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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Bedeutung der traumatischen Optikusneuropathie

Die traumatische Optikusneuropathie (TON) ist eine akut visusbedrohende
Erkrankung, bei welcher es zu einer Schadigung des N. opticus kommt
(Schmidbauer 1998). Es wird unterschieden zwischen einer direkten Optikus-
schadigung z.B. durch Einwirkung spitzer Gegenstande auf den N. opticus und
einer indirekten. Die direkten Optikusverletzungen entstehen durch partielle
oder vollstandige Sehnervabrisse, Durchtrennungen oder Defektverletzungen.
Die indirekten Optikusschadigungen treten durch Kompressionen, Kontusionen
oder Scherkraftverletzungen auf, die Uber die umgebenden Knochenstrukturen
auf den Sehnerv ubertragen werden (Lessel 1989). Die Visusminderung kann
sofort oder verzogert einsetzen und kann temporar aber auch permanent bis hin

zur Avulsion des Sehnerven reichen (Frenkel und Spoor 1988).

An der Diagnose und Therapie sind alle kopfchirurgischen Disziplinen in enger
Zusammenarbeit beteiligt. Dies stellt eine grof3e Herausforderung fur alle
Beteiligten dar, denn es gilt das visuelle System nicht zu beeintrachtigen
(Gellrich 1999). Abhéangig von dem Allgemeinzustand des Patienten variieren
die verschiedenen Mdglichkeiten der Diagnostik. Zum einen kann sie beim
wachen ansprechbaren Patienten tber eine klinische Untersuchung erfolgen.
Bei sedierten oder inhibierten Patienten ist das Vorgehen erschwert, weil sie
neuroophthalmologisch nicht zu untersuchen sind. Bei den sedierten Patienten
liegt aufgrund der Morphingabe eine Beeintrachtigung der Pupillomotorik vor,
die die neuroophthalmologische Untersuchung unméglich macht. Zu dem ist der
Augenhintergrund meist wegen Blutungen nicht einsehbar und entzieht sich
somit der Diagnostik. Dies hat zur Folge, dass Afferenzschaden des peripheren
visuellen Systems erst einige Tage nach dem Unfallereignis diagnostiziert
werden (Gellrich et al. 1997).
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Seit der Veroffentlichung tber Friherkennung und Behandlung der indirekten
TON von Barkan und Barkan im Jahre 1928 gab es keine neuen Erkenntnisse
(Barkan und Barkan 1928). Es werden zum Teil noch die so genannten "wait
and see" Ansétze angewandt, die nicht mehr langer tragbar sind (Gellrich et al.
1997).

1.1.1 Das Auftreten der TON

Bei kopfverletzten Patienten mit Mittelgesichts- oder Schadelbasisfrakturen tritt
nicht selten eine Schédigung der Sehbahn ein. In Uber einem Drittel aller
Gesichtsschéadelfrakturen werden Augenverletzungen beschrieben, wovon ca.
3% zu einer Erblindung fuhren (Holt und Holt 1983). Al-Qurainy et al. gibt die
Inzidenz der traumatischen Optikusneuropathie bei Mittelgesichtsfrakturen mit
2,5% an (Al-Qurainy et al. 1991). Eine Verletzung des N. opticus ist nach der
des N. olfactorius und des N. facialis die dritthaufigste Hirnnervenverletzung
(Behrens-Baumann und Chilla 1984). In der Regel ist die traumatische
Sehnervschadigung (Traumatic Optic Nerve Lesion, TONL) ein akut
eintretendes Krankheitshild. Ca. 20% aller frontobasalen Verletzungen weisen
eine Sehbahnschadigung auf, wobei haufig der intrakanalikulare Abschnitt des
N. opticus beteiligt ist (Beuthner 1974). Eine Schéadigung des visuellen Systems
tritt haufig nach frontalen (72%) oder frontotemporalen (12%) Verletzungen ein
(Barkan und Barkan 1928, Kline et al.1984).

1.1.2 Die Geschichte der traumatischen Sehnervschadigung

Einige Autoren behaupten Hippokrates lieferte die erste Beschreibung einer
indirekten traumatischen Optikusneuropathie vor 2400 Jahren (Anand et al.
1991, Jorissen und Feenstra 1992) als er schrieb: ,,dimness of vision occurs in
injuries to the brow, and is less noticeable the more recent the wound, but as
the scar becomes old so the dimness increases®. Dabei beschrieb er
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wahrscheinlich einen Katarakt oder ein Glaukom. Dass Hippokrates Kontakt zu
einem sogar in der Ophthalmologie seltenen Krankheitsbild hatte, ist kaum
vorstellbar (Berestka und Rizzo 1994).

2% aller geschlossenen Schadel-Hirn-Traumen sind mit einer Verletzung des
visuellen Systems vergesellschaftet (Osguthorpe und Sofferman 1988), dies
entspricht 200 Verunfallte pro 100.000 Personen in der Bevdlkerung pro Jahr
(Berestka und Rizzo 1994). Somit relativiert sich die Annahme, dass
Hippokrates tatsachlich mit Patienten, die an einer indirekten traumatischen
Optikusneuropathie litten, konfrontiert war (Bilyk und Joseph 1994).

Stellvertretend fir die Literatur des 19. Jahrhunderts stehen Forschungs-
ergebnisse Uber Storungen des visuellen Systems von Berlin (Berlin 1879).
Dabei konzentrieren sich die Untersuchungen Uber mogliche Patho-
mechanismen auf die Sektion von Verstorbenen (Berestka und Rizzo 1994).
Durch die Erfindung des Ophthalmoskops im letzten Jahrhundert konnten die
hinteren Augenabschnitte eingesehen werden. Somit wurde die Feststellung
der Papillenabblassung als morphologisches Korrelat einer Sehnervschadigung
durch Nuhn 1845 ermoglicht (Osguthorpe und Sofferman 1988). Pringles
Veroffentlichung aus dem Jahre 1922 berichtete von der ersten operativen
Dekompression des N. opticus, die in zwei Fallen tUber einen orbitalen Zugang
durchgefuhrt wurde (Pringle 1922).

Die frontotemporale Kraniotomie als operativer Zugang wurde wahrend der
beiden Weltkriege etabliert, da sich die Falle von Amaurose hauften. Hierbei
handelt es sich um ein intrakranielles Vorgehen. Der transethmoidale Zugang,
der auf Sewall zurtickgeht, wird auch heute benutzt (Sewall 1926, Sewall 1928).
Dieser ist in den Fallen sinnvoll, bei denen ein intrakranielles Vorgehen nicht
bendtigt wird und somit die mit der Anhebung des Lobus frontalis verbundene
Morbiditat fur die Patienten reduziert wird (Niho et al. 1970). Im Gegensatz zu
Japan, wurden in Europa und USA Dekompressionen des N. opticus seltener
beschrieben. Fukado berichtet im Rahmen seiner Studien uber 700
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Dekompressionen in einem Institut (Fukado 1981). Uber den geeigneten
Zeitpunkt einer Dekompression des N. opticus herrscht keine einheitliche
Meinung.

1.2 Histologische Grundlagen

Aus entwicklungsgeschichtlicher Sicht zahlt der informationsverarbeitende und
lichtempfindliche Abschnitt des Auges zu einem in den Gesichtsschadelbereich
verlagerten Teil des zentralen Nervensystems (Gellrich et al.1996). Die Retina
ist ein gut zuganglicher Teil des zentralen Nervensystems mit einer gut
definierten zytologischen Architektur (Isenmann 2003). Die Rezeptorzellen und
die Bipolarzellen stellen die beiden ersten Verschaltungsebenen in der Retina
dar und zeigen bei Erregung durch einen Lichtreiz eine Anderung des
Membranpotentials an. Die retinale Ganglienzelle (RGC) ist die dritte
Verschaltungsstelle und der Ort, an dem erstmalig Aktionspotentiale entstehen.
Diese werden Uber Axone der RGC im Sehnerv nach zentral fortgeleitet. Nach
Austritt aus dem Bulbus sind die Axone myelinisiert. Die Myelinscheide wird im
zentralen Nervensystem von den Oligodendrogliazellen formiert. An der
Schadelbasis durchtritt der N. opticus die Grenze vom Gesichts- zum
Hirnschadel (Eysel 1994).

1.3 Anatomische Grundlagen

1.3.1 Anatomie des N. opticus

Der zweite Hirnnerv (N. opticus) ist kein peripherer Nerv, sondern eine
Hirnbahn und die Retina ist eine spezialisierte Struktur des Gehirns, die sich auf
die Informationsverarbeitung der Lichtreize spezialisierte (Steinsapir 1999). Der
N. opticus verdient eine besondere Beachtung, weil er in der Traumatologie, in

der onkologischen und plastisch-rekonstruktiven Chirurgie die ,Achillesferse”
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des peripheren visuellen Systems darstellt (Raveh und Vuillemin 1988). Die
Durchschnittslange des Sehnervs betrdgt vom Chiasma opticum bis zum
Bulbus 4 cm. Dabei lasst sich der Nerv in vier Abschnitte einteilen (siehe Tab. 1
und Abb. 1).

Tab.1 Unterteilung des Nervus opticus mit jeweiliger Lange, Blutversorgung und
Besonderheiten (Frenkel und Spoor 1988)

Abschnitt Lange Blutversorgung Besonderheiten
intraokular ca. lmm Choroidea, CiliargefalRe -
intraorbital ca. 20-30 mm Dura, A. centralis retinae S-férmig verlaufend

intrakanalikular ca. 4-9 mm Piale Gefal3e aus Uber die Dura fest mit

A. carotis interna dem Periost verwachsen

intrakraniell ca. 10-16 mm A. carotis interna, Anstieg von 45° vom

A. cerebri anterior,

A. communicans anterior

Foramen opticum bis

zum Chiasma opticum

Mit Austritt aus dem Bulbus werden die Axone des N. opticus myelinisiert. Die

Myelinscheide wird von der Plasmamembran der Oligodendrogliazellen
gebildet. Der intraorbitale Anteil des N. opticus wird von allen drei Hirnh&uten,
der Dura mater, Arachnoidea und der Pia mater, ummantelt und im orbitalen
Weichgewebsmantel eingebettet (Osguthorpe 1985). Nach Eintritt des N.
opticus in den Canalis nervi optici beschréankt sich sein Schutzmantel auf die
Meningen und die den Sehnerv begleitende A. ophthalmica (Lang 1981).
Zwischen der Dura mater und der Arachnoidea erstreckt sich der Subdural-

raum. Der Subarachnoidalraum wird durch die Arachnoidea und Pia mater
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begrenzt. Beide Raume kommunizieren mit den ihnen entsprechenden intra-
kraniellen Raumen. Der Subduralraum ist nicht von physiologischer Wichtigkeit
und tritt nur in pathologischen Situationen, wie z.B. nach traumatischen
Einblutungen in Erscheinung (Wolf 1976).

J

1 intraokular/intraorbital .~ _ - | _ intrakranial
intrakanalikuldr

Abb. 1 Der anatomische Verlauf des N. opticus

1.3.2 Anatomie des Canalis N. optici

Die Anatomie des Canalis opticus ist ausgiebig erforscht worden. Gewisse
Aspekte mussen hier dargestellt werden, um ein besseres Verstandnis
bezuglich der indirekten TON zu gewahrleisten. Die Ladnge des kndchernen
Sehnervkanals betrdgt 10 mm (Lang 1981). Wéahrend die weiteste Stelle am
knochernen Foramen opticum eine mittlere Weite von 0.62 mm aufweist,
betragt sie an der schmalsten Stelle an der lateralen Wand des Os sphenoidale
nur 0.2 mm (Osguthorpe 1985). Uber den Canalis opticus, der sich in der Ala
minor des Os sphenoidale befindet und nicht mit orbitalen Fettpolstern
ausgestattet ist, erreicht der N. opticus das Gehirn (Pomeranz et al.1999).
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Dieser intrakanalikulare Anteil des Nerven ist aufgrund seiner anatomischen
Beschaffenheit durch  Traumata besonders gefahrdet (siehe 1.4
Pathophysiologie). Als weitere Strukturen verlaufen im Canalis opticus die A.
ophthalmica, Verlangerungen der meningealen Haute und postganglionére
Fasern des sympathischen Plexus der A. carotis (Kline 1984, Dul 1993,

Pomeranz et al. 1999).

1.4 Pathophysiologie der TON

Atiologisch wird das direkte vom indirekten Sehnervtrauma unterschieden
(Lessel 1989). Laut Steinsapir wird die TON als der Verlust der visuellen
Fahigkeiten, verursacht durch deformierende Krafte auf den Sehnerv, definiert
(Steinsapir 1999). Zu einem direkten Trauma kommt es durch Kontakt des
Sehnerven mit einem Objekt z. B. einer Kugel oder einem Sinus-Endoskop. Das
direkte Sehnervtrauma weist eine radiologisch nachvollziehbare Kompression
durch knocherne Fragmente, penetrierende Fremdkorper oder Fraktur des
Sehkanals auf. Im Gegensatz dazu liegt ein indirektes Trauma vor, wenn die
deformierende Kraft Uber die Schadelknochen oder Bulbusrotationen indirekt
auf den Sehnerv Ubergeht. Laut der Veroffentlichung von Kline et al. kann bei
dem indirekten Sehnervtrauma eine Unterscheidung in eine anteriore und eine
posteriore Form aufgezeigt werden (Kline et al. 1984). Die indirekte TON liefert
kein rontgenologisches Korrelat einer Verletzung des orbitalen, intra-
kanalikularen oder intrakraniellen N. opticus (Gossman et al. 1992).

Die Verletzungen des N. opticus konnen auf der Basis der Anatomie nach
klinisch klaren Kriterien unterschieden werden (Steinsapir und Goldberg 1994).
Eine der praktischen Methoden einen Patienten beziiglich seiner vermuteten
TON zu klassifizieren, ist es den Unfall als direkte TON, anteriore indirekte
TON, posteriore indirekte TON und chiasmatische Schadigung zu

kategorisieren (Bilyk und Joseph 1994).
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1.4.1 Die direkte TON

Verschiedene Verletzungsmechanismen (siehe Abb. 2) fihren dazu, dass die
unterschiedlichsten anatomischen Segmente des Sehnerven betroffen werden.
Der intraokuldre und intraorbitale Anteil des N. opticus kann auf direkte
Verletzung wie durch spitze Gegenstande oder Schussverletzungen etc.
betroffen sein (Luxenberger et al. 1998). Dennoch ist die direkte TON nicht
haufig, trotz des einfachen Verletzungsmusters. Dies lasst sich durch die
anatomischen Gegebenheiten des Verlaufs des intraorbitalen Anteils des N.
opticus, der charakterisiert ist durch die Bewegungsfreiheit und dem S-férmigen
Verlauf des Nerven in der Orbita, dem ihm umgebenden orbitalen
Weichgewebsmantel und den extraokularen Muskeln, erklaren (Kline et al.
1984, Bilyk und Joseph 1994). Dies ist mit dem intrakraniellen Anteil zu
vergleichen, der aufgrund seiner Motilitat im Schadel sehr selten in ein Trauma
involviert wird (Kline 1984).

1.4.2 Die indirekte TON

Es wird bei der indirekten TON eine anteriore von einer posterioren Form
unterschieden. Bei der seltenen anterioren Variante der TON ist der intra-
okulédre Anteil des N. opticus oder der Teil des Nerven vor Eintritt der A.
centralis retinae betroffen (Hedges 1981). Ophthalmoskopisch lassen sich
Veranderungen erkennen, wie zum Beispiel ein Verschluss der A. centralis
retinae mit einer 0dematdsen Retina, eine abgeblasste Papille und einem
kirschroten Fleck in der Makula (Kline 1984). Die Therapiemoglichkeiten sind
limitiert. Im Falle von Verletzungen muss eine klinische Untersuchung im Sinne
einer Exploration des Bulbus gefordert werden, da Bulbusrupturen und Avulsion
der extraokularen Muskeln mit diesem Krankheitsbild assoziiert sind (Bilyk und
Joseph 1994).
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Die posteriore Variante ist die haufigste indirekte TON. Die Mechanismen, die
zu dieser fuhren, sind gegenwartig nicht ausreichend aufgeklart. Die
makroskopisch sichtbaren Veradnderungen der TON resultieren aus den
mikroskopisch kleinen Verletzungen des N. opticus und seiner umgebenden
Strukturen (Steinsapir und Goldberg 1994), verursacht durch (s. Abb. 2):

e Kompression durch Schockwellen (elastische Verformung)

e Fraktur des Canalis opticus mit knécherner Kompression des N. opticus
e Kontusion

e Hamorrhagie/Hamatom

e Odem

e Kallushildung

Andere mogliche Mechanismen, einschlie3lich der Lipidperoxidation von freien
Radikalen, zellularer Azidose, erhohtes intrazellulares Calcium und Bradykinin
spielen ebenfalls eine Rolle (siehe 1.5).

Der N. opticus ist im kndchernen Kanal in seiner Bewegungsfreiheit
eingeschrankt, weil die Dura mit der Periorbita verbunden ist. Folglich kann sich
jede Krafteinwirkung des perikanalikularen Bereiches ungehindert auf den Seh-
nerven Ubertragen. Wahrend der Subarachnoidalraum um den intraorbitalen
Anteil des Sehnerven relativ weit ist, wird der intrakanalikulare Anteil sehr straff
von den Sehnervenscheiden ummantelt. Zusatzlich zeigen laserinter-
ferometrische Untersuchungen, dass sich die Gewalteinwirkungen im Bereich
des knochernen Kanals konzentrieren und sogleich ein Druckmaximum
aufbauen (Schmidbauer et al. 1998, Gellrich 1998), wenn die deformierenden
Krafte auf die Mittelgesichts-, Supraorbital- und Stirnregion einwirken (Zerfowski
1999). Dies kann zu elastischen Verformungen oder auch zu Frakturen des
Canalis opticus fuihren (Barkan und Barkan 1928).

Die Frakturen, die den Sehnerven verletzen kdnnen, ereignen sich im Canalis

opticus, im Orbitadach, an der Hinterwand des Os ethmoidale und am
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Processus clinoideus anterior. Frakturen und Fragmentdislokationen im
kno6chernen Kanal sind jedoch extrem selten (Jorissen und Feenstra 1992). Die
meisten Traumata fuhren nur zu einer elastischen Verformung, ohne jegliche

Hinweise auf eine Fraktur (Osguthorpe und Sofferman 1988).

Durch bindegewebige Adhéasionen, welche die Dura mit dem knéchernen
Canalis nervi optici verbinden, erfahrt der N. opticus eine Fixierung mit seiner
umgebenden Struktur, dem Canalis opticus, und ist folglich im Falle einer
elastischen Verformung des Sehkanals einer erhthten Traumatisierung

ausgesetzt (Frenkel und Spoor 1988).

Pathophysiologisch liegt bei einer Kontusion des Sehnerven eine Axonotmesis
und Wallersche Degeneration, aber auch eine Stérung der Gefaldversorgung
mit anschlieBender Thrombosierung, Infarzierung und Hamatombildung vor
(Zerfowski 1999). Die Kontusion ist histologisch definiert als struktureller Umbau
neuronalen Gewebes. Charakteristisch hierfur ist die Extravasation von Blut und
der Zelltod (Prepared by the Ad Hoc Committe of the Congress of Neurological
Surgeons 1966). Walsh zahlte die Kontusion zu den primaren Schéadigungs-
mechanismen der indirekten TON, welche von Scherkraften auf den Sehnerven
tbertragen werden (Walsh 1966).

Die hdmorrhagische Infarzierung des Sehnerven erfolgt meist im Bereich des
Canalis nervi optici. Die Hamorrhagie findet im Sehnerv selbst oder in seinen
Nervenscheiden statt und kann nach intradural, subdural oder subarachnoidal
erfolgen. Dadurch wird der Visusverlust verursacht oder stellt eine
Begleiterscheinung dessen dar (Kline 1984). Pringle fuhrte 137 post mortem
Untersuchungen durch, in denen er Blut in den Sehnervscheiden identifizierte
und postulierte, dass die Kompression verursacht durch das Blut
Sehnervschaden hervorrufe. Danach operierte er drei Patienten, die ein
geschlossenes Schadel-Hirn-Trauma erlitten hatten und befreite den Sehnerv
von den Einblutungen, doch es stellte sich keine Visusverbesserung ein
(Pringle 1922).

10



Einleitung

Eine sekundare Kompression mit nachfolgender Isch&mie kann durch ein
Sehnervddem mit Schwellung innerhalb des Sehnervkanals verursacht sein
(Walsh 1966), wobei es keinesfalls erwiesen ist, dass ein Odem eine wichtige
Rolle in der Pathophysiologie der TON einnimmt. Hinweise deuten daraufhin,
dass die Astrozytenschwellung innerhalb des N. opticus nach einem Trauma
weniger ausgepragt ist als im Gehirn (Maxwell 1991). Die Kallusbildung nach
Frakturheilung, eine sekundare Traumafolge, stellt mdgliche Ursache fiir eine
retardierte Visusverschlechterung nach langerer Latenz dar (Zerfowski 1999).

Ob nun der intrakanalikulare Anteil des Sehnerven infolge einer Uberdehnung
oder einer Kontusion eines kndchernen Fragmentes geschadigt wird, das
Resultat ist dasselbe. Alle pathophysiologischen Mechanismen kdnnen zu einer
potentiell reversiblen Amaurose fihren, die durch mikrovaskulare Spasmen,

Hamorrhagie und Odeme gekennzeichnet wird (Osguthorpe 1988).
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Kompression durch
Schockwellen

Fraktur des Canalis opticus

Dehnung oder Torsion
— Axonotmesis

Hamatom

Odem

Kallusbildung

Abb. 2 Pathophysiologische Erklarungsmodelle nach Osguthorpe und Sofferman

(Osguthorpe und Sofferman 1988)
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Tab. 2 Zusammenfassung der Pathogenese, klinischen Befunde und Behandlung der
TON, modifiziert nach Lessel (Lessel 1991)

Art der
TON
Direkte

Anteriore

indirekte

Posteriore

indirekte

Pathogenese

Ein Objekt penetriert
die Orbita und verletzt
direkt den N. opticus:
komplette oder teil-
weise Durchtrennung
des Sehnery;
Sehnervkontusion;
Kompression durch
Hamorrhagie oder
Fremdkorper

Schédigung des ante-
rioren Segmentes des
Sehnervs gewohnlich
an der Lamina
cribrosa verursacht
durch Rotation oder
Verschiebung des
Bulbus mit einem
Finger oder anderen
Objekten selten

Haufigste Form der
indirekten TON. Meist
durch eine frontale
oder eine das Mittel-
gesicht betreffende
Krafteinwirkung. Die
Schadigung kann
ohne von auf3en
schwerwiegend zu
wirken, gravierend

sein.

Klinische Befunde

Initial variables Visusstadium
mit nachfolgender
Visusverschlechterung.
Eintrittspforte kann klein sein.
Entstehung eines orbitalen
Kompartment-Syndroms bei
orbitaler Hamorrhagie. Im CT
vergrol3erte Sehnervscheide
sichtbar

Papillenédem; retinales Odem;
Komplette oder unvollstandige
Avulsion des N. opticus;
Okklusion der A. centralis

retinae

Keine ophthalmoskopischen
Zeichen einer Schadigung
sichtbar. Afferenter Pupillen-
defekt. Sofortiger Visusverlust
ist gewdhnlich. Verspateter
oder progressiver Visusverlust
ist sehr untypisch.
Mittelgesichtsfrakturen und
Bewusstlosigkeit sind mit
dieser art der Verletzung
vergesellschaftet. Im CT
sichtbare Fraktur des Canalis
opticus korreliert nicht mit der
Schwere der TON
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Behandlung

Entfernung des Fremd-
koérpers falls
Visusverschlechterung
eintritt. Durchflihrung einer
lateralen Kanthotomie und
Kantholyse falls ein
orbitales Kompartment-
Syndrom vorliegt.
Sehnervscheiden-
schlitzung bei Hamatom
oder Odem

Behandlung der Okklusion
der A.centralis retinae.
Exploration des Bulbus auf
okkulte Bulbusruptur oder
Avulsion der extra-

okularen Muskeln

Kontrovers: Beobachtung.
Megadosissteroidtherapie,
Dekompression des
Sehnervenkanals.
Weitere Erlauterung siehe
1.7 Therapieansatze
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Der Sehverlust tritt sofort nach dem Trauma ein, wobei Kklinisch nicht
unterschieden werden kann, welche Lasionsmechanismen den Hauptanteil zur
Visusminderung beigetragen haben. Die traumatische Optikusschadigung ist
die Summe diverser Lasionsmechanismen, teils mechanischer, teils vaskularer,
teils biochemischer Art (Schmidbauer 1998). Bei der indirekten posterioren TON
liegt ein Sehnervschaden in Abwesenheit fundoskopischer Veranderungen vor
(Kline 1984, Bilyk und Joseph 1994).

1.5 Pathomechanismen

Die priméare Schadigung entsteht durch das direkte Trauma auf den Sehnerven,
d.h. durch L&sionen der Axone im Augenblick des Traumas Uber Scherkrafte.
Die Therapie ist hier erschwert und eine Heilung nicht mdglich (Walsh 1966,
Spoor 1990). Die sekundaren Schadigungen des Sehnerven zeigen sich erst
einige Zeit nach dem Trauma. Hier setzen die therapeutischen Angriffspunkte
an. Ein schnelles und adaquates Einschreiten konnte die sekundaren Schéaden
abwenden oder zumindest entscharfen (Spoor und McHenry 1996). Unter
sekundéare Schadigungen versteht man ein Kontusionsddem und Vaso-
spasmen, die eine Schwellung des Sehnerven im knéchernen Kanal nach sich
ziehen und somit eine sekundare Ischamie mit Anstieg der freien Radikale zur
Folge haben (Walsh 1966). Infolgedessen ist die TON eine Summe vieler
Schadigungsmechanismen. Basierend auf Ergebnissen nach Rickenmarks-
traumata folgt eine Auflistung der sekundéaren Verletzungsmechanismen (Kline
et al. 1984, Steinsapir und Goldberg 1994).

Primére Verletzungsmechanismen des N. opticus:
e Kompression
e Kontusion
e Konkussion
e Defektverletzung, z.B. aufgrund von scharfen Gegenstanden
Abriss

14
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Sekundéare Verletzungsmechanismen des N. opticus:
e Vaskular bedingte Anderungen
e Blutflussminderung

e Einblutungen, Hamatom

Biochemische Anderungen:
e Arachidonsaurefreisetzung
e Entstehung freier Radikale
e Lipidperoxidation
e Ortliche Konzentrationszunahme von Neurotransmittern z.B. Glutamat
e Odem
e Unterbindung der Zirkulation mit einer Ischamieverstarkung im

e Sinne eines Kompartment-Syndroms

Die Ursache der verzogerten Neuronendegeneration, die den sekundéaren Ver-
letzungsmechanismen entsprechen, sind biochemische Pathomechanismen.
Diese Reaktionsvorgdnge wurden Arbeiten Uber Pathomechanismen nach
spinalen Traumata entnommen. Da der N. opticus im Gegensatz zum
Ruckenmark aus reiner weil3er Substanz besteht und eine nach aulRen
verlagerte Hirnbahn darstellt, lassen sich nicht prinzipiell alle bei
Ruckenmarkstraumata erschienenen Pathomechanismen auf den Sehnerv
Ubertragen, gelten aber in geringer Modifikation auch fir die TON (Simpson et
al. 1991). Eine bedeutende Rolle dabei spielt die Wirkung der freien Radikale,
die wahrend einer Ischamie freigesetzt werden. Von weiterer entscheidender
Bedeutung im Rahmen der Neuronendegeneration ist einerseits der
intrazellulare Calciumanstieg und die Freisetzung der exzitatorischen
Aminosauren Glutamat und N-Methyl-D-Aspartat (NMDA), andererseits die der
Kinine Bradykinin und Kallidin. Die zellvermittelten Entziindungsvorgange
scheinen zudem einen neuronalen Untergang zu fordern (Steinsapir und
Goldberg 1994). Teilweise lasst sich die neuroprotektive Wirkung der
Glukokortikoide nach einem ZNS-Trauma unter anderem auch der Inhibition
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dieser zellvermittelten Entziindungsreaktionen zuschreiben (Simpson et al.
1991).

1.6 Therapieansétze der TON

1.6.1 Chirurgische Dekompression der TON

Das Ziel der chirurgischen Intervention liegt in der mechanischen Entlastung
des N. opticus, besonders des intrakanalikularen Anteils des Sehnerven.
Kontrovers diskutiert wird nicht nur das Ausmald des chirurgischen Eingriffs
(Sofferman 1981), sondern auch die Art des operativen Zuganges (Jorissen und
Feenstra 1992). Der genaue Zeitpunkt der Dekompression im Hinblick auf einen
Benefit fir den Verunfallten ist bis in die heutige Zeit immer noch unklar. Eine
eindeutige Indikation zur chirurgischen Dekompression ist dann gegeben, wenn
ein retrobulbdres Hamatom die Schadigungsursache darstellt. Hier ist eine
notfallmalige laterale Kanthotomie zur Entlastung des N. opticus angezeigt
(Gellrich 1999). Aber schon Barkan und Barkan wiesen im Jahre 1928 auf eine
frihestmogliche Dekompression hin (Barkan und Barkan 1928). Fir Verwirrung
in der internationalen Literatur sorgt die Veroffentlichung von Fukado aus dem
Jahre 1981, in der erfolgreiche Dekompressionen noch 90 Tage nach dem
schadigenden Trauma beschrieben werden (Fukado 1981). Zu Recht wird der
Aussagewert dieser Arbeit angezweifelt (Steinsapir und Goldberg 1994),
dennoch zeigt diese die noch bis zum heutigen Tage bestehenden Mangel der

meisten Studien auf;

e Fehlen deutlicher Ein- und Ausschlusskriterien
e Verschiedenartige  Dokumentation  der  morphologischen  und
funktionellen Traumafolgen

e Nichtvergleichbarkeit der Kollektive
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Zusammenfassend muss festgestellt werden, dass bis heute keine Klar
definierten, bindenden Therapierichtlinien, sondern nur Empfehlungen zur
Behandlung der traumatischen Optikusneuropathie existieren. Uber den
Stellenwert der chirurgischen Dekompression der TON besteht noch keine
deutliche Aussage. Schon Steinsapir und Seiff schrieben 2002, dass jeder
behandelnde Arzt individuelle Entscheidungen mit dem Patienten im Hinblick
auf das weitere Procedere nach der TON treffen missen (Steinsapir und Seiff
2002).

1.6.2 Konservativ-medikamentdse Therapie der TON

1.6.2.1 Glukokortikoide und ihre neuroprotektive Wirkung

Basierend auf klinischen und tierexperimentellen  Studien nach
Ruckenmarkstrauma ist momentan Methylprednisolon beim Menschen das
einzige therapeutische Agens, das fur die akute Behandlung traumatischer
Ruckenmarksverletzungen zugelassen ist. In der Literatur werden initiale
Dosierungen von 30 - 60 mg/kg i.v. 5 min nach dem Trauma angegeben
(Behrmann 1994 und Koc 1999). Des Weiteren kann zudem eine kontinuierliche
Gabe von 5.4 mg/kg/h fur 24 h folgen (Rabchevsky 2002). Eine Verdoppelung
dieser Dosis bringt paradoxerweise keinen neuroprotektiven Effekt, sondern
eher ein Fortschreiten der Lipidperoxidation und des Gewebeschadens (Young
1993b). Das therapeutische Zeitfenster von MP betragt 8 Stunden. Die NASCIS
| und 1l (National Acute Spinal Cord Injury Study) sind die einzigen
randomisierten doppelblind kontrollierten Studien, die eine akzeptierte Richtlinie
in der Therapie der traumatischen Ruckenmarksverletzungen liefern (Molloy
2002). In den USA kann ein Arzt in ein Gerichtsverfahren involviert werden,
wenn er nicht das Protokoll, das sich aus der NASCIS Studie ableitet, befolgt.
Da der N. opticus eine Bahn des zentralen Nervensystems darstellt, kdnnen
einige  Uberlegungen  beziglich der Behandlung des spinalen
Ruckenmarkstrauma (SCI: Spinal Cord Injury) Gbernommen werden. Jedoch
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liegen wichtige Unterschiede zwischen dem Rickenmark und dem N. opticus
vor. Das Ruckenmark besteht aus grauer und weil3er Substanz, wahrend der N.
opticus, wie schon erwahnt, sich nur aus weil3er Substanz zusammensetzt, mit
seinen Zellkdrpern und den Ganglienzellen in der Retina. Bei Trauma des N.
opticus ist primar nur eine Schéadigung der weillen Substanz zu erwarten
(Steinsapir und Seiff 2002). Unterdessen wird die graue Substanz sekundar
Uber Glutamat in der Retina geschadigt (Steinsapir und Goldberg 2000).

Dem SCI und der TON liegen zwei kombinierte Faktoren zugrunde. Zum einen
die primare Schéadigung, die mechanisch und direkt erfolgt, zum anderen die
sekundare Schadigung, die mit einer gewissen Latenz eintritt und im
Wesentlichen ein metabolisches Geschehen in den neuronalen Zellen darstellt.
Es zeigt sich das Bild eines Insults (Benzel 1990). Die sekundére Schadigung
gilt es zu verhindern. Die sekundare Schadigung, die durch Lipidperoxidation
und durch Calcium aktivierte Phospholipasen entsteht, fuhrt zum raschen
Zelltod. Die zugrundegegangenen Zellen schitten calciumbindende Sub-
stanzen aus, welche eine Reduktion des extrazellularen Calciums und
zeitgleich eine protektive Wirkung auf die Uberlebenden Neuronen zur Folge hat
(Yoon 1999, Kim 1999).

Der neuroprotektive Effekt der Glukokortikoide beruht auf einem anti-
inflammatorischen, antiddematdsen und antioxidierenden Effekt. Zugleich ist
eine Vermeidung eines Vasospasmus, eine Reduktion von Nervenzellnekrosen
und eine Hemmung der gliofibrésen Vernarbung des traumatischen N. opticus
bewiesen (Hall und Braughler 1982).

Das in dieser Studie verwendete synthetisch hergestellte Glukokortikoid Methyl-
prednisolon verhindert die durch freie Radikale mediierte Lipidperoxidation und
ermoglicht die neuronale Regeneration. Aufgrund der Stéchometrie muss fir
jedes produzierte freie Radikal ein Molekul Glukokortikoid verabreicht werden.
So lasst sich die Megakortikosteroidtherapie von 30 mg/kg/KG und 5,4
mg/kg/KG Uber 24 h erlautern. Die Therapie sollte nicht spater als acht Stunden
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nach dem Trauma erfolgen, denn eine Studie von Young und Bracken zeigt
nicht nur einen Erhalt des Zustandes des Verunfallten, sondern auch eine
Verschlimmerung des Zustandes, wenn die Verabreichung des Methyl-
prednisolon acht Stunden posttraumatisch stattfand (Young und Bracken 1992).
Allerdings herrscht immer noch Unklarheit in der internationalen Literatur, nicht
nur bezuglich der Wahl des Wirkstoffes und dessen Applikationsart, sondern
auch im Hinblick auf Therapiebeginn und -dauer (Spoor 1990).

Ein weiterer Effekt ist die direkt vasodilatierende Wirkung auf zerebrale Gefale
(Demopoulos 1982). Glukokortikoide sind sehr potente antiinflammatorisch
wirkende Substanzen. Sie blockieren die Chemotaxis, die Phagozytose und die
Freisetzung von proteolytischen Enzymen. Die Bildung der Arachidonséaure,
einem der Schlisselmediatoren in der Entzindungsreihe, wird verhindert,
indem die Synthese von Lipocortin induziert und folglich die Aktivitat der
Phospholipase A2 geblockt wird (Simpson 1991).

Die Glukokortikoidtherapie mit Methylprednisolon hemmt die Entzindung im
ZNS, indem sie eine T-Zell-Apoptose induziert und somit die Expression von
Zytokinen und die Leukozytenmigration stoppt (Diem 2003). Eine ungewollt
induzierte Apoptose von Chondrozyten und Epithelzellen durch Glukokortikoide
wurde ebenso unter der Therapie festgestellt (Nakazawa et al. 2002). Es liegen
ebenfalls Studien von Steinsapir und Goldberg vor, dass Methylprednisolon den
axonalen Verlust nach Gabe dieser Substanz verschlimmert (Steinsapir und
Goldberg 2000). In einem Brief an den Editor der Ophthalmic Plastic
Reconstructive Surgery wurde eine Formulierung von Steinsapir und Seiff ver-
offentlicht, die wie folgt besagt: ,...it is no longer acceptable to argue that
withholding corticosteroid treatment in future clinical studies of traumatic optic
neuropathy is unethical“ (Steinsapir und Seiff 2002).Die Anwendung von
Glukokortikoiden bei Gehirn- und Rickenmarkstrauma basiert auf der positiven
Auswirkung dieser Medikamentengruppe auf Odeme und Tumoren des Gehirns
(Steinsapir und Goldberg 1998).
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1.6.2.2 Wirkungsmechanismus der Glukokortikoide in der Zelle

Die Gruppe der Glukokortikoide besitzt ein breites Wirkungsspektrum (siehe
Tab. 3). Wie fur andere Steroidhormone ist auch fur die Gruppe der
Glukokortikoide ein Wirkmechanismus Uber zytosolische Membranrezeptoren
belegt. Somit beeinflussen die Glukokortikoide die Genexpression durch
Interaktion mit intrazellularen Rezeptoren, die als Ligand-abhangiger
Transkriptionsfaktor agieren (Diem und Hobom und Maier 2003).

Die Ligand-abhéngige Modulation der Transkription wurde genomisch
steroidale Wirkung genannt (Falkenstein et al. 2000). An diesem zytosolischen
Rezeptor ist eine niedrige Steroiddosis, wie sie endogen im Organismus oder
auch unter einer niedrigdosierten Steroidtherapie erreicht wird, ausreichend, um
eine Interaktion zu ermoglichen (Gold et al 2001). Der Hormon-Rezeptor-
Komplex wandert in den Zellkern und heftet sich dort an Kernrezeptoren. Dieser
neugebildete Steroid-Kernrezeptor-Komplex bindet an die DNA und I6st die
Bildung der m-RNA aus, welche die Synthese von Proteinen und Enzymen
bewirkt. Dieser genomische Mechanismus zeigt die Latenz der Glukokortikoid-
wirkung, die mehrere Stunden betragen kann. Die Glukokortikoide fiihren zu
einer Hemmung der Phospholipase A2, und folglich ist die Freisetzung der
Arachidonsaure blockiert. Die Arachidonsaure stellt die Vorstufe der Prosta-
glandine und der Leukotrienen dar. Somit werden diese Produkte nicht ge-
bildet. Ferner erfahren die Makrophagen und die Entziindungsmediatoren eine
Hemmung. Die Histaminfreisetzung und die Antigen-Antikdrper-Reaktion
werden nicht blockiert, wohl aber die dadurch veranlassten infektibsen und
allergischen Reaktionen. Es lassen sich jedoch nicht alle Wirkungen der Gluko-

kortikoide Uber eine DNA-vermittelte Induktion der Eiweif3synthese erklaren.

In kiirzlich veroffentlichten experimentellen Studien zeigte sich offensichtlich ein
dosisabhangiger Mechanismus. Eine hochdosierte Glukokortikoidbehandlung,
wie sie bei neurologisch-autoimmunen Prozessen verabreicht wird, ergab einen

andersartigen Wirkmechanismus nicht gleich dem genomischen. Dieser
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sogenannte nicht-genomische, schnelle Steroideffekt wird Uber Interaktion mit
biologischen Membranen vermittelt, d.h. Einlagerung der Glukokortikoide in die
Zellmembran, was eine erhebliche Anderung der physiko-chemischen
Eigenschaften dieser im Sinne grol3erer Stabilitdt bei zeitgleicher reduzierter
Fluiditat bedeutet. Dieser schnelle Steroideffekt verlauft parallel zum Anstieg
der Plasmakonzentration der Glukokortikoide (Gold et al. 2001).

Die genomischen Effekte der Glukokortikoide (Gabler 1995; Opderbecke und
Weil3auer 2001):

e Hemmung der Radikalbildung: Sauerstoffradikale, Stickstoffmonoxid

e Hemmung der Zytokinproduktion: Interleukine, Tumor-Nekrose-Faktor
alpha, Growth factors

e Hemmung des Eikosanoidstoffwechsels: Prostaglandine, Leukotriene

e Hemmung anderer Systeme: Kallikrein-Kinin- und Komplementsystem,

Synthese proteolytischer Enzyme, Freisetzung von C-reaktivem Protein

Die nicht-genomischen Effekte der Glukokortikoide (Gabler 1995; Opderbecke
und Weil3auer 2001):

Zellulare Membranen:
e Anderungen der physikochemischen Eigenschaften der Zellmembran
e Verminderung der Membrandurchlassigkeit fur Kationen
e Wirkungen auf Membranlipide
Zellularer Energiestoffwechsel:
e Erhdhung des mitochondrialen Protonenlecks

e Wirkung auf ATP-verbrauchende Vorgange
e Reduktion der ATP-Bildung
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Tab. 3 Systemische Wirkungen der Glukokortikoide

Wirkungsmechanismus Folgeerscheinung
Kohlenhydrat- und Glukoneogenese aus Amino- Steroiddiabetes
Eiweil3stoffwechsel sauren gesteigert Atrophie der Muskulatur
Eiweil3katabole Wirkung und der Haut
Fettstoffwechsel Lipolyse gesteigert Hyperlipidamie
Blut und Knochenmark Leukozytenzahl abnehmend Immunsuppressiva
Nervensystem Euphorische und Depression

dyseuphorische Wirkung

Herz-Kreislaufsystem Vasokonstriktion, Na” Retention Herzminutenvolumen

gesteigert

1.6.2.3 Funktion und die Regulation des Calciumions in der Zelle

Im Ruhezustand befindet sich die Ca2'-Konzentration intrazelluléar bei 0,1 puM.
Diese Konzentration wird mit Hilfe der durch ATP-getriebenen Ca2'-Pumpen
und Na'-Ca2'-Austauscher standig niedrig gehalten. Ein hoher Ca2*-Spiegel
besitzt eine zytotoxische Wirkung auf die Zelle, demzufolge zeigt der Calcium-
spiegel nur einen kurzfristigen Anstieg in Form von Spikes. Durch den
exzitatorischen, extrazellular befindlichen Neurotransmitter Glutamat kann ein
plotzlicher Anstieg des intrazellularen Calciums stattfinden. Intrazellular liegt
das Calcium als Speicherform im sarkoplasmatischen Retikulum und in den
Mitochondrien vor, die durch Ilonenpumpen die cytosolische Calcium-
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konzentration konstant bei 0,1 ym halten. In einer Studie im Jahre 2000 wurde
postuliert, dass der Calciuminflux auf einen umgekehrten Wirkmechanismus
des Na'-Ca?'-Austauschers zuruickzufuihren ist, d.h. Ca2" wird als Antwort auf
die ATP-Verarmung in das Axon gepumpt. Die Calcium-Homdostase wird durch
drei Hormone, das Vitamin-D-Hormon, das Parathormon und das Calcitonin
gesteuert (Menge 2000).

1.6.2.4 Der NMDA-Rezeptor abhangige Calciuminflux

Ein akutes ZNS-Trauma veranlasst die Freisetzung der exzitatorischen Amino-
saure Glutamat, was einen Ca2’- Influx in die benachbarten Zellen verursacht,
der wahrscheinlich zum Zelltod fuhrt. Es resultiert eine Zerstérung des
Nervengewebes (Garcia 2003). Das Glutamat liegt in solchen Situationen in
supraphysiologischer Konzentration vor (Akins und Atkinson 2002, Pauwels
1990). Die morphologischen Zeichen einer durch Glutamat induzierten Neuro-
toxizitat und ihrer darauf folgenden Nekrose zeigen sich in einer Schwellung
des Zellkdrpers und der Mitochondrien, einer Lyse der Zellmembran und einer
irregularen Kondensation des Heterochromatins (Joo 1999).

Der Calciuminflux durch die NMDA-Rezeptor mediierten Kanale ist in der
Ischamiephase weniger schadlich als derjenige wahrend der Reperfusions-
phase. Der NMDA-Rezeptor ist ein Rezeptor, an den Neurotransmitter wie
Glutamat binden. Dieser gehoOrt zu den ionotropen Glutamatrezeptoren.
Glutamat ist eine der wichtigsten exzitatorisch wirkenden Aminosauren im ZNS
der Vertebraten. Zusatzlich ist Glutamat in einigen neurodegenerativen und
neurologischen Erkrankungen wie der cerebralen Ischamie, dem Schlaganfall,
beim Trauma, bei der Epilepsie, Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson
involviert (Pauwels 1990).

Die exzitatorische Aminoséure Glutamat aktiviert unter anderem den NMDA-
Rezeptor, der nach dem selektiven Agonisten N-Methyl-D-Aspartat benannt
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wird. Die Leitfahigkeit des NMDA-Rezeptors wird spannungsabhangig durch
eine physiologische extrazellulare Magnesiumkonzentration bei negativen
Membranpotentialen blockiert. Im gedffneten Zustand ist der NMDA-Rezeptor
fur die lonen K "und Na* aber vor allem fiir die Calciumionen durchlassig. Beim
Ruhepotential der Zelle, - 70 mV, wird der NMDA-Rezeptor durch Glutamat
zwar aktiviert, dennoch bleibt dieser verschlossen. Erst bei ausreichender
postsynaptischer Depolarisierung der Zellmembran und zeitgleicher pra-
synaptischer Freisetzung der exzitatorischen Aminosaure Glutamat wird eine
Offnung der NMDA-Rezeptoren erzielt. Durch die Depolarisierung wird der
bestehende Magnesiumblock gelést. Dann kann Calcium in die Zelle stromen.
Dieser Prozess spielt zudem eine wichtige Rolle bei der Induktion von
synaptischer Plastizitat, z.B. beim Lernen und Gedachtnis.

1.6.2.5 Calciumkanalblocker und ihre neuroprotektive Wirkung

Das Calcium-lon spielt eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der Ischamie
(Zapater 1997). Shimazawa et al. (1995) demonstrierten die durch Flunarizin
gesteigerte zerebrale Perfusion und die Inhibition der kortikalen Hypoperfusion
(Shimazawa 1995). Die Forschung auf dem Gebiet der Calciumkanalblocker
lautet eine neue Ara ein. Die Calciumkanalblocker sind sehr weit in der
medizinischen Praxis verbreitet. Sie finden ihren Einsatz bei kardiovaskularen,

pulmonalen und neurologischen Erkrankungen (Barnes 1985).

Einer der Calciumkanalblocker, das Flunarizin ein Diphenylpiperazin, ist ein
gemischter T- und L-Typ Kanalblocker und ein Natriumkanal-Antagonist
(Ragsdale 1991). Somit kann Flunarizin als ein ,Weitspektrum® Calciumkanal-
blocker betrachtet werden, denn seine Wirkung beschrankt sich nicht nur auf
das kardiovaskulare System, sondern auch auf die Neuronen im ZNS und die
chromaffinen Zellen der Nebenniere (Zapater 1997). Es wird nicht nur fur
kardiovaskulare und neurologische Erkrankungen, sondern auch fur die

Migraneprophylaxe eingesetzt (Diener 1994). Zusatzlich besitzt Flunarizin eine
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antikonvulsive Wirkung bei Mensch und Tier (Barnes 1994). Es reduziert die
Dauer der periodisch wiederkehrenden Hemiplegie in der Kindheit (Andermann
1994). Flunarizin wurde als Inhibitor der Calmodulin-Aktivitat identifiziert
(Lugnier 1984).

Flunarizin ist eine lipophile Substanz mit einer hohen Penetration in das
zerebrale Gewebe. Es besitzt eine niedrige Affinitat fur das periphere Gewebe
(Yarangumeli 2003). Seine Halbwertszeit liegt bei 17 Tagen und seine anti-
Migrane-Effekte stellen sich erst nach zwei Monaten ein. Da es zu der
Substanzfamilie der Diphenylpiperazine gehort, weist Flunarizin auch anti-
histaminische Zige auf. Nebeneffekte wie Sedation, Apathie und
Gewichtszunahme sind berichtet worden und diese treten deutlicher in Er-
scheinung in Kombination mit Alkoholabusus und zentral wirkenden
Beruhigungsmitteln (Yarangumeli 2003). Es antagonisiert den intrazellularen
Calciumanstieg Uber eine nicht-selektive Aktion am Calciumkanal (Zapater
1997). Als Neuroprotektion wird es beim zerebralen Infarkt und bei der
zerebralen Hamorrhagie eingesetzt.

Flunarizin stellt aber nicht immer einen Benefit fur die Patienten dar, besonders
wahrend einer Dauermedikation bei alteren Patienten zeigt sich eine
Assoziation von Flunarizin mit extrapyramidalen Stérungen, die sich durch die
Medikation verschlimmerten oder sogar induziert wurden (Chousa 1986). Sie
gleichen den Storungen bei Morbus Parkinson und kénnen durch
Dosisreduktion reduziert werden. In einer Veroffentlichung von Devoto konnte
gezeigt werden, dass Flunarizin den Dopamin-Uptake inhibiert (Devoto 1991).
In tierexperimentellen Studien demonstrierte Ryck einen neuroprotektiven Effekt
des Flunarizins bei zerebralen Schéadigungen. Die von der exzitatorischen
Aminosaure Glutamat ausgehende Neurotoxizitat konnte auch von Flunarizin
verhindert werden (Ryck 1989).

Flunarizin zeigt eine signifikante Neuroprotektion und Senkung der Morbiditat
bei einer Dosis von 0,5 mg/kg. Die Neuroprotektion konnte nur mit einer Dosis
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von 0,5 mg/kg erzielt werden, nicht aber hdoher oder niedrig dosierter. Die
Mortalitat erfuhr keine Senkung (Zapater 1997). Weiter wurde berichtet, dass

Flunarizin, ein Klasse IV Calciumkanalblocker, effektiver in der Prophylaxe als
in der Nachbehandlung sei (Berger 1998).
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1.7 Studienziel

Basierend auf den Arbeiten von Gellrich (Gellrich 1996) wurde ein Tiermodell
etabliert, das den Pathomechanismus der traumatischen Optikusneuropathie
widerspiegeln sollte. Zerfowski lieferte 1999 eine Modifikation des Kom-
pressionstraumamodells an der Ratte mit der Moglichkeit einer standardisierten
und stets reproduzierbaren Variante, an welcher die verschiedenen
Therapieansatze experimentell gepruft werden konnen. Hierbei soll
insbesondere die Starke des vorgestellten Modells in der exakten Kalibrierung
der Schadigung und der histomorphologischen Bewertung der als whole-
mounts aufgezogenen Netzhaute des geschadigten rechten N. opticus liegen.
Mit einem aussagekréftigen klinischen Studienformat ist in nachster Zeit nicht
zu rechnen. Vielmehr stitzen sich die meisten Therapievorschlage auf
zahlenmaRig geringe Patientenkollektive, die hinsichtlich ihrer Atiologie und
Starke der traumatischen Sehnervenverletzung nicht unterschieden werden
kénnen. Umso entscheidender ist die experimentelle Studie am Tiermodell. Im
Rahmen dieser vorliegenden Arbeit wurde das Versuchsprotokoll von
Zerfowski, in welchem er eine tendenzielle Regenerationsfahigkeit retinaler
Ganglienzellen unter Methylprednisolon in der Dosierung 285 mg/kg KG/48 h
und unter der Flunarizin-Dosis von 25 mg/kg KG uber 30 Tage (750 mg)
experimentell nachwies, aufgegriffen, mit dem Ziel den neuroprotektiven Effekt
des in der Megadosis (285 mg/kg KG/48h) applizierten Methylprednisolons und
des Flunarizins (750 mg) zu evaluieren. Zusatzlich soll der Einfluss beider
Substanzen auf die ausgewéhlten ZielgroRen ,retinale Ganglienzellzahl* und
sretinale Ganglienzellflache” histomorphometrisch ermittelt werden.

Laut Literatur sollte sich eine histomorphologische Stabilisierung im Rahmen
der Uberlebenden funktionsfahigen retinalen Ganglienzellen in ihrer Anzahl und
ihrer Flache zeigen (Gellrich et al. 1997).
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2 Material und Methoden

2.1 Tiermodell

Das von Zerfowski modifizierte Tiermodell spiegelt den Pathomechanismus der
traumatischen Sehnervschéadigung wider. Die Funktionsverbesserung des
visuellen Systems, d.h. eine Visusverbesserung durch Erhaltung der
neuronalen Ganglienzellen und ihrer nach zentral projizierenden Axone, stellt

die ZielgroR3e in jedem Tiermodell der TON dar.

Die bestmdgliche MessgrofRe stellt folglich die Funktionstestung des visuellen
Systems dar. Der Nachweis einer histomorphologischen Besserung als Folge
einer Therapie sollte zusatzlich gewahrleistet sein, um eventuell auftretende
zentralnervose Kompensationsmechanismen zu erkennen. Dieses Tiermodell
der Kkalibrierten Sehnervschadigung ist reproduzierbar und kontrolliert
durchfiihrbar und lasst einen quantifizierbaren Zusammenhang zwischen der
Funktion und Morphologie erkennen. Es liegt also ein histomorphometrisch,
reproduzierbares und elektrophysiologisches Modell der TON vor. Somit
kénnen die Ergebnisse auf klinische Fragestellungen tbertragen werden.

Fur die Modellversuche wurden mannliche Sprague-Dawley Ratten (Charles
River, Deutschland) mit einem Gewicht von 250-350 g eingesetzt. Sie wurden in
zwei Gruppen zu je 9 Tieren und zwei weiteren zu je 11 Tieren in Makrolon-
Edelstahlgitter-Kafigen (A4, Fa. Ehret, Emmendingen) gehalten. Fur die
Versuchstiere wurde ein artifizieller 12 h-Tag-und-Nacht-Rhythmus eingehalten.
Freier Zugang zu Trockennahrung und Wasser waren vorhanden. Die
Raumtemperatur betrug circa 20° C und die Luftfeuchtigkeit tGberschritt die
vorgeschriebenen 60-67% p nicht.
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Nach Erteilung der Genehmigung durch das Regierungsprasidium Tubingen
wurden alle Versuche nach den Richtlinien des Tierschutzgesetztes durch-
gefuhrt.

2.1.1 Durchfuhrung der Sehnervkompression

Nach Gewichtsbestimmung der Tiere folgte die intraperitoneale Anasthesie, die
sich aus einer Ketamindosis von 10 mg/kg KG (CuraMED Pharma GmbH,
Karlsruhe) und einer Xylazindosis (Rompun®, Bayer Vital, Deutschland) die 0,3
ml/kg KG einer 0,2%igen Losung betragt (~ 8,3 mg/kg KG) zusammensetzte.
Die Dauer der Anasthesie betrug 45-60 min. Bei zu geringer Narkosetiefe

konnte eine weitere Dosis Ketamin/Xylazin intraperitoneal verabreicht werden.

Die Ratte wurde in Bauchlage auf den Operationstisch gelegt und mit einer
rektalen Temperatursonde versehen, die der Kontrolle der Kérperwarme diente.
Um einer Keratitis vorzubeugen, wurde in jedes Auge direkt in den
Bindehautsack ein wenig Bepanthen® Roche Augensalbe (Roche Nicholas
GmbH, Deutschland) gegeben. Vor der Schnittfiihrung wurde das Fell zwischen
beiden Augen mit Paraffin benetzt. Der Schnitt wurde median-sagittal zwischen
beiden Augen in einer L&nge von 2,5 cm gefihrt und der rechte
Supraorbitalrand dargestellt. Im Anschluss daran fixierte man den Schadel der
Ratte in der stereotaktischen Apparatur durch zwei Ohrdorne, die im Meatus
acusticus externus zu liegen kamen. Durch eine Aufbi3schiene, die hinter die
oberen mittleren Incisivi positioniert wurde, wurde die Bewegung der Ratte
wahrend der Operation unterbunden. Fir die nachfolgenden Operationsschritte

war der Einsatz eines Mikroskops (einer Leica MZ 95) erforderlich.

Dieser von Sievers et al. 1984 beschriebene, hier modifizierte, supraorbitale
Zugang wurde zur Praparation des rechten N. opticus verwendet (Sievers et al.
1984). Der linke N. opticus blieb zur spéateren intraindividuellen Kontrolle
unversehrt. Die im nasenseitigen Augenwinkel retrobulbar liegende Hardersche
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Drise, die teilweise von dem geraden oberen, mittleren und seitlich gelegenen
Augenmuskeln umgeben ist, sowie auch der N. supratrochlearis und seine ihn
begleitenden Blutgefal3e, wurden zu Gunsten der besseren Darstellung und des
einfacheren Zugangs zum N. opticus vollstdndig reseziert. Nach stumpfem
Entfernen der Harderschen Driise zeigten sich die &uf3eren Augenmuskeln. Die
Hardersche Druse ist eine lipid- und porphyrinhaltige Drise. Sie ist in einen
komplexen hormonellen Regelkreis involviert, deren Aufgabe noch nicht geklart
ist (Sakai 1981, Payne 1994). So ist das spatere problemlose und genaue

Positionieren der Mikrolasionsapparatur ohne stérendes Gewebe gewahrleistet.

Der rechte Bulbus wurde mit Hilfe eines Uuber einen Metallarm am
Operationstisch befestigten kleinen Retraktors behutsam zur Seite geschoben.
Die nun freiliegenden &aufReren Augenmuskeln konnten stumpf getrennt und
gespreizt werden. Die den Sehnerv umgebende Muskulatur (M. retractor bulbi)
wurde nun mit einer Pinzette achtsam vom N. opticus durch eine craniale
Langsinzision abgeldst und durch den Retraktor separiert. Wiederholt wurde der
rechte Bulbus mit sanftem Hub der zwei Retraktoren ein wenig zur Seite
gedrangt, zeitgleich verlief der Sehnerv unangetastet zwischen den Augen-
muskeln. Bei all diesen Manipulationen musste darauf geachtet werden, den
Sehnerv und seine Hullen nicht zu verletzen (siehe Abb. 3)

Nun konnte die Basisplatte der Mikrolasionsapparatur mit Hilfe des
Mikromanipulators in den préaparierten Retrobulbarraum dorsolateral um den
Sehnerv herum eingefuhrt und unter diesem platziert werden (siehe Abb. 4).
Nach der Positionierung der Basisplatte wurde ein 5 g schwerer Stempel auf
den Sehnerv lber Schienen gefuhrt und diesen fur eine Dauer von 6 min
belassen (siehe Abb.6). Das Sistieren der Perfusion war an dem Abblassen der
Iris und des Fundus zu erkennen. Durch vorsichtiges Anheben des Stempels
konnte anschlieBend die Basisplatte mikromanipulatorisch aus dem
Operationssitus entfernt werden. Der Verschluss der Hautinzision erfolgte durch
eine fortlaufende Naht. Zur Vermeidung einer postoperativen Hypothermie

wurde das Tier im Kéfig unter eine Warmelampe gelegt.
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Abb. 4 Positionierung der Basisplatte
unter dem Sehnerven

Abb.5 Sehnervkompression
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2.1.2 Mikrolasionsapparatur

Durch diese nach Gellrich (1995) modifizierte Mikrolasionsapparatur wurde
erstmals ein rascher, standardisierter und somit jederzeit reproduzierbarer
Crush des Sehnervs moglich (Gellrich 1995). Die Stempelapparatur besitzt eine
1 mm breite und eine 1,5 mm lange Basisplatte, die mikromanipulatorisch
kaudal des N. opticus platziert werden konnte. Schienengefiihrt konnte ein
Metallstempel mit einer Eigenmasse von 5 g und einer 1mm? quadratisch
groBen Stempelunterfliche auf den Sehnerv gefuhrt werden, der auf der
Basisplatte der Apparatur positioniert lag und infolgedessen eine standardisierte
Kompression erfahrt. Das Stempelgewicht ist nach Zerfowski (1999) durch
weitere Gewichtsaufsatze auf 10, 15 und 20 g variabel (Zerfowski 1999).

Die Durchfuhrung aller Experimente wurde mit einem Stempelgewicht von 5 g
und einer sechsminitigen Kompressionszeit realisiert. Damit die Mikro-
lasionsapparatur zu keiner Zeit fur die Praparation ein Hindernis darstellt, ist
diese Uuber einen Metallarm (Metallvorrichtung) mit einem Gestell am
Praparationstisch befestigt und erlaubt eine genaue Fixierung. Da wéhrend der
Praparation die Fixierung des Tierschadels konstant bleibt und genigend
Platzfreiheit vorherrscht, ist ein effektives und schnelles Arbeiten am
Préparationssitus moglich (siehe Abb. 6).
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Gewicht 5g

N. opticus

B

— Basisplatte
Retraktor

Abb. 6 Schematische Darstellung der kalibrierten Sehnervkompression. Modifiziert nach
Gellrich 1995

2.1.3 Perfusion

Nach einer 30-tagigen Uberlebenszeit der Tiere kam es zu einer licht-
mikroskopisch erfassbaren Stabilisation der neuronalen Degeneration, die nach
einer 30-tagigen Uberlebenszeit der Tiere gewahrleistet ist (Gellrich 1991).
Anschliel3end fand die Perfusion der Tiere zur Fixation des N. opticus und der
Retina statt.

Es folgte die erneute Gewichtsbestimmung des Tieres, danach wurde die
Anasthesie mit Diethylether (Merck, Darmstadt) in einem Glaskafig vollzogen. In
tiefer Anasthesie und Analgesie ertffnete man den Bauchraum des Tieres, um
im darauf folgenden Schritt die Durchblutung der Aorta abdominalis und der
Vena cava inferior kurz oberhalb der Abzweigung der linken Arteria und Vena
renalis durch Abklemmen zum Stillstand zu bringen. In die Aorta ascendens

33



Material und Methode

wurde transventrikular tber die linke Herzkammer ein Metallkatheter, der die
Funktion eines arteriellen Zugangs besal3, gelegt und an dieser Stelle mit einer
Klammer fixiert. Der ventse Abfluss wurde durch Inzision der beiden Venae
jugulares ermdglicht. Beginnend mit einer 15 min dauernden Perfusion von 150
ml Heparin-Kochsalz-Losung und 1,5 ml Heparin-Natrium (Heparin-Natrium
Braun ,Multi*, 10000 I.E. / ml, Melsungen) und anschliel3ender 10 min Perfusion
mit 100 ml einer neutral gepufferten 4,5%igen Formaldehydldsung (Roti®-
Hisofix, Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe) wurde die in vivo Fixierung erreicht.

Die rdumliche Anordnung der ausgebreiteten Netzhaute wurde durch je einen
Knoten (Nahtmaterial: Prolene®, blau monofil 6/0, Ethicon, Norderstedt) nasal
der Plica semilunaris conjunctivae gesichert, um daraufhin die Bulbi mit einem
anhéangenden Teil des intraorbitalen N. opticus zu entnehmen. Anschliel3end
legte man die Bulbi zur Nachfixierung fur eine Zeitspanne von 24 Stunden in
eine 37%ige saurefreie Formaldehydlésung (Microscopy, Merck, Deutschland).
Die Cornea wurde kreisformig herausgeschnitten und die Linse sowie der
Glaskorper entfernt. Spater erfolgte eine weitere 24stiindige Nachfixierung.

2.1.4 Das Ganzhautchenpraparat: Whole-mounts

Die Ora serrata der nachfixierten Bulbi wurde unter dem Mikroskop von dem
darunter befindlichen Gewebe getrennt. Anschlielend wurde die Retina
vorsichtig, ohne jegliche Schaden an dieser zu verursachen, als Ganz-
hautchenpraparat (whole-mounts) vom Bulbus abgel6st. Die Retina wurde
schlie3lich von dem Sehnerv mit einem Schnitt durch ein feines Skalpell befreit.
An den zuvor angelegten Knoten verlief nun eine Inzision von der Cornea-
Sklera-Grenze bis unmittelbar vor die Papille. Nun war es mdglich die raumliche
Orientierung auch nach Entfernung der blauen Knoten und der restlichen
Gewebe beizubehalten. Um eine flach ausgebreitete Retina zu erhalten,
wurden noch vier weitere radiare Inzisionen, zuséatzlich zu der bestehenden,

nasalen, vorgenommen.
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Schlie3lich wurde das Ganzhautchenpraparat vollstdndig von der noch
bestehenden Papille durch ein Skalpell (Aesculap, Grol3e 11, Tuttlingen/
Germany) mit spitzer Klinge entfernt. Die paarweise Anordnung der Retinae
eines Tieres auf einem beschichtetem Objekttrager (Superfrost® Plus,
Deutschland) wurde durchgefuhrt und durch die Einhaltung der nasalen
Markierungsschnitte war die rdumliche Orientierung jederzeit nachvollziehbar.
Die Nervenfaserschicht wurde nach oben zeigend auf die Objekttrager
aufgezogen (siehe Abb. 7).

nasal

rechte Netzhaut linke Netzhaut

Abb. 7 Whole-mounts beider Netzh&dute mit Kennzeichnung der Netzhautlappen L1 bis
L5. Modifiziert nach Zerfowski (Zerfowski 1999)

Es folgt der Schritt der Fixierung der Netzh&ute auf dem Objekttrager. Die
Nagernetzhdute wurden zuerst mit einem Cellulose Nitrat Filter (Sartorius,
Gottingen) Uberdeckt. Ein weiteres grobporiges Filterpapier (Rota, Diren) und
ein unbeschichteter Objekttrager wurden anschlielend draufgelegt. Nun
wurden die Objekttrager mit einem Gewicht von 40 g uber 24 Stunden
beschwert und in einer Feuchtkammer, die ein Formalin-Alkohol-Gemisch von
10 ml Formalin (Microscopy, Merck, Karlsruhe) und 90 ml Ethanol 96% (Merck,
Karlsruhe) enthielt, aufbewahrt.
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2.1.5 Kresylviolettfarbung der whole-mounts

Zur Herstellung der Kresylviolettldsung wurden 1 g Kresylviolett (Certistain®,
Diagnostika Merck, Darmstadt), 0,25 g Natriumacetat (pro analysis®, Merck,
Darmstadt) in Aqua dest. gelést, 3,1 ml Eisessig (pro analysis®, Merck,
Darmstadt) zugegeben und mit 1 Liter Aqua destillata aufgeftllt. Darauf folgend
wurde der gesamte Ansatz mit dem noch verbliebenen Agqua dest. und mit dem
Eisessig (pro analysis®, Merck, Darmstadt) aufgefiillt. Um den Farbstoff restlos
zu lésen, wurde die Lésung durch aufsteigende Erwéarmung bis auf 60°C erhitzt.

Danach erfolgte eine Filtrierung des Farbegemisches.

Als Fixierflussigkeit kam eine Eisessig-Alkolhol-Losung, bestehend aus 3 ml
Eisessig und 97 ml Ethanol zum Einsatz. Durch den Eisessig wurde das
Eindringen des Alkohols in der Fixierungsphase ermoglicht. Die Objekttrager
wurden nach Entfernen der Filterpapiere dort fur 30 min eingebettet. Die
Retinapraparate wurden 2 Minuten lang in der Kresylviolettlosung belassen,
nachdem sie mit Aqua dest. gespllt worden sind. In der Folgezeit wurde eine
Wasserung der Objekttrager in Aqua dest. vorgenommen und danach in
aufsteigender Alkoholreihe (70% Ethanol, zwei Mal 96% Ethanol, Isopropanol)
entwassert und ausgewaschen. Schliellich folgte eine zweimalige 5 minttige
Behandlung in Xylol und eine Eindeckung mit Eukitt (Labonord,;
Monchengladbach). AnschlieRend wurden die Retinapraparate mit Aqua dest.
gesplilt.

2.1.6 Histologisch-morphologische Auswertung der retinalen
Ganglienzellschicht

Mit Hilfe des motorisierten Forschungsmikroskop DM RXA2 und der eigens
hierfir entwickelten Software der Firma Leica (Leica Mikrosysteme Vertrieb
GmbH, Bensheim/Deutschland), konnte die computergesteuerte Auswertung
(Intel P4, 2 GHz Prozessor, 21* FST Farbmonitor, Microsoft Windows 2000,
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Service Pack 3) der kresylviolett-gefarbten whole-mounts durchgefuhrt werden.
Die Makroprogrammiersprache Quips enthielt zwei Messroutinen. Nach
manueller Einstellung des N. opticus wurde jede Retina zunéchst
computergesteuert bei 10facher Vergrol3erung vermessen. Nachfolgend
wurden bei 40facher Vergro3erung auf einer radiaren Achse von der Papilla
nervi optici zur Pars plana auf jedem der 5 Netzhautlappen je 3 Gesichtsfelder
automatisch angefahren. Die aufgenommenen Gesichtsfelder (GF) befanden
sich im Abstand von 1,2 mm (zentrales GF), 2,4 mm (intermediares GF) und 3,6
mm (peripheres GF) von der Papilla nervi optici entfernt. Die automatisch vom
Mikroskop gewahlten Gesichtsfelder wurden mit der hoch auflésenden (2,9
Mega Pixel Auflosungsvermogen, 12 Bit A/D Wandlung) Schwarz/Weisskamera
DC 30 F (Leica GmbH, Deutschland) aufgenommen. Um eine kontrastreichere
Bildaufnahme zu erreichen, kamen weiter ein panchromatischer Grunlichtfilter

(32 nm) sowie ein Tageslichtfilter (32 nm) zum Einsatz.

Die vorgegebene und stets eingehaltene Belichtungszeit betrug 50 ms. Ziel war
es individuell bestmogliche Bildqualitat hervorzubringen, wobei man sich
verschiedenster Hilfsmittel, darunter der Gammaregler, der Apertur- und
Leuchtfeldblende sowie der Belichtungsintensitat, behalf. Unter manuellem
Einsatz des Leica IM1000 Multifokus-Moduls entstanden die Bildaufnahmen.
Dieses Modul erméglicht die Berechnung von Bildern mit erweiterter Scharfen-
tiefe aus der Kombination mehrerer Bilder mit lokal unterschiedlichen Schéarfe-
bereichen. Die Bilddatenbank IM1000 diente als Archiv aller Bilder.
Entsprechend der zweiten Routine konnte die Bildbearbeitungs- und
Analysesoftware Leica QWin (Softwareeigenname der Firma Leica) alle
Neurone in der Ganglienzellschicht der Netzhaut flachenmaliig erfassen und
zahlen. Das umfangreiche Datenmaterial wurde in Microsoft® Excel XP
Professional 2001 gespeichert.

Zunachst wahlt das Programm mit Hilfe eines Detektionsverfahrens die Zellen

fur die Binarbildverarbeitung und die Messung aus. Die Detektion gibt die
Grenzen der zu messenden Zellen an und erstellt folgend ein Binarbild. Die von
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der Routine verwendete Funktion der Wasserscheidenberechnung verstéarkte
die Darstellung der Zellgrenzen. Die erfolgt durch Erweiterung der dunklen
Bereiche, die von helleren Pixeln umgeben sind (Minima), sodass die hellsten
Grenzen zwischen allen Minima dargestellt werden. Im Eingabebild befinden
sich nun eindeutig markierte Regionen fir jeden Minimumwert. Danach
mussten einige Stellen in jedem Bild mit den Bildwerkzeugen in einer

bestimmten Reihenfolge nachbearbeitet werden,

1.) ,dunkelstes Hintergrundteilchen auswahlen®,
2.) ,Zellen trennen®,
3.) ,Zellen zusammenfugen*“ oder

4.) ,Zellen l6schen®,

denn der Computer erkannte nicht jede Zelliberlappung oder jede
Zellberihrung. Die Zellzahlung und die Flachenberechnung jedes

Gesichtsfeldes erfolgten nach vollendeter Bearbeitung.

In QWin (Softwareeigenname der Firma Leica) herrschen zwei ortliche
Grenzen, die sich in einem roten Bildrahmen und in einem blauen Messrahmen
zeigen. Alle Bildprozeduren erfolgen innerhalb dieser beiden Grenzen. In dem
Feld des roten Bildrahmens werden die Ganglienzellen detektiert und im
Bereich des blauen Messrahmens werden sie vermessen. Nur grin markierte
Zellen, die sich noch in ihrer ganzen Ausdehnung im blauen Messrahmen
befinden, gehen in die Messung ein. Somit werden die erarbeiteten Daten vor
Fehlern geschitzt, die auftreten, wenn die Zellen nicht in ihrer vollstandigen
Grol3e im Messrahmen liegen.

In einer Veroffentlichung von Perry wurden die verschiedenen Zellen in der
Retina in Neurone und Gliazellen gemal3 den Kriterien identifiziert (Perry 1981).
50% der Axonprojektionen nach zentral haben ihren Ursprung in der retinalen
Ganglienzellschicht (Perry 1981, Linden 1987). Mit einer Flache von = 80 uym?
sind die Neurone im Durchschnitt groRer als die verbleibenden Zellen, die
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amakrinen Zellen. Die Neurone z&hlen zu den retinalen Ganglienzellen. Die
amakrinen Zellen stellen die restlichen 50% der Neurone dar, die keine Axone
nach zentral entsenden und folglich im Fall einer Sehnervschadigung in ihrer
Grol3e und Funktion erhalten bleiben (Perry 1981, Linden 1987). Laut Gellrich
kobnnte durch eine Unterscheidung nach zentralem, intermediarem und
peripherem Auswertungsbereich, eventuelle Unterschiede in der Neuronen-
degeneration aufgrund der verschiedenen Entfernungen der Mutterzelle zur
Lasionsstelle, d.h. unterschiedlicher Axonlangen, erfasst werden (Gellrich
1995).

2.2  Methylprednisolon

2.2.1 Portimplantation

Fur die Methylprednisolonversuchsreihe musste ein intraventdser Zugang gelegt
werden, der Uber 48 Stunden im Versuchstier verweilte. Die Implantation des
Portsystems (V-A-P™ Rat-O-Port™; Access™ Technologies,IL U.S.A.) wurde 1
bis 2 Tage vor Kompression des N. opticus in einer Narkose durchgefihrt. Die
Narkose wurde mit 10 mg/kg KG ip. (Ketanest® S 5 mg, Parke-Davis,
Deutschland) erreicht und zusatzlich das in der Veterindrmedizin oft verwendete
Sedativum Xylazin in einer Dosierung von 0,3 ml/kg KG einer 2%igen L6sung

intraperitoneal (ca. 8,3 mg/kg KG) (Rompun®, Bayer, Deutschland) verabreicht.

Nach einer Teilrasur im Nacken, am oberen Ruicken und an der linken Seite des
Halses, begann die Schnittfihrung von 1 cm Lange am Hals und entsprach in
ihrem distalen Verlauf dem M. sternocleidomastoideus, der bei der Ratte nicht
so deutlich erscheint wie beim Menschen. Zur Darstellung der Vena jugularis
musste der Muskel von ventral geldst und nach dorsal-lateral gezogen werden.
Die Vena jugularis ist nun nur von etwas Weichgewebe und Fett bedeckt. Die
Jugularvene wurde unter 6facher Vergrof3erung tber einen Abschnitt von 0,5
bis 1 cm préapariert, ihre Seitenéste abgebunden und anschlieRend mit einem
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Faden der Starke 4x0 am proximalen und distalen Ende der Jugularvene

jeweils eine Schlinge gelegt.

Folgend wurde am Rucken ein Schnitt medial zwischen den Schulterblattern
gesetzt und durch stumpfes Aufspreizen eine subkutane Tasche fir das
Portreservoir geschaffen. Desgleichen wurde durch stumpfes Aufspreizen von
dieser Tasche aus ein Kanal zum zervikalen Schnitt geschaffen, durch diesen
spater der verkirzte Schlauch nach Einbringen des Ports gelenkt wurde.

Der nachstehende Operationsschritt erfolgte mit Hilfe eines Mikroskops bei
schwacher Vergro3erung. Eine Phlebotomie der Jugularvene ermdglichte den
zuvor angespiilten Katheterschlauch Gber die Vene kardialwérts vorzuschieben.
Im ersten Schritt wurde die distal befindliche Schlaufe zur Katheterfixierung
angezogen, die proximale im zweiten Schritt zur Unterbindung der proximalen
V. jugularis. Zur Verhinderung des ungewollten Zurlickgleitens des Schlauches,
wurde der Faden, der die proximale Schlaufe bildet und die Fixierung des
Katheterschlauches darstellt, zusétzlich Gber eine Schlauchretention verknotet.
Das Schlauchsystem wurde auf seine freie Durchgangigkeit getestet. Der

Verschluss der zwei Hautinzisionen wurde mit Einzelknopfnéhten erreicht.

Die Basisplatte des Ports erfuhr keine Fixierung durch eine Naht. Die
Sicherstellung der Durchgangigkeit des Portssystems erfolgte durch eine
Injektion einer heparin- und vancomycinhaltigen NaCl-L6sung. Die Entfernung
des Ports geschah spatestens am 2. Tag nach der letzten
Methylprednisolongabe in einer kurzen Operation, um Irritationen und
Infektionen der Haut durch Aufkratzen zu vermeiden. Die Implantation des Ports
wurde wie auch dessen Entfernung in einer Ketamin-Xylazin-Narkose

durchgefuhrt.
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2.2.2 Gruppeneinteilung und Protokoll der MP-Gabe

Die Methylprednisolongruppe (n=9) wurde mit der Kontrollgruppe NaCl (n=11)
verglichen. Die Kompression des N. opticus wurde nach dem Modellversuch
(siehe 2.1.1) bei allen Tieren am rechten Sehnerven mit einem Gewicht von 5 g
Uber 6 min vorgenommen. Das Methylprednisolon (MP) (Urbason®, Hoechst,
Deutschland) wurde in Form einer wassrigen Losung mit einer Konzentration
von 50 mg/ml i.v. verabreicht. 15 min nach dem Sehnervtrauma bekam die
Therapiegruppe Methylprednisolon MPyes: (n= 9) eine loading dose von 45
mg/kg KG. Das subkutane Portsystem diente zur i.v.-Injektion und dieses wurde
vor jeder Injektion mit 0,1 ml NaCl angespllt. Danach wurde die
Methylprednisoloninjektion durchgefiihrt. Anschlieend wurde das Portsystem
mit einer NaCl-Loésung durchgespiilt, die 100 1U/ml Heparin (Liquemin® N,
Hoffmann-La Roche, Deutschland) und 1 mg/ml Vancomycin (Vancomycin CP
Lilly® 500, Lilly, Deutschland) als Bestandteile aufwies. Die Erhaltungsdosen
von 30 mg/kg KG wurden 2, 4, 6, 12, 18, 24, 36, und 48 Stunden nach dem
kinstlich gesetzten Trauma verabreicht. Somit summiert sich die
Methylprednisolongabe auf die Gesamtdosis von 285 mg/kg KG/48 Stunden.
Die Gesamtdosis sowie Injektionsabstande wurden dem Protokoll von
Zerfowski entnommen  (Zerfowski 1999). In der Therapiegruppe
Methylprednisolon verstarben zwei Tiere unmittelbar nach dem operativen
Eingriff und gingen somit nicht mehr in die histomorphometrische Auswertung

ein.

Die Kontrollgruppe NaCl (n=11) erhielt 15 min nach Setzen eines gleichartigen
Sehnerventraumas eine Injektion Aquivolumina physiologischer Kochsalzldsung
i.v. Uber das Portsystem. Danach wurden weitere Gaben nach 2, 4, 6, 12, 18,
24, 36, und 48 Stunden gemal den Intervallen des Methylprednisolonprotokolls

vorgenommen.

Die 30-tagige Uberlebenszeit dieser Ratten, die Perfusion, sowie die Weiter-
verarbeitung der entnommenen Bulbi entsprachen dem Modellversuch (siehe
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213, 214, 215, 2.1.6). Die Auswertung der Netzh&dute wurde mit der

Analysesoftware Leica QWin vorgenommen.

2.3 Flunarizin

Die Flunarizingruppe (n=9) wurde mit der Kontrollgruppe Cyclodextrin (n=11)
verglichen. Folgende Versuchsreihe mit Flunarizin (FLU), sowohl das kinstlich
gesetzte Trauma, als auch die Dosierung beruht auf dem gepruften Protokoll
von Zerfowski (Zerfowski 1999). Die durch den Calciumantagonisten Flunarizin
(Sigma, Deutschland) erreichbare Neuroprotektion wurde anhand des Seh-
nervenkompressions-Modells am rechten Sehnerven (siehe 2.1.1) in einer
Dosierung von 25 mg/kg KG Uber 30 Tage (FLU2s) untersucht. Da Flunarizin
eine geringe Hydrophilie aufweist, wurde es in einem wassrigen Gemisch von
Cyclodextrin (Fa. Sigma, Deutschland) in Losung gebracht. Bei unserer FLU2s-
Gruppe handelte es sich um eine 25%ige L6sung von Cyclodextrin. Die
Gesamtdosis von Flunarizin und des Ldsungsvermittlers Cyclodextrin wurden
dem Protokoll von Zerfowski entnommen (Zerfowski 1999). Alle Tiere der
Therapiegruppe Flunarizin FLUzs (n=9) bekamen 15 min nach der
Sehnervenkompression eine subkutane Injektion des Flunarizin-Cyclodextrin-
Gemisches, eine weitere nach 12 h, darauf folgende Injektionen alle 12 h tber
48 h lang. Danach erhielten alle Ratten taglich 1 Injektion Flunarizin in der
Dosierung 25 mg/kg KG s.c. bis zur Perfusion nach 30 Tagen (siehe 2.1.3). Die
Gesamtdosis betrug 750 mg. Zwei der Tiere in dieser Therapiegruppe erlagen
der postoperativen Infektion und konnten somit nicht mehr in die Wertung
eingebracht werden.

Als Kontrollgruppe (n=11) dienten 11 Versuchstiere, die nach der kunstlich
gesetzten Sehnervenkompression (siehe 2.1.1) in den entsprechenden
Intervallen ein gleiches Volumen von Cyclodextrin in 25%iger Losung s.c.

injiziert bekamen.
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Die Perfusion und Weiterverarbeitung der Retinae entsprach dem
Modellversuch und die histologisch-morphometrische Auswertung wurde mit
der Software von Leica QWin (Eigenname der Software der Firma Leica)
vorgenommen (siehe 2.1.3,2.1.4,2.1.5, 2.1.6).

2.4 Datenverarbeitung und statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit freundlicher Hilfestellung von Fr. Dr.
Herberts vom Institut fur Biometrie der Eberhard-Karls-Universitat Tubingen.
Nach der Zahlung und Flachenberechnung aller markierten Zellen durch die
Analysesoftware Leica QWin, konnten die Daten nachfolgend in Microsoft®
Excel XP Professional 2001 gesichert werden. Mit Hilfe der Statistikprogramme
JMP® 5 (SAS Institute Inc.; Cary, NC, USA) und BIAS. 8.3 fand die Auswertung
statt.

Neurone mit einer Flache = 80 ym? zahlen zu den retinalen Ganglienzellen. Fur
jede Ratte wurde intraindividuell die Anzahl der degenerierten Ganglienzellen,
sowie die Flache der Ganglienzellen durch Subtraktion der Ganglienzellzahl/-
flache des rechten Bulbus von der Ganglienzellzahl/-flache des linken Bulbus
errechnet. Diese Differenz ermoglicht den interindividuellen Vergleich innerhalb
einer Gruppe und zwischen den verschiedenen Gruppen. Bei der Auswertung
der Ergebnisse wurden von jedem Versuchstier der vier Versuchsgruppen die
Neuronzahl aller 15 Gesichtsfelder paarweise gegenubergestellt. Die beiden
Therapiegruppen wurden mit ihren jeweiligen festgelegten Kontrollgruppen
validiert. Folglich wurde z.B. in der Flunarizingruppe das Gesichtsfeld 1, das
vereint mit den Gesichtsfeldern 4, 7, 10, 13 das zentrale Gesichtsfeld bildet, mit
dem Gesichtsfeld 1 der Cyclodextringruppe beurteilt. Das zweite Gesichtsfeld
der Flunarizingruppe wurde wiederum mit dem Gesichtsfeld 2 der
Cyclodextringruppe verglichen. Dies wurde bis zur Erlangung des Gesichtsfelds
15 der beiden zu vergleichenden Gruppen durchgefiihrt. Es wurde jeweils die
Differenz GNZ li minus GNZ re gebildet, die zum weiteren Vergleich inmitten
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der Gruppen unabkdmmlich ist. Dieses Auswertungsverfahren wurde auch in

Hinsicht auf die Neuronflache der Versuchsgruppen tbertragen.

Die Varianzanalyse stellt einen Test dar, der die Mittelwerte von mehreren
unabhangigen, normal verteilten Datengruppen vergleicht. Hier soll die
Streuung zwischen den Stichproben herausgearbeitet werden. Die Normal-
verteilung ist eine stetige Verteilung, deren Dichte die Form einer Glocke hat.
Das Signifikanzniveau wurde auf 5% (p<0.05) festgesetzt. Um zwischen den
Behandlungsgruppen und den Kontrollgruppen einen Vergleich aufzustellen,
wurde der Shapiro-Wilk-Test angewandt. Der Shapiro-Wilk-Test untersucht die
die Abweichung der empirischen Verteilungsfunktion einer Normalverteilung.
Die ZielgroR3en sind einerseits die Differenz der Ganglienzellzahl links-rechts,
andererseits die Differenz der ZellgrofRe (Flache) links-rechts in Abhangigkeit
des Gesichtsfelds GF der Lappen und der Behandlung. Der Test von Shapiro
und Wilk zeigte, dass eine Normalverteilung der hier vorliegenden Daten nicht
abgelehnt werden konnte. Ein haufig verwendeter Signifikanztest ist der
Student-t-Test. Er kommt zum Einsatz, wenn es um die Betrachtung stetiger
Zielgrofl3en geht. Ein weiterer Signifikanztest fiur die statistische Auswertung ist
der Welch Test. Dieser Test findet Anwendung, wenn beim Vergleich der
Mittelwerte zweier unabhéngiger Stichproben die Varianzen nicht gleich sind
und dadurch der Student-t-Test nicht angewendet werden kann. Dieser Test ist

eine Naherungslosung, da es fur ungleiche Varianzen keine exakte L6sung gibt.

Folgende Bedingungen mussen fur den Welch Test erfllt sein:
e die MeRwerte sind Stichproben aus Grundgesamtheiten mit normal
verteilten oder anndhernd normal verteilten Zufallsgrof3en
e die Standardabweichung in den Grundgesamtheiten, ist nicht — wie z.B.
beim Student-t-Test — gleich.

Bei ungleicher Standardabweichung wurde folglich der Welch Test, bei gleicher
Standardabweichung der Student-t-Test durchgefiihrt worden.
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Sofern nicht zu Beginn eine neurotoxische Wirkung eines hier angewandten
Therapieansatzes auf die retinalen Ganglienzellen ausgeschlossen werden

kann, ist eine zweiseitige Fragestellung angemessen.

Folgende Hypothesen sind zu formulieren:

a) Ho:  Es gibt keinen Unterschied zwischen der MP bzw. FLU und NacCl
bzw. Cyclodextrin bezlglich den zu prifenden Zielgré3en

»,Neuronzahl und ,Neuronflache*.
Hi:  Es gibt einen Unterschied zwischen der MP bzw. FLU und NaCl
bzw. Cyclodextrin bezlglich den zu prifenden Zielgré3en

.Neuronzahl*“ und ,Neuronflache".

b) Ho:  Es gibt keinen Unterschied zwischen der MP und FLU bezuglich

den zu prufenden Zielgré3en ,Neuronzahl” und ,Neuronflache*.

Hi:  Es gibt einen Unterschied zwischen der MP und FLU bezuglich
den zu prufenden Zielgré3en ,Neuronzahl” und ,Neuronflache*.

Ziel der Studie war es, die Nullhypothese zu verwerfen. Weitere Variablen

wurden deskriptiv ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Die histologische und histomorphometrische

Umgestaltung der retinalen Ganglienzellschicht

Die Netzhaute wurden zunachst in 10facher Vergrol3erung gescreent, um
nachfolgend die Gesichtsfelder in 40facher VergréR3erung aufzunehmen und
histomorphometrisch auszuwerten. Die Ganglienzellen wurden nach den
Kriterien von Perry bestimmt und besitzen eine GréRBe von >=80um? (Perry
1981). Exemplarisch zeigen die Abbildungen eine intakte nicht geschadigte
Netzhaut und im Vergleich die Umgestaltung der retinalen Ganglienzellschicht
nach einem Sehnervcrush. In Abb. 8 und Abb. 9 ist die unversehrte radiare
Struktur der Retina einerseits in 10facher andererseits in 40facher
VergroRerung vor einem Sehnervtrauma dargestellt. Die Abb. 10 zeigt
dementsprechend die Auflésung der radiaren Struktur und die traumatisch
induzierte Neuronenzahlreduktion. Die Tabelle 4 weist die Tiergruppen und ihre
Behandlung auf.

Tab. 4 Gruppeneinteilung

Versuchsgruppe Anzahl

NaCl (Kontrollgruppe) 11

Aquivolumina einer NaCl-Losung

Cyclodextrin (Kontrollgruppe) 11

Aquivolumina einer Cyclodextrinldsung

Flunarizin (FLU) 9
Flunarizin 25 mg/kg KG+Cyclodextrin

Methylprednisolon (MP) 9
Methylprednisolon 285 mg/kg KG/48h
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Abb.8  UbersichtsvergroRerung (10fach) einer ungeschadigten
linken Netzhaut mit Papillenregion am unteren linken
Bildrand

Abb. 9 40fache VergroRerung derselben linken Netzhaut wie in
Abb. 8
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Abb. 10 40fache VergréfRerung einer kompressionsgeschadigten
rechten Netzhaut (entspr. Abb. 9)

Die Netzhaute wurden zu 5 Lappen prapariert und jedem Lappen wurden 3
Gesichtsfelder zugeteilt, die wiederum zu zentralen, intermediaren und
peripheren Gesichtsfeldern (GF) zusammengefasst wurden. Somit formen die
Gesichtsfelder 1; 4; 7; 10; 13 das zentrale Gesichtsfeld (Zone 1), die Felder 2;
5; 8; 11, 14 das intermediare Gesichtsfeld (Zone 2) und die Gesichtsfelder 3; 6;
9; 12; 15 das periphere Gesichtsfeld (Zone 3).
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3.2 Neurone der retinalen Ganglienzellschicht (RGL)

3.2.1 Neuronzahl und Neuronflache der Kontrollgruppen

Das stumpfe Trauma des N. opticus bewirkt eine Schadigung der retinalen
Ganglienzellen. Dabei werden die Neurone abhangig von ihrer Lage zur Papilla
nervi optici in Mitleidenschaft gezogen. Der hier zugrunde liegende
physikalische Mechanismus ist durch einen elastisch verformbaren Zylinder zu
erklaren. Aus diesem Grund werden die zentralen, intermediaren und

peripheren Gesichtsfelder zusatzlich separat ausgewertet.

Neuronzahl in der NaCl- und Cyclodextrin-Gruppe (Cyclo)

Die  Untersuchungsgruppen, die nach der kunstlich gesetzten
Sehnervenkompression (s. 2.1.1) Cyclodextrin (s. 2.3) bzw. NaCl (s. 2.2.2)
injiziert bekommen haben, dienen als Kontrollgruppen, da Methylprednisolon in
NaCl und Flunarizin in Cyclodextrin gelést wird. Die morphometrische
Auswertung erfolgt semiautomatisch mittels der Quips Routine von Leica (s.
2.1.6). Die Tab. 5 prasentiert eine Ubersicht der absoluten Neuronzahl der
gesamten rechten und linken Netzhaut sowie differenziert nach zentralen,
intermediaren und peripheren Gesichtsfeldern. Die dazu gehodrende relative
Neuronzahl wird durch den R/L-Quotienten angegeben. Fur die
Signifikanzprufung kommt der parametrische Zweistichproben-t-Test fur den
Vergleich der Mittelwerte unverbundener Stichproben aus der normal verteilten
Grundgesamtheit mit gleichen Varianzen zur Anwendung. Bei ungleichen
Varianzen wird der abgewandelte t-Test, der Welch-Test heil3t, verwendet (s.
Tab. 6).
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Tab. 5 Neuronzahlen von Kontrollgruppe NaCl und Cyclodextrin

NaCl R/L- Cyclodextrin R/L-
Quotient Quotient
Netzhaut Netzhaut
Neuronzahl Neuronzahl
rechts links rechts links
Lage der GF
- zentral 4207 5447 0.77 4227 6226 0.67
- intermediar 3991 4717 0.85 3809 4958 0.76
- peripher 3258 3985 0.82 3234 4166 0.78
Gesamt- 11456 14149 0.81 11270 15350 0.73
Neuronzahl

Tab. 6 Statistische Auswertung der Neuronzahlen der traumatisierten rechten
Netzh&ute von NaCl und Cyclodextrin

Gesamtneuronzahl GF-zentral GF-intermediar | GF-peripher
NacCl Cyclo NacCl Cyclo NacCl Cyclo | NaCl Cyclo
Xquer 69.5 68.4 76.6 76.8 72.8 69.6 | 59.2 58.8
S +9.3 +9.3 + 3.7 +5.2 +8.1 +44 | £40 7.0
t-Test p=0.74
Welch’s p =0.95 p=0.47 p =0.92
t-Test
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Die semiautomatische Auswertung zeigt keinen signifikanten Unterschied in
Bezug auf die absolute Gesamtneuronzahl der rechten Netzhaut der Gruppe
mit NaCl und der Gruppe mit Cyclodextrin (p=0.74). Die absolute Neuronzabhl,
differenziert nach Lage der Gesichtsfelder in Abhangigkeit vom Abstand zur
Papilla nervi optici, zeigt zwischen der NaCl- und Cyclodextrin-Gruppe ebenfalls
keinen signifikanten Unterschied (GF-zentral: p=0.95; GF-intermediar: p=0.47;
GF-peripher: p=0.92). Daneben wird deutlich, dass die Neuronzahl der beiden
Gruppen von zentral nach peripher hin abnimmt. Die relative
Gesamtneuronzahl des Cyclodextrin (R/L-Quotient: 0.73) ist im Vergleich zu
NaCl (R/L-Quotient: 0.81) niedriger, d.h. dass innerhalb der Cyclodextrin-
Gruppe zwischen dem rechten traumatisierten N. opticus und dem linken nicht-
traumatisierten Sehnerven im Vergleich um 8% mehr Neurone zugrunde

gegangen sind als in der NaCl-Gruppe.
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Abb. 11 Relative Neuronzahl nach NaCl- bzw. Cyclodextrin-Behandlung
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Die graphische Gegenlberstellung der relativen Neuronzahl in Abb. 11
prasentiert bei Betrachtung der R/L-Quotienten der zentralen Gesichtsfelder
(NaCl: 0.77 / Cyclodextrin: 0.67) einen um 10% starkeren Neuronenuntergang
bei Cyclodextrin hin. Ferner stellt sich bei Cyclodextrin die Reduktion der
Neuronzahl im intermediaren GF um 9% (NaCl: 0.85 / Cyclodextrin: 0.76) und
im peripheren GF um 4% (NaCl: 0.82 / Cyclodextrin: 0.78) hoher dar. Im
Vergleich aller Gesichtsfelder liegt somit die grof3ere relative Neuronzahl-

minderung bei Cyclodextrin vor.
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Abb. 12 Differenz der Neuronzahl (GF li.-GF re.) der NaCl- und Cyclodextrin-Gruppe

In Abb. 12 ist eine Aufstellung der Neuronzahl vs. des Gesichtsfeldes zu sehen
(siehe 3.1). Das zentrale Gesichtsfeld (1; 4; 7; 10; 13) in der Cyclodextrin-
Gruppe prasentiert im Kurvenverlauf ausgepréagte Neuronzahldifferenzen, so
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dass eine niedrigere Anzahl Uberlebender Neuronzellen angenommen werden
kann. Die errechneten R/L-Quotienten verdeutlichen den Neuronuntergang in
der Cyclodextrin-Gruppe (NaCl: 0.77 / Cyclo: 0.67). Anhand der Kurvenverlaufe
sind die Neuronzahldifferenzen im intermediaren Gesichtsfeld (2; 8; 11; 14) in
der Cyclodextrin-Gruppe ebenfalls hoher als in der NaCl-Gruppe. Eine
Ausnahme liefert das GF 5 in der Cyclodextrin-Gruppe mit einer niedrigeren
Neuronzahldifferenz. Diese Tatsache tragt aber nicht zur Erh6hung des R/L-
Quotienten bei (NaCl: 0.85 / Cyclo: 0.76). Das periphere Gesichtsfeld in der
Cyclodextrin-Gruppe (3; 6; 12; 15) offenbart auch hier erkennbare Unterschiede
in der HOhe der Differenzenauspragung. Nur im Gesichtsfeld 9 gleichen sich
beide Versuchsgruppen im Bezug auf die Neuronzahldifferenzen. Auch hier
bestétigt der R/L-Quotient (NaCl: 0.82 / Cyclo: 0.78) den Sachverhalt.

Neuronflache in der NaCl- und Cyclodextrin-Gruppe

Da das mechanisch gesetzte Sehnervtrauma (s. 2.1.1) nicht nur eine
Schadigung der retinalen Ganglienzellanzahl, sondern auch eine Verkleinerung
der retinalen Ganglienzellflache mit sich bringt, wird in dieser Arbeit zudem die
Flache der retinalen Ganglienzellen histomorphometrisch (siehe 2.1.6)
untersucht. Die zentralen, intermediaren und peripheren Gesichtsfelder werden
des Weiteren separat ausgewertet. In der nachfolgenden Tab. 7 findet eine
Zusammenstellung der Ergebnisse der absoluten Neuronflachen rechter und
linker Netzhaute sowie in Abhangigkeit von der Distanz der ausgezahlten
Gesichtsfelder zur Papilla nervi optici statt. Die errechnete relative Neuronflache
wird anhand des R/L-Quotient angegeben. Fir die Signifikanzpriufung kommt
der parametrische Zweistichproben-t-Test fur den Vergleich der Mittelwerte
unverbundener Stichproben aus der normal verteilten Grundgesamtheit mit
gleichen Varianzen zur Anwendung. Bei ungleichen Varianzen wird der

abgewandelte t-Test, der Welch-Test heil3t, verwendet (s. Tab. 8).
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Tab. 7 Neuronflache von Kontrollgruppe NaCl und Cyclodextrin

NaCl R/L- Cyclodextrin R/L-
Quotient Quotient
Netzhaut Netzhaut
Neuronflache Neuronflache
in pm? in pm?
rechts links rechts links
Lage der GF
- zentral 75.8 94.1 0.81 61.8 86.5 0.71
- intermediar 77.6 94.9 0.82 64.7 80.9 0.79
- peripher 74.8 95.5 0.78 67.8 79.5 0.85
Gesamt- 2282 2845 0.8 194.3 246.9 0.78

Neuronflache

Tab. 8 Statistische Auswertung der Neuronflache (um?) der traumatisierten
rechten Netzh&ute von NaCl und Cyclodextrin

Gesamtneuronflache GF-zentral GF-intermediar | GF-peripher
NacCl Cyclo NaCl Cyclo NacCl Cyclo | NaCl Cyclo
Xquer 75.9 64.5 75.6 61.6 77.4 64.4 74.6 67.6
S + 3.6 +5.2 +46 +£31 +15 +48 | £41 £6.2
Welch’s p <0.001 p < 0.001 p = 0.002 p = 0.07
t-Test
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Die semiautomatische Auswertung zeigt einen signifikanten Unterschied in
Bezug auf die absolute Gesamtneuronflache der rechten Netzhaut in der NaCl-
und in der Cyclodextrin-Gruppe (p< 0.001), wobei die NaCl-Gruppe grol3ere
Neuronflachen aufweist. Die absolute Neuronflache, differenziert nach Lage der
Gesichtsfelder in Abhéangigkeit vom Abstand zur Papilla nervi optici, lasst
zwischen der NaCl- und Cyclodextrin-Gruppe im zentralen GF (p<0.001) sowie
im intermedidaren GF (p=0.002) ebenfalls einen signifikanten Unterschied
erkennen. Auch hier sind die gemessenen Neuroflachen in der NaCl-Gruppe
hoher. Die Neuronflache im peripheren GF weist keinen signifikanten
Unterschied auf (p=0.07). Allerdings ist die relative Gesamtneuronflache in der
Cyclodextrin-Gruppe im Vergleich zur NaCl-Gruppe um 2% kleiner (R/L-
Quotient: 0.78 bzw. 0.8) d.h. dass die Neuronflache fast in gleicher
GroRenordnung zugrunde gegangen ist unter Berucksichtigung des
Verhaltnisses der Neuronflache des rechten traumatisierten N. opticus zum
linken nicht-traumatisierten Sehnerven der Cyclodextrin- bzw. NaCl-Gruppe.
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Abb. 13 Relative Neuronflache nach NaCl- bzw. Cyclodextrin-Behandlung
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In Abb. 13 wird graphisch die Abhangigkeit der relativen Neuronflache (R/L-
Quotient) von der Distanz der ausgezahlten Gesichtsfelder zur Papille sowie
von der Behandlung dargestellt. Das zentrale Gesichtsfeld der Cyclodextrin-
Gruppe verzeichnet den niedrigsten R/L-Quotienten von 0.71 und ergibt somit
die starkste Reduzierung der relativen Neuronflache. Gegenlber der NaCl-
Gruppe (R/L-Quotient: 0.81) erfolgt die Neuronflachenverringerung um 10%. Im
intermediaren GF bietet die NaCl- im Vergleich zur Cyclodextrin-Gruppe eine
um 3% niedrigere Neuronflachenreduzierung. Wohingegen im peripheren
Gesichtsfeld der Cyclodextrin-Gruppe die relative Neuronflache am geringsten
(R/L-Quotienten: 0.85) vermindert erscheint. Zum Vergleich st die
Neuronflachenreduktion in der NaCl-Gruppe (R/L-Quotienten: 0.78) um 7%
hoher.
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Abb. 14 Differenz der Neuronflache (GF li.-GF re.) der NaCl- und Cyclodextrin-Gruppe
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Die Abb. 14 zeigt eine Aufstellung der Neuronflache vs. des Gesichtsfeldes auf
(siehe 3.1). Im aufgefiihrten Kurvenverlauf stellt das zentrale Gesichtsfeld (1; 7;
10; 13) in der Cyclodextrin-Gruppe hohere Neuronflachendifferenzen dar, so
dass daraus eine geringere Neuronflache in dieser Gruppe resultiert. Die
errechneten R/L-Quotienten des zentralen Gesichtsfelds verdeutlichen die
h6here Reduzierung der relativen Neuronflache in der Cyclodextrin- (0.71) im
Vergleich zur NaCl-Gruppe (0.81). Die Neuronflachedifferenzen des
intermediaren Gesichtsfeldes (5; 8; 14) in der Cyclodextrin-Gruppe liegen
ebenfalls hoher. Sonderfalle liefern die GFs 2 und 11 der Cyclodextrin-Gruppe
mit einer ersichtlich niedrigeren Neuronflachedifferenz als in der NaCl-Gruppe.
Diese Tatsache tragt zur Annaherung der R/L-Quotienten (NaCl: 0.82 / Cyclo:
0.79) bei. Das periphere Gesichtsfeld der Cyclodextrin-Gruppe (3; 6; 9; 12; 15)
offenbart hier niedrigere Neuronflachendifferenzen d.h., dass im peripheren GF
der NaCl-Gruppe eine deutliche Reduzierung der Neuronflachen stattgefunden
hat. Der R/L-Quotient (NaCl: 0.78 / Cyclo: 0.85) bestatigt diese Feststellung.

3.2.2 Neuronzahl und Neuronflache von Methylprednisolon (MP)

Neuronzahl in der Methylprednisolon- und NaCI-Gruppe

Nach der kunstlich gesetzten Sehnervenkompression (s. 2.1.1) folgt die
Methylprednisolongabe nach Protokoll, wobei NaCl als Kontrollgruppe dient (s.
2.2.2). Die morphometrische Auswertung erfolgt semiautomatisch mittels der
Quips Routine von Leica (s. 2.1.6). Die Tab. 9 zeigt eine Ubersicht der
absoluten Neuronzahl der gesamten rechten und linken Netzhaut sowie
differenziert nach zentralen, intermedidren und peripheren Gesichtsfeldern. Die
relativen Neuronenzahl werden durch bilden des R/L-Quotienten errechnet. Fur
die Signifikanzprifung kommt der parametrische Zweistichproben-t-Test fir den
Vergleich der Mittelwerte unverbundener Stichproben aus der normal verteilten

Grundgesamtheit mit gleichen Varianzen zur Anwendung. Bei ungleichen
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Varianzen wird der abgewandelte t-Test, der Welch-Test heil3t, verwendet (s.
Tab. 10).

Tab. 9 Neuronzahlen von Methylprednisolon und NaCl

MP R/L- NaCl R/L-
Quotient Quotient
Netzhaut Netzhaut
Neuronzahl Neuronzahl
rechts links rechts links
Lage der GF
- zentral 3902 4437 0.87 4207 5447 0.77
- intermediar 3236 3908 0.82 3991 4717 0.85
- peripher 2665 3253 0.82 3258 3985 0.82
Gesamt- 9803 11598 0.84 11456 14149 0.81
Neuronzahl

Tab. 10 Statistische Auswertung der Neuronzahlen der traumatisierten rechten
Netzhaute von Methylprednisolon und NacCl

Gesamtneuronzahl | GF-zentral GF-intermediar | GF-peripher

MP NacCl MP NacCl MP NacCl MP NacCl
Xquer 72.7 69.5 86.6 76.6 72.0 72.8 59.4 59.2
S +12.5 +9.3 +34 +3.7 +2.8 +8.1 +7.8 4.0
Welch’s | p=0.74 p = 0.002 p=0.84 p = 0.96
t-Test
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Die semiautomatische Auswertung zeigt keinen signifikanten Unterschied in
Bezug auf die absolute Gesamtneuronzahl der rechten Netzhaut zwischen der
NaCl- und Methylprednisolon-Gruppe (p= 0.44). Weiterhin werden signifikant
mehr Neurone in der MP-Gruppe im zentralen GF (p=0.002) gefunden. Im
Gegensatz dazu besteht kein signifikanter Unterschied im intermediaren GF
(p=0.84) und im peripheren GF (p=0.96). AuRerdem wird anhand der Tab. 9
erkennbar, dass die Neuronzahl der beiden Gruppen von zentral nach peripher
hin abnimmt. Die relative Gesamtneuronzahl in der MP-Gruppe (R/L-Quotient:
0.84) ist im Vergleich zur NaCl-Gruppe (R/L-Quotient: 0.81) geringfligig hoher,
d.h. dass innerhalb der MP-Gruppe zwischen dem rechten traumatisierten N.
opticus und dem linken nicht-traumatisierten Sehnerven im Vergleich zur NaCl-

Gruppe 3% weniger Neurone zugrunde gegangen sind.
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Abb. 15 Relative Neuronzahl nach Methylprednisolon- bzw. NaCl-Behandlung

59



Ergebnisse

Bei dieser graphischen Gegenuberstellung der R/L-Quotienten in Abb. 15 zeigt
sich bei Betrachtung der zentralen Gesichtsfelder ein um 10% niedriger
Neuronenuntergang in der MP- (R/L-Quotient: 0.87) als in der NaCl-Gruppe
(R/L-Quotient: 0.77). Im intermediaren Gesichtsfeld besteht nur eine 3%ig
h6here Neuronzahlreduzierung in der MP- (R/L-Quotient: 0.82) als in der NaCl-
Gruppe (R/L-Quotient: 0.85). Hingegen ist die Reduzierung der Neuronen im
peripheren Gesichtsfeld bei beiden Substanzen mit einem R/L-Quotienten von
0.82 identisch.
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Abb. 16 Differenz der Neuronzahl (GF li.-GF re.) der MP- und NaCl-Gruppe

Die Abb. 16 zeigt eine Aufstellung der Neuronzahl vs. des Gesichtsfeldes der
MP- und NaCl-Gruppe dar. Anhand der Kurvenverlaufe sind die
Neuronzahldifferenzen im zentralen Gesichtsfeld deutlich (GF 1; 4; 10, 13). Das
bedeutet, dass in der MP-Gruppe eine geringere Reduzierung der Neuronzahl
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im zentralen Gesichtsfeld auftritt. Dies steht auch im Einklang mit dem
errechneten R/L-Quotienten (MP: 0.87 / NaCl: 0.77). Im intermediaren
Gesichtsfeld sind die Differenzen weniger ausgepragt (GF 2, 5, 11, 14). Nur im
Gesichtsfeld 8 ist ein eindeutiger Unterschied zu erkennen. Hier legt die MP-
Gruppe einen hoheren Neuronniedergang dar. Dieser Umstand reicht aus, um
Einfluss auf den R/L-Quotient (MP: 0,82 / NaCl: 0,85) zugunsten der NaCl-
Gruppe zu nehmen. Im peripheren Gesichtsfeld (GF 3; 6; 9; 12; 15) sind keine
Unterschiede zu verzeichnen. Dies wird mit dem gleichen R/L-Quotienten (MP:
0,82 / NaCl: 0,82) bestatigt.

Neuronflache in der Methylprednisolon- und NaCI-Gruppe

Das mechanisch gesetzte Sehnervtrauma (s. 2.1.1) zieht nicht nur eine
Schadigung der retinalen Ganglienzellanzahl nach sich, sondern bringt auch
eine Verkleinerung der retinalen Ganglienzellflache mit sich. In dieser Arbeit
wird deshalb die Flache der retinalen Ganglienzellen histomorphometrisch
(siehe 2.1.6) untersucht. Die zentralen, intermedidren und peripheren
Gesichtsfelder werden des Weiteren separat ausgewertet. In der folgenden
Tab. 11 findet eine Zusammenstellung der Ergebnisse der absoluten
Neuronflachen rechter und linker Netzh&aute sowie in Abhangigkeit von der
Distanz der ausgezahlten Gesichtsfelder zur Papilla nervi optici statt. Die
errechnete relative Neuronflache wird anhand des R/L-Quotient angegeben. Fir
die Signifikanzprifung kommt der parametrische Zweistichproben-t-Test fir den
Vergleich der Mittelwerte unverbundener Stichproben aus der normal verteilten
Grundgesamtheit mit gleichen Varianzen zur Anwendung. Bei ungleichen
Varianzen wird der abgewandelte t-Test, der Welch-Test heil3t, verwendet (s.
Tab. 12).
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Tab. 11 Neuronfldche von Methylprednisolon (MP) und NaCl

MP R/L- NacCl R/L-
Quotient Quotient
Netzhaut Netzhaut
Neuronflache Neuronflache
in pm? in pm?
rechts links rechts links
Lage der GF

- zentral 67.5 90.1 0.75 75.8 94.1 0.81
- intermediar 66.5 89.5 0.74 77.6 94.9 0.82
- peripher 65.5 85.2 0.76 74.8 95.5 0.78
Gesamt- 1995  264.8 0.75 228.2 284.5 0.80

Neuronflache

Tab. 12 Statistische Auswertung der Neuronflache (um?) der traumatisierten rechten
Netzhaute von Methylprednisolon (MP) und NaCl

Gesamtneuronflache | GF-zentral GF-intermediar | GF-peripher
2
MP NacCl MP NacCl MP NacCl MP NacCl
Xquer 66.5 75.9 67.4 75.6 66.4 77.4 65.6 74.6
S +2.7 + 3.6 +23 +46 +3.1 +15 +3.0 %41
Welch’s | p < 0.001 p=0.01 p < 0.001 p = 0.005
t-Test
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Die semiautomatische Auswertung weist eine signifikant niedrigere absolute
Gesamtneuronflache der rechten Netzhaut in der MP-Gruppe auf (p<0.001).
Weiterhin werden signifikant geringere absolute Neuronflache im zentralen GF
(p=0.01), im intermedi&ren GF (p<0.001) und im peripheren GF (p=0.005) in der
MP-Gruppe gefunden. Die relative Gesamtneuronflache der MP-Gruppe (R/L-
Quotient: 0.75) ist um 5% niedriger ausgefallen als in der NaCl-Gruppe (R/L-
Quotient: 0.8), d.h. dass innerhalb der MP-Gruppe zwischen dem rechten
traumatisierten N. opticus und dem linken nicht-traumatisierten Sehnerven die

Neuronflache im Vergleich zur NaCl-Gruppe abgenommen hat.

0.9

0,88

0,86

0,84

0,82 i

0.8

0,78

R/L - Quotient der Neuronflache

0,76

0,74 i

0,72

0.7
WP MNaCl

Substanzen

Zentrale GF Bintermediare GF Feriphere GF

Abb. 17 Relative Neuronflache nach Methylprednisolon- bzw. NaCl-Behandlung

Bei dieser graphischen Gegeniberstellung der relativen Neuronflache (R/L-
Quotienten) in Abb. 17 stellt sich bei Untersuchung zentraler Gesichtsfelder
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eine um 6% hoéhere Neuronflachenreduzierung in der MP- (R/L-Quotient: 0.75)
als in der NaCl-Gruppe (R/L-Quotient: 0.81) dar. Im intermedi&aren Gesichtsfeld
lasst sich in der MP-Gruppe eine Neuronflachenreduktion um 8% (R/L-Quotient
MP:0 74 / NaCl: 0.82) und im peripheren Gesichtsfeld lediglich um 2% (R/L-
Quotient MP: 0.76 / NaCl 0.78) gegenuber der NaCl-Gruppe beobachten.
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Abb. 18 Differenz der Neuronflache (GF li.-GF re.) der MP- und NaCl-Gruppe

Die Abb. 18 veranschaulicht die Aufstellung der Neuronflache vs. des
Gesichtsfeldes (siehe 3.1). Im Kurvenverlauf des zentralen Gesichtsfelds der
MP-Gruppe (1; 10; 13) sind hohere Neuronflachedifferenzen im Gegensatz zur
NaCl-Gruppe zu sehen. Die Gesichtsfelder 4 und 7 zeigen eine niedrigere
Differenz auf. Diese Beobachtung deutet auf eine kleinere Neuroflache bei MP
im zentralen GF nach Sehnervtrauma hin und wird durch R/L-Quotienten NaCl:
0.81 und MP: 0.75 gestutzt. Das intermediare Gesichtsfeld (2; 5; 11; 14) der
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Methylprednisolongruppe veranschaulicht wie schon zuvor im zentralen GF
hoéhere  Neuronflachedifferenzen. Im  Gesichtsfeld 8 herrscht eine
gegensatzliche Sachlage. Diese Tatsache tragt zur Anndherung der RI/L-
Quotienten (NaCl: 0.82 / MP: 0.74) bei. Die Methylprednisolongruppe
prasentiert im peripheren Gesichtsfeld (3; 6; 15) hoéhere Neuronflachen-
differenzen. Im Gesichtsfelder 9 und 12 allerdings niedrigere Werte. Dies
spiegelt sich in den errechneten R/L-Quotienten NaCl: 0.78 und MP: 0.76

wieder.

3.2.3 Neuronzahl und Neuronflache von Flunarizin (FLU)

Neuronzahl in der Flunarizin- und Cyclodextrin-Gruppe

Nach der kunstlich gesetzten Sehnervenkompression (siehe 2.1.1) folgt die
Gabe des Calciumantagonisten Flunarizin nach Protokoll, wobei Cyclodextrin
als Kontrollgruppe dient (s. 2.3). Die morphometrische Auswertung erfolgt
semiautomatisch mittels der Quips Routine von Leica (s. 2.1.6). Die Tab. 13
zeigt eine Ubersicht der absoluten Neuronzahl der gesamten rechten und linken
Netzhaut sowie differenziert nach zentralen, intermediaren und peripheren
Gesichtsfeldern. Die relativen Neuronenzahl werden durch bilden des RI/L-
Quotienten errechnet. Fur die Signifikanzprifung kommt der parametrische
Zweistichproben-t-Test fur den Vergleich der Mittelwerte unverbundener
Stichproben aus der normal verteilten Grundgesamtheit mit gleichen Varianzen
zur Anwendung. Bei ungleichen Varianzen wird der abgewandelte t-Test, der
Welch-Test heil3t, verwendet (s. Tab. 14).
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Tab. 13 Neuronzahl von Flunarizin (FLU) und Cyclodextrin (Cyclo)

FLU R/L- Cyclo R/L-
Quotient Quotient
Netzhaut Netzhaut
Neuronzahl Neuronzahl
rechts links rechts links
Lage der GF
- zentral 3210 4621 0.69 4227 6226 0.67
- intermediar 2780 3811 0.73 3809 4958 0.76
- peripher 2324 3199 0.73 3234 4166 0.78
Gesamt- 8314 11631 0.71 11270 15350 0.73
Neuronzahl

Tab. 14 Statistische Auswertung der Neuronzahlen der traumatisierten rechten
Netzhaute von Flunarizin (FLU) und Cyclodextrin (Cyclo)

Gesamtneuronzahl | GF-zentral GF-intermediar | GF-peripher

FLU Cyclo FLU Cyclo | FLU Cyclo | FLU Cyclo
Xquer 61.5 68.4 71.2 76.8 61.6 69.6 51.8 58.8
S +9.3 +9.3 +22 +5.2 +5.3 +4.4 +6.1 +7.0
Welch’s | p=0.05 p=0.08 p =0.03 p=0.13
t-Test
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Die semiautomatische Auswertung zeigt in der FLU-Guppe signifikant
niedrigere absolute Gesamtneuronzahl der Netzhaut im Vergleich zur
Cyclodextrin-Gruppe (p=0.05). Die absolute Neuronzahl, differenziert nach
Lage der Gesichtsfelder in Abhéngigkeit vom Abstand zur Papilla nervi optici
weist keinen signifikanten Unterschied zwischen der FLU- und der Cyclodextrin-
Gruppe im zentralen GF (p=0.08) und peripheren GF (p=0.13) auf. Allerdings
sind die absoluten Neuronzahlen im intermediaren GF in der FLU-Gruppe
signifikant niedriger als in der Cyclodextrin-Gruppe (p=0.03). Zudem wird
anhand der Tab. 13 ersichtlich, dass die absoluten Neuronzahlen der beiden
Gruppen von zentral nach peripher hin abnehmen. Die relative
Gesamtneuronzahl der FLU-Gruppe (R/L-Quotient: 0.71) ist im Vergleich zur
Cyclodextrin-Gruppe (R/L-Quotient: 0.73) geringfiigig niedriger, d.h. dass
innerhalb der FLU-Gruppe zwischen dem rechten traumatisierten N. opticus
und dem linken nicht-traumatisierten Sehnerven im Vergleich zur Cyclodextrin-

Gruppe 2% mehr Neurone zugrunde gegangen sind.
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Abb. 19 Relative Neuronzahl nach Flunarizin- bzw. Cyclodextrin-Behandlung
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Die graphische Gegenuberstellung der relativen Neuronzahl in Abb. 19 legt bei
Betrachtung der R/L-Quotienten der zentralen Gesichtsfelder (FLU: 0.69 /
Cyclodextrin: 0.67) einen um 2% geringeren Neuronenuntergang in der FLU-
Gruppe dar. Im Gegensatz dazu findet im intermediaren Gesichtsfeld (FLU:
0.73 / Cyclo: 0.76) eine um 3% und im peripheren GF (FLU: 0.73 / Cyclo: 0.78)

eine um 5% hohere Reduktion der Neuronzahl in der FLU-Gruppe statt.
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Abb. 20 Differenz der Neuronzahl (GF li.-GF re.) der FLU- und Cyclodextrin-Gruppe

In Abb. 20 wird die Aufstellung der Neuronzahl vs. des Gesichtsfeldes
zusammengestellt. Anhand des Diagrammverlaufs sind die Ergebnisse der
Neuronzahldifferenzen in den Uberwiegenden zentralen Gesichtsfeldern (1; 7;
10, 13) in der FLU-Gruppe niedriger. Infolgedessen ist nach dem gesetzten

Sehnervtrauma zentral eine hohere Anzahl U(berlebender Neuronzellen
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feststellbar. Die erhobenen R/L-Quotienten (FLU: 0.69 / Cyclo: 0.67) stutzen
dieses Ergebnis. Sowohl in den vorherrschenden intermediéaren Gesichtsfeldern
(5; 8; 14), als auch im peripheren Gesichtsfeld (6; 9; 12; 15) liegen die
Neuronzahldifferenzen in der FLU-Gruppe hoher. Dies steht auch im Einklang
mit dem kalkulierten intermedi&ren bzw. peripheren R/L-Quotienten (FLU: 0.73 /
Cyclo: 0.76 bzw. FLU: 0.73 / Cyclo: 0.78). Das bedeutet, dass die FLU-Gruppe
eine geringfiigig niedrigere Anzahl an Uberlebenden Neuronzellen in diesen
Gesichtsfeldern aufweist.

Neuronflache in der Flunarizin- und Cyclodextrin-Gruppe

In der nachkommenden Tab. 15 wird eine Ubersicht der absoluten
Neuronflachen rechter und linker Netzhaute sowie in Abhangigkeit von der
Distanz der ausgezéhlten Gesichtsfelder zur Papilla nervi optici dargestellt. Die
errechnete relative Neuronflache wird anhand des R/L-Quotient angegeben. Fir
die Signifikanzprifung kommt der parametrische Zweistichproben-t-Test fir den
Vergleich der Mittelwerte unverbundener Stichproben aus der normal verteilten
Grundgesamtheit mit gleichen Varianzen zur Anwendung. Bei ungleichen
Varianzen wird der abgewandelte t-Test, der Welch-Test heil3t, verwendet (s.
Tab. 16).
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Tab. 15 Neuronfldche von Flunarizin (FLU) und Cyclodextrin (Cyclo)

FLU R/L- Cyclo R/L-
Quotient Quotient
Netzhaut Netzhaut
Neuronflache Neuronflache
in pm? in pm?
rechts links rechts links
Lage der GF
- zentral 55.8 85.6 0.65 61.8 86.5 0.71
- intermediar 62.4 84.7 0.74 64.7 80.9 0.80
- peripher 64.2 80.4 0.79 67.8 79.5 0.85
Gesamt- 182.4  250.7 0.73 194.3 246.9 0.78

Neuronflache

Tab. 16 Statistische Auswertung der Neuronflache (um?) der traumatisierten rechten
Netzh&ute von Flunarizin (FLU) und Cyclodextrin (Cyclo)

Gesamtneuronflache | GF-zentral GF-intermediar | GF-peripher
FLU Cyclo FLU Cyclo | FLU Cyclo | FLU Cyclo
Xquer 60.7 64.5 55.8 61.6 62.2 64.4 64.2 67.6
S +6.1 +5.2 +4.0 +3.1 +550 +4.8 +6.1 6.2
Welch’s | p<0.08 p =0.03 p =0.52 p=04
t-Test
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Die semiautomatische Auswertung zeigt keinen signifikanten Unterschied
zwischen der FLU- und der Cyclodextrin-Gruppe hinsichtlich der absoluten
Gesamtneuronflache (p=0.08). Die absolute Neuronflache, differenziert nach
Lage der Gesichtsfelder in Abhéngigkeit vom Abstand zur Papilla nervi optici
weist ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen der FLU- und der
Cyclodextrin-Gruppe im intermediaren GF (p=0.52) und peripheren GF (p=0.41)
auf. Allerdings ist die absolute Neuronflache im zentralen GF in der FLU-
Gruppe signifikant niedriger als in der Cyclodextrin-Gruppe (p=0.04). Die
relative Gesamtneuronflache der FLU-Gruppe (R/L-Quotient: 0.73) ist im
Vergleich zur Cyclodextrin-Gruppe (R/L-Quotient: 0.78) um 5% niedriger, d.h.
dass innerhalb der FLU-Gruppe zwischen dem rechten traumatisierten N.
opticus und dem linken nicht-traumatisierten Sehnerven die Neuronflache sich

im Vergleich zur Cyclodextrin-Gruppe verkleinert hat.
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Abb. 21 Relative Neuronflache nach Flunarizin- bzw. Cyclodextrin-Behandlung
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Die graphische Gegenuberstellung der relativen Neuronflache (R/L-Quotient) in
Abb. 23 macht bei Betrachtung der FLU-Gruppe eine
Neuronflachenreduzierung im zentralen (FLU: 0.65 / Cyclo: 0.71), intermedi&ren
(FLU: 0.74 / Cyclo: 0.8) und peripheren Gesichtsfeld (FLU: 0.79 / Cyclo: 0.85)
deutlich. Die FLU-Gruppe schneidet in allen Gesichtsfeldern um 6% schlechter
ab.
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Abb. 22 Differenz der Neuronflache (GF li.-GF re.) der FLU- und Cyclodextrin-Gruppe

In Abb. 22 wird die Aufstellung der Neuronflache vs. des Gesichtsfeldes
zusammengestellt. Anhand des Diagrammverlaufs sind die Ergebnisse der
Neuronflachendifferenzen in den Uberwiegenden zentralen Gesichtsfeldern (1;
4; 10, 13) in der FLU-Gruppe hdoher. Deshalb ist nach dem gesetzten

Sehnervtrauma zentral eine kleinere Neuronflache vorhanden, so dass die im
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zentralen Gesichtsfeld befindlichen Neuronzellen der Cyclodextringruppe eine
groRere Neuronflache besitzen. Die erhobenen R/L-Quotienten (FLU: 0.65 /
Cyclo: 0.71) stutzen dieses Ergebnis. Sowohl in den vorherrschenden
intermediaren Gesichtsfeldern (2; 5; 8; 11), als auch in peripheren
Gesichtsfeldern (3; 6; 9; 15) liegen die Neuronflachendifferenzen der FLU-
Gruppe insgesamt héher. Dies steht auch im Einklang mit dem kalkulierten
intermediaren bzw. peripheren R/L-Quotienten (FLU: 0.74 / Cyclo: 0.8 bzw.
FLU: 0.79 / Cyclo: 0.85). Das bedeutet, dass in der FLU-Gruppe eine deutlich
niedrigere Neuronflache der tberlebenden Neuronzellen herrscht.

3.2.4 Neuronzahl und Neuronflache von Flunarizin (FLU) und
Methylprednisolon (MP) im Vergleich

Neuronzahl in der FLU- und MP-Gruppe

Die Tab. 17 zeigt eine Ubersicht der absoluten Neuronzahl der gesamten
rechten und linken Netzhaut sowie differenziert nach zentralen, intermediaren
und peripheren Gesichtsfeldern. Die relativen Neuronenzahl werden durch
bilden des R/L-Quotienten errechnet. Fur die Signifikanzprifung kommt der
parametrische Zweistichproben-t-Test fir den Vergleich der Mittelwerte
unverbundener Stichproben aus der normal verteilten Grundgesamtheit mit
gleichen Varianzen zur Anwendung. Bei ungleichen Varianzen wird der

abgewandelte t-Test, der Welch-Test heilt, verwendet (s. Tab. 18).
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Tab. 17 Neuronzahl von Flunarizin (FLU) und Methylprednisolon (MP)

FLU R/L- MP R/L-
Quotient Quotient
Netzhaut Netzhaut
Neuronzahl Neuronzahl
rechts links rechts links
Lage der GF
- zentral 3210 4621 0.69 3902 4437 0.87
- intermediar 2780 3811 0.73 3236 3908 0.82
- peripher 2324 3199 0.73 2665 3253 0.82
Gesamt- 8314 11631 0.71 9803 11598 0.84
Neuronzahl

Tab. 18 Statistische Auswertung der Neuronzahlen der traumatisierten rechten
Netzh&ute von Flunarizin (FLU) und Methylprednisolon (MP)

Gesamtneuronzahl | GF-zentral GF-intermediar | GF-peripher

FLU MP FLU MP FLU MP FLU MP
Xquer 61.5 72.7 71.2 86.6 61.6 72.0 51.8 59.4
S +9.3 +12.5 22 +34 +5.3 +2.8 +6.1 £7.8
Welch’s | p=0.01 p < 0.001 p = 0.008 p=0.13
t-Test
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Die semiautomatische Auswertung zeigt in der FLU-Guppe signifikant
niedrigere absolute Gesamtneuronzahl der Netzhaut im Vergleich zur MP-
Gruppe (p=0.01). Die absolute Neuronzahl der FLU-Gruppe, differenziert nach
Lage der Gesichtsfelder in Abhangigkeit vom Abstand zur Papilla nervi optici,
weist ebenfalls einen signifikant niedrigen Wert im zentralen (p<0.001) und
intermediaren (p=0.008) auf. Die absoluten Neuronzahlen im peripheren GF
unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (p=0.13). Daneben wird
anhand der Tab. 17 deutlich, dass die absoluten Neuronzahlen der beiden
Gruppen von zentral nach peripher hin abnehmen. Die relative
Gesamtneuronzahl der FLU-Gruppe (R/L-Quotient: 0.71) ist im Vergleich zur
MP-Gruppe (R/L-Quotient: 0.84) deutlich niedriger, d.h. dass innerhalb der FLU-
Gruppe zwischen dem rechten traumatisierten N. opticus und dem linken nicht-
traumatisierten Sehnerven im Vergleich zur MP-Gruppe 13% mehr Neurone

zugrunde gegangen sind.
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Abb. 23 Relative Neuronzahl nach Flunarizin- bzw. Methylprednisolon-Behandlung
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Die graphische Gegenuberstellung der relativen Neuronzahl in Abb. 23 legt bei
Betrachtung der R/L-Quotienten der zentralen Gesichtsfelder (FLU: 0.69 / MP:
0.87) einen um 18% hoheren Neuronenuntergang in der FLU-Gruppe dar. Im
intermediaren GF (FLU: 0.73 / MP: 0.82) und peripheren GF (FLU: 0.73 / MP:
0.82) findet eine um 9% hohere Reduktion der Neuronzahl in der FLU-Gruppe
statt.
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Abb. 24 Differenz der Neuronzahl (GF li.-GF re.) der FLU- und MP-Gruppe

Die Abb. 24 zeigt eine Aufstellung der Neuronzahl vs. des Gesichtsfeldes.
Anhand des Diagrammverlaufs sind die Ergebnisse der Neuronzahldifferenzen
in den zentralen Gesichtsfeldern (1; 4, 7; 10; 13) der FLU-Gruppe hoher.
Infolgedessen ist nach dem gesetzten Sehnervtrauma zentral eine niedrigere
Anzahl Uberlebender Neuronzellen feststellbar. Die erhobenen R/L-Quotienten
(FLU: 0.69 / MP: 0.87) stutzen dieses Ergebnis. In den intermediaren
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Gesichtsfeldern (2, 5; 8; 11; 14) und Uberwiegend peripheren GF (6; 9; 12; 15)
sind ebenfalls héhere Neuronzahlendifferenzen in der FLU-Gruppe zu sehen.
Dies steht auch im Einklang mit dem kalkulierten intermediaren bzw. peripheren
R/L-Quotienten (FLU: 0.73 / MP: 0.82). Das bedeutet, dass die FLU-Gruppe
auch hier eine niedrigere Anzahl an tGiberlebenden Neuronzellen aufweist.

Neuronflache in der FLU- und MP-Gruppe

Die Tab. 19 stellt die Ergebnisse der absoluten Neuronflachen rechter und
linker Netzhaute sowie in Abhangigkeit von der Distanz der ausgezahlten
Gesichtsfelder zur Papilla nervi optici zusammen. Die errechnete relative
Neuronfliche wird anhand des R/L-Quotient angegeben. Fir die
Signifikanzprufung kommt der parametrische Zweistichproben-t-Test fur den
Vergleich der Mittelwerte unverbundener Stichproben aus der normal verteilten
Grundgesamtheit mit gleichen Varianzen zur Anwendung. Bei ungleichen
Varianzen wird der abgewandelte t-Test, der Welch-Test heil3t, verwendet (s.
Tab. 20).
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Tab. 19 Neuronfldche von Flunarizin (FLU) und Methylprednisolon (MP)

FLU R/L- MP R/L-
Quotient Quotient
Netzhaut Netzhaut
Neuronflache Neuronflache
in pm? in pm?
rechts links rechts links
Lage der GF
- zentral 55.8 85.6 0.65 67.5 90.1 0.75
- intermediar 62.4 84.7 0.74 66.5 89.5 0.74
- peripher 64.2 80.4 0.79 65.5 85.2 0.76
Gesamt- 182.4  250.7 0.73 199.5 264.8 0.75

Neuronflache

Tab. 20 Statistische Auswertung der Neuronflache (um?) der traumatisierten rechten

Netzh&ute von Flunarizin (FLU) und Methylprednisolon (MP)

Gesamtneuronflache | GF-zentral GF-intermediar | GF-peripher

FLU MP FLU MP FLU MP FLU MP
Xquer 60.7 66.5 55.8 67.4 62.2 66.4 64.2 65.6
S +6.1 +2.7 +4.0 £23 +55 +3.1 +6.1 +3.0
Welch’s | p < 0.004 p = 0.001 p=0.19 p = 0.66
t-Test
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Die semiautomatische Auswertung weist eine signifikant niedrigere absolute
Gesamtneuronflache der rechten Netzhaut in der FLU-Gruppe auf (p=0.004).
Weiterhin findet man eine signifikant geringere absolute Neuronflache der FLU-
Gruppe im zentralen GF (p=0.001). Im intermediaren GF (p=0.19) und
peripheren GF (p=0.66) sind keine signifikanten Unterschiede festzustellen. Die
relative Gesamtneuronflache der FLU-Gruppe (R/L-Quotient: 0.73) ist um 2%
niedriger ausgefallen als in der MP-Gruppe (R/L-Quotient: 0.75), d.h. dass
innerhalb der FLU-Gruppe zwischen dem rechten traumatisierten N. opticus
und dem linken nicht-traumatisierten Sehnerven die Neuronflache im Vergleich

zur MP-Gruppe abgenommen hat.
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Abb. 25 Relative Neuronflache nach Flunarizin- bzw. Methylprednisolon-Behandlung
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Bei der graphischen Gegeniberstellung der relativen Neuronflache (R/L-
Quotienten) in Abb. 25 stellt sich bei Untersuchung zentraler Gesichtsfelder
eine um 10% hohere Neuronflachereduzierung in der FLU- (R/L-Quotient: 0.65)
als in der MP-Gruppe (R/L-Quotient: 0.75) dar. Im intermediaren Gesichtsfeld
findet sich in der MP- und FLU-Gruppe die gleiche relative Neuronflache,
sodass die Neuronflachenreduktion gleichermaf3en auftritt (R/L-Quotient FLU:0
74 [ MP: 0.74). Im peripheren Gesichtsfeld dagegen wird die Neuronflache in
der MP-Gruppe um 3% (R/L-Quotient FLU: 0.79 / MP: 0.76) mehr reduziert als
in der FLU-Gruppe.
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Abb. 26 Differenz der Neuronflache (GF li.-GF re.) der FLU- und MP-Gruppe

Die Abb. 26 bringt eine Aufstellung der Neuronflache vs. des Gesichtsfeldes an
(siehe 3.1). Im Kurvenverlauf des zentralen Gesichtsfelds der FLU-Gruppe (1;
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4; 7; 10; 13) sind hohere Neuronflachedifferenzen im Gegensatz zur MP-
Gruppe zu sehen. Diese Beobachtung deutet auf eine kleinere Neuronflache in
der FLU-Gruppe im zentralen GF nach Sehnervtrauma hin und wird durch R/L-
Quotienten (FLU: 0.65 / MP: 0.75) gestutzt. Das intermediare Gesichtsfeld (2; 5;
11; 14) der MP-Gruppe veranschaulicht wie schon zuvor im zentralen GF
hohere Neuronflachedifferenzen. Im Gesichtsfeld 8 herrscht eine umgekehrte
Situation. Diese Tatsache tragt zur Anndherung der R/L-Quotienten (FLU: 0.74 /
MP: 0.74) bei. Die FLU-Gruppe préasentiert Uberwiegend im peripheren
Gesichtsfeld (3; 6; 12) niedrigere Neuronflachedifferenzen, hingegen hoéhere
Werte im Gesichtsfeld 9. Dies spiegelt sich in den R/L-Quotienten FLU: 0.79
und MP: 0.76 wieder.

3.2.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Relative Neuronzahl aller Substanzen
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Abb. 27 Zusammenfassung der Neuronzahl R/L-Quotienten aller Substanzen
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In Abb. 27 bietet die Graphik eine Zusammenfassung aller Substanzen unter
dem Aspekt der relativen Neuronzahlen, die als R/L-Quotienten der
verschiedenen Gesichtsfelder in Abhéngigkeit vom Abstand zur Papilla nervi
optici hier dargestellt werden. In der MP-Gruppe haben wir die hdchste relative
Neuronzahl im zentralen GF festgestellt, gefolgt von der NaCl-Gruppe, dann
FLU-Gruppe und schlie3lich Cyclodextrin-Gruppe. Im intermedidren GF findet
man die grof3te relative Neuronzahl in der NaCl-Gruppe, gefolgt von der MP-
Gruppe, Cyclodextrin-Gruppe und FLU-Gruppe. Im peripheren Gesichtsfeld
besteht kein Unterschied zwischen NaCl- und MP-Gruppe. Die Cyclodextrin-
Gruppe schneidet besser ab als die FLU-Gruppe.
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Abb. 28 Zusammenfassung der Neuronflache R/L-Quotienten aller Substanzen
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Die Abb. 28 bietet eine Zusammenstellung aller Versuchsgruppen unter dem
Aspekt der relativen Neuronflache, die als R/L-Quotient hier in Abh&ngigkeit
vom Abstand zur Papilla nervi optici dargestellt wird. Die Kurvenverlaufe zeigen,
dass die FLU-Gruppe im zentralen und intermedidren Gesichtsfeld den
niedrigsten R/L-Quotienten aufweist und somit auch die gréf3te Reduktion der
Neuronflache zu verbuchen hat. Im peripheren Gesichtsfeld zeigt die
Cyclodextrin-Gruppe einen R/L-Quotienten von 0.85 und infolgedessen die
geringste Reduktion der Neuronflache im peripheren Gesichtsfeld.
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4 Diskussion

4.1 Die Schwierigkeit der Etablierung einer Standardtherapie
fur die TON und ihre Diagnostik

Mehrere Faktoren erschweren die Etablierung einer Standardtherapie der TON.
Zum einen liegt der TON eine komplexe Diagnostik und Pathophysiologie
zugrunde, zum anderen stehen grundsatzlich verschiedene Therapieansatze
zur Verfugung, wohingegen die Differentialindikation und - kontraindikation noch
umstritten sind. Des Weiteren ist die traumatische Optikusneuropathie ein
seltenes und haufig Ubersehenes Krankheitsbild, fir welches es bisher keinen
Modellansatz gab, der eine Therapiebewertung zulie3. Beim wachen,
ansprechbaren und kooperativen Patienten lasst sich auf einfachstem Wege
eine Ausschlussdiagnostik fur eine TON mittels Prifung des afferenten
Systems durch den Swinging flash light-Test und einer orientierenden
Visuskontrolle durchfihren (Frenkel und Spoor 1988, Joseph et al 1990, Seiff
1992). Neben der Beurteilung der direkten und indirekten Lichtreaktion in Form
des Swinging flash light-Test sollte zudem eine Dokumentation des
Pupillendurchmessers und der Pupillenform stattfinden (Gellrich 1999).

Jedoch tritt die TON gehauft in Kombination mit komplexen Verletzungen des
Gesichts- und Hirnschadels auf, die eine Bewusstlosigkeit und folglich einen
Mangel an Compliance bedingen (Seiff 1984, Gellrich 1997). Abhangig vom
Grad des Bewusstseins und der Verletzungsart bei Notfallpatienten l&asst sich
nicht immer eine vollstéandige korperliche Anamnese erstellen (Gellrich 1999).
Aufgrund eventueller Applikation von Morphinderivaten und Schwellung der
Periorbitalregion scheidet die einfache Funktionsdiagnostik aus und eine
bildgebende Diagnostik der Orbita und des Canalis nervi optici mittels
Dunnschicht-CT-Untersuchung, sowie die elektrophysiologische Untersuchung
mittels visuell evozierter Potentiale ist erforderlich. Diese sollte innerhalb
weniger Stunden nach dem erfolgten Trauma durchgefuhrt werden (Goldberg
1992, Gellrich 1995).
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4.2 Das Tiermodell

4.2.1 Die Lasionsapparatur

Da der N. opticus eine gut zugangliche Struktur des zentralen Nervensystems
darstellt, bietet er eine glunstige Voraussetzung zur Erforschung degenerativer
und regenerativer Prozesse (Sievers et al. 1984). Der meist genutzte Ansatz
zur Erzeugung der Lasion am visuellen System stellt die Axotomie des N.
opticus dar, die in der Wallerschen Degeneration der Axone mundet (Thanos
und Thiel 1991). Hierbei handelt es sich um eine Extremlasion, die weit entfernt
von der klinischen Realitat liegt. Zur Erforschung der Pathomechanismen der
traumatischen Optikusneuropathie ist dieses Modell ungeeignet. Um die
Erforschung grundsétzlicher Phanomene der Neurodegeneration und -
regeneration des ZNS weiter voranzutreiben, entwickelten Forscher weitere
Modellansatze, die unter anderem durch Erzeugung einer Axonotmesis am N.
opticus die Neurodegeneration und -regeneration untersuchen sollten. Dieser
Ansatz liegt der klinischen Realitat am nachsten.

Der hierfur haufigste angewandte Modellansatz sah ein Kompressionstrauma
am Sehnerven vor. Um ein Kompressionstrauma am Sehnerven zu setzen,
wurden unter anderem eine Pinzette oder eine Unterbindung des Sehnerven
durch Seidenfdden verwendet. Alle genannten Modellansatze wurden zur
Erforschung der Neurodegeneration und -regeneration entwickelt, aber ihre
Eignung zur Erforschung der Therapie der TON muss in Frage gestellt werden.
Keines dieser Modelle erfillt die Kriterien der Reproduzierbarkeit, exakten
Quantifizierbarkeit, einfachen  Durchfiihrbarkeit,  Ubersichtlichkeit  des
Operationssitus und die Vergleichbarkeit mit der klinischen Situation. Von
klinischer Bedeutung ist das Modell der Querschnittsverengung des Sehnerven,
wie sie beispielsweise im Sehnervkanal durch Schadelbasis- und
Mittelgesichtsfrakturen auftreten kann (Matsuzaki 1982, Allcutt et al. 1984,
Duvdevani 1990).
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Retrobulbdre Raumforderungen durch traumatisch bedingte Hamatome und
Tumor im Bereich des Canalis nervi optici kbnnen ebenso in Frage kommen
(Gellrich 1996). Die Forschung am extrakraniellen visuellen System erfuhr eine
Weiterentwicklung durch das von Gellrich entworfene Tiermodell, mit welchem
die kalibrierte Sehnervschadigung durch standardisierte, beliebig reproduzier-
bare, sowie zeitlich steuerbare Querschnittsverengung des Sehnerven
(Sehnervcrush) experimentell untersucht werden konnte. Das Sehnervtrauma
wurde hier mikromanipulatorisch durch einen beweglichen Kraftmesser
(Federwaage) hervorgerufen, dessen Messarm (ber einen supraorbitalen
Zugang von temporal an den N. opticus herangefiihrt wurde. Der N. opticus
wurde nun gegen ein Widerlager gedriickt, das an der nasalen Seite des N.
opticus durch einen Mikrohaken geschaffen wird. Anhand dieses Tiermodells
lieB sich die Abnahme der Neuronenpopulation der retinalen
Ganglienzellschicht, welche linear von L&sionskraft und L&sionszeit abhangig
war, nachweisen (Gellrich 1995).

Das fur diese Arbeit angewandte Tiermodell wurde in einigen Aspekten von
Zerfowski modifiziert, vereinfacht und weiterentwickelt. Durch das leicht
handhabbare mikromanipulatorisch fuhrbare Stempelverfahren, das die
Federwaagenkonstruktion ersetzte, konnte das Sehnervtrauma durch eine
beschleunigte und tbersichtliche Versuchsanordnung ausgefuhrt werden. Somit
ist die Versuchsanordnung mit weniger Fehlern behaftet. Der Nachweis des
linearen Zusammenhangs der einwirkenden Lasionskraft und der nach 30
Tagen histomorphometrisch nachweisbaren verminderten Neuronenzahl und
NeuronengrofR3e in der RGC (retinalen Ganglienzellschicht) kann auch mit
diesem modifizierten Modellansatz von Zerfowski erbracht werden. Hier gelang
der tierexperimentelle Nachweis der neuroprotektiven Wirkung des
hochdosierten Methylprednisolons am extrakraniellen visuellen System
(Zerfowski 1999).
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Dieses von Zerfowski modifizierte Modell der traumatischen Sehnerv-
schadigung bietet im Vergleich zu anderen veroffentlichten tierexperimentellen
Anséatzen diverse Vorteile. Dank des modifizierten Versuchsaufbaus gestaltet
sich die Versuchsdurchfiihrung unter konstanten Bedingungen tbersichtlich und
schnell. Einerseits wird dies durch die Fixierung des Rattenschédels in der
stereotaktischen Vorrichtung und die Durchfiihrung der operativen Schritte
unter dem Mikroskop gesichert, andererseits kann der Stempel samt der
Basisplatte mit vergréRerter Prézision an den Ort der L&sion gebracht und
wieder weggefiihrt werden, ohne dass sich eine ungewollte zusétzliche
Traumatisierung ereignet. Im Gegensatz hierzu stehen die Versuchsansatze
von Stevenson und Duvdevani, wo die Lasion an einem nicht fixierten Tier mit

Hilfe einer Pinzette durchgefuhrt wurde (Stevenson 1987, Duvdevani 1990).

Ein weiterer Aspekt in diesem Versuchsaufbau ist die Variabilitat von
quantifizierbarer und jederzeit reproduzierbarer Lasionsstarke und -lange. Eine
definierte Masse in Form eines Stempels von 5, 10, 15 oder 20 g kann Uber
einen gewinschten Zeitraum von Sekunden bis Minuten auf den Sehnerven
wirken. Nur eine bedingt definierbare und kontrollierbare Optikusschadigung
wird durch die schon erwdhnten Modellansédtze des Kompressionstraumas
durch eine Pinzette von Stevenson und Duvdevani, oder durch die
Seidenfadenligatur von Matsuzaki erzielt (Matsuzaki 1982, Stevenson 1987,
Duvdevani 1990).

Zusatzlich muss darauf geachtet werden, welches der genannten Modelle die
klinische Traumasituation am besten simuliert. Der Modellansatz der
Querschnittsverengung durch das Stempelprinzip ist mit der Sehnerv-
kompression im Canalis nervi optici, beispielsweise durch dislozierten
Knochenfragmenten nach einem Trauma vergleichbar. Grundséatzlich lasst sich
festhalten, dass Gellrich und Zerfowski ein Tiermodell etabliert haben, welches
die Auswertung verschiedenartiger Therapieansatze der traumatischen
Sehnervschadigung durch standardisierte, jederzeit reproduzierbare und
guantifizierbare Sehnervschéadigung erlaubt.
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Fur diese Arbeit wurde an 40 Ratten ein einheitliches stumpfes Trauma von 6
Minuten mit 5 Gramm durchgefuhrt. Die Perfusion der Tiere erfolgte, wie in der
Literatur bereits diskutiert, nach 30 Tagen.

4.2.1.1 Zeitpunkt der Perfusion

Ein bedeutender Aspekt des tierexperimentellen Versuchsaufbaus zur TON ist
der Perfusionszeitpunkt. Der retinale Ganglienzelluntergang als grundsatzliches
Phanomen der Axotomie des Sehnerven ist allgemein bekannt (James 1933),
jedoch werden in neueren Studien zwei unterschiedliche Phasen des
Zelluntergangs differenziert (Villegas-Pérez und Vidal-Sanz 1993). Die Arbeit
von Villegas-Pérez und Vidal-Sanz zeigte einen initialen abrupten Verlust von
RGC (retinalen Ganglienzellen), der sich ab dem finften Tag und weiterhin
innerhalb der ersten zwei Wochen nach dem Sehnervcrush ereignete. Der
zweite Schub des retinalen Ganglienzelluntergangs konnte bis sechs Monate
nach dem Trauma beobachtet werden (Villegas-Pérez und Vidal-Sanz 1993,
Peinando-Ramon 1996).

Durch Joo wurden mogliche Mechanismen des neuronalen Zelluntergangs
beschrieben. Nach einem 4 Stunden Zeitintervall von der Schadigung kommt es
zur Zellnekrose. Diese ist durch Anschwellen der Zellkérper und der
Mitochondrien, die Zerstorung der Zellmembran, und eine ungleiche Verteilung
des Zellchromatins gekennzeichnet. Der erste Tag nach der Schadigung leitet
die zweite Phase der Nekrose ein. Kennzeichnend dafir ist die apoptotische
Umstrukturierung der Zellen, wie beispielsweise die Zellkbrperschrumpfung, die

Verdichtung des Kernchromatins und der Expression von p53 (Joo 1999).

Das verzogerte Auftreten der Neuronendegeneration lasst sich mit dem
programmierten Zelltod, der Apoptose, erklaren. Diese gewann in den letzten
Jahren im Rahmen verzdgerter neuronaler Zelluntergange nach Ischdmie und

akutem Trauma an Bedeutung zu. Diese Tatsache lasst sich nach einer
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retinalen Ischdmie besonders gut beobachten. Eine entziindliche Begleit-
reaktion tritt bei dieser Form des Zelluntergangs im Gegensatz zur Nekrose
nicht auf. Charakteristisch fur die Apoptose ist der Zerfall der Zellen in
membranumschlossene Korperchen, den sogenannten apoptotic bodies, deren
Beseitigung durch Phagozytose gesichert wird. Die Apoptose stellt eine
Sonderform des Zelluntergangs mit Initiierung eines energieverbrauchenden
»1odesprogramms® ohne entziindliche Begleitreaktion dar. Im Gegensatz dazu
stent die Nekrose, welche gekennzeichnet ist durch das Versagen
metabolischer Vorgédnge mit Verlust der Membranintegritdt der zugrunde
gehenden Zellen (Padosch und Vogel 2001).

Tab. 21 Unterschiedliche Merkmale der Apoptose und Nekrose (Padosch u. Vogel 2001)

Apoptose Nekrose
Physiologisch oder pathophysiologisch Pathophysiologisch
Genetisch determiniert Nicht genetisch determiniert
Energieabhéangig Energieunabhangig
Proteinbiosynthese nétig Verminderte Proteinsynthese
Zeitlich verzdgerte aktive Degeneration Unmittelbar eintretende passive Atrophie
Zellschrumpfung Zellschwellung
Chromatinkondensation Zerfall nukledrer Chromatinstrukturen
Keine entzundliche Begleitreaktion Entziindliche Begleitreaktion
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Aufgrund der Stabilisierung der lichtmikroskopisch erfassbaren neuronalen
Degeneration nach 30 Tagen, wurden die Retinae entsprechend den
Forschungsergebnissen von Gellrich und Zerfowski entnommen und untersucht
(Gellrich 1995, Zerfowski1999).

4.2.1.2 Wird die Netzhaut gleichmélRig geschadigt?

Der Modellansatz zur Sehnervenkompression mittels Stempelverfahren liefert
eine inhomogene Schadigung der retinalen Ganglienzellschicht der Retina. Die
Zelldichte der RGC ist zentral héher als peripher. Dieses Phanomen ist bei
Retinae sowohl nach einem Sehnervcrush, als auch bei nicht traumatisierten
Tieren zu erkennen. Die zentralen Teile der Retina erfahren durch das
Kompressionstrauma des N. opticus eine hoher gradige Schadigung, wie sich
bei der Auswertung der relativen Neuronenzahlen der geschadigten Netzhaute
demonstrieren lasst. Durch die anfangliche Kraftaufnahme am Sehnerv wird
zundchst nur ein zentraler Bereich von oben wie bzw. von unten mittels
Widerlager gleichermal3en mit der Kraft beladen. Das hat die elastische
Verformung des Sehnerven zur Folge, wodurch nun nicht nur das Zentrum,
sondern auch periphere Bereiche mit dem Stempel bzw. der Basisplatte, die als
Widerlager fungiert, in Berthrung kommen und die Kraftanteile aufnehmen.
Diese werden im Zentrum aufaddiert und folglich herrscht eine groRRere

Gesamtkraftaufnahme im Zentrum des N. opticus.
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Stempel

Sehnerv

Basisplatte

Abb. 29 Erklarungsmodell fur die starkere Schadigung zentraler Sehnerv-
bzw. Netzhautanteile durch Kompression

4.2.2 Histomorphometrische Auswertung

Eine histomorphometrische Analyse der Zelldegeneration kann prinzipiell durch
eine Quantifizierung der nach zentral projizierten Axone im N. opticus oder
durch eine Auswertung der Zellveranderungen in der RGL erfolgen (Sievers
1989). Die histomorphometrische Bewertung der Ganglienzellen der RGL
besitzt gegenuber der Axonquantifizierung zwei erhebliche Vorteile. Der
Durchmesser eines Zellkdrpers ist im Vergleich zum Axon grol3er. Folglich
lassen sich degenerative oder regenerative Veranderungen am Zellkorper der
Ganglienzelle einfacher erfassen. Ferner befinden sich alle Somata der
Ganglienzellen in einer Schicht auf der Retina (Gellrich 2002). Aufgrund des
Multifokusmoduls des  Auswertungsmikroskops werden die retinalen
Ganglienzellen des whole-mount in ihrer grof3ten Ausdehnung einstellbar. Somit
wird eine zuverlassige Auswertung, besonders in Zusammenhang mit der

Zellgrol3e, ermoglicht.
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4.2.3 Histomorphometrische Evaluation

Die Bildbearbeitungs- und Analysesoftware QWin der Firma Leica wurde zur
Zahlung der Zellen der RGL eingesetzt. Die Auswertung von whole-mounts
stellt anspruchsvolle Anforderungen an das Softwareprogramm.

Der histologische Aufbau der Netzhaut setzt sich aus 10 Schichten zusammen
(siehe Abb. 19).
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Abb. 30 Schematische Darstellung der Retinaschichten
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Die Perikaryen der Ganglienzellen, die sich fast in einer Ebene befinden, bilden
das Stratum ganglionare nervi optici (RGL). Der Querschnitt jeder einzelnen
Zelle ist in dieser Schicht der Netzhaut durch die Fokussierung scharf im
Aquator einzustellen und folglich die Differenzierung der Zellen nach GroRe
zuverlassig moglich. Hier ist ein Vorteil der Auswertung am whole-mount im
Vergleich zum Axonquerschnitt zu erkennen. Im Gegensatz hierzu ist die
lichtmikroskopische Beurteilung der retinalen Ganglienzellschicht durch die
Dicke der Ganzhautchenpraparate (whole-mount) und die Darstellung der von
unten und oben angrenzenden Netzhautschichten erschwert. Auf einer radiaren
Achse von der Papilla nervi optici zur Pars plana werden die Gesichtsfelder
(GF) im Abstand von 1,2 mm, 2,4 mm und 3,6 mm von der Papille automatisch
bei 10facher VergroBerung zu Beginn der morphometrischen Analyse
angefahren. Die Aufnahme der Gesichtsfelder erfolgt in 40facher Vergroé3erung.

Das GF-Bild kann durch Artefakte, Risse, Scharfeschwankungen innerhalb des
GFs durch Wellung des whole-mount, oder GefalR3verlaufe in seiner Beurteilbar-
keit eingeschrankt sein. Unter solchen Bedingungen kann mittels manuell-
systematischer Verschiebung eines oder zwei GF nach links und nach oben ein
verwertbares Bild bei minimaler Fehlerquote erstellt werden. Bei leicht
gewellten Netzhauten, d.h. wenn die retinalen Ganglienzellen nicht in einer
Ebene liegen, ermoglicht der Einsatz des Multifokus-Moduls der Leica IM1000-
Software die Erstellung hochwertiger Bilder durch Auswertung von 2-3

Einzelbildern.

Ein weiterer Vorteil der Bildbearbeitungssoftware ist das automatische
Markieren und Erkennen der retinalen Ganglienzellen durch das Programm. Es
werden alle Zellen, bis auf die GefalRendothelzellen, farblich dargestellt. Die
GefalRendothelzellen fallen aufgrund ihrer Proportionen schon von vorne herein
durch das Detektionsraster durch. Mit Hilfe der Binarbild - und Wasserscheiden-
funktion, wie schon im Methodikteil beschrieben, werden die Ganglienzellen von
den anderen unterschieden, Zellgrenzen aufgezeigt und sich bertihrende Zellen

durch Trennungslinien voneinander getrennt. Die Markierung der einzelnen
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Zellen wird durch sich uberlappende Zellen, Artefakte und Zellprojektionen aus
anderen Zellschichten erschwert. Durch einen hoher gewahlten Vergréf3erungs-
faktor von 1,6fach zwischen Objektiv und Okular verkirzt sich die
Bearbeitungszeit von 4-6 Stunden bei nicht geschadigter Netzhaut auf 2-3
Stunden fir beide Netzh&ute einer Ratte. Dennoch kann es auch durch den
erhohten VergrolRerungsfaktor bei manueller Nachbearbeitung zu Fehlern durch
Auflésen und Einfigen von Zellgrenzen, oder durch Markieren bzw. Entfernen

von Zellen kommen.

Grundsatzlich lasst sich feststellen, dass sich die hier diskutierte und
praktizierte Tierversuchsanordnung in Hinsicht auf den Einsatz zum
Wirksamkeitsnachweis von Methylprednisolon und Flunarizin bei Behandlung
der TON verlasslich ist. Die vorgestellte Bildbearbeitungs- und Bildanalyse-
software kann prinzipiell fir die Auswertung der RGL kresylviolettgefarbter
Ganzhéautchenpraparate benutzt werden.

4.2.3.1 Die objektive Prufung der Sehfunktion

Das Ziel einer jeden Behandlung der TON ist die Wiederherstellung oder
Besserung des Sehvermogens. Somit kann nur eine objektive Prufung der
Sehfunktion eine ideale Prufgrof3e fur die Therapietestung der TON und nicht
die histomorphologische Analyse der Anzahl der retinalen Ganglienzellen
(RGC) sein. Die Prufung der direkten und indirekten Lichtreaktion beider Augen
dient deshalb als einfach durchfiihrbarer Funktionstest. Fur die Bewertung der
Funktion des visuellen Systems bis zum Corpus geniculatum laterale (CGL)
kann die Pupillenweite in Zusammenhang mit dem Lichteinfall verwendet
werden (Reim 1985). Jedoch stellt die Lichtreaktionsprifung keine Prifmethode
fur das gesamte visuelle System dar, da die Afferenzen ab dem CGL anders
verschaltet werden, als die Afferenzen des visuellen Signals zum visuellen
Cortex. Das Pratectum wird Uber eine tectobulbdre Bahn mit den
okulomotorischen Kernen, insbesondere mit der parasympathischen Portion
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des Erdinger-Westphal-Kerns, verbunden. Von hier gelangt die Efferenz Uber
den N. oculomotorius bis in die Orbita, wo es zum Ganglion ciliare zieht und in
den Ziliarnerven zwischen der Sklera und Choroidea des Bulbus zum M.

sphincter pupillae reicht (Reim 1985).

4.2.3.2 Die Beurteilung der Ganzhautchenpréaparat-Farbung mit
CV (Kresylviolett)

Grundsatzlich ware eine spezifische Farbetechnik der retinalen Ganglienzellen
erstrebenswert, da die Auswirkung des Traumas sich am N. opticus in Form
einer Wallerschen Degeneration von Axonen zeigt und zu einem Zelluntergang
fuhrt (Thanos und Thiel 1991). In der Literatur werden zur Markierung der
retinalen Ganglienzellen haufig mehr oder weniger spezifische Farbemethoden
wie beispielsweise die anterograde oder retrograde Markierung der RGC mit
Meerrettichperoxidase (Carmignoto 1989) oder die Kennzeichnung mit dem
Vitalfarbstoff Dil (Thanos und Thiel 1991) und die post mortem durchfiihrbare
Farbung mit Kresylviolett aufgelistet (Gellrich MM 1996).

Kresylviolett findet oft zur Farbung von whole-mount-Netzhauten und der damit
verbundenen Identifizierung von Neuronen, Gliazellen und Kapillaren im selben
Praparat Verwendung (Gellrich MM 1996). Bei den hier aufgezahlten
Farbemethoden werden durchaus nicht nur neuronale Zellen der Retina
markiert (Gerfen 1982). Der Carbocyaninfarbstoff Dil, der nur eine relative
Spezifitdt besitzt, fuhrt zu einer kraftigen fluoreszierenden Kennzeichnung der
Somata, Axone und Dendritenbdume der RGC (Thanos 1988). Das ungewollte
Anfarben nicht neuronaler Zellen durch austretendes Dil kann hier ebenfalls
vorkommen (Gerfen 1982). AulRerdem muss die Markierung einige Tage vor
dem experimentellen Trauma geschehen und ist somit mit einem erheblich
groRBeren Aufwand verbunden. Durch Kresylviolett werden Ribonukleoproteine
gefarbt. Die Nisslkorperchen, bei denen es sich um chromatophile Schollen im

Zytoplasma handelt, die Kernmembranen und Nukleolen der Neuronen werden
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violett bis blau gefarbt, wohingegen das Zytoplasma blass-lila in Erscheinung
tritt. Die Nisslkorperchen weisen einen hohen Gehalt an Ribonukleinsaure
(RNA) auf. Kennzeichnend ist fehlendes Auftreten beim toxischen und
mechanischen Trauma. Durch Kresylviolett ist eine dauerhafte und optimale
Anfarbung gewahrleistet. Dennoch ist bei der Auswertung zu bertcksichtigen,
dass Kresylviolett alle Zellen der retinalen Ganglienzellschicht (RGL) anfarbt.
Die RGL besteht aus Ganglienzellen, die ihre Axone in den Sehnerven
projizieren, sowie aus amakrinen Zellen, Glia - und Gefal3endothelzellen (Perry
1981). Dennoch ist sicherlich die Art der Farbung der Netzh&ute nicht

ausschlaggebend fir die ausgewerteten Ergebnisse dieser Arbeit.

Die Differenzierung der nicht neuronalen Gliazellen und der Endothelzellen von
den neuronalen Zellen ist nach den Kriterien von Perry gut durchzufiihren. Die
Unterscheidung der amakrinen Zellen von den Ganglienzellen gestaltet sich
schwieriger. Das im N. opticus verlaufende Axon ist bei der Differenzierung das
bedeutendste Kriterium. Sowohl die dendritische Morphologie als auch das
Axon bleiben unter der Kresylviolettfarbung unsichtbar, und somit ist nur eine
indirekte Bewertung moglich. Die retinale Ganglienzellschicht setzt sich zu je
der Halfte aus Ganglienzellen und amakrinen Zellen zusammen. Daneben
zahlen die Zellen mit einer Flache von =80 ym? zu den Ganglienzellen (Perry
1981). Die Bestimmung der ZellgrofRe ist dank der Fokusierung mittels
Multifokusmodul vergleichsweise zuverlassig. In Hinsicht auf die Zellgrof3en
muss die Fixierung der Retinapraparate mit Formalin und die Entwésserung in
der aufsteigenden Alkoholreihe bertcksichtigt werden, da diese zwei

aufeinanderfolgenden Schritte eine Zellschrumpfung nach sich ziehen
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4.3 Gegenwartiger Stand und neue Behandlungsansatze der

traumatischen Optikusneuropathie

Bisher ist eine Vielzahl verschiedener Methoden zur Behandlung der TON
veroffentlicht worden. Es gibt chirurgische und konservativ-medikamentose
Methoden. Aul3erdem gibt es einige Autoren, die als dritte Variante, die wait
and see-Taktik vorschlagen (Miller 1990). Fir die medikamenttse Behandlung
wurde nicht nur die Steroidgabe in sehr unterschiedlichen Dosierungen,
sondern auch Mannitol als osmotisch wirksame Substanz zur Hirnddemtherapie
in Betracht gezogen (Walsh 1966). Trotz der geringen Inzidenz der TON
befassen sich verschiedene Fachdisziplinen mit dieser Thematik, was sich
aufgrund der anatomischen N&ahe des Sehnerven zu den umgebenden
Strukturen wie der Orbita, dem Sinus cavernosus und dem Gehirn erklaren
lasst. Die Verletzung des Sehnerven und seiner in der Nahe befindlichen
topographischen Strukturen zieht das Interesse der Ophthalmologen, der
Otorhinolaryngologen, der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgen und der
Neurochirurgen auf sich und bedarf eine interdisziplindre Kooperation. Haufig
sind es komatose und/oder medikament0s eingestellte, zum Teil sogar
polytraumatisierte Patienten, bei denen die klinische Beurteilung der Schwere
des Sehnervtraumas nahezu unmoglich ist. Obwohl viele Fachdisziplinen
Interesse an diesem Erkrankungsbild zeigen, bleiben die pathophysiologischen
Mechanismen weitgehend ungeklart und klare Richtlinien fur die Behandlung
fehlen (Berestka und Rizzo 1994, Pomeranz 1999).

4.3.1 Die chirurgische Therapie der TON

Das Hauptanliegen der operativen Intervention ist die mechanische Entlastung
des N. opticus im knochernen Canalis nervi optici (Sehnervkanal). Die
Kompression kann durch ein disloziertes Knochenfragment, ein Hamatom oder
Odem des N. opticus, seiner Hillen oder seiner Umgebung verursacht sein
(Gellrich  1999). Kontrovers diskutiert wird der operative Zugang zur
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chirurgischen Dekompression. Die erste Sehnervdekompression wurde auf dem
transkraniellen Zugangsweg durch Pringle 1916 erreicht. Sewall gelang 1926
die Dekompression Uber den transethmoidalen Zugang. Dieser wurde erneut
aufgegriffen von Niho 1960. In Europa und den USA wurden bis in die 80er
Jahre 150 Einzelfalle veroffentlicht, wohingegen in Japan innerhalb von 20
Jahren an einer Institution Uber 700 Dekompressionen beschrieben wurden
(Pringle 1922, Sewall 1926, Niho 1970). Hier wurde visuelle Besserung von 80-
100% durch chirurgische Dekompression beschrieben, sogar wenn diese erst
Monate nach dem eigentlichen Trauma stattfand. Jedoch lassen die
unzufriedene Dokumentation und das Fehlen bestimmter Auswahlkriterien
diese Verotffentlichungen fragwirdig erscheinen. Gleichwohl hat die
Durchfuhrung dieser 700 Dekompressionen zur Entwicklung des
transethmoidalen Zuganges gefuhrt (Steinsapir 1994). Die Internatioal Optic
Nerve Trauma Study (IONTS) wies bei 32% der operierten Patienten eine
Verbesserung der Sehfunktion nach (Levin 1999). Dieses Ergebnis ist mit der
retrospektiv angelegten Studie von Wohlrab, bei der 40% der operierten
Patienten einen Benefit von der chirurgischen Dekompression erfuhren d.h.

eine Visusverbesserung, zu vergleichen (Wohlrab 2002).

Zusammenfassend muss festgestellt werden, dass bis zum heutigen Tag keine
klare Aussage Uber die Stellung der chirurgischen Therapie der traumatischen
Optikusneuropathie gemacht werden kann. Es liegen nur vage Empfehlungen

VOr.
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4.3.2 Die konservativ-medikamenttse Therapie der TON

Methylprednisolon

Die haufigste Empfehlung unter der medikamentdsen Behandlung der TON
stellt die hochdosierte Gabe von Methylprednisolon dar. Gleichwohl kann dies
nicht als eine Standardtherapie betrachtet werden, da die Behandlung
bezuglich ihrer Wirkung bei der TON niemals in kontrollierten und prospektiven
Studien uberpraft wurde (Steinsapir und Goldberg 1994, Rabchevsky 2002).
Die Therapie mit hochdosiertem Methylprednisolon basiert auf den
Behandlungs-erfolgen des Therapiemodells beim spinalen Trauma (Hall 1982).
Insbesondere die NASCIS Il (Second National Acute Spinal Cord Injury Study)
trieb die Forschung in der Neurotraumatologie an. Die Grundlage fur diese
grof3e Studie war die First National Acute Spinal Cord Injury Study (NASCIS 1),
bei welcher eine Standarddosis Methylprednisolon (100 mg i.v. Bolus pro Tag)
mit einer Hochstdosis Methylprednisolon (1000 mg i.v. Bolus pro Tag)
verglichen wurde, wobei fur die hohere Dosis keine positive Wirkung
nachgewiesen werden konnte. Eine Placebo-Gruppe fehlte in der NASCIS I. Es
folgte daraufhin die NASCIS II, die randomisiert, multizentrisch und doppelblind
durchgefuhrt wurde. In dieser wurden 3 Gruppen miteinander verglichen
(Bracken 1990):

e initiale Gabe von 30 mg/kg MP (Methylprednisolon) als Bolus,
nachfolgend 5,4 mg/kg/h Uber 23 Stunden als Dauerinfusion
e Naloxongabe

e Placebo-Gabe

Bei frihzeitigem Beginn, nicht spéater als 8 Stunden nach dem Trauma, waren
neurologische Funktionsverbesserungen bei den Querschnittsgelahmten in der
MP-Gruppe zu verzeichnen (Bracken 1990). Die NASCIS IIl zeigte bei
Therapiebeginn innerhalb der ersten 3 Stunden nach dem spinalen Trauma,
dass die MP-Gabe noch weitere 24 Stunden erfolgen sollte, um einen Benefit
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aus der Behandlung zu erzielen. Liegt die erste Gabe des MPs zwischen der
dritten und achten Stunde posttraumatisch, sollte die Behandlung uber 48
Stunden kontinuierlich gegeben werden. Auf die Ergebnisse der NASCIS Il
aufbauend erfolgte die Ubertragung auf die Behandlung der traumatischen
Optikusneuropathie. Laut Gellrich wird bei Verdacht auf ein Sehnervtrauma
sofort die Therapie mit einer initialen Dosis von 30 mg Urbason®/kg KG i.v. und
5,4 mg/kg KG Uber die nachfolgenden 47 Stunden eingeleitet (Gellrich 1999).
Der frihe Therapiebeginn nicht spater als 8 h sollte befolgt werden. Trotzdem
scheint es keine Korrelation zwischen den positiven Ergebnissen der NASCIS-
Studien und den Ergebnissen bei der Behandlung der TON zu geben. Durch die
Studie von Zerfowski wurde erstmals ein neuroprotektiver Wirksam-
keitsnachweis des Methylprednisolons (285 mg/kg/48h i.v.) bei der Behandlung
der TON tierexperimentell nachgewiesen (Zerfowski 1999).

Steinsapir und Goldbergs Verdéffentlichung aus dem Jahre 2000 zeigt sogar
eine tendenziell schadigende Wirkung des MPs auf und weist daraufhin, dass
MP auch eine negative Wirkung beziglich des visuellen Systems besitzen
kann. Die klinische Rechtfertigung fir die Gabe von MP basiert immer noch auf
den Ergebnissen bei spinalem Trauma. Durch den verschiedenartigen
anatomischen Aufbau dieser beiden Strukturen konnte die unterschiedliche
Wirkung des MP erklart werden. In ihrem Artikel aus dem Jahre 2002
verscharfen Steinsapir und Goldberg (Steinsapir und Goldberg 2002) ihre Kritik
und schreiben dem Methylprednisolon eine toxische Wirkung zu. Des Weiteren
halten sie es sowohl medizinisch, als auch ethisch vertretbar die Therapie mit
MP dem Patienten vorzuenthalten...“finally, it is no longer acceptable to argue
that withholding corticosteroid treatment in future clinical studies of traumatic

optic neuropathy is unethical” (Steinsapir und Goldberg 2002).

Diem und Hobom zeigten, dass MP den neuronalen Zelluntergang durch
Inhibition eines endogenen neuroprotektiven Reaktionsweges aktiviert. Diese
durch MP induzierte gesteigerte Apoptoserate der retinalen Ganglienzellen ist
mediiert durch einen nicht-genomischen Mechanismus, da MP unabhangig von
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dem zytosolischen Glukokortikoidrezeptor, der in diesem Experiment mittels RU
486, einem kompetitiven Antagonisten, geblockt wurde, seine Wirkung entfaltet
(Diem und Hobom 2003). Weitere unerwiinschte apoptotische Zelluntergange
wurden auch fur Chondrozyten und Epithelzellen beschrieben. Diese, durch
Glukokortikoide iniziierten Apoptosevorgange, sind mit der Verdrangung des
Cytochrom c, der Aktivierung der Caspase 9 und der Expression des
Phosphatidylserins auf der aul3eren Zellmembran assoziiert (Nakazawa 2002,
Dorscheid 2001). Ferner verhindert MP die axonale Aussprossung und
interferiert mit der neuronalen Regeneration durch Hemmung der
Immunzellaktivierung und Antigenprozessierung durch Makrophagen nach der
akuten Phase des spinalen Traumas (SCI). Die Bildung von brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) und neurotrophin-3 (NT3), welche nach einem SCI
ausgeschdattet wird, unterbunden. Die Kombination von MP und BDNF flhrt zu
einem verstarkten Axonuberleben, wobei das BDNF die Wirkung von MP im
Ruckenmark, wie beispielsweise die antiinflammatorische Wirkung, nicht
beeintrachtigt (Kim 2004).

AulRerdem steigert paradoxerweise eine erhohte Bolusdosis MP die Lipid-
peroxidation und die Gewebsschadigung im experimentell durchgefihrten
Katzenmodell (Rabchevsky 2002, Young 1993b). In diesem Katzenmodell
wurde das Trauma am Rickenmark von 12 Tieren mit einem Gewicht von 20 g,
das in einem Teflonrohr aus einer HOhe von 20 cm auf das
Ruckenmarkssegment Th 8 fiel, provoziert. Als Kontrolle wurde an 5 Tieren nur
eine Laminektomie ohne Trauma durchgefihrt (Young und Koreh 1986). Eine
Dosissteigerung von 30 zu 60 mg/kg ist assoziiert mit einem Verlust der
antioxidativen Wirkung. Dagegen wirkt sich eine einmalige Bolusgabe von 30
mg/kg 10 Minuten nach dem ereigneten Trauma positiv auf das Uberleben der
Neurone und Axone wahrend der folgenden 24 h aus. Aber jegliche
Behandlung mit MP, die 30 Minuten oder spater posttraumatisch begann, zeigte
keinen signifikanten Effekt im Vergleich zur Kontrollgruppe (Yoon et al 1999).
Nach experimenteller Datenlage kann davon ausgegangen werden, dass
Glukokortikoide, die spater als 30 Minuten nach dem Trauma appliziert werden,

101



Diskussion

eine geringe bis klinisch nicht erfassbare Wirkung entfalten. Des Weiteren sind
die publizierten Daten zu den toxischen Nebenwirkungen valider als diejenigen
zu klinisch positiven Wirkungen. Steroide sind keine ,magic bullets* (Hadley
2002). Es liegen nur Steroidstudien ohne Beleg wirklich erzielter Konzentration
im Zielgewebe vor und stellen sich damit als schwer interpretierbar dar. Eine
solche Datenlage ware bei Antibiotika und Kardiaka unvorstellbar. Somit kann
die Indikation von Steroiden bei Behandlung von intrakraniellen und spinalen
Traumata nicht mehr als Behandlungsoption angesehen werden (Moskopp
1992, Moskopp 2004).

Eine Studie aus dem Jahre 2006 der Universitat Parma untersuchte eine
Kohorte von 12 Patienten ohne existierende Kontrollgruppe, die sofort nach
dem Trauma die Megasteroiddosis erhielt, sowie jeden sechsten Monat fur die
nachsten 5 Jahre. Alle Patienten zeigten im Laufe von 5 Jahren nach ihrem
Trauma einen stabilen Visus. Es liel3 sich kein signifikanter Unterschied
zwischen dem posttraumatischen Visus und dem nach 5jahrigen Kontrollen
ersehen (Carta 2006).

Eigene Untersuchungsergebnisse

Bei der Gegenuberstellung der Gesamtneuronzahl der MP-Gruppe zu der NaCl-
Gruppe zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied in Bezug auf die
verbliebene Gesamtneuronzahl (p=0.44). Diese Aussage wird noch zusatzlich
bei Betrachtung der vorliegenden Daten der NaCl-Gruppe untermauert. Es lasst
sich eine um 3% starkere Reduktion der retinalen Gesamtneuronzahl ersehen,
welche jedoch klinisch und statistisch sich in einer nicht relevanten
GrolRenordnung befindet. Aber speziell im zentralen GF der MP-Gruppe lasst
sich ein signifikanter Unterschied in Hinsicht auf die Neuronzahl ableiten
(p=0.0002). Darunter ist zu verstehen, dass die MP-Gruppe im zentralen
Gesichtsfeld einem geringeren Neuronenuntergang unterlag. Somit tberleben
10% mehr Neurone im zentralen GF der MP-Gruppe das Trauma. Im
intermediaren GF der MP-Gruppe ergibt sich eine 3%ige Reduzierung der
Neurone, welche jedoch keine statistisch signifikante Reduktion des
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Neuronenuntergangs (p=0.84) darstellt (s. Tab.9). Im peripheren Gesichtsfeld
liegt kein signifikanter Unterschied beider Gruppen vor.

Beide Gruppen weisen im Rahmen der hier angewandten Substanzen keinen
therapeutischen Effekt auf (p=0.44), d.h. weder Methylprednisolon noch NacCl
bieten eine Stabilisierung oder Schutz der Neuronzahl des rechten
traumatisierten N. opticus im Gegensatz zu dem linken nicht-traumatisierten
Sehnerven. Aus dieser Datenlage lasst sich in diesem Versuchsaufbau mit der
gewahlten Dosierung nur im zentralen Gesichtfeld fur MP in Hinsicht auf die
Neuronzahl ein signifikanter Unterschied ableiten (p=0.002).

Dies wurde schon in anderen Vero6ffentlichungen gezeigt, die sogar eine eher
schadigende Tendenz des MP vermuten liel3en (Hadley 2002, Steinsapir und
Goldberg 2002, Rabchevsky 2002). In dieser Arbeit wird es nochmals anhand
der absoluten mittleren Neuronzahlen aus der Tabelle 9 (3.2.2) hinreichend

demonstriert.

Bei der Grol3enanalyse der retinalen Ganglienzellen Iasst sich feststellen, dass
die MP-Gruppe im Vergleich zur NaCl-Gruppe in allen Gesichtsfeldern
signifikant kleinere Ganglienzellen vorweist (p< 0.001). Die R/L-Quotienten der
beiden Versuchsgruppen verdeutlichen dies weiter (s. Tab.11l). Die NaCl-
Gruppe zeigt bessere Auswertungsergebnisse als die MP-Gruppe.
Entsprechend der Neuronzahl zeigt sich auch hier, dass die Kontrollgruppe das
Sehnervtrauma und die darauf folgende Therapie in Bezug auf die verbliebene
Flache der retinalen Ganglienzellen deutlich besser Uberstanden hat. In
Prozentzahlen dargestellt, zeigt sich in der Gegenuberstellung der
Gesamtneuronflachen eine um 5% starkere Minderung in der MP-Gruppe.
Parallel zur Gesamtneuronflache findet sich im zentralen GF der MP-Gruppe
eine Minderung der Neuronflache um 6%, im intermediaren um 8% und im
peripheren GF der MP-Gruppe um 2%. Folglich schneidet die NaCl-Gruppe in
allen GF deutlich besser ab und liefert groRere Neurone. Diese Datenlage
deutet nicht auf eine statistisch greifbare Stabilisierung der retinalen

Ganglienzellflache durch Methylprednisolon im Vergleich mit NaCl hin.
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Flunarizin

Aufgrund seiner vasodilatierenden Wirkung wird Flunarizin (FLU) bei Migrane,
Schwindel, Durchblutungsstérungen, Epilepsie und in der Neurotrauma-
forschung eingesetzt (Cupini 2003, Berger 1998, Belforte 2001). Dieses
lipophile Diphenylpiperazin, welches zudem auch eine antihistaminische
Wirkung aufweist, besitzt seinen Angriffspunkt auf zellularer Ebene als
Hemmstoff der langsamen, spannungsabhangigen Calcium-Kanale (Pauwels
1990, Belforte 2001). Die posttraumatische Ischamie und der neuronale
Zelluntergang stehen in unmittelbaren Zusammenhang mit der Calcium-
ionenverschiebung, die sich sofort nach dem ZNS-Trauma ereignet. Folglich
werden mit dem Einsatz von Flunarizin Erwartungen in eine priméare
neuroprotektive Wirkung und eine sekundare Neuroprotektion durch
Verminderung der Ischamie gesetzt. Bei in vitro Versuchsdurchfiihrungen
zeigten schon 1990 Rich und Hollowell, dass eine Flunarizindosis von 20 bis 40
MM notwendig ist, um embryonale sensible und sympathische Neurone nach
Entzug von NGF vor der Zelldegeneration zu bewahren. Die benotigte
Dosierung, um spannungsabhéngige Ca?*-Kanale zu blockieren, liegt bei 3 bis
10 pM. Dies fuhrte dazu, einen intrazellularen Effekt von Flunarizin an-
zunehmen (Rich und Hollowell 1990). In der internationalen Literatur trifft man
auf die Veroffentlichung von Eschweiler und Bahr aus dem Jahre 1993, die als
eine der wenigen sich mit dem Effekt von Flunarizin auf die RGC nach Trauma
des Sehnerven beschaftigt haben. Die Flunarizingabe von 5 mg/kg KG erfolgte
30 min nach der Operation, danach erhielten die Versuchstiere alle 24 Stunden
Uber einen Zeitraum von 14 Tagen eine subkutane Injektion der Substanz.
Obwohl es sich in dieser Versuchsanordnung um eine Axotomie am Sehnerven
handelt, wurde in der Versuchsgruppe nach Gabe der Substanz in einer
geringeren Dosierung als in dieser vorliegenden Arbeit eine im Durchschnitt
14% hohere RGC-Zahl ausgezahlt (Eschweiler und Bahr 1993).

Aber es stellen sich zu den erwinschten Wirkungen des FLU auch

Nebenwirkungen in Form von Aggravation des pathologischen Patienten-
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zustandes sowie, insbesondere bei alteren Patienten, extrapyramidale
Storungen bei chronischer Behandlung (Belforte 2001). Somit zeigt sich eine
Diskrepanz zwischen den experimentellen Studien und den klinischen
Ergebnissen in der Dosierung des Medikamentes, dem Zeitpunkt der Gabe und
der Behandlungsdauer (Zapater 1997).

Eigene Untersuchungsergebnisse

In dieser hier vorgestellten Versuchsanordnung wurde Flunarizin in einer
Dosierung von 25 mg/kg/KG subkutan appliziert und die histomorphometrisch
erhaltenen Ergebnisse mit einer Kontrollgruppe verglichen. Durch die Lipophilie
des Flunarizins ist eine ausreichende Resorption und Konzentration im ZNS zu
erwarten. Es wird vermutet, dass die Art der L&sion ein entscheidender
Parameter fir die Ausdehnung und die Detektierbarkeit der Neuroprotektion
darstellt. In der bisher veroffentlichten Literatur wurde Flunarizin fast aus-
schliesslich bei finalen Nerventraumata wie z.B. der Axotomie des Sehnerven
angewendet. Es liegt nahe, dass in der vorliegenden Arbeit das Sehnervtrauma
zu gering gehalten wurde, so dass ein statistisch signifikanter Nachweis des
neuroprotektiven Flunarizineffekts nicht erbracht werden konnte.

Bei Gegenuberstellung der absoluten Neuronzahl der rechten traumatisierten
Netzhaute der FLU-Gruppe und der Cyclodextrin-Gruppe sind signifikant
weniger absolute Neuronzahlen in der FLU-Gruppe zu finden (p=0.05). Nur im
zentralen GF erzielt die FLU-Gruppe eine hohere Neuronzahl. Im intermediaren
und peripheren GF schneidet die Cyclodextrin-Gruppe deutlich besser ab als
die zu prufende Substanz Flunarizin. Dies kann anhand der Tabelle 13 (3.2.3)
nachvollzogen werden.

Im intermediaren GF der FLU-Gruppe macht sich eine Neuronzahlreduzierung
von 3% und im peripheren GF von 5% bemerkbar. Hingegen zeigt sich im
zentralen GF der FLU-Gruppe eine um 2% geringere Neuronzahlreduzierung
als in der Cyclodextrin-Gruppe. Bei der Gegenuberstellung der
Gesamtneuronzahl beider Gruppen liefert die FLU-Gruppe eine 2%ig hoher
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verlaufende Reduzierung als die Cyclodextrin-Gruppe. Dennoch stellt dieses
statistisch erbrachte Ergebnis in dieser minimalen Grof3enordnung keine

klinisch relevante Veranderung in Form einer Verbesserung dar.

Die histomorphometrische Analyse der Neuronflache erbrachte fur Flunarizin
kleinere Neuronflachen in allen ausgewerteten Gesichtsfeldern. Der RI/L-
Quotientenvergleich beider Versuchsgruppen ergab zusatzlich eine signifikante
Neuronflachenminderung fir Flunarizin.

In Prozentzahlen ausgedriickt sieht man in allen GF der FLU-Gruppe eine
6%ige Reduzierung der Neuronflache als innerhalb der Cyclodextrin-Gruppe.
Auch hier kann keine klinische Relevanz der Ergebnisse in dieser geringflgigen
GrolRenordnung belegt werden.

MP und FLU

Zusatzlich lasst sich anhand der prozentualen Gegenuberstellung von FLU und
MP in Bezug auf die Neuronzahl sagen, dass die FLU-Gruppe in der
Gesamtneuronzahl eine um 13%, im zentralen GF eine um 18%, im
intermediaren und peripheren GF eine um 9% hohere Reduzierung der
Neuronzahl erlitten hat. Anhand dieser histomorphometrisch erhobenen
Datenlage lasst sich im direkten Vergleich beider Substanzen feststellen, dass
MP gegenwartig eine starkere positive Wirkung auf die untersuchte Zielgrofie
ausubt als FLU. Allerdings besitzt das statistisch ausgewertete Ergebnis keine
klinische Relevanz.

Zudem stellte sich bei der Gesamtflachengegenuberstellung von FLU und MP
heraus, dass bei FLU eine um 2% starkere Reduzierung stattfand. Im zentralen
GF von FLU leitet sich eine deutliche Reduzierung um 10% ab. Im
intermediaren GF liegen keine Unterschiede vor. Jedoch liefert FLU im
peripheren GF eine um 3% schwéachere Neuronflachenreduzierung. Somit zeigt
das MP in seiner Megadosierung zumindest durchgehend einen positiven Effekt
hinsichtlich der retinalen Ganglienzellzahl. Allerdings trifft das nicht
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ausnahmslos auf die retinale Ganglienzellfliche zu, was durch die
dazugehorige Datenlage untermauert werden kann. Hier hebt sich einzig das
zentrale GF der MP-Gruppe mit einer Stabilisierung gegentber der FLU-Gruppe
hervor.

Zukunftig sind weitere detaillierte Untersuchungen in Anbetracht der Dosierung
und des Wirkspektrums zu empfehlen, welche die gezielte Auswirkung dieser

Substanzen in abgewandelten Versuchsanordnungen erforscht.

4.4 Neue Behandlungsanséatze der TON

Da ZNS-Neuronen in der spaten Embryonalphase und in der postnatalen
Entwicklung ihre Fahigkeit, zur Axonregeneration, verlieren und der Apoptose
unterliegen, sind neuroprotektive Substanzen standig in der wissenschatftlichen
Diskussion prasent (James 1933), (Yin 2003). Es existiert eine Reihe von
neuroprotektiven Substanzen, die das neuronale Uberleben der Ganglienzellen
und somit auch die Funktion des visuellen Systems beginstigen. Heiduschka
und Thanos konnten zeigen, dass eine intravitreale Injektion dieser ver-

schiedenen Substanzen

e Aurintricarboxylsaure,
e Kortisol,
e einem Caspase Inhibitor und

e Brimonidin

eine Regeneration der Axone induzierte (Heiduschka und Thanos 2004).

Dem Einsatz von Erythropoietin (EPO), das als glia- und neuroprotektive
Substanz Verwendung findet, werden neuroprotektive Eigenschaften zuge-
schrieben, die unter anderem durch die Ausschaltung der antiapoptotischen
Janus-Kinase-2-Kaskade zustande kommen. Zudem wird die gestorte Auto-
regulation des Gefasstonus reguliert und die Induktion der Nitritoxid-Synthase
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vermindert. Doch liefert EPO eine Beeintrachtigung in Bezug auf die Rheologie,
die sich in einem erhdhten Hamatokrit und einer gesteigerten Thrombozyten-
aggregation zeigt. Durch die enzymatisch katalysierte Desialisation von EPO
entsteht Asialioerythropoetin (AsialoEPO), das ohne rheologische Neben-
wirkungen dieselben protektiven Eigenschaften zeigt (Schwab 2004). Der
Macrophage-derived factor, der normalerweise von Makrophagen nach einem
Trauma ausgeschittet wird, wurde in der Versuchsanordnung von Yin durch
eine intravitreale Injektion von Zymosan induziert und stimuliert die Axone des

N. opticus zur Regeneration (Yin 2003).

Eine weitere Methode zur Axonaussprossung liefert die Blockierung des
NOGO-Rezeptors. Es handelt sich um im Myelin befindliche Inhibitoren. Das
NOGO-A, das Myelin assoziierte Glykoprotein und das Oligodendrozyten-
Myelin-Glykoprotein werden beschrieben und all diese binden an denselben
NOGO-Rezeptor. Um eine antagonistische Wirkung zu erzielen wird die
Bindung all dieser Myelininhibitoren blockiert und es resultiert eine effektive
axonale Aussprossung (GrandPre 2002, Fischer 2004). Einige Autoren
verfolgen das Prinzip der therapeutischen Vaccination in Form einer passiven
Immunisierung. Dabei werden Anti-NOGO-Antikorper-produzierende Hybridom-
zellen transplantiert. Dies fuhrt zu einer Antikorperbildung gegen die
aufgefiihrten Inhibitoren des Myelins und der Narbe des Rickenmarks. Somit
konnte ein Aussprossen der Axone von bis zu 11 mm distal der Lasionsstelle
verbucht werden (Schnell und Schwab 1990).

Klocker et al. forschten auf dem Gebiet der Wachstumsfaktoren und zeigten,
dass der brain-derived growth factor (BDNF) das axonale Wachstum zum einen
und zum anderen das neuronale Uberleben fordert (Klocker 1998, Kldcker
2000, Kido 2000). Neuroprotektive Wirkung wird auch dem (-) Delta 9-
Tetrahydrocannabinol zugeschrieben, indem es durch die Formation des
Peroxynitrit, welches nach dem exzessiven Glutamatanstieg entsteht, die
Apoptose der Neurone in der Retina steuert (EI-Remessy 2003). Ein Nachteil

dieser Therapieoptionen war zum einen die intravitreale Applikationsart, zum

108



Diskussion

anderen war die Fallzahl zu gering, um einen therapeutischen Benefit fur die
Behandlung der traumatischen Optikusneuropathie signifikant nachweisen zu
kbnnen. Zusétzlich handelt es sich teilweise um experimentell nicht etablierte
Substanzen, die klinisch nicht zugelassen sind.
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5 Zusammenfassung

Die indirekte traumatische Optikusneuropathie ist ein akut visusbedrohendes
Krankheitsbild, dessen Therapie einer engen interdisziplindren Zusammenarbeit
bedarf. Die Herausforderung in der Therapie der traumatischen Optikus-
neuropathie ist die Neuroprotektion der retinalen Ganglienzellen mit Einschluss
der Aufdeckung der pathophysiologischen Schadigungsmechanismen. Als
Neuroprotektion wird die Behandlung bezeichnet, die das Uberleben der
Neuronen anstrebt. Die Neuroprotektion ist ein sinnreicher Behandlungsansatz,
wenn der genaue Pathomechanismus einer Erkrankung noch nicht aufgeklart
ist, aber ein definiertes Ergebnis - eine geschadigte oder abgestorbene retinale
Ganglienzelle - resultiert. Der Funktionserhalt von Neuronen ist von ausge-
sprochener wissenschaftlicher Wichtigkeit, da es sich bei diesen um
postmitotische Zellen, welche nach der Geburt keine weitere Zellteilung
durchlaufen, handelt.

Das experimentelle Tiermodell sollte ein standardisiertes, leicht reproduzier-
bares und kontrolliertes Verfahren zum Kompressionstrauma am N. opticus
darstellen. Der apoptotische retinale Ganglienzelluntergang und die damit
analog einhergehende tendenzielle Schrumpfung tberlebender Neurone treten
als Konsequenzen des Kompressionstraumas auf. Die TON ist eine seltene
Erkrankung und zudem ist die Diagnosestellung aufgrund ungunstiger
Untersuchungsbedingungen nicht immer einfach; sie sollte jedoch in 5 % aller
Mittelgesichts- und Frontobasisfrakturen erwogen werden. Die Kennzeichen der
TON sind die sofortige oder auch zeitlich retardierte Visusminderung, wobei das
betroffene Auge in bis zu 50% der aufgetretenen Félle erblindet. Da dem
primaren Trauma sekundére Schadigungsmechanismen, die mit einem
weiteren Neuronenuntergang verbunden sind, nachfolgen, kann hier mittels

therapeutischen Einschreitens eine Reduzierung derselbigen erreicht werden.

Es existieren bis heute noch keine Richtlinien fir das therapeutische Verhalten
bei einer TON beim Menschen, die Uber den Rahmen von Empfehlungen
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hinausgehen. Die pathophysiologischen Mechanismen, die zur TON fuhren,
sind noch nicht ganz aufgeklart. In der Literatur sind sowohl die hochdosierte
Steroidtherapie, als auch die chirurgisch durchgefiihrte Dekompression des
knéchernen Sehkanals und die Kombination beider Therapiearme in der
Indikation kontrovers diskutiert. Basierend auf Erfahrungen bei Riuckenmarks-
verletzungen wird eine Megadosis-Steroidtherapie beflurwortet, um eine
Reduktion der sekundaren Schadigungsmechanismen zu erreichen. Der Wert
einer zuséatzlichen operativen Dekompression wurde zwar in mehreren Studien
bestatigt, dies geht aber noch nicht Uber den Rahmen einer Empfehlung hinaus.
Undeutlich ist neben der Wahl der Therapieart auch der Zeitfaktor, d.h. bis zu
welchem Zeitpunkt nach dem Funktionsverlust eine chirurgische oder
konservativ-medikamentdse Therapie im Hinblick auf eine therapeutische
Wirkung noch von Nutzen ist.

Ziel dieser Arbeit war anhand des experimentellen Tiermodells die
therapeutisch-neuroprotektive Potenz von Methylprednisolon und Flunarizin bei
der traumatischen Optikusneuropathie zu evaluieren. Dieses Tiermodell ist die
Reflektion des Pathomechanismus der traumatischen Optikusneuropathie und
ermoglicht beispielhaft die klinische Relevanz der verschiedenen Therapie-
anséatze zu erprifen. An 40 Ratten wurde mittels Kompressionstrauma, das am
intraorbitalen Anteil des Sehnerven mit Hilfe eines 5 g schweren Stempels Uber
6 min durchgefiihrt wurde, eine TON hervorgerufen. Eine valide Aussage uber
die retinalen Ganglienzellen konnte durch eine Kresylviolett-Farbung erzielt

werden.

Methylprednisolon wurde in seiner Megadosierung (285 mg/kg/KG/48h) der
Therapiegruppe i.v. verabreicht. In der Gesamtstatistik der Neuronzahl liefert
Methylprednisolon eine 3%ig niedrigere Neuronzahlreduktion als NaCl, was
besagt, dass Methylprednisolon hinsichtlich des zu priufenden Merkmals
.,Neuronzahl* in dieser Versuchanordnung besser abschneidet. Jedoch weist
die Gesamtstatistik der Neuronflache im Vergleich eine 5%ige Reduzierung der
Neuronflache auf.
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Der Calciumantagonist Flunarizin wurde in der Gesamtdosierung von 750 mg in
Bezug auf seine neuroprotektive Wirkung auf die Netzhaut Uberprift.

In der Gesamitstatistik der Neuronzahl verbucht Flunarizin eine Reduzierung um
2%, wahrend die Neuronflache einen Verlust von 5% belegen l&sst.

Vergleicht man Methylprednisolon und Flunarizin direkt miteinander, sieht man,
dass Flunarizin sowohl bei der Neuronzahl (13%), als auch bei der
Neuronflache (2%) statistisch eine héher gradige Reduzierung verbucht. Vom
klinischen Standpunkt aus betrachtet, sind diese Ergebnisse jedoch in dieser
GrofRenordnung nicht relevant.

Zusammenfassend muss festgestellt werden, dass diese vorgestellten
Therapieansatze zukunftig in weiteren Versuchsanordnungen erforscht werden

sollten.
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Praktisches Jahr

Katharienenhospital Stuttgart
HNO
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Lebenslauf

19.06.2006-08.10.2006 Praktisches Jahr
Katharienenhospital Stuttgart

Innere Medizin

09.10.2006-31.12.2006 Praktisches Jahr
Ospedale Regionale di Lugano Sede
Civico
Chirurgie

06.11.2007 Zweite Arztliche Priifung und

Approbation als Arztin

15.02.2008-31.03.2009 Tatigkeit als Assistenzarztin in der
Allgemein-, Viszeral- und
Unfallchirurgie im Karl-Olga-
Krankenhaus Stuttgart
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