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Hintergrund: Die Entwicklung von Nervenrekonstruktionsverfahren als
Alternative zum bisherigen Standardverfahren der autologen Nervenre-
konstruktion steht derzeit im Mittelpunkt der klinischen Forschung zur
Nervenregeneration. Trotz der neuroregenerativen Wirkung des Immun-
suppressivums FK 506 konnen die bisher erfolgreich eingesetzten hohen
Dosierungen aufgrund der Nebenwirkungen nicht den klinischen Einsatz
rechtfertigen. Ziel dieser tierexperimentellen Studie war es daher, die
neurotrophe Wirksamkeit von FK 506 bei einer allogenen Nerventrans-
plantation (Allograft) mit einer mdglichst geringen Dosierung von FK
506 mit dem Standardverfahren zu vergleichen, um deren Wertigkeit hin-
sichtlich einer Nervenregeneration einschitzen zu konnen.

Material und Methode: Bei zwei Rattenstimmen (LEW und DA) er-
folgte nach Entnahme eines 1,5 cm langen Segmentes des N. ischiadicus
die Nervenrekonstruktion mittels Nerventransplantaten. Die Nervenre-
konstruktion beinhaltete die Nerventransplantation zwischen Tieren eines
Stammes (Isograft, n=8) und zwischen beiden Stimmen unter FK 506-
Applikation (Allograft plus FK 506 (0,1 mg/KG), n=8). Zur Beurteilung
einer funktionellen Nervenregeneration wurden nach 4, 8, 12 und 16 Wo-
chen Walking Track-Analysen mit Bestimmung des Sciatic Functional
Index (SFI) und des Ankle Stance Angle (ASA) durchgefiihrt. Die histo-
morphometrische Auswertung der transversalen Nervenschnitte der ex-
perimentellen Seite und entsprechende Nervenschnitte der nicht-operier-
ten Seite erfolgten nach 16 Wochen als Myelinisierungsgrad. Die erhobe-
nen Daten von unbehandelten Tieren (n=8) dienten als Referenz.
Ergebnisse: In allen Tierversuchsgruppen kam es histomorphologisch zu
einer Nervenregeneration. Die beste histomorphologische und funktio-
nelle Nervenregeneration stellte sich in den Tierversuchsgruppen Allo-
graft plus FK 506 (0,1 mg/KG) ein. In dieser Versuchsgruppe zeigten die
histomorphologischen Parameter und beide funktionellen Parameter eine
signifikant bessere Nervenregeneration als in der Isograft-Gruppe. Histo-
morphologisch fanden sich nur in der Gruppe Allograft plus FK 506 (0,1
mg/KG) keine signifikanten Unterschiede zu unbehandelten Tieren.
Schlussfolgerung: Bei der minimaltherapeutischen Dosierung von FK
506 zeigt sich ein deutlicher neuroregenerativer Effekt auf Allograft-
Nerventransplantate. Dadurch besteht im Hinblick auf einen klinischen
Einsatz die Moglichkeit, unter dieser Dosierung die Nebenwirkungen ge-
ring zu halten bei einer hohen Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen
Nervenregeneration.

Schliisselworter:
FK 506, Nerventransplantation, Nervenrekonstruktion, Isograft, Allo-
graft
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Bimodal Activity of FK 506 (Tacrolimus): Low Dose FK 506-
Application (0,1 mg/KG) with High Neurotrophic Effectiveness on
Allogenous Nerve Transplants in Rats

Aim/Background: The development of nerve reconstruction procedures
as an alternative to the present standard procedure of an autologous
nerve transplantation is nowadays the focus of interest in clinical re-
search of nerval regeneration. Despite of the neuro-regenerative effect of
the immunosuppressive drug FK 500, the high doses used successfully up
to now cannot justify the clinical application for nerval regeneration with
regard to the side effects. Hence, the aim of this animal experimental stu-
dy was to compare the neurotrophic effectiveness of a low dose FK 506
treatment on allogenous nerve transplants (allograft) with outcomes of
autologous nerve transplants (isograft) to be able to estimate the valen-
¢y concerning nerval regeneration.

Material/Methods: The left sciatic nerve of rats of two strains (LEW and
DA) was harvested at a distance of 1,5 cm. Nerve reconstruction consis-
ted of nerve transplants between rats of the same strain (Isograft n=38)
and between both strains (Allograft n=38) with FK 506- application (0,1
mg/KG). 8 rats underwent no operation and were served as an untreated
control group. For the appraisal of a functional nerval regeneration ana-
lyses, the Sciatic Functional Index (SFI) and the Ankle Stance Angle
(ASA) were carried out after 4, 8, 12 and 16 weeks post operationem. The
histomorphometric evaluation consisted of the density of Myeln Basic
Proteine (MBP) in immunohistochemically stained transversal semi- thin
sections of the nerves of the experimental sides and of the non-operated
sides after 16 weeks. Data of untreated animals served as references.
Results: In all experimental groups nerval regeneration occurred. Supe-
rior histomorphometric and functional outcomes were seen in the group
Allograft plus FK 506 (0.1 mg / kg). In this group the histomorphometric
parameter and both functional parameters showed a significantly better
nerve regeneration than in the Isograft group. Only in the group Allograft
plus FK 506 (0.1 mg / kg) no significant differences to untreated animals
were found histomorphometrically.

Conclusion: With low dose of FK 506 a clear neuro-regenerative effect
on Allograft nerve grafts appeared. Thereby it it possible to keep the si-
de effects low with a high effectiveness of nerval regeneration with regard
to a clinical application.

Key words:
FK 5006, nerve transplantation, nerve reconstruction, isograft, allograft

Einleitung

Schwere Verletzungen peripherer Ner-
ven erfordern eine moglichst rasche
chirurgische Kontinuitdtswiederherstel-
lung. Bei Verlust von Nervengewebe
oder bei ausgedehnten Weichgewebs-
mazerationen wird eine Defektiiberbrii-
ckung zwischen Nervenstiimpfen not-
wendig. Das Standardverfahren hierzu

stellt derzeit die autologe (Isograft-)
Nerventransplantation dar, bei dem ein
Nerveninterponat von anderen Korper-
regionen des Patienten gewonnen wird
und zur Kontinuitdtswiederherstellung
an den entsprechenden Nervenstiimp-
fen adaptiert wird. Die Erfolge dieser
Verfahrenstechnik sind allerdings er-
niichternd und mit den Nachteilen ver-
bunden, dass einerseits ein gesunder

J. Rustemeyer et al.: Bivalentes Wirkungsspektrum von FK 506 (Tacrolimus)

Nerv des Patienten geopfert werden
muss und andererseits Komplikationen
an der Hebestelle entstehen konnen.
Des Weiteren bestehen hdufig Unter-
schiede im Durchmesser und in der Be-
schaffenheit zwischen Nerventrans-
plantaten und den zu rekonstruierenden
Nerven, welche zu Misserfolgen fiihren
konnen (1, 2). Wegen dieser Nachteile
und aufgrund der Tatsache, dass das
Angebot an geeigneten Isografts be-
grenzt ist, erscheinen allogene Trans-
plantate (Allograft) eine viel verspre-
chende Alternative darzustellen. Aller-
dings wiirde dieses Verfahren eine im-
munsuppressive Therapie erfordern, um
AbstoBungsreaktionen kontrollieren zu
konnen. In diesem Zusammenhang er-
scheint es durchaus fragwiirdig, ob eine
lang andauernde und hochdosierte im-
munsuppressive Therapie bei einer
nicht vitalen Indikation, wie sie bei der
Rekonstruktion peripherer Nerven vor-
liegt, aufgrund der zu erwartenden Ne-
benwirkungen indiziert und ethisch zu
vertreten ist (3, 4).

Dennoch ist sowohl fiir die Grundla-
genforschung zur peripheren Nervenre-
generation als auch fiir klinische Studi-
en FK 506 (Tacrolimus) von groflem In-
teresse (5, 6, 7, 8). Das bivalente Wir-
kungsspektrum, einerseits Immunsup-
pression und andererseits Neuroregene-
ration, fiihrt in tierexperimentellen Stu-
dien und in klinischen Einzelfalldarstel-
lungen zu einer besseren und schnelle-
ren Nervenregeneration von allogenen
Nerventransplantaten im Vergleich zu
autologen Transplantaten (9, 10). Aller-
dings wurden in diesen Studien hohe
Dosierungen von FK 506 bis zu 10
mg/KG/d zur Erzielung eines neuorege-
nerativen Effektes eingesetzt, welche
fiir einen breiten klinischen Einsatz
nicht geeignet erscheinen (11, 12). Ziel
dieser tierexperimentellen Arbeit war es
daher, die neurotrophe Wirksamkeit ei-
ner deutlich niedrigeren ,,Low-Dose®
Dosierung (0,1 mg/KG/d) von FK 506
nach einer allogenen Nerventransplan-
tation (Allograft) zu untersuchen und
mit den Regenerationserfolgen von au-
tologen Transplantaten (Isograft) zu
vergleichen.

Material und Methode

Versuchstiere

Fiir den tierexperimentellen Teil dieser
Studie wurden insgesamt 24 adulte



J. Rustemeyer et al.: Bivalentes Wirkungsspektrum von FK 506 (Tacrolimus)

ménnliche Ratten (Lewis (LEW/
HanHsd) (n = 12) und Sprague Dawley
(DA/OlaHsd) (n = 12)) im Alter von 12
Wochen und mit einem durchschnittli-
chen Gewicht von 140 g verwendet.
Die Auswahl der Tierstimme erfolgte
hinsichtlich einer méglichen klinischen
Anwendung einer Allograft-Nerven-
transplantation. Deshalb wurden zwei
Rattenstimme gewéhlt, welche hin-
sichtlich des dem humanen MHC ana-
logen RT1- Komplexes identisch waren
und lediglich eine mdgliche Variabilitét
in einem von vier Haplotypen des RT1-
Komplexes (RT1. C) aufwiesen (13).
Nach Nierentransplantationen zwischen
diesen beiden Staimmen wird iiber eine
Uberlebenszeit der transplantierten
Nieren von mehr als 100 Tagen ohne
Immunsuppression berichtet, wihrend
Hauttransplantate in diesem Zeitraum
eine massive AbstoBungsreaktion auf-
weisen sollen (14).

Die Tierversuche wurden von der
Ethikkomission des Landes Bremen ge-
nehmigt. Die Haltung der Tiere erfolgte
unter Standardbedingungen in einem
klimatisierten Raum mit konstanter
Raumtemperatur (21°C), konstanter
Luftfeuchtigkeit von 50 bis 60 Prozent
und einem 12-Stunden-Tag-Nacht-
Rhythmus. Wasser und Futter waren
frei zugénglich und standen ad libitum
zur Verfiigung. Die Ratten wurden pré-
operativ getrennt nach Stimmen in gro-
en Nagerkifigen, postoperativ fiir sie-
ben Tage paarweise in Standard-Makro-
lon-Kéfigen der GroBe IV mit einer an-
gereicherten Umwelt gehalten.

Tierversuchsgruppen und Operationen

Die Versuchstiere wurden fiir den expe-
rimentellen Teil zufdllig drei gleich
starken Gruppen zugeordnet. Gruppe |
(LEW n=4, DA n=4) erhielt keine Ner-
ventransplantate und diente als unbe-
handelte (normale) Kontrollgruppe. Bei
allen weiteren Versuchstieren wurden
unter tiefer Narkose (Chloralhydrat in-
traperitoneal, 42 mg/100g) Nerven-
transplantationen durchgefiihrt. Unter
aseptischen Bedingungen wurde bei
diesen Tieren (Gruppe II und III) nach
Splitting des M. glutaeus maximus der
linke N. ischiadicus freiprapariert. An-
schlieBend wurde der Nerv auf einer
Lénge von 15 mm, 3mm proximal sei-
ner Trifurkation, entnommen. In der
Tierversuchsgruppe II (LEW n=4, DA
n=4) erfolgte die Nervenrekonstruktion

durch ein entsprechendes Nerventrans-
plantat von einem Tier desselben Stam-
mes (Isograft), in Gruppe III (LEW
n=4, DA n=4) durch ein Nerventrans-
plantat von einem Tier des jeweilig an-
deren Stammes (Allograft). Die geho-
benen Nervensegmente wurden zwi-
schen den proximalen und distalen
Stiimpfen des Empfangertieres platziert
unter Beachtung der faszikuldren und
longitudinalen Orientierung. Die Nerv-
anastomosen erfolgten mittels zwei
oder drei 9-0 resorbierbaren perineura-
len Néhten. Muskel- und Hautschichten
wurden mit 3-0 resorbierbaren Einzel-
knopfndhten versorgt. Die kontralatera-
le Extremitét blieb unbehandelt und
diente als intraindividuelle Kontrolle
(nicht operierte (Kontroll-) Seite). Tiere
der Versuchsgruppe III (Allograft) er-
hielten téglich eine intramuskuldre Ap-
plikation von FK 506 (0,1 mg/KG/d,
Astellas GmbH, Miinchen, Deutsch-
land). Vor jeder Injektion wurden diese
Tiere gewogen, um entsprechende Do-
sisanpassungen durchzufiihren.

Messung der funktionellen
Nervenregeneration

Die Bewertung einer funktionalen Ner-
venregeneration wurde mit Hilfe von
“Walking Track“-Aufzeichnungen mit
Vermessung des ,,Ankle Stance Angle®
(ASA, 15) und mit Berechnung des
,Sciatic Functional Index* (SFI, 16)
durchgefiihrt. Nach 4, 8, 12 und 16 Wo-
chen post operationem wurden beide
funktionellen Parameter von zwei unab-
hidngigen Untersuchern doppel-blind
erhoben. Die interindividuelle Korrela-
tion der Untersucher betrug fiir den
ASA 0,91 und fiir den SFI 0,94 als Zei-
chen einer hohen Reliabilitit der Ver-
fahren.

Um den SFI zu bestimmen, wurde ein
offener Korridor (150 x 8 cm) mit wei-
Bem Papier ausgelegt. Die Fullsohlen
der Hinterldufe der Versuchstiere wur-
den mit blauer Tinte bestrichen und die
Tiere animiert den Korridor entlang zu
laufen. Anhand der entstandenen Fuf3-
abdriicke konnte der SFI nach Ausmes-
sung der einzelnen Parametern nach der
Formel von De Medinaceli et al. (16)
berechnet werden:

ETOF —NTOF NPL-EPL ETS-NTS

SFI = + +
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Erlduterung:

NTOF: Normal distance To Opposite
Foot, ETOF: Experimental distance To
Opposite Foot (Schrittlinge auf der
nicht- (N) bzw. auf der operierten Seite
(E)), NPL: Normal Print Length, EPL:
Experimental Print Length (Linge des
Fufabdruckes auf der nicht- (N) bzw.
operierten Seite (E)), NTS: Normal Toe
Spread ETS: Experimental Toe Spread
(Abstand zwischen 1. und 5. Endpha-
lanx auf der nicht- (N) bzw. operierten
Seite (E)), NIT: Normal Intermediary
Toe spread, EIT: Experimental Interme-
diary Toe spread (Abstand zwischen 2.
und 4. Endphalanx auf der nicht- (N)
bzw. auf der operierten Seite (E)),
220/4: Empirisch ermittelter, konstan-
ter Faktor.

Ein SFI von 0 % deutet auf eine maxi-
male Nervenregeneration hin, ein SFI
von —100 % auf eine fehlende funktio-
nelle Regeneration.

In einer zweiten Versuchsanordnung er-
folgte die Bestimmung des ASA in der
»Midstance Phase” des Bewegungszy-
klus, in der Phase, in der das Versuchs-
tier gerade die kontralaterale Extremitét
aufsetzen will und eine maximale Be-
lastung der ipsilateralen Extremitét
durch das Korpergewicht vorliegt. Der
ASA- Winkel wird gebildet zwischen
einer Geraden vom Calcaneus zur Pa-
tella und einer Geraden vom Calcaneus
zum Metatarsalknochen IV. Zur Be-
stimmung des ASA wurde eine digitale
Video-Kamera in 1 Meter Abstand zum
Walking Track-Korridor positioniert.
Nach Aufzeichnung des gesamten Be-
wegungsablaufes des Tieres wurde ein
Bild, welches eine typische ,,Midstance
Phase zeigte, herausgeschnitten und
zur Berechnung des ASA verwendet
(Abb. 1).

Abb. 1: FEingezeichneter Ankle Stance
Angle (ASA) in der "Midstance Phase"
des Gangzyklus der Ratte

EIT — NIT 220
+ X —

| NTOF EPL

NTS

NIT 4
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Histomorphometrische Messungen

Nach 16 Wochen wurden die Versuchs-
tiere durch Applikation einer Letaldosis
von Chloralhydrat geopfert. Die Ner-
ventransplantate der operierten Seiten
wurden zusammen mit 3 mm angren-
zenden proximalen und distalen Seg-
menten entnommen. Mit den Nerven
der Kontrollextremitdten und von unbe-
handelten Tieren wurde entsprechend in
gleicher Weise verfahren.

Die entnommenen Nerven wurden in
Glutaraldehyd-Paraformalaldehyd (3%)
fixiert und in drei Teile geschnitten;
entsprechend proximal und distal des
Transplantates sowie median durch das
Transplantat. Nach Einbettung in
0.C.T.-Compounds und Herstellung
von Semi-Diinnschnitten (0,4 pm) wur-
den diese mit primdren polyklonalen
Antikorpern (Rabbit Anti-Myelin Basic
Protein; Chemicon International, Inc)
und sekunddren Antikdrpern inkubiert
(Goat-Anti-Rabbit (1:200), Vector Lab.
Inc). Nach Zugabe eines Avidin- Biotin-
Komplexes (ABC, Vector Lab. Inc.)
und von Diaminobenzidin (DAB)- Lo-
sung erfolgte die Reduktion des DAB
durch H,0,. Der entstehende dunkle
Fall-out erlaubte die spétere Quantifi-
zierung des basischen Myelinproteins
(MBP). Die Schnitte wurden anschlie-
Bend durch eine Alkoholserie dehy-
driert und eingedeckelt.

Mit Hilfe einer digitalen Kamera wur-
den die Schnitte unter dem Lichtmikro-
skop bei 400facher VergroBerung auf-
genommen und eingescannt. Fiir die
morphometrische Analyse des MBP
wurden 100 x 100 pm Masken zufillig
iiber die Schnittbilder gelegt und diese
mit einer digitalen morphometrischen
Analysesoftware verarbeitet (Matrox
Inspector). Im Schwarz/weil3-Bildmo-
dus konnte die Quantifizierung des
MBP als Anzahl der schwarzen Pixel
pro 100 x 100 um Maske erfolgen und
damit der Myelinisierungsgrad be-
stimmt werden.

Statistik

Zur statistischen Berechnung von signi-
fikanten Unterschieden wurde der
Mann-Whitney U-Test eingesetzt. Un-
terschiede oberhalb des 95%igen Ver-
trauensniveaus (p <0,05) wurden als
signifikant eingestuft. Korrelationsko-
effizienten wurden durch die Pearson-
Korrelation ermittelt bei Vorliegen ei-
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ner Normalverteilung im Kolmogoroff-
Smirnow-Test. Alle statistischen Be-
rechnungen wurden mit Hilfe des Pro-
gramms SPSS for Windows (Version
14.0) durchgefiihrt.

Ergebnisse

Signifikante Unterschiede zwischen
den unterschiedlichen Tierstimmen
(LEW und DA) pro Gruppe bestanden
nicht. Der durchschnittliche Anteil des
MBP pro Gesichtsfeldmaske (Myelini-
sierungsgrad) von unbehandelten Tie-
ren betrug 17,33 = 3,80 % ohne signifi-
kante Unterschiede zwischen den proxi-
malen, medianen und distalen Schnit-
ten. Der mittlere ASA unbehandelter
Tiere lag bei 45,02 + 2,23°, der SFI bei
-3,22 £ 9,95 %. Alle funktionellen und
morphometrischen Daten von operier-
ten Tieren wurden in Relation gesetzt
zu den Daten unbehandelter Tiere
(100%). Die proximalen, medianen und
distalen Nervenschnitte von der nicht-
operierten (Kontroll-) Seite der Tiere
der Gruppen II (Isograft) und III (Allo-
graft plus FK 506 (0,1 mg/KQG)) zeigten
ebenso wie die transversalen Nerven-
schnitte unbehandelter Tiere keine sig-
nifikanten Unterschiede zueinander in
den prozentualen Anteil des MBP pro
Gesichtsfeldmaske.

Morphometrische Ergebnisse

Alle Nerventransplantate waren bei He-
bung der Nerven am Ende der Studie in
continuitatem zu den proximalen und
distalen Nervenstiimpfen. Das Ergebnis
der Quantifizierung des Myelinisie-
rungsgrades variierte zwischen den un-
terschiedlichen Versuchsgruppen. Der
Myelinisierungsgrad in der Gruppe III
(Allograft plus FK 506 (0,1 mg/KG))
war in allen transversalen Nerven-
schnitten ((Kontroll)- Seite, proximal,
median und distal auf der operierten
Seite) signifikant hoher als in Gruppe 11
(Isograft, p <0,05, Abb. 2). Keine signi-
fikanten Unterschiede zeigten sich zwi-
schen den Schnitten der (Kontroll-)Sei-
te und den Schnitten der operierten Ex-
tremitdt in der Versuchsgruppe Allo-
graft plus FK 506 (0,1 mg/KG, Tab. 1)).
In der Isograft-Gruppe fand sich nur in
den proximalen Schnitten ein signifi-
kanter Unterschied (p <0,05) zu dem
Mpyelinisierungsgrad der (Kontroll-)
Seiten. Deutlich wurde der Erfolg der
Nervenregeneration in der Versuchs-
gruppe Allograft plus FK 506 (0,1
mg/KG) auch im Vergleich zu unbehan-
delten Tieren. Die Myelinisierungsgra-
de in den proximalen und distalen Ner-
venschnitten sowie der Myelinisie-
rungsgrad in den Schnitten der nicht
operierten (Kontroll-) Seiten ergaben
keinen signifikanten Unterschied zu
Nervenschnitten unbehandelter Tiere (p
> 0,05). Nur der Myelinisierungsgrad in

MBP 16 W post OP (n = 8)

120 -
100 -
80 -

60 - :|:
40 4 87,88

55,73 :|: 6

38,24

%

20 +

39,54 40,47

Ko Prox

Med Dist

Isograft M FK 506 0,1 mg/KG

Abb. 2: Myelinisierungsgrad der Nervenschnitte fiir die Tierversuchsgruppen Allo-
graft plus FK 506 (0,1 mg/KG) und Isograft. Der Myelinisierungsgrad unbehandel-
ter Tiere dient als Referenz (100 %). Ko: Nicht operierte (Kontroll-) Seite, Prox. Pro-
ximal des Nerventransplantates, Med: Median durch das Nerventransplantat, Dist:

Distal des Nerventransplantates.

* Signifikant zur Isograft-Gruppe fiir p < 0,05
7 Signifikant zur Isograft-Gruppe fiir p < 0,01
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Tab. 1: Signifikanzen in den Versuchsgruppen Allograft plus FK 506 (0,1 mg/KG)
und Isograft zwischen den transversalen Nervenschnitten der operierten Seiten
(Prox, Med, Dist) zu den nicht operierten (Kontroll-) Seiten (Ko) und zu unbehandel-

ten Tieren
Signifikanz vs (Kontoll-) Signifikanz vs unbehandelten
Seiten (Ko) Tieren
Nerven- Allograft plus Isograft Allograft plus Isograft
schnitte FK 506 FK 506
(0,1 mg/KG) (0,1 mg/KG)
Ko 0,921 <0,001+
Prox 0,13 0,028* 0,188 <0,001F
Med 0,13 0,083 0,041* <0,0017
Dist 0,505 0,13 0,428 <0,001+
* signifikant p < 0,05; § signifikant p < 0,01
Ankle Stance Angle
100 4 100,93* 100,08* 102,23*  FK 506 ko
80 - 50 84,25 FK 506 ex
5 60 63,93 a7
37,79
40 - 38,7 33,85 35,88 Isograft ko
20 {\¥ Isograft ex
25,66 20,38 % 192 {19,14 9
0
4w 8w 12w 16 W

Abb. 3: Verlauf der Messungen des Ankle Stance Angle (ASA) von der 4. bis zur 16.
Woche post operationem. Alle Messergebnisse der Gruppe Allograft plus FK 506
(0,1 mg/Kg) sind signifikant hoher als die Ergebnisse der Isograft-Gruppe (p <
0,05). Ko: Nicht operierte (Kontroll-) Seite, ex: Operierte Seite
* Kein signifikanter Unterschied zu unbehandelten Tieren

Sciatic Functional Index

|~ Isograft = FK 506

0 —
-20 -25,99"
-40 - -54,12
%
60,05 .
60 1 I 55,7
-80
-100
4w 8 W 12W 16 W

Abb. 4: Verlauf der Messungen des Sciatic Functional Index (SFI) von der 4. bis zur
16. Woche post operationem. Gruppe Allograft plus FK 506 (0,1 mg/Kg) zeigt in der
16. Woche ein signifikant besseres Ergebnis als die Isografi-Gruppe.
* Signifikant zur Isografi-Gruppe fiir p < 0,05
7 Signifikant zur Isograft-Gruppe fiir p < 0,01
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den medianen Nervenschnitten war ge-
ringer (p=0,041). In der Isograft- Grup-
pe hingegen war der mittlere Myelini-
sierungsgrad aller Nervenschnitte so-
wohl der operierten als auch der nicht
operierten (Kontroll-) Seiten signifikant
niedriger im Vergleich zu unbehandel-
ten Tieren (p <0,01).

Funktionelle Ergebnisse

Die Ergebnisse der ASA-Messungen
zeigten eine signifikant bessere funktio-
nelle Nervenregeneration in der Gruppe
III (Allograft plus FK 506 (0,1
mg/KQG)) als in der Versuchsgruppe II
(Isograft, Abb. 3). Allerdings bestanden
signifikante Unterschiede in der Gruppe
Allograft plus FK 506 (0,1 mg/KG) auf
der operierten Seite gegeniiber unbe-
handelten Tieren wéihrend des gesamten
Untersuchungszeitraumes. Keine Un-
terschiede bestanden hingegen zwi-
schen dem ASA der nicht-operierten
Seiten dieser Versuchsgruppe und den
Ergebnissen unbehandelter Tiere.

Der SFI in der Gruppe Allograft plus
FK 506 (0,1 mg/KG) zeigte bis zur 12.
Woche einen signifikant niedrigeren
Wert als Zeichen einer weniger guten
Nervenregeneration im Vergleich zur
Isograft-Gruppe. Nach 16 Wochen hin-
gegen war der SFI der Gruppe Allograft
plus FK 506 (0,1 mg/KG) signifikant
hoher entsprechend einer besseren
funktionellen Nervenregeneration als in
der Isograft-Gruppe, ohne jedoch das
Ergebnis von unbehandelten Tieren zu
erreichen (Abb. 4).

Korrelationen zwischen den
Parametern

Funktionelle und morphometrische Pa-
rameter korrelierten in unserer Studie.
Insbesondere fanden sich signifikante
Korrelationen zwischen den Myelini-
sierungsgraden medianer Schnitte und
dem ASA (Korrelationskoeffizient (r):
ASA operierte Seite 0,532, p=0,034, r:
nicht operierte Seite 0,971, p< 0,001)
und zu dem SFI (r: 0,704, p=0,02).

Diskussion

In unserer Studie konnte gezeigt wer-
den, dass eine “Low Dose” Applikation
von FK 506 eine periphere Nervenrege-
neration nach allogener Nerventrans-
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plantation bewirkt. Unter der Dosis von
0,1 mg/KG/d waren im Mittel drei von
vier ausgewertete Nervenschnitte pro
Versuchstier nicht signifikant unter-
schiedlich zu der Normalgruppe unbe-
handelter, nicht-operierter Tiere. Die
funktionellen Parameter der Versuchs-
gruppe Allograft plus 0,1 mg/KG/d er-
reichten 84,25 % des ASA und -25,99
% des SFI der Normalgruppe nach 16
Wochen. Nicht nur die mit Nerventrans-
plantaten versorgten Extremititen in
der Gruppe Allograft plus FK 506 zeig-
ten eine bessere Nervenregeneration als
in der Isograft-Gruppe, sondern auch
die nicht operierten (Kontroll-) Seiten.
Insbesondere die signifikanten Korrela-
tionen zwischen morphometrischen und
funktionellen Parametern spiegeln den
Einfluss einer erfolgreichen Nervenre-
generation der operierten Seite auf die
nicht-operierte (Kontroll-) Seite wider.
Seit Gold et al. (18) zeigen konnten,
dass die neuroregenerative Wirkung
von FK 506 unabhédngig von dem eine
Immunsuppression vermittelnden FK-
Bindungsprotein-12 (FKBP-12) eintritt,
sondern von einem anderen Immuno-
philin, FK-Bindungsprotein-52 (FKBP-
52), abhédngig ist, konnte in verschiede-
nen Studien ein Wachstum von Neuri-
ten nach lokaler Applikation von FK
506 iber eine gesteigerte Expression
des ,,Nerve Growth Factor” erreicht
werden (17). Wahrend die lokale Appli-
kation von FK 506 nachweislich zu ei-
ner Nervenregeneration in vitro fithren
kann, ist diese Applikationsweise nach
In-vivo-Nerventransplantationen ge-
nauso wie das kontinuierliche Aufbrin-
gen von neuronalen Wachstumsfakto-
ren nur schwer umsetzbar. In klinischer
Anlehnung an die Dosierungen von FK
506 als Immunsuppressivum nach Le-
bertransplantationen bei Menschen (0,2
— 0,3 mg/KG/d) zeigen unsere Ergeb-
nisse, dass eine intramuskuldre Appli-
kation in einer niedrigeren Dosierung
von 0,1 mg/KG/d im Tierversuch zu
dem therapeutischen Effekt einer Ner-
venregeneration fithrt. Damit konnte ei-
ne auch in dieser Dosierung vorliegen-
de systemische Wirksamkeit hinsicht-
lich einer Nervenregeneration gezeigt
werden. Insbesondere dieser Punkt ist
fiir einen moglichen klinischen Einsat-
zes von FK 506 zur Nervenregeneration
von grofler Bedeutung, denn die in die-
ser Studie eingesetzte Dosierung von
FK 506 bleibt deutlich unter den bisher
in der Literatur als optimal angesehenen
Dosierungen. Udina et al. (11) und
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Wang et al. (12) fanden eine Dosis von
FK 506 mit einer optimalen neurorege-
nerativen Wirkung von 5 mg/KG. Inte-
ressanterweise berichteten Udina et al.
(19) aber in einer weiteren Arbeit iiber
ein konzentrationsabhidngiges Wir-
kungsspektrum von FK 506. Nach einer
standardisierten Kompression des N. is-
chiadicus am Tiermodell der Maus
zeigten sich signifikante axonale Rege-
nerationsraten in der Dosierung von 0,2
mg/KG, 2 mg/KG und 5 mg/KG, wih-
rend sich in Gruppen mit der Dosierung
von 0,5 mg/KG, 1 mg/KG und 10
mg/KG keine Unterschiede zu Tieren
ohne FK 506-Applikation zeigte. Basie-
rend auf den doppelten Peak einer neu-
roregenerativen Antwort (< 0,2 mg/KG
und > 2 < 5 mg /KG) miissen mindes-
tens zwei neuroregenerative Mechanis-
men durch unterschiedliche Konzentra-
tionen von FK 506 ausldsbar sein. Nach
einer Hypothese von Udina et al. (19)
und nach Studienergebnissen von Yang
et al. (9) kann eine niedrige Dosierung
von FK 506 eine Aktivierung des Im-
munophilins FKBP-52 hervorrufen, oh-
ne das eine Immunsuppression vermit-
telnde FKBP-12 vollstindig zu aktivie-
ren. Mit einer ansteigenden Dosis je-
doch konnte es zu einer hoheren Bin-
dungsaffinitdt von FK 506 zu FKBP-12
und einer niedrigeren zu FKBP-52
kommen. Die Wirkung wére damit eine
héhere immunsuppressive und eine re-
duzierte neuroregenerative Wirkung.
Eine weitere Steigerung der Dosierung
von FK 506 hitte zur Folge, dass so-
wohl FKBP-12 als auch FKBP- 52 glei-
chermaflen aktiviert und damit beide
Wirkungsspektren abgedeckt wiirden.
Eine konzentrationsabhingige Affinitit
von FK 506 zu den Bindungsproteinen
wurde bereits ebenfalls von Gold et al.
(18) beschrieben, ohne jedoch hieraus
exakte Folgerungen hinsichtlich des
Wirkungsspektrums zu erlangen. Ein
weiterer Faktor, welcher die Affinitét
von FK 506 zu den Bindungsproteinen
beeinflussen kann, stellt moglicherwei-
se auch eine hohe Antigenitit des Ner-
ventransplantates selbst dar (20), indem
eine beginnende AbstoBungsreaktion zu
einer hoheren Affinitit des FK 506 zu
dem eine Immunsuppression vermit-
telnden FKBP-12 fiithren kann. Unsere
Ergebnisse unterstreichen daher auch
die Bedeutung des experimentellen
Aufbaus der Tierversuche, indem
Transplantationsantigene zwischen den
verwendeten Tierstimmen grofBtenteils
iibereinstimmten und damit eine im-

munsuppressive Wirkung gegeniiber ei-
ner neuroregenerativen Wirkung von
FK 506 in den Hintergrund treten konn-
te. Dennoch ist eine, wenn auch gering
ausgeprigte AbstoBungsreaktion not-
wendig. Dadurch werden wéhrend der
ersten Wochen nach Transplantation al-
logene Schwann'sche Zellen zerstort,
dabei aber die Struktur des Nerven-
transplantates erhalten. Im weiteren
Verlauf sollen die azelluléren Nerven-
transplantate  durch  korpereigene
Schwann'sche Zellen, welche vom pro-
ximalen und distalen Nervenstumpf
emigrieren, ersetzt werden (7, 12). Ent-
sprechend hierzu kam es auch in unse-
rer Studie bis zur 12. Woche post opera-
tionem zu keiner signifikanten funktio-
nellen Nervenregeneration. Erst in der
16. Woche post operationem stellte sich
sowohl morphometrisch als auch funk-
tionell eine deutliche Nervenregenerati-
on ein.

Die von einigen Arbeitsgruppen ange-
wandten hohen Dosierungen von FK
506 iiber ein langes Zeitintervall zur
Steigerung einer Nervenregeneration ist
fiir klinische Bereiche wegen der zu er-
wartenden Nebenwirkungen nicht zu
rechtfertigen (6, 12, 18). Die Wirksam-
keit einer ,,Low Dose* FK 506-Dosie-
rung konnte in dieser Studie gezeigt
werden, sodass der Einsatz von hohen
Dosierungen nicht mehr fiir eine neuro-
regenerative Antwort erforderlich er-
scheint. Offen bleibt die Frage nach der
notwendigen Dauer der FK 506-Appli-
kation. In einigen Studien zeigte sich
nach Absetzen oder Ausschleichen von
FK 506 ein funktioneller Verlust und
ein Abfall von morphometrischen Para-
metern einer nachgewiesenen Nerven-
regeneration (12, 21). Nach den Ergeb-
nissen unserer Studie sollte eine FK
506-Applikation fiir mindestens 16 Wo-
chen bestehen bleiben. Um den genau-
en Zeitraum fiir eine mogliche Ausset-
zung der FK 506-Therapie zu ermitteln,
ohne Defizite in der Qualitét einer Ner-
venregeneration in Kauf nehmen zu
miissen, werden weitere Studien erfor-
derlich sein.
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