergleich zur nicht operierten Kontrollseite der Tiere zeigte sich, dass
sich jeweils die Amplitude und NLG der operierten Seite beider Gruppen
nach 17 Wochen auf einem wesentlich geringeren Niveau befanden. Bei der
Erregungsdauer war erwartungsgemal der gegensatzliche Trend zu finden.
Diese Werte nahmen zu.

Fur die weitere Evaluierung ist auf einen besonderen Faktor hinzuweisen. So
war bei der Aufzeichnung der Messungen ein Unterschied der Raumtempe-
ratur in Hohe von 2 °C zu verzeichnen. Die Tiere der VEGF-Gruppe wurden
bei ca. 21,5 °C, die Tiere der Kontrollgruppe bei ca. 23,5 °C gemessen.
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3.4

Statistische Auswertung:

Die statistische Relevanz wurde mittels der jeweiligen Quotienten der ope-
rierten zur nicht operierten Seite berechnet. Dabei zeigten sich keine durch
den Whitney-Mann-Test berechneten statistischen Signifikanzen. Obwohl die
Mediane beider Gruppen samtlich eine bessere Entwicklung der mit VEGF
behandelten Tiere aufzeigen, sind die Varianzen zu hoch, um diese Werte
mit einer statistischen Signifikanz zu belegen.

Gruppe| Median MinimumMaximum Mean S.td'. Gruppe | Median MinimurrJMaximum Mean S.td..

Deviation Deviation
Quotient_muskl. Messampl_Tarsus_r/l K [ 17% | 7% | 64% | 28% | 21% VEGF | 28% | 1% | 43% | 28% | 15%
Quotient_muskl. Messampl_Trochanter rll | K | 11% | 6% | 125% | 38% | 58% VEGF | 13% | 7% | 31% | 15% | 10%
Quotient_muscl_Erreg.-dauer Tarsus rll | K | 70% | 19% | 181% | 81% | 59% VEGF | 115% | 47% | 156% | 107% | 40%
Quotient_muscl_Erreg.-dauer Trochanter rfl K | 40% | 24% | 104% | 56% | 33% VEGF | 53% | 46% | 88% | 61% | 17%
Quotient NLG r/l K | 49% | 46% | 57% | 50% 4% VEGF | 54% | 42% | 64% | 54% | 8%
Quotient_Ampl. / Dauer_Trochanter r K | 12% | 8% | 24% | 13% % VEGF | 15% | 13% | 3% | 20% | 10%
Quotient_Ampl. / Dauer_Trochanter | K | 43% | 20% | 88% | 47% | 26% VEGF | 86% | 31% | 137% | 80% | 40%
Quotient Ampl. / Dauer Tarsus r K | 33% | 15% | 47% | 34% | 12% VEGF | 37% | 14% | 64% | 31% | 19%
Quotient_Ampl. / Dauer Tarsus_| K | 100% | 78% | 237% | 124% | 59% VEGF | 162% | 37% | 233% | 156% | 76%
Quotient_(Ampl./Dauer)_Trochanter r/l K | 34% | 15% | 121% | 51% | 47% VEGF | 26% | 9% | 38% | 25% | 13%
Quotient_(Ampl./Dauer)_Tarsus r/l K | 3% | 1% | 5% | 31% | 20% VEGF | 28% | 9% | 37% | 26% | 12%

Tab. 7 Ergebnisse der elektrophysiologische Untersuchung

Ergebnisse der morphologischen Auswertung nach Therapie mit
AdCMV.VEGF,¢5s am Modell des autologen Nerventranspantats

Die morphlogische Auswertung der peripheren Nerven stutzt sich auf funf an
unterschiedlichen Stellen im Verlauf des Nerven entnommenen morphologi-

schen Schnitten. Die Schnitte mit der Bezeichnung a, b, ¢ und d wurden, wie
im Material und Methodenteil beschrieben, zu Semidunnschnitten verarbeitet

und aufwendig ausgewertet.
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3.5

In der zweiten, wesentlich weniger aufwendigen Auswertung wurden H/E-
Schnitte nur semiquantitativ ausgewertet.

Semidiinnschnitte des Nerven an den Lokalisationen a-b-c-d

Es zeigt sich Gber beide Gruppen (VEGF-Behandung & Kontrolle) eine Ab-
nahme der grofRen, stark myelinisierten und eine gleichzeitige Zunahme der
kleinen, dunn myelinisierten Fasern von proximal Uber das Nerveninterponat
nach distal. Parallel dazu kam es entlang derselben Achse zu einer Zunah-
me der Fibrose- und Neurombildung.

Kontrolle

VEGF

Abb. 32 Gruppenspezifische Semidiinnschnitte/ Schnitthéhe (a,b,c,d)

Trotz der einheitlichen Tendenz in den Resultaten war die Intensitat dieser
Entwicklung klar von Gruppe zu Gruppe unterscheiden. Demzufolge zeigte
sich in der Gruppe der VEGF-behandelten Tiere eine wesentlich weniger
ausgepragte Abnahme der gro3en Fasern, bei gleichzeitig kaum ansteigen-
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3.5.1

der Anzahl kleiner Fasern. Auch ist die Neurom- und Fibroseentwicklung weit

weniger stark entwickelt.

Bildanalyse

Die Bildanalyse mittels Definions-Software ist ein objektives Verfahren, wel-

ches sich nur auf die Analysewerte der elektronisierten Bilder stutzt. Dabei

wurden in jedem Sublet folgende Parameter unterschieden:

Anzahl groRer Axone [def. > 250Px Flache]
Anzahl kleiner Axone [def. < 250Px Flache]
Gesamtflache aller groRen Axone [Pixel = Px]
Gesamtflache aller kleinen Axone [Px]
Gesamtflache des bindegewebigen Anteils [Px]
Gesamtflache des Sublets [Px]

Gesamtflache der Artefarkte [Px]

Mit Hilfe dieser Grundparameter wurden durch Microsoft Excel diverse sich

davon ableitende Parameter errechnet. Die bedeutsamsten davon sind:

Anteil der gro3en Axone/Gesamtzahl aller Axone
Anteil der kleinen Axone/Gesamtzahl aller Axone
Flache der groRen Axone/Gesamtflache des nervalen Gewebes
Flache der kleinen Axone/Gesamtflache des nervalen Gewebes

Flache des bindegewebigen Anteils/Gesamtflache des nervalen Gewe-
bes

Anzahl der Axone/2.500 ym?
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Abb. 33 Screenshot mit Abbildung der Definions-Software

Die Ergebnisse zeigten einen schon vermuteten Trend, der sich in beiden
Gruppen wiederfindet. So nahm der Anteil der gro3en Axone von proximal
nach distal stetig ab (a < b < c¢). An selbiger Stelle gab es einen Zuwachs des
Anteils der kleinen Axone sowie des bindegewebigen Anteils von proximal
nach distal (a>b>c). Allerdings entwickelten sich die Werte in der Kontroll-
Gruppe besonders stark im Sinne des jeweiligen Trends. So fiel der Anteil
der grof3en Axone in Gruppe K von 51 % Uber 27 % auf 18 % ab. Gleichzei-
tig kommt es zu einer Erhohung des Anteils der kleinen Axone von 49 %
uber 73 % auf 82 %. Die Flachenanteile der kleinen Axone verschoben sich
von 5 % uber 11 % auf 12 %, die des bindegewebigen Anteils entwickelten
sich ebenfalls von 34 % uber 50 % auf auf 67%. Somit war festzustellen,
dass der Anteil der grol3en Axone sich von proximal nach distal stark verrin-
gert und sowonhl die kleinen Axone als auch der bindegewebige Anteil dem-
gegenuber anstiegen.
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Im Falle der VEGF-behandelten Gruppe war dieser Trend wesentlich schwa-
cher ausgepragt. So verringerte sich der Anteil der grol3en Axone von proxi-
mal 54% Uber 38 % auf distal 48 %. Der Anstieg des Anteils der kleinen
Axone fiel dementsprechend gering aus und ging von 46 % Uber 64 % auf 52
% hoch. In der Flachenverteilung der jeweiligen Faserqualitaten bzw. dem
bindegewebigen Anteil ergab sich ein vergleichbares Bild.

Auf dem Schnitt der Kontrollseite sind die Analysewerte unabhangig von der
Gruppe gleich. Sie zeigten die Werte eines normalen, nicht pathologisch ver-
anderten peripheren Nerven. So war der Anteil der grol3en Axone noch ho-
her, der Anteil der kleinen Axonen und der bindegewebige Anteil nochmals
geringer als in dem proximalsten Schnitt der operierten Seite, a. AuRerdem
gab es keine merklichen Gruppenunterschiede.

Im Vergleich der beiden Gruppen zeigte sich eine unterschiedlich stark aus-
gepragte Tendenz.

Statistische Auswertung:

In der statistischen Auswertung wurden die Parameter zwischen den Grup-
pen unterschieden. Diese waren allesamt postmortal erhoben und beurteilten
somit keinen zeitlichen Verlauf. Aufteilung nach Schnitthohen:

Schnitthohe a: Auf Schnitthdhe a) gibt es keine statistischen Signifikanzen
zwischen der VEGF-Gruppe und der Kontrollgruppe. Vielmehr zeigte sich ein
relativ homogenes Bild, welches sich uUber beide Gruppen erstreckt. Dies
entsprach den Erwartungen.

Schnitthohe b: Wie schon in der Schnitthohe a) lieRen sich keine signifikan-
ten Unterschiede nachweisen. Grund hierfur war die Streuung der Werte ins-
besondere in der Kontrollgruppe. Eine Standardabweichung von fast 40 Pro-
zent gegenuber dem Median war fast doppelt so gro® wie die der VEGF-
Gruppe.
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Schnitthohe c: In allen funf p-Werten waren hier zumindest statistische
Trends (0.2 > p > 0.05) nachzuweisen. Dabei war der Wert fur den Anteil der
grollen Axone an dem gesamtnervalen Gewebe in der VEGF-Gruppe kleiner
als jener der Kontrollgruppe. P entsprach dem Wert von 0.151.

Bei den beiden ubrigen Wertereihen zu den Flachenanteilen, dem Anteil der
kleinen Axone und des Bindegewebes am gesamtnervalen Gewebe, war
dieses Verhaltnis umgekehrt proportional. Fur die kleinen Axone sowie den
bindegewebigen Anteile errechnete sich ein p-Wert von 0.095.

Bei der Verteilung zwischen grof3en und kleinen Axonen sind die Werte je-
weils mit einem p-Wert von 0.032 statistisch signifikant.

Schnitthohe d: Erwartungsgemaly waren die Unterschiede zwischen den
Schnitten der nicht behandelten Seiten marginal, wenn Uberhaupt vorhan-
den. Es gab dementsprechend keine signifikanten Unterschiede.
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Automatic Count

[Axonzahl/2500um]
d a b C B vecr
140 - Kontroll
d,a,b,c=
Schnittebenen
1207
1007
£
=3
o
o
(Yo} 80
o
~
<
o
>
< 60 i
407
207
o
Gruppe K VEGF K VEGF K VEGF K VEGF
Median 46 46 86 49 69 51 31 42
Mean 406 | 45.0 78.0 51.6 83.6 56.6 31.4 57.5
StDev. 18.1 12.6 46.9 20.3 32.8 12.4 10.0 39.4
N 5 5 6 5 5 5 6 3
Wht-M-T 0.381 0.730 0.429 0.198
Automatic Count
(Anteil GroBer Axone/
Gesamtzahl)
| d a b C B vecr
0,7
- Kontroll
I d,a b,c=
0677 Schnittebenen
0,5
=
S 04
=
<
031
0,21 l
01—
Gruppe K VEGF K VEGF K VEGF K VEGF
Median|  51% | 55% 28% 36% 18% 48% 64% 64%
Mean 47% | 53% 38% 40% 22% 45% 63% 53%
StDev. 7% 13% 22% 14% 1% 10% 6% 27%
N 3 4 6 5 5 5 6 3
Wht-M-T] 0.857 0.662 0.032

Abb. 34 Ergebnisse Software-Morphometrie; Nr.1
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Automatic Count
(Anteil kleiner Axone/ Nervales
Gewebe)

o d a b C B vear
- Kontroll

d,a b, c=

80 Schnittebenen

70 T

60 —

Anteil %

50

40 — I

30

Gruppe K VEGF K VEGF K VEGF K VEGF
Median 49% | 46% 73% 64% 82% 52% 36% 36%
Mean 53% | 47% 63% 60% 78% 55% 37% 47%
StDev. 7% 13% 22% 14% 11% 10% 6% 27%
N 3 4 6 5 5 5 6 3
Wht.-M-T 1 0.857 0.662 0.032

Automatic Count
(Flachenanteil groBer Axone/
Nervales Gewebe)

d a b C B veer
- Kontroll
60 — d,a, b, c=
I Schnittebenen
X
T 40
[—
) H
20—
0_
Gruppe K VEGF K VEGF K VEGF K VEGF
Median 61% | 42% 40% 49% 15% 35% 63% 53%
Mean 54% 46 % 40% 47 % 23% 43% 63% 52%
StDev. 13% 15% 12% 20% 16% 17% 9% 18%
N 3 4 6 5 5 5 6 3
Wht.-M-T 0.548 0.885 0.530 0.151

Abb. 35 Ergebnisse Software-Morphometrie; Nr.2
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3.5.2

Automatic Count
(Flachenanteil kleine Axone/
Neurales Gewebe)

o d a b ¢ |[mvesr
- Kontroll
d,a,b,c=
Schnittebenen

15 ﬁ

X

D 104

=

) I

1 ﬁ ?_ B
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Gruppe K VEGF K VEGF K VEGF K VEGF
Median 5% 5% 1% 5% 12% 7% 2% 3%
Mean 5% 6% 9% 7% 12% 7% 2% 6%
StDev. 1% 2% 6% 5% 4% 3% 1% 7%
N 3 4 6 5 5 5 6 3
Wht.-M-T 0.381 0.629 0.931 0.095

Abb. 36 Ergebnisse Software-Morphometrie; Nr.3

Manueller Axoncount

Im Falle der manuellen Auszahlung der Nervenfasern im Semidunnschnitt
wurden die zuvor fur die Bildanalyse digitalisierten Schnitte unter Einsatz des
Programms Adobe Photoshop mit einem virtuellen Raster belegt, bestehend
aus Quadraten mit der Flache von 2.500 um?.

Aus jedem Schnitt wurden sechs reprasentative Quadranten zufallig ausge-
wahlt und nach diversen Kriterien handisch ausgewertet. Dabei wurden fol-
gende Parameter ausgezahlt.

*  Anzahl der groRen Axone/ 2500um?
*  Anzahl der mittleren Axone/ 2500um?
*  Anzahl der kleinen Axone/ 2500um?

. Semiquantitative (1<2<3) Bewertung der Fibrosierung
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. Semiquantitative (1<2<3) Bewertung der Neurombildung
. Semiquantitative (1<2<3) Bewertung der Leukozyteninfiltration
. Semiquantitative (1<2<3) Bewertung der Gefalfibrosierung

Der Wert 1 der semiquantitativen Bewertung entspricht dabei keinem bzw.
einem minimal ausgepragten, 2 einem mittelstark und 3 einem stark Auftre-

ten des bewerteten Parameters.

Aus diesen Basisdaten wurden per Microsoft Excel folgende Parameter fur
die Evaluation errechnet:

. Gesamtanzahl aller Axone/ 2500pum2

. Anteil der gro3en Axone/Gesamtzahl aller Axone

. Anteil der mittleren Axone/ Gesamtzahl aller Axone
. Anteil der kleinen Axone/Gesamtzahl aller Axone

Die Auswertung der Ergebnisse ergab folgenden Tendenz: Der Anteil der
grofRen Axone nahm von proximal (a) nach distal (b und c) ab. Im Gegenzug
erhohte sich der Anteil der kleinen Axone. Die Axone mittleren Kalibers zeig-
ten eine leichte Abnahme ihres Gesamtanteils. Die semiquantitative Bewer-
tung der Fibrosierung, Neurombildung, Leukozyteninfiltration und Gefal}fi-
brosierung zeigte ebenfalls ein verstarktes Auftreten der jeweiligen Parame-

ter von proximal nach distal.

Im Falle der Kontrollgruppe war dieser Trend sehr prominent ausgepragt.
Wahrend der Anteil der mittleren Fasern von 36 % auf 24 % abfiel, verringer-
te sich der Anteil der gro3en Fasern rapide von knapp 25 % auf ungefahr 6
% von a nach b und c. Im gleichen Zuge erhohte sich der Anteil der kleinen
Fasern von 41 % auf 73 %. Auffallig war hierbei, dass schon der Anteil von
grofRen Axonen im Schnitt a im Vergleich zu dem Kontrollschnitt der nicht
operierten Seite, d, wesentlich geringer ausfiel. Dort lag er bei 39 %.
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Auch in der semiquantitativen Bewertung kam es zu einem starken Anstieg
aller Parameter von einem schwachen hin zu einem mittel bis stark ausge-
pragten Auftreten. Dies betrifft insbesondere die Fibrosierung und die
Neurombildung.

Die VEGF behandelten Tiere zeigten zwar auch den schon angesprochenen
Trend. Dieser war jedoch wesentlich schwacher ausgepragt. Die Anteile der
grolen Axone fallen von 33 % Uber 20 % auf 24 % und die der mittleren
Axone von 36 % Uber 29 % auf 32 %. Gleichzeitig ergab sich ein wesentlich
weniger starker Anstieg der Anteile der kleinen Axone von 33 % uber 47 %
auf 44 %. Der direkte Vergleich vom proximalen Schnitt a mit dem Kontroll-
schnitt d zeigte, dass die Werte fur diverse Parameter annahernd Gberein-
stimmend waren. Es war kein Gruppenunterschied der Parameter im Schnitt
d festzustellen.

Statistische Auswertung:

Fur jede Schnitthohe wurden folgende Parameter statistisch mit dem Mann-
Whitney Test von Gruppe zu Gruppe berechnet:

. Anteil der groRen Axone/ Gesamtzahl aller Axone

. Anteil der mittleren Axone/ Gesamtzahl aller Axone

. Anteil der kleinen Axone/ Gesamtzahl aller Axone

. Semiquantitative (1<2<3) Bewertung der Fibrosierung

. Semiquantitative (1<2<3) Bewertung der Neurombildung

. Semiquantitative (1<2<3) Bewertung der Leukozyteninfiltration
. Semiquantitative (1<2<3) Bewertung der Gefalfibrosierung

Einteilung nach Schnitthéhen:

Schnitthohe a: Wie schon in den Ergebnissen der Bildanalyse waren auf

hier keine wesentlicher Unterschiede zu ermitteln.

- 108 -



Schnitthohe b: Bei der Berechnung der Schnitthohe b ergaben sich in drei
Parametern signifikante Unterschiede zwischen der Gruppe VEGF und der
Kontrollgruppe. So waren die grol3kalibrigen Axone bei den Tieren der Grup-
pe VEGF mit einem p-Wert= 0,009 signifikant gegenuber der Kontrollgruppe
erhoht. Dies trifft mit umgekehrten Werten fur die kleinen Fasern zu. Diese
sind in der Kontrollgruppe mit einem p-Wert = 0,03 signifikant gegenuber der
VEGF-Gruppe erhoht. Bei den Fasern mittleren Kalibers zeigte sich ein indif-
ferentes Bild.

Es berechnete sich auch ein signifikanter Unterschied in der semiquantitati-
ven Quantifizierung der Neurombildung (p-Wert = 0,004) und der Fibrosie-
rung (p-Wert = 0,045). Hier waren die Werte fur die Kontrollgruppe maf3geb-
lich erhoht. Auch zeigte sich im Fall der Leukozyteninfiltration ein statistisch
berechneter Trend (p-Wert = 0,091) mit einer Erhohung bei der Kontrollgrup-

pe.

Schnitthohe c: Bei der Berechnung der SchnitthOhe c) ergaben sich eben-
falls signifikant erhdhte Unterschiede zwischen den beiden Gruppen in fol-

genden Parametern:
Anteil der kleinen Axone/Gesamtzahl aller Axone; p-Wert = 0,016
Anteil der gro3en Axone/Gesamtzahl aller Axone; p-Wert = 0,016

Bei weiteren Werten errechnete sich ein statistischer Trend (0.05<p<0.2). So
war die Anzahl der mittleren Fasern bei der VEGF-Gruppe gegenuber der
Kontrolle erhoht. (p-Wert= 0.063)

Schnitthohe d: Auf der Kontrollseite gab es keine besonderen statistischen

Unterschiede zwischen den einzelnen Parameter.
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Manueller Count
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Abb. 37 Ergebnisse Manuelle-Morphometrie; Nr.1
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Manueller Count
(Anteil mittel-groBer Axone)

d a b C B vecr
45—
- Kontroll
d,a b, c=
40 Schnittebenen
35
X
T 30
(=
<
251
20
15—
Gruppe K VEGF K VEGF K VEGF K VEGF
Median | 30% | 33% | 36% | 36% | 24% | 29% | 20% | 33%
Mean 30% | 32% | 36% | 35% | 25% | 29%| 21% | 30%
StDev. 3% 2% 6% 4% 6% 9% 6% 5%
N 5 a a a 6 5 5 a
Wht.-M-T 0.19 0.886 0.32 0.063
Manueller Count
(Anteil KleinerAxone/
Gesamtzahl)
80— d a b C B vecr
- Kontroll
70 d,a,b,c=
Schnittebenen
60—
X
§
c 50
<
40—
30 i
20
Gruppe K VEGF K VEGF K VEGF K VEGF
Median | 29% | 29%| 42%| 34%| 70%| 47%| 73%| 45%
Mean 31%| 32%| 43%| 35%| 67%| 48%| 73%| 46%
StDev. 5% 9% | 15% 5% 9% | 14% 8% 5%
N 5 a a a S 5 5 a
Wht.-M-T 1 0.485 0.792 0.016

Abb. 38 Ergebnisse Manuelle-Morphometrie; Nr.2
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3.5.3

3.54

3.6

Bildanalyse

Im Rahmen einer Begutachtung der Schnitte durch Professor Schlegel, Insti-
tut fur Pathologie TUM wurde der in den beiden unabhangigen Bildanalyse-
methoden festgestellte Trend bestatigt. Zum einen zeigt sich in den Bildern
gruppenunabhangig die Tendenz, dass die grol3kalibrigen Axone von der
Kontrollseite hin zu der operierten und dort wiederum von proximal nach di-
stal abnehmen. Auch ist ein deutlicher Anstieg des kleinkalibrigen Anteils der

Fasern und der Fibrosierung bzw. Neurombildung zu verzeichnen.

HE-Schnitte des Nerven an den Lokalisationen f-g

Wie in der handischen Bildbewertung des ,Manual Counts®, entspricht die

Zahl 1 keinem bzw. mi-
nimalen, 2 einem mittel- | Gruppendurchschnitt

K VEGF| p-Wert
stark und 3 einem stark (semiquantitativ 1<2<3)

ausgepragten Auftreten f 2.3 1.2 0.01

des bewerteten Parame- g 57 18 0.045

ters.

Tbl.8 Ergebnisse der HE-Schnitt Auswertung

Statistische Auswertung:

In beiden Auswertungen zeigen sich statistisch relevante Gruppenunter-
schiede. In der proximalen Schnitthohe (f) zeigt sich ein p= 0.01, in der di-
stelen Schnitthohe (g) von 0.046 .

Ergebnisse der Gewichtsmessung des M. gastrocnemius nach
Therapie mit AACMV.VEGF,¢5s am Modell des autologen Nerven-
transplantates

Die Muskelgewichte wurden 17 Wochen post mortem am gehobenen M.
gastrocnemius gemessen. Um eine Relation zu dem gesamten Korperge-

wicht des Tieres herzustellen, wurden beide Muskeln eines Tieres jeweils in
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Relation zum Korpergewicht des betreffenden Tieres gesetzt. So zeigte sich

der Anteil des Gewichts eines jeden M. gastrocnemius am Korpergewicht.

Hierdurch wurde ein Seitenvergleich von operierter zu unoperierter Seite

hergestellt. Dieser Vergleich lieferte auch eine tier- und somit gruppenbezo-

gene Aussage uber den Ruckgang des Muskels nach Versuchsende.

Muskelgewicht und Quotienten K-average VEGF-average
MG_Gstrocn._r_ W17[g] 2.1 2.0
MG_Gstrocn._|_W17[g] 4.1 3.6
Tiergewicht_W17 [g] 628 557
Muskelgewicht/Korpergewicht_r_ W17|  0.336% 0.368%
Muskelgewicht/Korpergewicht | W17 0.657% 0.651%

Tbl. 9 Auswertung des M. GastrocnemiusGastrocnemius der operierten Seite

Die Vergleichsergebnisse lieRen keine nennenswerten Unterschiede zwi-

schen den Gruppen erkennen. Der berechnete Anteil des M. gastrocnemius

der operierten Seite am Korpergewicht ist in beiden Gruppen mit circa 0,35%

nur etwa halb so gro3 wie der mit circa 0,65% berechnete Anteil der Gegen-

seite.

Statistische Auswertung:

Statistisch wurde der Quotient des Anteils vom M. gastrocnemius am Kor-

pergewicht eines Tieres zwischen der rechten zur linken Seite berechnet.

Hierbei ergab sich keine statistische Relevanz der Werte.
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3.7

Ergebnisse der Corrosion-Cast hinsichtlich der Mikroangiogenese
nach Therapie mit AACMV.VEGFss am Modell des autologen Ner-
ventransplantats

Die alleinige Aussage, die aus den Bildern des Corrosion-Cast gezogen wer-
den kann, erlaubt den Schluss, dass die GefalRkaliber der VEGF-Gruppe
deutlich starker sind als jene der Kontroll-Gruppe bzw. jene der unoperierten
Kontrollseite. Die Gefalte der Kontrollgruppe und der Kontrollseite sind von
ahnlicher Grofe.

TierK 1

N 2

Magn E;;; e 1A 200,um

Magn™ F————— 200 m
117x

Abb.39 Beispielbilder der Corrosion-Cast Auswertuna

Fir die angesetzte semiquantitative Analyse der Gefaf3dichte waren die Bil-
der qualitativ nicht ausreichend.
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Diskussion

Die Ergebnisse der durchgefuhrten Versuche lassen sich als Diskussions-

grundlage folgendermal3en zusammenfassen:

Der applizierte Vektor zeigt seine Wirksamkeit hinsichtlich der VEGF-
Produktion 8°.

Die Parameter der motorischen Regeneration sind initial post operativ
gruppenubergreifend stark reduziert. Im zeitlichen Verlauf zeigt sich
ein statistisch signifikanter Unterschied zu Gunsten der mit VEGF be-

handelten Gruppe.

Die elektrophysiologische Messung und die Gewichtsmessung des be-
troffenen Endorgans (M. Gastrocnemius) bzw. des N. ischiadicus zei-
gen keine statistisch relevanten Unterschiede.

Die morphometrische Untersuchung nach Versuchende zeigt signifikan-
te Unterschiede hinsichtlich der Anzahl gro3er Axone, des Fibrosie-
rungsgrades und der Neurombildung.

Die Evaluation mittels Corrosion Cast lat keine quantitative Aussage
uber den Zustand der neuralen Gefal3plexi und deren Neoangiogene-

Se ZU.

In der Diskussion wird auf folgende Punkte eingegangen:

Das zugrunde liegende Tiermodel, die Applikation von VEGF mittels

adenoviraler Vektoren

Effekt der VEGF-Behandlung auf die funktionellen, morphologischen

und elektrophysiologischen Parameter.

Zusammenhangende Bewertung aller Ergebnisse und die kritischen
Punkte bei der Interpretation.
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4.1

. Schlufdfolgerung und Ausblick der erprobten Therapie auf Basis der be-

kannten und neu gewonnenen Feststellungen.

Das Modell des autologen Nerventransplantats in Kombination mit adenovi-
raler Therapie von VEGF ist nach unserer Kenntnis ein Novum auf dem Ge-
biet der Forschung im Bereich der rekonstruktiven Chirurgie *? 2°® '*°_ Insbe-
sondere die Kombination der diversen Auswertungsparameter ermoglicht
dabei eine Evaluation aus multiplen Blickwinkeln.

Ziel dieser Arbeit ist es, Zusammenhange zwischen der Therapie und ihren
Effekten auf diverse Evaluationsmethoden aufzudecken.

Diese Erkenntnisse lassen den Ruckschluss auf die Ubergeordnete Hypothe-
se zu, nach welcher VEGF fur diese signifikanten Unterschiede zwischen
den Ergebnissen verantwortlich ist. Gleichzeitig stellt sich jedoch die Frage,
ob auch weitere signifikante Werte anderer Evaluationsmethoden, speziell
die Morphometrie, mit den Werten des SFI korrelieren und somit auch aus
diesen Ergebnissen eine gleichartige Schlussfolgerung bzgl. der Funktionali-

tat gezogen werden kann.

Diskussion des operativen Models

In der Praxis der plastischen-rekonstruktiven Chirurgie hat die Koaptation

von Nervenenden in einem ausgedehnten Nervendefekt durch Interposition
eines autologen Transplantates groRe Relevanz '®® . Im Falle von ausge-
dehnten nervalen Defekten gilt diese Methode trotz ihrer Nachteile weiterhin
als Standard '"°. Die klinischen Behandlungsergebnisse lassen jedoch nach

wie vor zu wiinschen (ibrig '%.

Im Tiermodel konnte von Jenq et al gezeigt werden, dal} die Koaptation ei-

nes Interponates zu statistisch besseren Regenerationswerten als die se-
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4.2

4.3

kundare Wundheilung fiihrt *° ' Auf dieser klinischen Grundlage basiert
das in dieser Versuchsreihe angewandte Tierversuchsmodel am N. ischiadi-
cus der Ratte, welches zuvor in diversen anderen Studien genutzt wurde (un-
ter anderem ljkema-Paasen et al.®, Scharpf et al.', Jenq et al.’®). Die
Lange des Transplantates in unserer Versuchsreihe ist mit 2 cm sehr lang
bemessen 8. Damit konnte insbesondere ein primare Wundheilung ausge-

schlossen werden.

Ein in diesen Studien immer wieder beschriebenes Phanomen ist die Auto-
mutilation der Tiere, die nach Durchtrennung von peripheren sensomotori-
schen Nerven einer Extremitat auftreten kann 2" 3 2. Die Injektion von De-
zentan® wirkte diesem auf der Autotomie basierenden Phanomen entgegen.
Im Rahmen der Versuche trat das Phanomen bei 2 Tieren aus der VEGF
Gruppe auf. Dabei bleibt zu bleibt offen, ob diese Zahl mit der Wahl von
weiblichen Tieren bzw. der Vorbeugung mittels Antibei3spray hatte weiter

reduziert werden kénnen *'.

Auf Basis dieses operativen Models wurde nur in 28 von 69 untersuchten
Publikationen des Review von Vleggeert-Lankamp et al. auf die Qualitat und
Funktionalitit der Nervenfasern eingegangen ",

Diskussion des applizierten Wachstumsfaktors VEGF

VEGF, implizit das Splicingprodukt VEGF 165, hat in der Literatur sowohl ei-
ne vielbeschriebene angiogenetische als auch eine neurotrophe Wirkung *°
187-189 135 Es ist das Ziel dieser Arbeit die genannten Wirkungsmechanis-

men in Form der indirekten Messparameter zu beurteilen .

Diskussion der angewandten adenoviralen Applikation

Die adenovirale Applikation muss aus zwei Gesichtspunkten gesehen und

beurteilt werden. Zum einen wurde das Adenovirus nach der Deletion der vi-
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4.4

441

ralen E1-Gensequenz als sehr effiziente und stabile Transduktionsform be-
zeichnet '% ' 3 |n der klinischen Forschung eingesetzt war diese auch in
unseren Versuchen die Grundlage der langer wirkenden lokalen VEGF-
Synthese %?'. Wie dargestellt wurden die Vorversuche hinsichtlich der Wirk-
samkeit des eingesetzten AACMV.VEGF g5 durch Dr. T.Holzbach beschrie-
ben %. Andere Methoden, wie die nicht-virale Gentransduktion mittels nack-
ter DNA-Plasmide oder der Applikation reiner Wachstumsfaktoren mittels

Pumpen oder weitere Hilfmittel wurden im Vorhinein abgewogen 8 8 43,

Andererseits treten zwar die teilweise fatalen Nebenwirkungen der adenovi-

163

ralen Vektoren in Erscheinung . Auf Grund der geringen Pravalenz

schranken diese in dem Tiermodel die Praktikabilitat jedoch nicht ein. Hier

iberwiegen die eindeutigen Vorteile dieser Applikationsform ' 20°,

Diskussion der funktionellen Regeneration

Die Diskussion der funktionellen Regeneration setzt sich zusammen

aus den motorischen und elektrophysiologischen Parametern.

Motorische Parameter

Der ,Gold-Standard” '%°, 1% der Bewertung ist definiert als die Quantifizierung
der Funktionalitat anhand des dynamischen Parameters ,SFI“. Bei diesem
Wert kommt es zu einer im zeitlichen Verlauf klar darstellbaren Differenzie-

rung der Entwicklung zwischen den jeweiligen Behandlungsgruppen.

Im Rahmen dieser Studie konnten statistisch signifikante Unterschiede hin-
sichtlich des Wiedergewinns der Funktionalitat zu Gunsten der mit VEGF be-
handelten Tiere in allen Parametern festgestellt werden. Die p-Werte aller
Parameter zeigten einen mindestens signifikanten, wenn nicht sogar hoch (p
< 0,001) oder sehr hoch signifikanten (p < 0,0001) Unterschied ab der 16.
Woche der Versuchsreihe. Haufig sind diese Unterschiede aber schon we-

sentlich friiher auszumachen.
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Anhand dieser Parameter laf3t sich ein RlUckschluss auf die Reinnervation

der Nervenfasern nach einer Lasion des N. ischiadicus ziehen % 38, 9342

In den Versuchen von Dijkstra et al. *?, die in einer Versuchsgruppe auch ei-
ne Hebung, Reversierung und Reimplantation eines autologen N. ischiadi-
cus-Transplantats anwandten, werden sehr schlechte Reinnervations-Werte
anhand der dynamischen Parameter (SFI) beschrieben. Es konnte dort keine
nennenswerte Verbesserung der Innervation festgestellt werden. Dies korre-
liert mit den Ergebnissen der entsprechenden Kontrollgruppe in unseren
Versuchen. Laut Dijkstra et al. *? erreichten die Tiere nach einem Beobach-
tungszeitraum von zehn Wochen keinen hoheren Regenerationswert als 40
%. Auch in unserer Studie war der SFI-Wert der Kontrollgruppe (K-Gruppe =
unbehandelt) selbst nach 17 Wochen nicht hoher als ca. 30 %. Im Vergleich
dazu zeigt sich bei der VEGF-Gruppe ein signifikanter Unterschied bei Wer-
ten um 60 %. Dieser Wert zeigt sich im Vergleich zu anderen Versuchen als
aulderst positives Resultat. Im Vergleich liegen die Ergebnisse anderer
Gruppen, die mit dem Model des autologen Nerventransplantates agieren, in
einem Regenerationsbereich von ca. 50% *?. Auch ist die wesentlich héhere
Ausfallrate auf Basis der Automutilation anderer Arbeitsgruppen zu vermer-

ken *7.

Trotz der eindeutig guten Ergebnislage in unseren Versuchen ist auf einige
kritische, auch bereits in der Literatur erwahnte Gesichtspunkte hinzuweisen.

Zunachst ist die Frage der Vergleichbarkeit der dynamischen Ful3abdricke
anzusprechen. So wird von '? beschrieben, dass sich die FuRabdriicke in
Abhangigkeit zur Ganggeschwindigkeit der Tiere durch den im Material- und
Methodenteil beschriebenen Laufkanal unterscheiden. Um diesen Faktor
moglichst weitgehend einzudammen, wird von Walker et al. die Aufnahme
der FulRabdricke per Video-Analyse empfohlen. Auch Dijkstra et al. greifen

u.a. auf diese Technik zurtick *2.
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Zur Rechtfertigung der in unseren Versuchen verwendeten Methode, Tinte
zur Abnahme der Fuliabdrucke einzusetzen, ist allerdings anzumerken, dass
dieses Verfahren in der Literatur als sehr gut und zuverlassig beschrieben ist
101109 7 Auch ist der Versuchsaufbau wesentlich einfacher und kostengin-
stiger. Die von uns beschriebene Gewodhnung der Tiere an den Laufgang
durch ,Probelaufe” trug dazu bei, die Tiere bestmoglich an die Umgebung zu
gewohnen und somit eine vertraute Situation herzustellen, in der die Tiere
einem relativ konstanten Verhaltensmuster folgten und Schreck- oder Mis-
sempfindungsreaktionen weitestgehend ausgeschlossen werden konnten.

Ein weiterer Kritikpunkt in der Literatur ist die Berechnung des SFI-Wertes
unter Beriicksichtigung von Parametern der kontralateralen Seite *°. Dieser
ergebnisverfalschende Effekt wurde von uns dadurch ausgeschlossen, dass
wir jeden SFl in jeder Woche mit den praoperativen Ausgangswerten der
ipsilateralen Seite berechneten. Eventuelle Gangveranderungen der kontra-
lateralen Seite, die auf einer Gewichtsverlagerung durch die Deinneravation
beruhten, konnten somit ausgeblendet werden.

Zusatzlich zur Ermittlung der dynamischen Parameter (SFl) haben wir unse-
ren Tieren die statischen Parameter in Form des SSI (inkl. Zehenabstand 1 -
5 und 2 - 4) abgenommen. Damit wurde ein Vergleichswert geschaffen, der
sehr ahnliche Werte aufzeigt und u.a. in samtlichen Einzelparametern in der
16. und 17. Woche signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen wieder-
gibt. Diese Vorgehensweise stellt nach der einschlagigen Literatur ein
gleichwertiges Verfahren zur Evaluierung der Funktionalitat 2°, '®* dar. Be-
denken dahin gehend, dass die Abnahme der SFIs mittels Tinte durch die
Unterschiede der tierabhangigen Ganggeschwindigkeiten nicht hinreichend
aussagekraftig sein kdnnte, lassen sich somit klar einschranken, wenn nicht

sogar ausschlielden.

Angesichts der eindeutigen Ergebnisse der motorischen Parameter sind die
eingesetzten Methoden in diesem Versuch auch als ,Gold-Standart® anzuse-
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4.4.2

hen. In der Literatur ' trifft diese Feststellung insbesondere auf den SFI zu,
der auch in unseren Ergebnissen die grofte statistische Signifikanz aufweist.

Elektrophysiologische Parameter

Die elektrophysiologische Untersuchung, welche in unserem Fall mittels Be-
stimmung der CMAP (Amplitude und Dauer) sowie der Nervenleitgeschwin-
digkeit (NLG) quantifiziert wurde, ergab keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Behandlungsgruppen.

Nach der Erhebung von Vleggeert-Lankamp et al. 2"

wurde eine ganze Rei-
he von historischen Publizierungen untersucht, die unterschiedlichste Werte
fur die Messung der Signifikanz von CMAP (Amplitude, Dauer) und der Ner-
venleitgeschwindigkeit aufweisen. Dabei wurde insbesondere die Aussage-
kraft der CMAP hervorgehoben. Auch erscheint die NLG, insbesondere in
zeitlich lang angelegten Studien, ein gutes Mittel zur Evaluation. Im Gegen-
satz gibt es aber auch Stimmen in der Literatur, welche die Methode als eine

fiir die Quantifizierung der Regeneration nicht valide Methode darstellen **
170

Unabhangig von dieser in der Literatur dargestellten Meinung gab es in un-
seren Fallen u.a. zwei mogliche Storfaktoren, die uneinheitliche Werte zur
Konsequenz haben konnten. (I) Die Elektroden wurden nicht richtig angelegt
(I) die Oberflachentemperatur war, wie auch von Vleggeert-Lankamp et al.
211 als Méglichkeit diskutiert, ein entscheidender Faktor, welcher sich auf die

Parameter auswirkte.

Bei der Hauttemperatur als alternierendem Faktor zeichnet sich in unserem
Versuchsaufbau ein anderes Bild. Dazu muss gesagt werden, dass die Tiere
im Laufe des Abends, bzw. im Laufe der Nacht zunachst elektrophysiolo-
gisch untersucht und schlie3lich perfundiert wurden. Dabei wurden die bei-

den Gruppen nacheinander abgearbeitet. Die Kontrolltiere konnten grofdten-
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teils am frihen Abend, die der VEGF-Gruppe erst um ca. zwei Uhr morgens
untersucht werden. Da die Raumtemperatur zu diesen Zeiten im FrGhsom-
mer von ca 24 °C am Abend auf ca. 19 °C in den Morgenstunden gefallen
war, konnte dies die Hautoberflachentemperatur der spater untersuchten Tie-
re der VEGF-Gruppe so beeinflussen, dass diese gleich groRe Werte bei den
elektrophysiologischen Parametern aufweisen. Eine solche Korrelation ist in

der Literatur beschrieben 2% 2",

Kritisch fur die Evaluation ist die Einbeziehung der Temperaturabhangigkeit
der gemessenen Potentiale, welche in einer nicht-linearen Abhangigkeit zur
Oberflachentemperatur stehen ?°°. Die von uns wahrend der Versuche ge-
messenen Raumtemperaturunterschiede konnten damit einen nicht unerheb-
lichen Effekt auf die Werte haben. Bei einer Messung mit konstanten Tempe-
raturen in einem spateren Versuch sollten sich demnach die Ergebnisse der
VEGF-Gruppe verbessern bzw. besser darstellen als jene der Kontrollgrup-

pe. Diese Aussage ware aber nur mit weiteren Versuchen zu verifizieren.

Auch ware in diesen Versuchen eine Exploration der elektrophysiologischen
Werte im zeitlichen Verlauf winschenswert. Diese geben eine Momentauf-
nahme der 17. post-op Woche wieder, welche nicht im zeitlichen Zusam-

menhang interpretiert werden konnte.

Auch entsprechen die von uns als physiologisch abgeleiteten Werte der nicht
operierten Vergleichsseite jenen, welche in der Literatur dokumentiert wur-
den. Fur das Modell des N. ischiadicus der Ratte wurden eine NLG von ca.
50 m/s, einer CMAP-Dauer (A3-Mm.Interossei pl.) von ca. 4,5 ms und einer
Amplitude von ca. 5 mV dokumentiert. Allerdings ist die Variabilitat sowohl
auf der operierten als auch auf der Kontrollseite sehr hoch. Die NLG scheint
wesentlich stabiler zu sein und zeigt nicht so starke Schwankungen zwischen

den Einzeltieren.

Wie schon im Material- und Methodenteil beschrieben, beinhaltet die Ablei-

tung der CMAP eine grof3ere Anzahl von unbekannten Variablen, wodurch
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4.5

die Interpretation der Ergebnisse erschwert wurde '"°. Eine Auswertung und
Interpretation der CMAP-Werte war somit in diesem Versuch nicht moglich.
Ahnlich wie in anderen Beispielen ist die Abweichung der Werte der Einzel-

tiere zueinander zu hoch *°.

Es kann zusammenfassend festgestellt werden, dass die Auswertung mittels
elektrophysiologischer Parameter zwar eine in der Literatur gut beschriebene
Methode ist. Allerdings finden sich auch kritische Stimmen, die eine eindeuti-
ge Interpretation der Ergebnisse bezweifeln. Die winschenswerte Zuverlas-
sigkeit konnte derweil auch nicht mittels der von uns durchgefuhrten Versu-
che erzielt werden. Wie von Dorfman et al. beschrieben, konnte auch bei uns
die elektrophysiologische Evaluation nicht als Parameter fur die Quantifizie-

rung der Regeneration herangezogen werden **.

Diskussion der morphologischen Parameter

Bei der morphometrischen Evaluation der Nervenpraperate handelt es sich
um eine in der Literatur beschriebene Analyse der Regeneration ¢ 129 99 100,
In dem erwahnten Review nach Vleggeert-Lankamp werden die Erkenntnis-
se der Forschung wahrend des Zeitraumes von 1974 - 2005 nach englisch-
sprachigen Publikationen zu dem Thema N. ischiadicus Regeneration eines
Nerventransplantats aufgearbeitet 2'". Hiernach kommt die Arbeitsgruppe zu
dem Ergebnis, dass von den 69 verglichenen Studien nur eine die proxima-
len, intermediaren und distalen Schnittebenen der Interpontate differenziert

beschreibt 2!,

Bei beiden aufgezeigten Methoden, der automatisierten und manuellen Aus-
zahlung der Semidunnschnitte, wurde auf drei Parameter Wert gelegt. 1. Ge-
samtzahl der Neurone; 2. Anteil der grolen bzw. kleinen Axone an der Ge-
samtzahl; 3. Fibrosierungsgrad. In der manuellen Auswertung wurden diese

Faktoren noch um die Neurombildung erweitert.
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4.5.1

Die Wahl der Evaluation der Myelinisierung wurde wie in der Publikation von
Geuna et al. hier auf Basis der Querschnittsfliche getroffen "°. Das Verhalt-

nis von kleinen zu groflen Axonen wurde von Mackinnon et al. beschrieben
129

Die molekularen Grundlagen werden mittels dieser morphometrischen Me-
thoden nicht beurteilt. Vielmehr geben sie Auskunft Uber die morphologi-
schen Prozesse, die unter den Begrifflichkeiten der ,antero-/retrograde
Wallersche Degeneration* und ,Wiedereinsprossung der Axone* 8, 19, 22

klart sind.

er-

Eine Korrelation mit den funktionellen Ergebnissen der Studie ist nicht zwin-

36 217

gend notwendig , aber gleichzeitig auch durchaus logisch und bereits

beschrieben '%2.

Des weiteren zeigt sich die Denervation auch am Beispiel der innervierten
Endorgane, in diesem Fall dem M. gastrocnemius '*°.

Kritische Analyse der automatisierten Auszahlung mittels Defini-

ens software

Bevor in die eigentliche Diskussion dieser Parameter eingetreten wird, ist auf
einen wichtigen Punkt der Analysetechnik hinzuweisen. So bestand eine
Schwierigkeit der Auswertung bezuglich der Heterogenitat der einzelnen Bil-
der. Trotz gleicher Schnitt- und Farbetechnik der Nerven konnte es nicht ge-
wahrleistet werden, dass alle Schnittbilder die gleiche Farbintensitat bzw.
Farbescharfe haben. Fur die automatisierte Auswertung mittels Software
musste ein Mittelwert des Analyserasters definiert werden, der alle Bilder
bestmoglich analysiert und diese somit direkt vergleichbar wurden. Dabei
muss ein Analysefehler hingenommen werden, welcher sich allerdings uber
die Menge der Bilder ausgleicht. Die Erfahrungen des kooperierenden

Teams des Helmholtz-Zentrums (GSF-Neuropathologie) sprachen dafur,
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4.5.2

statt einer individuellen Anpassung des Regelsatzes auf jedes einzelne Bild
einen reprasentativen ,Mittelwert” zu finden. Bei der Verwendung eines Mit-
telwertes kommt es allerdings zwangslaufig zu Problemen in den Grenzbe-
reichen. Wenn ein Bild besonders dunkel oder hell ist, lassen sich Axonen
nicht klar identifizieren, so dass es bei einer Berucksichtigung dieser Bilder

zu einer Verzerrung der Analyse kommen konnte.

Des weiteren ist anzumerken, dass die Praparate des N. ischiadicus einige
Monate in Glutharaldehyd lagerten und bei der Erstellung der Semidunn-
schnitte teilweise nicht mehr zu verwerten waren. Dies fuhrte zu einer redu-

zierten Fallzahl von auszuwertenden Schnitten.

Diskussion der manuellen Analyse am Counting Grid

Die Methodik des manuellen Auszahlen am Counting Grid wurde in unserer
Versuchsreihe unabhangig aufgebaut. So wurde mit der Photoshop-Maske
eine klar definierte GréReneinheit von 2.500um? definiert, die in immer gleich
bleibender Form Uber alle Schnitte gelegt wurde. Nach dem Prinzip des
Chalkey-Counts ® wurden reprasentative replizierbare Areale in dem Quer-
schnitt gewahlt und die Fasern in diesem Bereich ausgewertet. Auch wenn
mit der Reprasentanz eines Durchschnittswertes (es wurden 6 Fel-
der/Schnitte ausgewertet) gearbeitet wurde, ist diese manuelle Analyse
durch die Auffassung des Betrachters beeintrachtigt. Dieser ist fur die Aus-
wahl der sechs Beispielfelder und die jeweilige Vermessung der Axondurch-

messer verantwortlich, was zudem auch sehr zeitaufwendig ist %2,

Die Ergebnisse der manuellen Auszahlung am Couting-Grid zeigen deutlich
mehr signifikante Unterschiede zwischen den beiden Behandlungsgruppen
als dies in der automatisierten Auszahlung der Fall ist. Insbesondere die
Kontrollgruppe weist hier die in der Literatur beschriebenen typischen Dege-
nerationszeichen nach einer Neurotmesis auf 3¢ 217 194 211 98 Bgj steigender
Gesamtzahl der Fasern fallt der Anteil der grof3en Axone deutlich ab, der An-

teil der kleinen Axone nimmt hingegen deutlich zu. Die Zahlung der distal lie-
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4.5.3

genden Schnitthohe ,c* zeigt dabei niedrigere Werte als die intermediare
Schnitthéhe ,b"“. Die Fibrosierung und Neurombildung ist damit einhergehend
hoher. Im Falle der VEGF behandelten Gruppe sind die Werte signifikant
besser. Insbesondere Schnitthohe ,b“ und ,c zeigen deutliche Regenerati-

onszeichen.

Gesamtzahl der gezihlten Axone/2.500um?

Die Gesamtzahl aller Axone bezieht sich auf die fest definierte Flache von
2.500pm2. Anders als bei Delmenhorst et al. wird bei unserer Analyse nicht
die Gesamtzahl aller im N. ischiadicus laufenden Nervenfasern in die Aus-
wertung mit einbezogen 1 Auf Grund der in der erwéhnten Veroffentlichung
gezeigten Varianz (1.000 bis zu 8.000 Axonen des N. ischiadicus) der Er-
gebnisse ist diese Entscheidung in Frage zu stellen.

Die Anzahl von Axonen in einem fest definierten Feld von 2.500um2, die so-
wohl in der manuellen, als auch in der automatischen Analyse gleich definiert
ist, scheint von Vorteil, weil Areale von histologisch nicht ausreichender Qua-
litat (falsche SchnittfUhrung, unzureichende Abfarbung, etc.) ausgespart blei-
ben. Gleichzeitig kommt in der automatisierten Evaluation ein weiterer sub-

jektiver Schritt hinzu, welcher den Fehler der Analyse vermeintlich erhoht.

In der von uns evaluierten Versuchsgruppe ist der Anstieg der Faserdichte
von proximal nach distal eindeutig darstellbar. Insbesondere in der automati-
sierten Auszahlung war dieser distal gut doppelt so hoch wie in proximalen
Schnitten (,b“= 78; ,c* =84, ,a"=40; ,d“:31). Dagegen waren die Werte der
VEGF behandelten Tiere zwar wesentlich niedriger (max. 56 im Schnitt ,c“),
allerdings trotzdem leicht erhoht. (,d“ Durchschnitt: 27). Es ist in der Literatur
beschrieben, dass der Anstieg der Faserdichte nach dem Prozess der
Wallerschen Degeneration stark ansteigt (Maximum nach 6 Monaten), um
schlieBlich nach 2 Jahren (bei erfolgreicher Reinnervation des Endorgans)
wieder die Ausgangswerte zu erreichen 2" '?° % Dies gilt fiir die einfache

Durchtrennung des Nerven, sowie im Falle der Interposition eines autologen
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4.5.4

Nerventransplantats. Dabei basiert die Aussage nur auf der rein chirurgi-
schen Therapie '%.

Anzahl groBer und kleiner Axone in den Semidiinnschnitte

Gleichzeitig zu diesem Zugewinn an Faserdichte fanden wir eine Abnahme
der myelinisierten dicken Fasern im Verhaltnis zu den dunnen nicht myelini-
sierten Fasern. Bei beiden Messmethoden war die Anzahl der kleinen un-
myelinisierten Axone in der Kontroll-Gruppe distal der Lasion stark erhoht (im
Schnitt ,b und c* fast 80%). In der VEGF behandelten Gruppe waren diese
Werte mit 56% (autom. Zahlung) und 48% (man. Zahlung) wesentlich naher
an den Kontroll-Werten der gesunden kontra-lateralen Seite (35%).

Der Anteil der grofien Axone an der Gesamtzahl war reversibel verteilt und
zeigte somit in der mit VEGF behandelten Gruppe deutlich erh6hte Werte.

Korreliert man diese Feststellungen mit der erwahnten Literatur findet man

auch dort Ergebnisse, die dasselbe Bild zeigen 129 98100 211

Es kann nicht davon ausgegangen werden, dass die mit VEGF behandelte
Gruppe ein besseres Rematching der Axone auf Basis des operativen Mo-
dels erreicht hat. Diese wurden reversiert um genau einen solchen Effekt zu
vermeiden. So scheint sich VEGF in diesem Fall positiv auszuwirken, weil
sonst die Zahl der Axone weiterhin erhoht und - wie in der Kontrollgruppe
gezeigt - kleinere Durchmesser aufweisen wurde. Dieses Ergebnis entspricht

den beschriebenen molekularen Eigenschaften 8789,

Dass die jeweiligen Werte beider Gruppen nach 17 Wochen noch nicht die
Ausgangswerte der Kontrollseite aufweisen, unterstutzt die These, dass die
Reinnervation zu diesem Zeitpunkt noch nicht abgeschlossen war. Dies kann
auch durch die funktionellen Ergebnisse gezeigt werden. Interpretiert man

h 129

dies anhand der Versuche nac , ist der Anstieg in der von uns gemesse-

nen 17. post-op Woche noch nicht zu Ende, sondern erreicht seinen Hohe-
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4.5.7

punkt erst um die 24. Woche. Eine Regeneration konnte dementsprechend
noch nicht voll ausgebildet sein.

Die Fibrosierung als Zeichen von Degeneration

Die Fibrosierung wurde mit zwei unterschiedlichen Methoden gemessen. In
der automatisierten Auswertung wurde diese als Bindegewebsanteil definiert.
Die dort gewonnenen quantitativen Ergebnisse sollen als Ausgangspunkt der
Diskussion dienen. So zeigt sich ein deutlicher Anstieg des fibrotischen An-
teils von proximal nach distal (41%- 51%- 65%) in der Kontrollgruppe, wo-
hingegen die VEGF-Gruppe relativ stabile Werte um 45% aufweist. Die Kon-
trollseite liegt bei 39% Bindegewebsanteil. So gilt, dass je hoher der Binde-
gewebeanteil ist, desto schlechter ist die Regeneration mdglich und desto
wahrscheinlicher ist die Neurombildung 2°°. Ahnlich wie weitere Wachstums-
faktoren NGF, GNDF und NTN "% ist VEGF¢s in der Lage die axonale Aus-
sprossung durch Unterdriickung der Semaphorin3A - Wirkung zu férdern 2.

Erorterung der Neurombildung

Genau wie der Fibrosierungsgrad ist die Neurombildung auch als ein Zei-
chen fehlender Regeneration anzusehen. Die Ergebnisse zeigen Parallelen
zu jenen der Fibrosierung. Dabei wird von Tannemaat et al. die Fibrosierung
als Grundlage fiir die Neurombildung ausgemacht ?°°. Diese These kann
durch die Ergebnisse gestutzt werden.

Diskussion des Gewichts des M. gastrocnemius als morphologi-

scher Parameter

Als weiterer morphologischer Parameter wurde in unseren Versuchen die
Abnahme der Muskelmasse eines vom N. ischiadicus innervierten Endor-
gans, in unserem Fall der M. gastrocnemius ''°, evaluiert. Ein Zusammen-

hand kann anhand unserer Ergebnisse durchaus nachvollzogen werden. Al-

- 128 -



4.6

lerdings zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behand-
lungsgruppen. Diese Tatsache ist kritisch zu beurteilen. Denn eine nicht exi-
stierende Korrelation zwischen den funktionellen Werten und der Vermes-
sung des Endorgans konnte die Schlussfolgerung nahelegen, dass im Um-
kehrschlus die funktionellen Werte zu hinterfragen sind.

In diesem Zusammenhang ist allerdings zu beachten, dass die Grolie des
Muskelgewichts keinen Ruckschluss auf die mikroskopische Anatomie oder
Morphologie zulasst '°*.. Zur Rechtfertigung der funktionellen Parameter
kann daher angenommen werden, dass z.B. der fibrotische Anteil des Mus-
kelgewebes in der Kontroligruppe wesentlich hoher ist '®. Bei den mit VEGF
behandelten Tieren dagegen kdnnte die Reinnervation zu einer Regenerati-
on des atrophischen Muskelgewebes gefuhrt haben, der seinerseits eine er-
hohte Funktionalitat zur Folge hatte. Hierdurch Ia3t sich der Unterschied bei
den funktionellen Werten bei gleichzeitig nicht unterschiedlichen Muskelge-
wichten erklaren. Fur weitere Studien sollte daher zum einen die Morpholo-
gie des Muskelgewebes in der Auswertung mitberucksichtigt werden, zum
anderen, wie schon im Zusammenhang mit der Axondichte angesprochen,
sollten die Versuche verlangert werden, um dem Muskel Zeit zu geben, ne-
ben dem funktionellen Gewebe auch Masse aufzubauen. Sodann waren die
diesbezuglichen Messergebnisse zu interpretieren.

Diskussion der Zusammenhange zwischen Funktion und Morpho-
logie

Die Ergebnisse, die speziell zu den Nerven-Segmenten ,b“ und ,c“ signifikan-
te Unterschiede in den Behandlungsgruppen aufweisen, kdnnen aus zwei
Perspektiven untersucht werden. Zum einen stellt sich die Frage, worin der
eigentliche Effekt von VEGF auf die Morphometrie des jeweiligen im
Semidunnschnitt abgebildeten Nervensegment besteht. Die zweite Frage
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ergibt sich aus dem Vergleich der besagten Parameter auf Grundlage der
Spearmann-Korrelation mit dem Gold-Standart SFI.

Die neurotrophe Wirkung von VEGF s, , gibt die entscheidende Begrundun-
gen fir die Gruppenunterschiede " '®”. Wie in Tbl.1 gezeigt, korreliert die In-
nervation mit der Axondicke. Die mit VEGF behandelten Tiere weisen einen
hoheren Anteil grof3er, stark myelinisierten Axone auf, sollten daher auch ei-
ne starkere Regeneration zeigen. Dies ist nach dem abgebildeten Zeitfenster
von 17 Wochen der Fall. Im Gegensatz dazu weisen die Tiere der Kontroll-
gruppe die wesentlich hdheren Anteile von kleinen Axonen auf. Die Mediane
der VEGF-Gruppe korrelieren stets im Sinne der Hypothese.

Doch muss auch hier auf vereinzelte Abweichungen verwiesen werden. So
gibt es Uberschneidungen im Spektrum der Werte. Beispielsweise erreicht

Tier ,VEGF V* in den Werten fur ,AC-c-Axon Grol3/Gesamt einen Wert von
31 %. Dagegen hat Tier ,K7“ einen Wert von 35 %.

Der Annahme *, dass kein kausaler Zusammenhang zwischen morphome-
trischen und funktionellen Werten besteht, muss daher widersprochen wer-
den. Andererseits kann ein direkter Zusammenhang zu der Behandlung mit
VEGF vermutet, allerdings nicht eindeutig auf zellularer Ebene bewiesen

werden.

In einem mehrere Dekaden zusammenfassenden Review von Vleggeert-
Lankamp et al wird die Feststellung bestatigt, dass nur die Kombination aus
diversifizierten Evaluationsmethoden eine wirkliche Quantifizierung der Re-
generation des PNS zulasst. Die Morphometrie wird hierbei als wichtige Er-
gebnisquelle beschrieben 2'".

SchluBRfolgerung fur eine optimierte Planung kommender Versu-
che und die Verbesserung der statistischen Aussagekraft

_Absence of evidence is not the evidence of absence“ 2'%. Dieser Grundsatz

bezeichnet das in der vorliegenden Studie zentrale Problem der grof3en P-
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Werte und einer dadurch fehlenden Signifikanz der Unterschiede zwischen
den Versuchsgruppen. Fakt ist, dass unsere Hypothese nicht durch alle
Auswertungsverfahren gestutzt wurde. Die methodischen Grunde dafur wur-
den im jeweiligen Abschnitt erortert. Ein weiterer Grund fur diese zum Tell
nicht erreichte Verifikation unserer Hypothese ist, dass die Messwerte eines
jeweiligen Parameters in einer Gruppe verschiedentlich sehr grof3e Streu-
breiten aufwiesen. Gleichzeitig war die Gruppengrof3e mit teilweise nur drei
Werten/Gruppe sehr klein, wodurch diese Extreme nicht durch eine Normal-

verteilung relativiert werden konnten.

Der Zusammenhang zwischen Gruppengrol3e, Verteilung der Messerwerte
und Power der Versuche stehen in einem direkten Verhaltnis und resultieren
in dem p-Wert der statistischen Relevanz. Die Power ist definiert als die
Wabhrscheinlichkeit, mit der die Null-Hypothese des Tests widerlegt werden
kann "%

Als Konsequenz hieraus musste in zukunftigen Versuchen die Gruppengroflie
erweitert werden, um eine hohere Signifikanz zu erreichen. Anhand der Pu-
blikationsreihe ,Statistic Review 4“ konnte die notwendige GroRe der Grup-
pen bestimmt werden, die eine statistisch relevante Aussagekraft hinsichtlich

einer Normalverteilung zulasst 2'°.

Fur jeden errechneten Wert der verschiedenen Variablen in einer Gruppe

ergaben sich nach unseren Berechnungen die GroRen der Standartabwei-
chung, die ein Verhaltnis der Gruppenmediane (Median Gruppe 1/Median
Gruppe 2) und die resultierende statistische Power in Form des p-Wertes

wiedergeben.

In unseren Versuchen konnte gezeigt werden, dass sich die Mediane eines
jeden Wertes zwischen den Gruppen (VEGF u. Kontrolle) stets im Sinne un-
serer Hypothese unterschieden. Der Median der VEGF Gruppe zeigte immer
Werte, die es zulieen, auf einen positiven Einfluss hinsichtlich der Regene-
ration der peripheren Nerven zu schliel3en.
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Die Korrelation zwischen Funktion des Endorgans und Morphometrie wird in
der Literatur kontrovers beschrieben, wobei durch unsere Versuche die Mei-
nung gestiitzt wird *® "% Nach unseren Ergebnissen 4Rt sich ein kausaler
und vorteilhafter Zusammenhang zwischen den beiden beschriebenen Pa-

rametern darstellen.

So weisen unsere Ergebnisse darauf hin, dass VEGF den Prozess der Wie-
dereinsprossung der Axone beschleunigt und somit zu einer schnelleren
Wiederherstellung der physiologischen Faserqualitaten fuhrt. Eine eindeutige
Begrundung dieser Hypothese kann allerdings nicht mit den von uns gewon-
nenen Daten erbracht werden. Es bedarf hierflr weiterer Versuche, in denen
die Tiere nach der VEGF-Behandlung in einem engeren Zeitfenster morpho-
logisch untersucht werden bzw. eine erweiterte GruppengrofRe analysiert

wird.

Eine vereinfachte Variante besteht darin, die Werte des standardisierten

Gruppenunterschiedes (= Differenz der Gruppendurchschnittswerte / Absolu-
te Standardabweichung) und der statistischen Power (P) in dem nach Altman
gezeichneten Normogramm einzutragen und anhand dessen die sich im Mit-

telbereich bildende GruppengréRe abzulesen ™.

Abschliend muss festgehalten werden, dass die Grundlage der Versuche
und das operative Modell gut in der Literatur beschrieben sind. Dort wird an
dem Einsatz eines autologen Nerventransplantats zur Uberbriickung eines
kurzen PNS-Defektes im Primaten-Modell Kritik erhoben 2. Die fiir die End-
zu-End-Koaptation notwendige longitudinale Elastizitat des Nerven sei in
Primaten gegeben und daher sei diese Art der Therapie in solchen Fallen
auch bei grof3eren Nervendefekten gerechtfertigt. Der Schwellwert ist dabei
nicht genau definierbar .

In dem von uns verwendeten Rattenmodell ist die Grundlage fur die Argu-
mentation der End-zu-End Koaptation anders zu bewerten. Die im Primaten-

Modell vorhandene longitudinale Elastizitat der Nerven ist hier nicht im glei-
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chen Malde gegeben. Dies hat zur Konsequenz, dass ein Neventransplantat
schon bei kleineren Defekten indiziert ist 8. Das von uns projizierte Trauma
mit den MalRen 2 cm ist damit allemal ausreichend grof3, um eine chirurgi-
sche Therapie mittels Nerventransplants zu rechtfertigen.

Neben dem operativen Modell ist auch das therapeutische Konzept der Ap-
plikation von VEGF g5 nicht in Frage zu stellen. Mit der Entdeckung der direk-
ten neurotrophen Wirkung auf die Aussprossung der Axone, der Schwann-
zell-Proliferation und dem ZellUberleben nach einer Lasion des PNS uber
den ,Fetal Liver Kinase“- Rezeptor (flk-1) konnte dargestellt werden, wie sich
die Wirkung von VEGF+¢5 darstellt. Auch scheint die Bindung von VEGF 465
auf den Neuropilin-1-Rezeptor eine wichtige Rolle in der neurotrophen Wir-
kung zu spielen '8 87 224 gomit ist der Einsatz in der Studie gut zu begriin-

den.

Des Weiteren wurde in den Versuchen von Dr. Thomas Holzbach der hohe
lokale Wirkungsgrad des adenoviralen Vektors beschrieben, wobei eine hohe
Konzentration des VEGF1¢5 nachgewiesen werden konnte . Dies Iasst auf
eine erfolgreiche Sekretion von VEGF in unseren Versuchen schlielen.
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Ausblick

Abschliel3end soll ein Ausblick auf die weitere Forschung auf Grundlage un-
serer Feststellungen gegeben werden. Dabei steht die Frage im Vorder-
grund, inwiefern die durchgefuhrten operativen bzw. therapeutischen Modelle
in fortfGhrenden Studien Verwendung finden kdnnen bzw. sich durch den
hiesigen Einsatz empfohlen haben.

Mit Blick auf eine Perspektive der angewandten Therapie bleibt allein der
Einsatz der adenoviralen Gentherapie als Applikationsform von VEGF 45
nicht hinreichend belegt. Zwar gilt die Gentherapie als ein sehr effizientes
bzw. spezifisches Verfahren, einen Wirkstoff lokal zu applizieren und dessen
Konzentration auf den eigentlichen Wirkungsort zu beschranken 9 Aufgrund
dieser Eigenschaft wurde u.a. die Gentherapie am Beginn ihrer klinischen Er-
forschung Ende der 80-iger Jahre euphorisch gelobt und als Mittel der Wahl
bei jeglichen Krankheitsbildern dargestellt 73_So finden sich in der Literatur
Beschreibungen Uber ganze Gesundheitssysteme, die nach dieser neuen Art
der Therapie ausgerichtet werden sollten %22,

Doch dieser Euphorie folgten erntchternde Ruckschlage. Es kam zum Auf-
treten von letalen, inflammatorischen bzw. leukamischen Nebenwirkungen in
humanen Versuchen, wodurch die Bedenken der schon zuvor kritischen Ver-

treter eines reglementierten Einsatzes Auftrieb erhielten 2 1%% 7°.

Trotzdem hat die Forschung dieses Thema intensiv weiterverfolgt und dem-
entsprechend sollte es bis zum heutigen Zeitpunkt schon etliche potentielle
Therapien geben. Bei genauerer Betrachtung stellt man jedoch fest, dass
sich nur ca. 1 % aller klinischen Studien im Stadium Il befindet. Im Vergleich
sind die Regularien dieser Therapieform besonders streng und es hat nach
unserer Kenntnis noch kein Medikament das Stadium IIl der klinischen Er-

probung Uberschritten 2 3,
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Gerade in der jungsten Vergangenheit verlautbaren jedoch Erfolgsmeldun-
gen, die sich insbesondere auf Erbkrankheiten oder Tumorleiden beziehen'*
31179140 Es handelt sich zumeist um Krankheiten, bei denen mit herkdmmli-
chen Therapien kein Erfolg zu verzeichnen ist. Damit sind die Nebenwirkun-
gen, auch wenn sie spater letal enden, nicht gravierender als der patho-
physiologische Verlauf der eigentlichen Krankheit. In diesen Fallen scheint
eine Abwagung der Risiko-Nutzen-Relation klar.

Ein weiteres Gebiet, in dem Erfolgsmeldungen der VEGF-Therapie zu ver-
zeichnen sind, ist die Ophthalmologie *'.

Anders ist dies jedoch in der rekonstruktiven Chirurgie. Wie beschrieben,
sind die Regenerationsraten nach Behandlung grof3er PNS-Traumen trotz
der langen Therapiegeschichte ernuchternd, in der Regel aber nicht letal.
Damit stellt sich die ethische Frage, ob der Einsatz von viralen Vektoren oder
im Speziellen der Einsatz von adenoviralen Vektoren mit seinen bisher nicht
kontrollierbaren Nebenwirkungen eine wirkliche klinisch anwendbare Applika-
tionsform von Wirkstoffen darstellt. Selbst wenn sich die Regenerationsrate
auf Basis der adenoviralen Gentherapie drastisch verbessern wirde, ware
die Frage zu beantworten, inwieweit das Risiko der fetalen Nebenwirkung re-
lativiert werden kann. Es bleibt somit abzuwarten, ob und in welchem Um-
fang die Behandlungssicherheit der viralen Applikation zu verbessern ist und

somit die Risiken klar ausgegrenzt werden konnen.
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Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Effekt von lokal applizierten,

adenoviral-induzierten VEGF 165 (AdCMV.VEGF165) auf die Regeneration des
peripheren Nerventransplantates am N. ischiadicus-Modell der Ratte anhand
funktioneller, morphologischer und elektrophysiologischer Parameter zu qua-

lifizieren und wenn moglich zu quantifizieren.

Die Bedeutung des Wachstumsfaktors VEGF im Prozess der Angiogenese
sind bekannt. Kurzlich konnte gezeigt werden, dass VEGF als Neuroprotek-
tor fur Motoneurone im Ruckenmark nach Verletzung von peripheren Nerven
fungiert. Die biologischen Effekte von VEGF werden hauptsachlich von 2 Ty-
rosinkinase Rezeptoren, VEGFR1 und VEGFR2 vermittelt, aber auch eine
Bindung von Neuropilin (NP) 1 und 2 an non-Tyrosinkinase Rezeptoren mit
essentieller Bedeutung fur die Ausbildung des Nervensystems findet statt. Im
Modell des peripheren Nervenschadens mit autologem Nerventransplantat
an der Ratte soll der Effekt einer lokalen VEGF Gentherapie mit einem
adenoviralen Vektorsystem aufgezeigt werden.

Im Verlauf des rechten N. ischiadicus des Ratte (n=18) wurde eine 2cm lan-
ge Strecke reseziert und retrograd als autologes Interponat wieder mikro-
chirurgisch koaptiert. Im Anschluss erfolgte die Injektion von 200 ul des fur
VEGF kodierenden, replikationsdefizienten Adenovirus (AdCMV.VEGFe5,10°
pfU) in 4 Fraktionen in die umgebende Muskulatur und das Gleitgewebe.
Uber den gesamten Beobachtungszeitraum von 18 Wochen wurden zur Kon-
trolle der Reinnervation wochentlich walking-track-Untersuchungen und stati-
sche Foot-print-Analysen durchgefuhrt. Am Versuchsende erfolgte die
elekrophysiologische Untersuchung des M. gastrocnemicus, die Bestimmung
des Muskelgewichts, die Zahlung der Axone im N. Ischiadicus und die kon-
ventionelle histologische Untersuchung der Koaptationsstellen.

In der gentherapierten Versuchsgruppe zeigten sich in walking-track und

foot-print-Analysen signifikant friher Reinnervationszeichen als in den Kon-
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trollen, der Innervationsindex zum Versuchsende war mit 66% im Vergleich
zu 48% in Relation zur gesunden Gegenseite ebenfalls signifikant erhoht
(p<0.05). Das Muskelgewicht war im Vergleich zur Gegenseite mit 57% in
der Versuchsgruppe gegenuber 48% bei den Kontrollen erhoht (p<0.05).
Elektrophysiologisch zeigte der Vergleich der Messamplituden zwischen
Tarsus und Trochanter eine in der Versuchsgruppe signifikant hohere Ampli-
tude (p<0.05) bei im Vergleich zur Kontrollgruppe unveranderter Leitge-
schwindigkeit. Histologisch zeigte sich in den Versuchsgruppen eine in der
Tendenz reduzierte Vernarbung der Koaptationsstellen bei signifikant gestei-
gerter Axonzahl im N. ischiadicus.

Die Gentherapie mit VEGF fuhrt in dieser Studie zu einer signifikant schnelle-
ren Nervenregeneration mit einem resultierend besseren funktionellen Er-
gebnis. Diese Ergebnisse sind nicht nur durch eine lokal bessere Wundsitua-
tion mit schnellerer Inkorporation des Nerventransplantates durch induzierte
Angiogenese zu erzielen, sondern zusatzlich durch eine direkte Wirkung auf
die Nervenzelle resp. Axone selbst. Bei hoher Relevanz dieser Erkenntnisse
schrankt jedoch das verwendete Vektorsystem einen moglichen klinischen

Einsatz ein.
Es konnen folgende Schlisse gezogen werden:

Anhand der ausgepragten Signifikanzen auf Ebene der funktionellen Evalua-
tion ist festzustellen, dass VEGF 145 eine fordernde Wirkung auf die Wieder-
herstellung der Funktionalitat des End-Organs des traumatisierten N. is-
chiadicus hat. Morphometrische Parameter, wie die Anzahl der grol3kalibri-
gen Axone, das Verhaltnis der grol3- zu den kleinkalibrigen Axonen, bzw.
dem Bindegewebsanteil auf verschiedenen Schnittebenen, belegen diese

Feststellung auf einer zweiten Ebene.

Die Arbeitshypothese kann mit diesen Ergebnissen prinzipiell bestatigt wer-
den. Die adenovirale Applikation von VEGF wirkt sich am autologen Trans-
plantat des peripheren Nerven positiv auf die Regeneration aus.
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Abb. 1 (S.9) Querschnitt eines peripheren Nerven
Quelle: Lundborg G: Nerve Injury and Repair. New York: Churchill
Livingstone, 1988, S. 33)

Abb. 2 (5.10) Darstellung der Blutversorgung am peripheren Nerven;
Quelle: Lundborg G: Nerve Injury and Repair. New York: Churchill
Livingstone, 1988, p 43.)

Abb. 3 (S.13) Ubersicht der Heilungschancen nach dem peripheren Nerventrauma in
Assoziation mit der Klassifikation nach Sunderland/Seddon Quelle:
Neurosurg. Focus, 2004 American Association of Neurological Surgeons

Abb. 5 (S5.16) A: Schematische Darstellung der Epineuralen Nahtfiihrung am peripheren
Nerven; B: Schematische.Darstellung der Faszikelnaht am peripheren
Nerven. Quelle: 122,,Lundborg. A 25-year perspective of peripheral nerve surgery:
evolving neuroscientific concepts and clinical significance. The Journal of hand sur
gery (2000) vol. 25 (3) pp. 391-414"

Abb. 6 (S.27) Rekombination des viralen Gens; Zusammenfassende, vereinfachende
bildliche Darstellung der initiierenden Faktoren der VEGF-Synthese bzw.
dem darauf folgenden Splicing zur Synthese der unteschriedlichen VEGF-
Subtypen.

Abb. 7 (S.34) Herstellung viraler Vektoren;
a) Umwandlung eines Virus in einen rekombinanten Vektor. Dabei wird
schematisch ein virales Genom gezeigt, welches als solches flr den
menschlichen Koérper pathologisch ist. Geflankt wird dieses durch Cis-
Sequenzen, welche fur die Replikation und Kapselung kodieren. Das
Lverpackungs-Konstrukt® beinhaltet diese Gene, die fur die Replikation und
Strukturgene kodieren. Schlie3lich wird es im ,“Vektoren Konstrukt"
eingeflgt, welches zusatzliche regulatorische Sequenzen beinhaltet.
b) Durch den Prozess der Transfektion, Infektion durch einen Hilfsvirus oder
stabilen Zelllinien gelangen die ,Verpackungs-“ und ,VeConstructs® in die
Hostzelle. Die Proteine fir die Replikation und Viruszusammensetzung sind
durch den,packaging construct® exprimiert, SchlieRlich wird das
Vektorengenom in eine Hulle der Virusbestandteile eingehdillt, und der
rekombinante Virale Vektor entsteht.
Quelle: ° GENE THERAPY: Twenty-First Century Medicine;
Inder M. Verma and Matthew D.Weitzman; Laboratory of Genetics, The Salk
Institute, La Jolla, USA

Abb. 8 (S.41) Gentherapeutische Indikationen in medizinischen Studien (n= 1309); Quelle:
s. Abb.10

Abb. 9 (S.41) Genetherapeutische Zielgene (n=1309); Quelle: s. Abb.10
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Abb. 10 (S.41) Vektoren in klinischen Studien (n=1339);
Quelle aller Abbildungen *° : Gene therapy clinical trials worldwide to 2007- an up
date. The Journal of Gene Medicine (2007) vol. 9 (10) pp. 833-42

Abb. 11 (S.48) Anatomische Ubersicht des frei praperierten N. ischiadicus (1);
N.tibialis (2); N. peroneus (3); N. surae- ramus superficialis (4);

M. gastrocnemius (gm); M. quadriceps (gm)
Abb. 12 (S.49) Schematische Darstellung der Lokalisation der Hebung am N. ischiadicus

Abb. 13 (S.51) Ablichtung der intraoperativen Injektion

Abb. 14 (S.54) Versuchsplan des durchgefiihrten Experiments; Im vertikalen Verlauf ist
der zeitliche Ablauf der jeweiligen Untersuchungen beschrieben. Die
Horizontale stellt die Verteilung der Versuchstiere da.

Abb.15 (5.59) FuRabdruck und Zehenspreizung einer gesunden Ratte; a) ITS: intermediate
toe spread, b) TS: toe spread, c) PL: Printh lenght

Abb.16 (S.60)

Abb. 17 (S.62) Nach Smit et al. '®: Formel zur Erreichnung des SSI; Einzelne Faktoren: E=
operierte Seite; N= nicht-operierte Seite; TS= Toe spread=Zehenspreizung
1.-5. Zehe; IST= intermediate toe spread= Zehenspreizung 2.-4.

Abb. 18 (S.64) Verlauf des N. lichiadicus sowie elektro-physiolgische Stimmlationsorte
a) Schematische Darstellung des Verlaufes vom N.ischiadicus bei der operierten Ratte.
(IP: Interponat; A1, A3: Stimmulationsstellen; Mm. interossie plantares)
b) Versuchsphoto mit den angebrachten Elektroden am gesunden, nichtoperierten Bein
des Versuchstieres
Abb. 19 (S.66) Ablichtung der Elektrodenlokalisationen am Ful} eines Versuchstieres
Abb. 20 (S.68) Schematische Darstellung der morphologischen Schnitte
Abb. 21 (S.73) Beispielbild der automatisierten Bildanalyse mittels Definiens Software;
Gelb: als “gro®” identifizierte Axone; Orange: als “klein” identifizierte Axone;
weild: Artefakt

Abb. 22 (S.75) Bild mitsamt des durch Photoshop applizierten ,Counting-Grid“ zur
handischen Ausz&hlung von exemplarischen Flachen

Abb. 23 (S.81) Corrosion Cast; beispielhafte Darstellung der Mikrogefalie
Abb. 24 (S.86) Ergebnisse der dynamisch gemessenen Zehenabstédnde D1-D5
Abb. 25 (S.87) Ergebnisse der dynamisch gemessenen Zehenabstadnde D2-D4
Abb. 26 (S.88) Ergebnisse der dynamisch gemessenen FuRabdruckslange

Abb. 27 (S.90) Ergebnisse des errechneten SFI
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28 (S.91) Beispielhafte Abbildung der Messung des statischen Fullabdrucks

29 (S.92) Ergebnisse der statisch gemessenen Zehenabstande D1-D5
30 (S.93) Ergebnisse der statisch gemessenen Zehenabstadnde D2-D4

31 (S.94) Ergebnisse des errechneten SSI

32 (S.97) Gruppenspezifische Semidinnschnitte/ Schnitthdhe (a,b,c,d)
33 (S.99) Screenshot mit Abbildung der Definions-Software

34 (S.102) Ergebnisse Software-Morphometrie; Nr.1

35 (S.103) Ergebnisse Software-Morphometrie; Nr.2

36 (S.104) Ergebnisse Software-Morphometrie; Nr.3

37 (S.108) Ergebnisse Manuelle-Morphometrie; Nr.1

38 (S.109) Ergebnisse Manuelle-Morphometrie; Nr.2

39 (S.112) Beispielbilder der Corrosion-Cast Auswertung
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9.

Tbl

Thbl

Tbl

Tbl

Tbl

Thbl

Thbl
Thbl

Thbl

Tabellenverzeichnis

.1(S.8)

.2(S.12)

.3(S.29)

. 4(S.35)

.5(S.38)

.6 (S.52)

.7 (S.96)

.8 (S.110)

.9 (S.111)

Einteilung des PNS nach Erlanger und Grasser; Quelle: ,Physiologie®,
Deetjen, Speckmann, Henschler, Elsevier(Urban & Fischer), 4. Auflage

Tabellarische Zusammenfassung der Einteilung des peripheren
Nerventraumas nach Sunderland und Seddon

VEGF -Hauptgruppen und die Eigenschaften

Virale Vektoren; Quelle: ' Latest development in viral vectors for gene therapy.
Trends in biotechnology (2003) vol.21(3) pp.117-22

Spezifische Eigenschaften der Vektoren;
Quellle: ""°. Gene therapy with viral vectors. Annual review of pharmacology and
toxicology (2003) vol. 43 pp. 413-39

Verbildlichung der Funktionseinschrankung nach N. Ischiadicus Typ-5-

Lasion; Modifiziert nach: ’ Functional evaluation of complete sciatic, peroneal, and
posteriortibialnerve lesions in the rat. Plastic and reconstructive surgery (1989) vol.
83 (1) pp- 129-38

Ergebnisse der elektrophysiologische Untersuchung
Ergebnisse der HE-Schnitt Auswertung

Auswertung des M. GastrocnemiusGastrocnemius der operierten Seite
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10.

Abbkurzungen:
A(a) Arteria(e)
AAV Adeno-assoziierten Viren
ADV Adenovirus
Ang Angiopoetins
BDNF Brain derived Neurotrophic Growth Factor
CMAP Compound Muscle Action Potential
CNFT Ciliary neurotrophic factors
DNA Desoyribonuclein Saure
EBV Epstein-Barr-Virus
ECM extrazellularen Matrix
F-Aktin  filamentosem Aktin
FGF Fibroblast Growth Factor
GDNF Glia cell-line derived neurotrophic factor
HSV Herpes Simplex Virus
ITS Intermediate toe spread
kDa kiloDalton
LIF Leukemia inhibitory factors
M Musculus
MLV Murine Leukemia Virus

Mm. int.pl. Mm. interossei plantares

MSAP
N
N-CAM
NGF
NLG

Muskelsummenaktionspotentiale
Nervus

Neural Cell Adhesion Molecule
Nerve Growth Factor

Nervenleitgeschwindigkeit
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NRP Neuropilin-Rezeptor

NT Neurotrophin

NTR Neurotrophin-Rezeptor

PCR Polymerase-Ketten-Reaktion

PL Printh lenght

PNS Periphere Nervensystem

PV Parvovirus

REM Rasterelektronenmikroskopie

RNA Ribonuclein Saure

SFI Sciatic Function Index

SSlI Static sciatic Index

TGF Transforming Growth Factor

TGF Transforming Growth Factor

TIL Tumor-infiltrierenden Lymphozyten
TNF Tumor-Nekrose Faktoren alpha
trk Topomyosin receptor kinase

Trk-R Tyrosinkinase Rezeptoren

TS Toe spread

VSV Vesicular Stomatitis Virus

\AY, Vaccinia Virus

X-CGD  x-linked chronic granulomatous disease
ZNS Zentralen Nerven System

Z0 Zonulae Occludentes
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11.

Gerate, Verbrauchsmaterialien und Hilfsmittel

Brutschranke fur die Zellkultur (Fa. Life Sciences International, Frankfurt)
Brutschranken (Firma Life Sciences International, Frankfurt)

ELISA-Kit (Quantikine:, R&D Systems, Minneapolis, USA)
Espresso-Maschine (Jura, Schweiz)

Ethilon- 4-0 ;9-0 (Fa. Ethicon Products, Norderstedt)
Gefrierschrank / -80°C (Hera freeze, Fa. Heraeus Holding, Hanau)
Handschuhe steril (Sempermed, Fa. Lohmann & Rauscher, Neuwied)

Hybridisierbrutschrank (7601, Fa. GLF, Gesellschaft fur Labortech
nik,Burgwedel)

Kaniilen 36G-20G (Microlance™, Fa. Becton Dickinson, Helsingborg,
Schweden)

Kopflupe (PEAK Head Lupe)

Laboruhr (Fa. Oregon Scientific, Villingen)

Laborwaage (Fa. OHaus, Giessen)

Mikropipetten (Fa. Eppendorf, Hamburg)

Mikrowellenofen (Fa. Siemens, Munchen)

Nadel-Elektroden (Lange: 12 mm; Diameter: 0,3 mm; Viasys Healthcare
Neubauer-Zahlkammer (Fa. Schubert & Weil3, Schwandorf)
Nylonmembranen (Fa. Bioscience Schleicher & Schuell, Dassel)
Objektrager-Scanners von Zeiss (Miramax Desk, Zeiss/Germany)
Operationsmikroskope (Axiovert® 25, Fa. Zeiss, Jena)

Orbitalschattler (Duomax- 2030, Fa. Heidolph Instruments, Schwabach)

PCR-Thermocycler (Robo Cycler- Gradient 40, Fa. Stratagene Euro
pe,Amsterdam, Niederlande)

Photokamera / digital (D200, Nikon, Japan)

Photomikroskop (Axiophot:, Fa. Carl Zeiss, Oberkochen)
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Skalpellklingen 11, 23 (Fa. Aesculap, Tuttlingen)
Spritzen 1-10ml (Fa. Codan Medical, Radby, Danemark)

Stromgerat fur die Elektrophorese (EC 105) (Fa. E-C Apparatus Corporation,
St.Petersburg, Florida)

Supplies 2003- Katalognummer: 019-404700; Nicolet/Germany)

Surgical Skin Marker (Securline®, Fa. Precision Dynamics, San Fernan-
do,USA)

Ultramikroton (Leica, Ultracut E)

Venenverweilkantlen 24G (VentoflonT"’I Pro, Fa. Becton Dickinson, Helsing-
borg, Schweden)

Viking Quest, und der dazugehorigen Software (Viasys Heathcare/ Germany)
Vortexer Minishaker MS 2 (Fa. IKAR Werke, Stauffen)
Wasserbad (Fa. Memmert, Schwabach)

Werkbank (Fa. Hereus Instruments, Hanau)
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12.

Pharmaka und Tiernahrung

Buprenorphin (Temgesic:, Essex Pharma, Minchen)-Isofluran (AttaneT"’I --
Isoflurane, Provet AG, Lyssach, Schweiz)

Fentanyl (Deltaselect/Germany)

Isofluran 3% (Provet AG, Lyssach, Schweiz)

Medetomidine (Pfizer/Germany)

Midazolam (Ratiopharm/Germany)

Pentobarbital (Narcoren-, Fa. Merial, Hallbergmoos)

Perphenazin-Enanthat (Decentan-Depot:, Fa. Merck, Darmstadt)
Rattenpellets (1320, Fa. Altromin, Lage)

Streptomycin (Fa. Biochrom, Berlin)

Triglyzeride (Miglyol 812, Fa. Caesar & Loretz, Hilden)
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13.

Chemikalien, Losungen und Puffer

Athanol 30/50/70/90/96% (Fa. Merck, Darmstadt)

Aqua dest. (Aqua dest., Ampuwa® Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg, BRD)

Complete™-Mini tablet (Fa. Boehringer, Mannheim)

EDTA (Fa. Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim)

Ethanol (Fa. Merck, Darmstadt)

Formaldehyd (Fa. Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim)
Glutaraldehyd (Fa. Fluka Chemie, Buchs)

Glycerin (Fa. Fluka Chemie, Buchs)

L-Arginin (Fa. Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim)

L-Glutamin (Fa. Biochrom, Berlin)

Ladder 1kb (Fa. PEQ Lab Biotechnologie, Frankfurt)
Natriumchlorid, NaCl (Fa. Merck, Darmstadt)
Nucleotidtriphosphat, dCPT (Fa. MBI Fermentas, St. Leon-Rot)
Paraformaldehyd (PFA, Fluka, Neu-Ulm, BRD)
Polyethylenglycol (Fa. Serva, Heidelberg)

Primer E1A, E2A (Fa. MWG Biotech, Ebersberg)
Restriktionsendonukleasen (Fa. MBI Fermentas, St. Leon-Rot)
Salzsaure, HCI (Fa. Merck, Darmstadt)

Toluidinblau (Merck, Darmstadt, BRD)

Trypsin (Fa. Biochrom, Berlin)
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14.

Software

Definiens Enterprise Image Intelligence TM XD Suite, Definions
(Muchen/Deutschland)

Image-J; v1.29 (NIH, Rodville Pike, USA)
Mircosoft Excel (Microsoft, USA)

Microsoft Word (Microsoft, USA)

Photoshop (Adobe Creative Suit CS4, USA)
SPSS-v11.5 (SPSS Inc., Chicago, USA)
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15.

Sonstige Materialien

Chirurgische Pinzette (No. 08-231-130, Allgaier Instrumente GmbH, Frittlin
gen, BRD)

Chirurgische Schere (No. 04-124-145, Allgaier Instrumente GmbH, Frittlin
gen, BRD)

Deckglaser (Menzel, Braunschweig, BRD)

Glasstreifen fur Glasmesser (Leica, Nussloch, BRD)

Inzisionsfolie (Opraflex®, Lohmann GmbH, Neuwied, BRD)
Metzenbaum-Schere (Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, BRD)
Objekttrager (Menzel, Braunschweig, BRD)

Pappe (Obi-Baumarkt, Minchen, BRD)

Rivanol 0,1 % (Riedel de Haén, Seelze, BRD)

Silikonréhrchen (13 mm lang, Durchmesser 1,5 mm, Wandstarke 0,4 mm)
Skalpell (No. 21, Medizin AG, Kdin, BRD)

Stempelfarbe rot/blau ohne Ol (Pelikan, BRD)

Stempelkissen (Pelikan, Minchen, BRD)

Uhrmacher-Pinzette (Dumont, No. 5, Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
BRD)

Vannas-Mikroschere (No. 15003-08, Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
BRD)
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16.

Losungen

Cacodylatpuffer 0.1 mol/l: 21,4 g Dimethylarsinsaure (Trihydrat); 1000 ml
Aqua dest.

Na- Citrat 100 mmmol/l: 2,94 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat, 100 ml Aqua dest.
Cu-Sulfat 20 mmol/I: 0,96 g Kupfersulfat, 100 ml Aqua dest.

K-Ferrizyanid 5 mmol/l: 0,165 g Kaliumhexacyanoferrat [I11], 100ml Aqua
dest.

NaOH-Maleat-Puffer 0,2mol/l, pH6: A: 8 g NaOH, 1000 ml Aqua dest.; B:
19,6 g Maleinsaure-Anhydrid, 8 g NaOH, 1000 ml
Aqua dest.; 26,9 ml A + 50,0 ml B + 200ml Aqua dest.

Fixierlosung 2,5% Glutharadldehyd + Phosphatpuffer 0,1 mol : 1. Phosphat
puffer 0,1 mol: 840ml von Losung A: (17,8 g di-NaHydrogenphosphat -
2- hydrat in 1000 ml Aqua dest. I6sen.) plus 240 ml von Lésung B: (13,6
g Kaliumdihydrogenphosphat in 1000ml Aqua dest. l16sen.) und 120 ml
Glutharaldehyd 25% (Verhaltnis von Puffer : Glutharald. = 9:1)
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