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4 1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Nach Verletzungen des Riuckenmarkes adulter Sdugetiere kommt es nur in sehr
begrenztem Ausmald zu spontanen Regenerationsvorgangen. Tierexperimentelle
Untersuchungen zeigten, dal3 der eingeschrankten axonalen Regenerations-
fahigkeit verschiedene neuronale und nichtneuronale Ursachen zugrundeliegen,
dabei wurde in den letzten Jahren die Aufmerksamkeit zunehmend auf die Rolle
der eingeschrankten Entzindungsreaktion des ZNS, die Ablagerung potentiell
regenerationshemmender  Proteoglycane und die Zusammensetzung der
extrazellulgren Matrix gelenkt. Die komplexe posttraumatische Ent-
zUndungsreaktion innerhalb des ZNS besitzt gegensétzliche Auswirkungen auf die
Regeneration; einerseits kann sie sekundare Gewebeschadigung verursachen,
andererseits fordert sie die axonale Aussprossung. Es wird vermutet, dal3 die
innerhalb des ZNS supprimierte Entziindungsreaktion die unvollstandige
Regeneration mitbedingt. Aul3erdem soll die Ablagerung von Proteoglycanen in
ZNS-Lasionen die axonale Elongation hemmen. In der vorliegenden Studie
wurden in einem Kklinisch relevanten tierexperimentellen Modell spinaler
Kompressionsverletzungen die posttraumatische zelluldre Entziindungsreaktion
sowie die Expression von Keratansulfat-Proteoglycan (KSPG) und ihr zeitlicher
Zusammenhang mit endogenen Regenerationsvorgangen nach unterschiedlichen
Uberlebenszeiten (7, 14, 21 und 28 Tage postoperativ) immunhistochemisch
untersucht und qualitativ sowie quantitativ ausgewertet. Die Ergebnisse zeigen,
dald spontane endogene Regenerationsvorgénge nach Myelonverletzungen
erstaunlich organisiert und in bemerkenswertem Ausmal3 ablaufen. Diese gehen
u.a mit der Infiltration der Lasion durch Makrophagen, NGFr- (nerve growth
factor receptor-) positive Zellen und mit dem Einsprossen von Axonen enher.
Dieser Phase intensiver Regenerationsvorgange folgt jedoch eine massive
Reduktion der axonalen Elongation. Es ist eine eindeutige zeitliche Korrelation
zwischen Regenerationsvorgédngen und dem  Aktivierungszustand  der
Makrophagen festzustellen. Zum Zeitpunkt der intensivsten axonalen
Regenerationsvorgange war die Expression des Phagozytosemarkers CR3 und
somit wahrscheinlich auch die Makrophagenaktivitédt am grofdten, wahrend die
darauffolgende axonale Retraktion mit einem erheblichen Verlust der
phagozytaren CR3-Immunoreaktivitét (IR), also vermutlich einer phagozytaren
Deaktivierung, einherging. Die Untersuchung der KSPG-Expression ergab, dal3 21
und 28 Tage postoperativ eine deutliche KSPG-Expression in der Lasion
nachweisbar war, es bestand jedoch keine inverse rdumliche Korrelation zwischen
KSPG-reichen Regionen und NF200 kD-positiven Axonen, was darauf hindeutet,
dal3 zumindest einige axonale Subpopulationen den potentiell inhibitorischen
Effekt dieses Proteoglycans tolerieren konnen. Vergleiche des Phanotyps
aktivierter Mikroglia und Makrophagen in der unmittelbaren Lasion und in
sekundér degenerierenden Faserbahnen distal der Lasion zeigten, dal3 deutliche
Unterschiede im Ablauf der Entzindungsreaktion zwischen diesen Regionen
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bestehen. Zudem ergab eine als Pilotstudie durchgefihrte semiquantitativ verglei-
chende Untersuchung der posttraumatischen MHC-1I-Expression zwischen
Wistar- und Sprague-Dawley- (SPRD) Ratten, dal3 SPRD eine erheblich
intensivere MHC-11-Expression aufweisen, was insofern von Bedeutung ist, as
da? MHC-II-positive  antigenprasentierende  Zellen den  chronischen
immunologischen Status nach Rickenmarkverletzungen mitbeeinflussen. Die
detalllierte Charakterisierung des Immunphénotyps posttraumatisch aktivierter
Makrophagen kann as Vergleichsbasis fur zukinftige experimentelle
Therapieansdtze dienen, z.B. konnte die Identifikation regenerationsfordernder
Makrophagenpopulationen deren gezielte pharmakologische Manipulation und
damit eine wenig- bzw. nicht-invasive therapeutische Moglichkeit zur Behandlung
von Ruckenmarkverletzung eréffnen.
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2. Einleitung

Eine Ruckenmarkverletzung hat fUr den Betroffenen und sein soziales Umfeld,
aber auch volkswirtschaftlich gesehen, gravierende Auswirkungen. Oft besteht
eine erhebliche Einschrankung der Lebensqualitét durch irreversible motorische,
sensorische und vegetative Funktionsausfélle, deren Ausmald von Art,
Schweregrad und segmentaler Hohe des Traumas abhéngt, wobei im Extremfall
ein persistierendes Querschnittsyndrom entsteht (Kakulas 1999). In Europa leben
z.Z. ca. 200000 Menschen mit traumatisch verursachten Querschnittsl@hmungen
(Privat 1995), davon etwa 40000 in Deutschland. Die Inzidenz traumatisch
bedingter Querschnittverletzungen liegt in Deutschland bel 1100 pro Jahr;
hautsachlich sind junge Manner mit einen durchschnittlichen Alter von 28 Jahren
betroffen, wobei Verkehrsunfélle eine haufige Ursache sind (Daten aus dem
Antrag auf Forderung des Forschungsverbundes ,, Neurotrauma-NRW* durch den
BMBF Forschungsverbund Nordrhein-Westfalen; Kakulas 1999). Bisher steht
eine klinisch anwendbare Therapie, die eine funktionell relevante Regeneration
durchtrennter Axone nach Rickenmarksverletzungen erméglicht, nicht zur
Verflgung.

Ramon y Cga zeigte schon 1928 experimentell, dal3 nach Axotomie zentraler
Neurone adulter Sdugetiere keine funktionelle Restitution, sondern nur ein
abortives Sprouting stattfindet (Ramon y Cajal 1928). Die Kenntnis der zugrunde-
liegenden Ursachen ist noch unvollstandig, zu berticksichtigen sind jedoch sowohl
neuronale als auch nicht-neuronale Mechanismen im Bereich sowie proximal und
distal der Lasion (Stichel und Mduller 1998; Nacimiento et al. 1999). Die
komplexen Verschaltungen im neuronalen Netzwerk eines adulten ZNS verringern
die Mdglichkeit, durch Traumata unterbrochene synaptische Verbindungen mittels
axonaler Aussprossung exakt wiederherzustellen; gleichzeitig schliefdt die
fehlende axonale Regeneration das Knupfen funktionell unsinniger synaptischer
V erbindungen aus (Schwab et al. 1993).

30% aler Ruckenmarksverletzungen, die beim Menschen zumeist geschlossen,
d.h. ohne Ertffnen der Dura mater erfolgen, fihren zu einer massiven
Kompression mit Erweichung des Rickenmarks in der betroffenen Héhe (Bunge
et a. 1997). Nach rascher Nekrose der grauen und teilweiser oder vollstandiger
Zerstorung der welilen Substanz bildet sich eine bindegewebige Narbe. In
manchen Falen dehnt sich die Lasion in Form einer Syrinx weiter nach rostral
bzw. kaudal aus, was zu zusétzlichen neurologischen Funktionseinschrankungen
fuhren kann (Kakulas 1984; Schurch et al. 1996).
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In der experimentellen Paraplegiologie wurden verschiedene Tiermodelle ent-
wickelt, um unterschiedliche Arten von Verletzungen des Myelons reproduzieren
und somit die Traumafolgen auf molekularer, zelluldrer und funktionaler Ebene
untersuchen zu kdnnen (Fehlings und Tator 1988). Insbesondere das von Martin et
a. konzipierte Modell erweist sich as geeignet zur Reproduktion von Kompres-
sionslasionen, deren Pathologie der humaner Rickenmarkverletzungen sehr @hn-
lich ist (Martin et al. 1992). In autoptischen Befunden humaner Rickenmarkver-
letzungen zeigen sich dhnliche spontane Regenerationsvorgange wie nach experi-
mentellen Myelonlasionen. Diese finden nach Rickenmarkverletzungen organi-
sierter und in weit groferem Ausmal} statt, als lange Zeit angenommen wurde
(Wang et al. 1996; Brook et al. 1998a), die axonale Wiederaussprossung bleibt
jedoch abortiv, und es kommt es nicht zur funktionellen Restitution.

Bislang wurden zahlreiche neuronale, gliadle und molekulare Mechanismen, die
eine axonale Regeneration mit Wiederherstellung unterbrochener synaptischer
Verschaltungen verhindern, entdeckt. Auf der Grundlage dieser Kenntnisse
werden derzeit tierexperimentell Methoden zur Forderung der Regeneration
axotomierter  Neurone  sowie zur  Unterdriickung  nicht-neuronaler
regenerationshemmender Mechanismen entwickelt (Stichel und Mdaller 1998;
Nacimiento et al. 1999). Das gezielte therapeutische Eingreifen in die komplexen,
nach Myelonschadigungen ablaufenden Pathomechanismen erfordert jedoch
detallliertere Kenntnis endogener Regenerationsvorgange und der posttrau-
matischen Plastizitét des ZNS.

In den letzten Jahren wurde der Rolle der eingeschrénkten Entziindungsreaktion
des ZNS und de Zusammensetzung der extrazelluldren Matrix mehr
Aufmerksamkeit geschenkt. Es wird vermutet, dal3 die innerhalb des ZNS
supprimierte Entztindungsreaktion die unvollstandige Regeneration mitbedingt
(Prewitt et al. 1997; Lazarov-Spiegler et al. 1998a) und dal} die Ablagerung von
Proteoglycanen in ZNS-Lasionen die axonale Elongation hemmt (Stichel und
Muller 1998). Die vorliegenden Studie konzentriert sich auf die Untersuchung der
posttraumatischen zellularen Entzindungsreaktion sowie der Expression des
Proteoglycans Keratansulfat-Proteoglycan (KSPG) und ihren zeitlichen
Zusammenhang mit endogenen Regenerationsvorgangen nach unterschiedlichen
Uberlebenszeiten (7, 14, 21 und 28 Tage postoperativ) in einem klinisch
relevanten tierexperimentellen Modell spinaler Kompressionsverletzungen. Tab. 1
gibt einen Uberblick Uber die Funktion der untersuchten Makrophagenantigene.
Die posttraumatische Entztindungsreaktion und die Proteoglycansynthese sind im
Zusammenhang der komplexen zellularen und molekularen Interaktionen, welche
die posttraumatische Plastizitdt des Myelons modulieren, zu betrachten. Daher
folgen zunachst ein Uberblick (ber einige neuronale und nicht-neuronale
Mechanismen, welche die axonale Regeneration im ZNS beeinflussen sowie ein
Vergleich mit Regenerationsvorgangen des peripheren Nervensystems.
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Tab. 1. Ubersicht Gber die Funktion der untersuchten Makrophagenantigene

Anti-

kG Antigen Funktion des Antigens Referenzen
Orper
ED1 Lysosomales ||Assoziiert mit phagozytischer Damoiseaux JG et
Glycoprotein  ||Aktivitéat a. 1994
MHC 1| major Zellulére Erkennung wahrend der|De Smone et al.
histocompatibili- [|Immunantwort; Antigenprasenta- | 1995;
ty complex I1- [ftion an CD4-positive T-Helfer-|Finsen et al. 1993:
Antigen; la-  (|zellen, Kontrolle der T-Zell-Ant-1Hart und Fabry
Antigen wort; Vermittlung der Autoim-|199s5:
(immune- munreaktivitét; evt. Aufrechterhal-| ;o0qer und Stol]
associated)  [[tung der immunoﬁgischen Tole-| 1906
ranz gegen neuronale Antigene im _
Stadi S(reng chronischer RUckgnmark- M aIsgsfu maetd.
. : 1994;
verletzungen; Signaltransduktion
Perry und Gordon
1988;
Popovich et al.
1997;
Sedgwick et al.
1993;
Streit et al. 1989;
Tredeet al. 1991
MHC | major Antigenprasentation an zytotoxi- |Hart und Fabry
histocompatibili- [|sche, CD8-positive T-Lympho- 1995;
ty complex |- [1zyten K oshinaga und
Antigen Whittemore 1995
0X42 CD11b; Complementbindung, Adhasion an | Briick et al. 1992;
complement type||Endothel und anderen Liganden; |Finsen et al. 1993;
3 receptor (CR3) [[involviert in Phagozytose von Perry und Gordon
far iC3b Myelin 1988:
Robinson et al.
1986
LFA-1 CD11a; Zusammen mit Ligand ICAM-1 De Simone et al.
lymphocyte ||(intercellular adhesion molecule-1) | 1995;
function- kostimulatorisch fur T-Zellen, Finsen et al. 1993
associated  ||reguliert antigenunabhéngige Hailer et a. 1996
molecule zellulére und Zell-Matrix-1nter-

aktionen; Zelladhasion
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3. Stand der Forschung

3.1. Regeneration nach Verletzungen des peripheren Nervensystems

Nach Verletzung eines peripheren Nerven finden regenerative Vorgange in
wesentlich groRerem Ausmald stait als nach Verletzungen des zentralen
Nervensystems (ZNS). Schwannzellen, die das Myelin des peripheren
Nervensystems bilden, und Makrophagen spielen eine entscheidende Rolle in der
Regeneration des PNS (Perry et a. 1987; Hall 1989; Perry und Brown 1992;
Bunge 1993). Nach Durchtrennung eines Nerven raumen Makrophagen und
Schwannzellen das degenerierende distale Segment des Axons und Myelinreste
ab. Schwannzellen werden in die Basallamina des distalen Nevenstumpfes
eingebunden, die zuvor die Schwannzell-Axon-Einheit umgab, proliferieren und
bilden die Bingner-Bénder, die das aussprossende Axon zum Nervenstumpf
fuhren. Schwannzellen sezernieren neurotrophe Faktoren, z.B. NGF (nerve growth
factor), BDNF (brain-derived neurotrophic factor) und CNTF (ciliary neurotrophic
factor) (Ubersichten: z.B. Bunge 1993; Raivich und Kreutzberg 1993). Zudem
produzieren sie Adhasionsmolekile und extrazelluldre Matrixmolekile wie
Laminin. Der von Schwannzellen synthetisierte leukemia inhibitory factor (LIF)
ist u.a. an der Regulation zellulérer Differenzierung und neuronalen Wachstums
beteiligt. Nach Verletzung eines peripheren Nerven wird LIF von Schwannzellen
vermehrt exprimiert, retrograd zum Zellkorper des Neurons transportiert und dort
fur die adaquate Anderung der posttraumatischen neuronalen Genexpression
bendtigt (Blesch et al. 1999). Schwannzellen beeinflussen demnach die axonale
Aussprossung durch zwel sich erganzende Mechanismen. Sie fordern die
Regeneration von Nervenfasern durch Produktion verschiedener Wachstums-
faktoren und dienen gleichzeitig as Leitstruktur, die ein zielgerichtetes,
orientiertes Wachstum der Axone ermdglicht. Der von Makrophagen und aus
regenerierenden Neuronen freigesetzte transforming growth factor 31 (TGF-31)
induziert die morphologische und funktionale Transformation von Schwannzellen,
wodurch die axonale Aussprossung beginstigende Verhdlitnisse geschaffen
werden (Rogister et al. 1993).

Nach Verletzungen des PNS kommt es entlang der axonalen Regenerationsstrecke
Zu einer ausgepragteren Entzindungsreaktion als nach Verletzungen des ZNS.
Unterschiede bestehen u.a. hinsichtlich der Zytokinexpression und der
Aktivierung von Makrophagen, die nach Verletzungen des PNS in grof3erer
Anzahl rekrutiert werden als nach Schadigungen des ZNS (Avellino et al. 1995;
Streit et a. 1998). Die Wallersche Degeneration mit Phagozytose des distalen
Antells durchtrennter Axone und der Myelinscheiden findet im PNS innerhalb
weniger Tage bis Wochen nach der Verletzung statt, nimmt im ZNS dagegen oft
mehrere Monate in Anspruch (Perry et al. 1987; Avellino et a. 1995).
Makrophagen stimulieren die Proliferation und Aktivierung von Schwannzellen
durch Sekretion von Zytokinen, z.B. TGF-3 und IL-1 (Lindholm et al. 1987,
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Kiefer et al. 1995; Rothwell und Hopkins 1995). Makrophagen synthetisieren
zudem Apolipoprotein-E, das der Lipid-Umverteilung von degenerierenden zu
regenerierenden Axonen dient, und vermitteln damit den Umsatz fir die Rege-
neration notwendiger Strukturbausteine (Perry und Gordon 1988). Die
verminderte Rekrutierung von Makrophagen im ZNS ist moglicherweise eine
Ursache fir die fehlende Regenerationsfahigkeit zentraler Axone (Lazarov-
Spiegler et al. 1998a).

3.2. Reaktionen zentraler Neurone nach Verletzungen

Nach Durchtrennung von Axonen des ZNS adulter Saugetiere findet keine voll-
standige Regeneration, sondern nur ein abortives Sprouting statt. Das wirft die
Frage auf, inwiefern axotomierte Neurone zum Uberleben bzw. zur Regeneration
fahig sind. Es zeigte sich, dal3 Neurone einiger Systeme des ZNS mehrere Monate
nach einer Axotomie Uberleben, z.B. septo-hippocampale, corticospinale sowie
rubrospinale Ursprungsneurone (McBride et al. 1989; Naumann et al. 1992;
Tetzlaff et al. 1994), hingegen persistieren nur wenige retinale Ganglienzellen
nach Axotomie des Nervus opticus (Thanos et al. 1993; Bahr und Bonhoeffer
1994). Zahlreiche der im Clarke’s Nucleus gelegenen Ursprungsneurone des
Tractus spinocerebellaris posterior degenerieren ebenfalls nach Axotomie, wobel
die Exzitotoxizitét glutamaterger Hinterwurzel afferenzen eine entscheidende Rolle
spielt (Sanner et al. 1993). Der sichtbaren neuronalen Degeneration geht eine
Reduktion des zytoskel ettassoziierten Py-Antigens voraus (Brook et al. 1998b).

Entscheidend dafiir, ob ein axotomiertes Axon Uberlebt oder nicht, ist u.a die
Distanz der Lasion vom Perikaryon (,near-far-effect”; Tetzlaff et al. 1994).
Gewohnlich fuhrt eine somanahe Durchtrennung des Nerven zum Absterben des
Neurons, wahrend eine vom Perikaryon entferntere Axotomie Uberlebt werden
kann. Allerdings weisen retinale, rubrospinale und kortikospinale Neurone nach
proximaler Axotomie eine grofRere Regenerationskapazitdt auf als nach distaler
Verletzung (Tetzlaff et al. 1994).

Die Regenerationsfahigkeit zentraler Axone ist zudem altersabhéngig (Chen et al.
1995). Vor Ausreifung der Myelinisierung, d.h. in Abwesenheit Oligodendroglia-
assoziierter inhibitorischer Molekile, ist die Regenerationskapazitét kortiko-
spinaler Fasern wesentlich gréR3er als nach vollstandiger Myelinisierung des ZNS
(Vanek et a. 1998). Der Verlust der postnatal zunachst noch bestehenden
axonalen Regenerationsfahigkeit geht mit einer reduzierten Expression des
Protooncogens bcl-2 einher (Chen et a. 1997). Allerdings fuhrt die Expression
wachstumsassoziierter Gene nicht immer zu erfolgreicher axonaler Regeneration,
und umgekehrt findet in enigen regenerierenden Neuronen keine vermehrte
Expression dieser Gene statt (Stichel und Mller 1998).
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Nach Axotomie zentraler Neurone werden verschiedene Transkriptionsfaktoren,
neuronale Adhasionsmolekille sowie wachstumsassoziierte Gene und Proteine,
z.B. GAP (growth associated protein) -43, deren Synthese vor allem wahrend der
Entwicklung des Nervensystems stattfindet, reexprimiert (Tetzlaff et al. 1991,
Hokfelt et a. 1994; Aubert et al. 1995). Die Regenerationsfahigkeit proximal
axotomierter Neurone des Nucleus ruber der Ratte zeigt sich in einer vortber-
gehend gesteigerten Expression des GAP-43 sowie der Zytoskelettproteine Aktin
und Tubulin, was z.T. den regenerativen neuronalen Vorgangen nach Axotomie
eines peripheren Nerven entspricht. Die Wiederaussprossung rubrospinaler Fasern
bleibt jedoch unvollstandig (Tetzlaff et al. 1994).

Wahrend die Axotomie peripherer Nerven zu einer gesteigerten neuronalen
Expression des regenerationsassoziierten Transkriptionsfaktors c-jun fihrt,
induziert die Lasion zentraler Axone keine bzw. nur eine geringe c-jun-Synthese
im betroffenen Neuron (Jenkins et a. 1993; Broude et al. 1997). Im regene-
rierenden peripheren Nerven nimmt die c-Jun-Expression nach einem
anfanglichen Anstieg innerhalb weniger Tage wieder ab, dagegen weisen nach
zervikalen Ruckenmarkverletzungen bereits atrophische Neurone selbst einige
Wochen nach dem Trauma noch eine gesteigerte c-Jun-Synthese auf (Jenkins et al.
1993).

Traumatische Einwirkungen auf das ZNS schadigen nicht nur die unmittelbar
betroffenen Neurone, sondern wirken sich auch auf das umliegende neuronale
Netzwerk aus. Motoneurone, welche in spinaen Vorderhdrnern kaudal einer
Lasion liegen, reagieren auf eine Deafferenzierung, die durch Transsektion
deszendierender Bahnen verursacht wird, mit persistierender Reduktion des
Acetylcholingehalts (Nacimiento et al. 1996; Kakulas 1999). Die posttraumatische
Plastizitét einiger neuronaler Systeme zeigt sich am Beispiel kompensatorischer
synaptischer Reorganisationsvorgange nach zervikaler Hemisektion des Myelons
adulter Ratten, die zu unilateraler Parese des Diaphragmas fihrt (Goshgarian et al.
1989; Moreno et al. 1992). Dem ,crossed phrenic phenomenon“ liegt eine
Reinnervation des deafferenzierten Phrenikuskerns durch ipsi- und kontralaterale
deszendierende bulbospinale Fasern zugrunde, wodurch es zur partiellen
funktionalen Restitution der einseitig geldhmten Zwerchfellmuskulatur kommt
(Moreno et al. 1992).

In einer Umgebung, die fir axonale Aussprossung permeabel ist, kbénnen zentrale
Axone regenerieren und funktionsfahige synaptische Verbindungen mit urspting-
lichen Zielneuronen eingehen. Eine Grundlage fir die topographisch geordnete
Reinnervation von Zielregionen ist die posttraumatische Reexpression von Leit-
molekilen, die wahrend der Entwicklung des ZNS das axonale Wachstum koor-
dinieren (Bahr und Bonhoeffer 1994). Bei prinzipiell vorhandener, wenn auch
eingeschrankter Regenerationsfahigkeit zentraler Neurone verhindern nicht-neuro-
nale Vorgange im Bereich und distal der L&sion eine axonale Wiederaussprossung
mit funktioneller Restitution. Aguayo (1985) zeigte dies mit dem Nachwels, dal3
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durchtrennte Axone des Nervus opticus der Ratte durch Aussprossung in einen
implantierten Abschnitt eines peripheren Nerven urspriingliche mesencephale
Zielgebiete reinnervieren, was mit partieller funktioneller Restitution einhergeht
(Aguayo 1985; Keirstead et al. 1989). Das periphere Nervensystem foérdert
demnach die axonale Wiederaussprossung im Gegensatz zum ZNS, in dem
regenerationshemmende Faktoren dominieren.

3.3. Posttraumatische Reaktionen im Bereich einer Rickenmarksver-
letzung

Im unmittelbaren Bereich einer Rickenmarkverletzung sind zelluléare und
molekulare Gewebereaktionen an der Aushildung einer regenerationshemmenden
Umgebung beteiligt, wobei sowohl direkte Traumafolgen as auch sekundare
Schéadigungsmechanismen, die u.a. durch Entziindungszellen vermittelt werden,
eine Rolle spielen (Tator 1995; Kakulas 1999). Unmittelbar nach dem Trauma
kommt es zur Einblutung in die von einem dichten Kapillarnetz durchzogene
graue Substanz. Die durch GeféRrupturen und Vasospasmen verursachte
Minderperfusion fuhrt zu Hypoxie, Hypoglykamie und ischémischer Nekrose von
Neuronen und Gliazellen (Schwab und Bartholdi 1996). Da auch Endothelzellen
durch die Hypoxie geschadigt werden, kommt es zum Plasmaaustritt ins Gewebe
und zum interstitiellen Odem, welches durch Kompression der Venolen die
Blutstase und Ischdmie verstarkt (Tator 1995). Reperfusionsbedingte Schéadi-
gungen und Elektrolytverschiebungen, v.a. der Anstieg des intrazelluldren
Calciums, fuhren ebenfalls zum Zelltod (Schwab und Bartholdi 1996). Exito-
toxische Aminosduren, z.B. die aus Makrophagen freigesetzte Quinolinsdure,
Aspartat oder Glutamat, erhtéhen als NMDA (N-Methyl-D-Aspartat) -Rezeptor-
Agonisten den intrazelluléaren Calciumgehalt in Neuronen (Tator 1995; Schwab
und Bartholdi 1996). Die Aktivierung Calcium-abhangiger Proteasen fuhrt zur
Zerstérung von Zellmembranen und zur Freisetzung von Arachidonsdure, deren
Metabolite chemotaktisch, vasoaktiv und hamostaseol ogisch wirksam sind (Tator
1995; Schwab und Bartholdi 1996). Bei der Bildung von
Arachidonsauremetaboliten entsteht reaktiver Sauerstoff, der auf3erdem durch die
,oxidative burst”-Reaktion aus neutrophilen Granulozyten und Makrophagen frei-
gesetzt wird (Tator 1995; Schwab und Bartholdi 1996). Das geschadigte Gewebe
ist besonders empfindlich gegentiber Sauerstoffradikalen, da es den oxidativen
Stref3 aufgrund eingeschrankter Mitochondrienfunktion und verminderter
Expression antioxidativ wirksamer Enzyme schlecht zu kompensieren vermag
(Azhill et al. 1997). Aktivierte Mikroglia und Makrophagen tragen auf3erdem
durch Freisetzung von Proteinasen und NO-Derivaten zur sekundaren Gewebe-
schadigung nach Verletzungen des Riickenmarkes bel (Banati et al. 1993; Carlson
et a. 1998). Der durch Endothellasionen verursachte Zusammenbruch der Blut-
Hirn-Schranke ermdglicht den Einstrom von Entziindungszellen und Serum-
komponenten, z.B. Komplementfaktoren, aus dem Blut in die L&asion, wodurch
sowohl sekundére Schéadigungsmechanismen als auch regenerationsfordernde
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Vorgénge angestol3en werden konnen (Popovich et al. 1996a; Jaeger und Blight
1997). An der entzindlichen zelluldren Infiltration sind zunéchst Granulozyten,
Mono- und Lymphozyten beteiligt (Dusart und Schwab 1993; Carlson et al. 1998).
Spater herrschen Makrophagen und aktivierte Mikroglia vor, wobe reaktive
Mikroglia morphologisch von aus dem Blut rekrutierten Makrophagen nicht mehr
zu unterscheiden sind (Popovich et al. 1997; Streit et al. 1988).

Nach einigen Tagen bis Wochen kommt es durch Proliferation und Hypertrophie
von Astrozyten zur reaktiven Gliose. Aktivierte Astrozyten, die durch eine erhohte
GFAP (glia fibrillary acidic protein) -Immunoreaktivitédt gekennzeichnet sind,
akkumulieren am Rand der L&sion und bilden eine fir axonale Aussprossung
undurchléssige Barriere (Schwab und Bartholdi 1996). Wurde durch das Trauma
die Glia limitans des Rickenmarks verletzt, was z.B. bei
Kompressionsverletzungen geschieht, migrieren Schwannzellen, Fibrozyten und
Meningozyten in die Lasion und bilden durch Férderung der Neovaskularisation,
durch Sekretion neurotropher Faktoren und durch Produktion extrazelluléarer
Matrixmoleklle eine fur die begrenzt stattfindende axonale Regeneration glnstige
Umgebung (Tator 1995; Schwab und Bartholdi  1996). Nach
Kontusionsverletzungen, die die Glia limitans unversehrt lassen, fehlt hingegen
die dichte zellulére Infiltration; die Bildung liquorgefillter Zysten im Bereich der
Lasion Uberwiegt (Bunge et a. 1997). Die Ursachen fur die Entstehung der
Zysten, die sich in unterschiedlichem Ausmald rostrokaudal von der Lasion
ausdehnen, sind noch ungeklart (Bunge et al. 1994; Guizar-Sahagun et al. 1994;
Williams 1995). Monate bis Jahre nach einem Rickenmarktrauma kdnnen sie zur
Ausbildung einer Syringomyelie fuhren, die durch erhdhten Liquordruck mit
sekundarer Kompression des Myelons progrediente neurologische Ausfélle
hervorruft (Schurch et al. 1996; Milhorat et a. 1997).

3.4. Ursachen fehlender axonaler Regeneration nach Schadigungen
des ZNS

3.4.1. Oligodendr oglia-assoziierte r egener ationshemmende Moleklle

Waéhrend die myelinbildenden Zellen des peripheren Nervensystems die axonale
Regeneration unterstiitzen, bilden die von Schwab et al. entdeckten Oligodendro-
glia-assoziierten Glycoproteine NI35 und NI250 eine wesentliche Ursache der
fehlenden Regeneration durchtrennter Axone des ZNS (Caroni und Schwab 1989;
Schwab et a. 1993). Die Blockierung der myelinassoziierten regenerations-
hemmenden Molekile NI-35 und NI-250 durch den spezifischen Antikorper IN-1
nach unilateraler Transsektion der Pyramidenbahn adulter Ratten fuhrt zu lang-
streckigem Aussprossen durchtrennter Nervenfasern (Schnell und Schwab 1990,
1993; Bregman et al. 1994; Schwab und Brosamle 1997). Bel Saugetieren wird
das ZNS innerhalb der ersten Lebenswochen myelinisiert, wodurch die postnatale
Entwicklungsphase des ZNS, in der eine hohe Permeabilitdt fur axonales
Wachstum besteht, beendet wird (Vanek et al. 1998). Im unverletzten ZNS adulter
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Saugetiere dienen Myelin-assoziierte Glycoproteine wahrscheinlich der Stabi-
lislerung komplex verschalteter neuronaler Netzwerke. So ist z.B. die Synthese
des wachstumsassoziierten Proteins GAP-43 invers mit der Expression
Oligodendroglia-assoziierter inhibitorischer Moleklle korreliert (Kapfhammer
und Schwab 1994). Nach Verletzungen beeinflussen Ausmal} und Geschwin-
digkeit der Myelinabraumung durch Makrophagen die axonale Regeneration
(Perry et al. 1987; Frisen et al. 1994; Dyer et al. 1998). Dal3 es im verletzten ZNS
adulter Sdugetiere neben Oligodendroglia-assoziierten Wachstumsinhibitoren
noch weltere bedeutende, die axonale Aussprossung verhindernde Faktoren geben
muf3, wird dadurch deutlich, dal3 nach Abraumen des Myelins im Bereich einer
L &sion das proximale Segment durchtrennter Nervenfasern zwar wieder aussprof3t,
die Elongation in der Lasion trotz Abwesenheit Oligodendroglia-assoziierter
inhibitorischer Moleklle jedoch einstellt (Stichel et al. 1995b). Zudem zeigte sich,
dald die weille Substanz des ZNS adulter Saugetiere in Abwesenheit von
Glianarben fur axonales Wachstum durchlassig ist (Davies et al. 1997) und dal3
Oligodendroglia-assoziierte inhibitorische Molekiile auch im regenerationsfahigen
ZNS niederer Vertebraten vorkommen (Sivron und Schwartz 1994). Wie grof3 der
relative Beitrag Oligodendroglia-assoziierter  inhibitorischer  Molekiile,
extrazellularer Matrixmolekile und aktivierter Astrozyten an der Ausbildung einer
regenerationshemmenden Umgebung im Bereich bzw. distal einer ZNS-Lasion ist,
bleibt noch ungeklart (Davies et al. 1997; Stichel und Muller 1998).

3.4.2. Regener ationshemmende Faktoren im Bereich der Glianarbe und
Einflul® der Proteoglycanexpression auf die axonale Regener ations-
fahigkeit

Wahrend nicht-akivierte bzw. unreife embryonale Astrozyten ein die neuronale

Regeneration forderndes Milieu bilden (Giulian et a. 1993; Wunderlich et al.

1994), sind astrozytére Reaktionen auf Verletzungen des adulten ZNS komplex

und haben hauptsachlich regenerationshemmende (Barrett et al. 1981; Reier et al.

1983; Liuzzi und Lasek 1987; McKeon et al. 1991,), aber auch -férdernde (Rudge

et al. 1992; Frisen et al. 1995) Auswirkungen, wobei mdglicherweise die Art des

Traumas und der daraus resultierende Aktivierungszustand der Astrozyten

entscheidend dafir sind, welche Effekte Gberwiegen (Mansour et al. 1990; Frisen

et al. 1994, 1995). So scheinen Areale mit isomorpher, die Wallersche Dege-
neration begleitender Astrozytenproliferation die axonale Aussprossung zu
hemmen, wéahrend das sich im Bereich der Lasion bildende anisomorphe Narben-
gewebe durchlassig fur axonale Regeneration ist (Mansour et a. 1990). Die

Arbeitsgruppe um Privat konnte nach thorakaler Hemisektion des Myelons adulter

Ratten durch lokale Applikation von Oxysterol die reaktive Astrogliose hemmen,

was zur vermehrten Aussprossung deszendierender serotonerger Axone der

intakten Gegenseite fuhrt, welche deafferenzierte Gebiete kaudal der Lasion rein-
nervieren (Giménez y Ribotta et al. 1995). Von Astrozyten exprimierte Molekile
wie C-Tenascin oder Chondroitin-Sulphat-Proteoglycan (CSPG) besitzen mdgli-
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cherweise regenerationshemmende Eigenschaften, wobei einige Untersuchungen
jedoch widerspriichliche Ergebnisse erbrachten (Niquet et al. 1995; Stichel et al.
1995a; Zhang et al. 1997).

Wahrend der neuronalen Entwicklung verliert das ZNS seine Fahigkeit zur
axonalen Regeneration in dem Alter, in dem ene vermehrte Proteoglycansynthese
einsetzt (McKeon et a. 1991; Pindzola et al. 1993; Davies et al. 1997). Einige
glycosylierte Proteine, die wéahrend der neuronalen Entwicklung zahlreiche
Funktionen ausiiben, z.B. die Bildung neuronaler Grenz- und Leitstrukturen, die
Regulation zelluldrer Differenzierung, Signaltransduktion und Steuerung der
axonalen Aussprossung, werden nach Verletzungen des adulten ZNS innerhalb
und in der Umgebung der Lasion reexprimiert (Ruoslahti et al. 1989; Ruoslahti et
a. 1991; Milev et a. 1994; Silver 1994; Margolis et a. 1996, Faissner 1997; Fitch
und Silver 1997; Reviews. Laywell and Steindler, 1991; Margolis und Margolis
1997). Repulsive Eigenschaften dieser Glycoproteine sollen zur fehlenden
axonalen Regenerationsfahigkeit nach Verletzungen des ZNS beitragen. So wird
die Reexpression von Chondroitin Sulfat Proteoglycan (CSPG) durch reaktive
Astrozyten im verletzten Gehirn mit dem Verlust der Regenerationsfahigkeit
transplantierter Ganglienzellen korreliert (Davies et a. 1997). In vitro
Untersuchungen  zeigten, dal3 en Zusammenhang zwischen den
regenerationshemmenden Eigenschaften von Narbengewebe des ZNS und der
Expression von CSPG besteht (McKeon et al. 1991) und dal3 nach Spaltung von
CSPG eine vermehrte axonale Aussprossung peripherer embryonaler Neurone, die
in das verletzte Rlickenmark adulter Ratten transplantiert wurden, stattfindet (Zuo
et a. 1998). In vivo Experimente hingegen zeigten, dal3 die Regeneration
durchtrennter Fornix-Fasern durch CSPG nicht gehemmt wird (Lips et al. 1995).
Unsicherheit besteht auch hinsichtlich der Rolle von Tenascin, das as
regenerationshemmend gilt (Faissner und Kruse 1990). Adulte Thalamusneurone
sind jedoch in der Lage, durch ein Tenascin-reiches Transplantat eines peripheren
Nerven zu regenerieren (Zhang et al. 1995). Sowohl Tenascin als auch einige
Proteoglycane besitzen in Abhangigkeit von Zeitpunkt und Umgebung ihrer
Expression regenerationshemmende oder -fordernde Eigenschaften, so dald ihr
Beitrag zur Beeinflussung axonaler Regeneration noch nicht eindeutig geklart ist
(Stichel und Mller 1998). In vitro Experimente weisen darauf hin, dal? der Effekt,
den Proteoglycane auf die axonale Regenerationsfahigkeit ausiiben, sowohl von
der jeweiligen neuronalen Population als auch von der Zusammensetzung der
Matrix, die den Neuronen as Substrat dient, abhangt (Dou und Levine 1995).
Wahrend CSPG und Keratan Sulfat Proteoglycan (KSPG) die Aussprossung cere-
bellarer und Hinterwurzelganglion-Neurone auf Laminin-bedeckten Oberflachen
hemmen, wirken diese Proteoglycane nur schwach inhibitorisch bzw. sogar rege-
nerationsfordernd auf L1-bedeckten Oberflachen (Dou und Levine 1995). Im
adulten ZNS wird KSPG von einer Subpopulation ramifizierter Mikroglia expri-
miert, wobei eine inverse Korrelation mit der speziesspezifischen Intensitét der
MHC-II-Expression besteht (Bertoletto et al. 1995, 1998; Jander und Stoll 1996b).
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Welche Rolle die KSPG Expression bei pathologischen Prozessen des ZNS spielt,
ist unklar. Die Transformation verzweigter Mikroglia in Makrophagen, die z.B.
bei der experimentellen Autoimmun-Enzephalomyelitis (EAE), nach kortikalen
Stichverletzungen und wahrend Wallerscher Degeneration zentraler Faserbahnen
Zu beobachten ist, fihrt zu einem Verlust ihrer KSPG-Immunoreaktivitét
(Giordana et a. 1994; Jander und Stoll 1996a). Wahrend der neuronalen
Entwicklung soll KSPG &hnlich CSPG an der Aushildung repulsiver
Grenzstrukturen beteiligt sein. In vitro Untersuchungen wiesen darauf hin, dal3
KSPG die neuronale Adhasion und die axonale Elongation hemmt (Cole und
McCabe 1991). Welche Molekile die Synthese einer undurchlassigen
extrazelluldren Matrix nach Verletzungen des ZNS triggern, ist noch nicht
bekannt; moglicherweise spielen die Verletzung der Blut-Hirn-Schranke und die
posttraumati sche Entziindungsreaktion eine Rolle (Fitch und Silver 1997).

Stichel et a. stellten fest, dal3 die Basalmembran, die einen wesentlichen Anteil
der sich im Bereich von ZNS-Verletzungen bildenden Narbe darstellt, die axonale
Elongation im Bereich der Lasion verhindert (Stichel und Mller 1998; Stichel et
a. 1999b). Auch der Collagengehalt tragt vermutlich zu den regenerations-
hemmenden Eigenschaften des Narbengewebes bei. Wird die Ablagerung von
Collagen Typ IV durch Applikation spezifischer Antikdrper oder durch Inhibition
der Collagen-Tripel helix-Synthese gehemmt, sind durchtrennte Axone dazu fahig,
die Lasion zu durchqueren und distal der Verletzung urspringliche Zielgebiete
erneut zu innervieren (Stichel et al. 1999a).

Weitere Substanzen, die fur die Entstehung einer regenerationshemmenden
Umgebung im Bereich der L&sion verantwortlich sein kénnten, sind Chemo-
repellents wie Semaphorine und die Gruppe der Eph RPTKs (receptor protein
tyrosine kinases, Miranda et al. 1999; Pasterkamp et al. 1999). Pasterkamp et al.
verglichen die Expression des Chemorepellents Semaphorin |1l und seines
Rezeptors, Neuropilin-1, in Lasionen des ZNS adulter und neonataler Ratten.
Wahrend Fibroblasten-ghnliche Zellen in ZNS-Lasionen adulter Ratten eine ver-
mehrte Semaphorin I111-Expression aufwiesen, zeigte sich in ZNS-Verletzungen
neonataler Ratten keine verstdrkte Semaphorin Il1-Expression, jedoch eine
massive axonal e Regeneration (Pasterkamp et al. 1999).

Astrozyten spielen eine Rolle in der Aufrechterhaltung der immunologischen
Sonderstellung des ZNS. Durch Produktion von GM-CSF (granulocyte
macrophage-colony stimulating factor) hemmen sie die Antigen-prasentierende
Funktion von Mikroglia (Hayashi et al. 1993). Nach Verletzung der Blut-Hirn-
Schranke inaktivieren sie aus dem Blut einwandernde Makrophagen, evt. durch
Sekretion von TGF-31 (O’ Brien et a. 1994; Hailer et a. 1998). Mdglicherweise
wird durch die somit supprimierte Entziindungsreaktion die Regeneration nach
Verletzungen des ZNS verzogert (Perry et al. 1987; Hirschberg et al. 1995).
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3.4.3. Verzogerung der Wallerschen Degeneration im CNS

Nach Durchtrennung zentraler Axone werden lediglich synaptische Terminalen
schon nach wenigen Tagen phagozytiert, wahrend die Wallersche Degeneration
mit Phagozytose durchtrennter Axone und ihrer Myelinscheiden mehrere Monate
beansprucht (Bahr und Bonhoeffer 1994; George und Griffin 1994; Avellino et al.
1995). Die verzogerte, mit eingeschrankter Makrophagenreaktion und verspéateter
Abraumung regenerationshemmende Myelinreste einhergehende Wallersche
Degeneration im ZNS stellt mdglicherweise einen Grund fur die unvollsténdige
axonale Wiederaussprossung zentraler Neurone dar (Brown et al. 1992; Avellino
et a. 1995; Stoll und Jander 1999).

3.4.4. Regener ationshemmende Einflisse aktivierter Makrophagen und
Mikroglia

Aktivierte Mikrogliazellen induzieren mdglicherweise die Apoptose von Oligo-
dendrozyten in der weilen Substanz proximal und distal der Lasion, was zu
Demyelinisierung und Degeneration auch initial unverletzter Axone fihrt
(Shuman et al. 1997). Zudem eliminieren sie Neurone, die nach Verletzungen des
ZNS geschadigt wurden, zunachst jedoch Uberlebten, und die somit keine
Moglichkeit zur Regeneration erhalten (Thanos et a. 1993). Aktivierte
Mikrogliazellen synthetisieren inhibitorische Proteoglykane, auf3erdem regen aus
dem Blut rekrutierte Makrophagen Astrozyten zur Produktion regenerationshem-
mender Matrixmolekile an (Bovolenta et al. 1993; Fitch und Silver 1997). Als
Antigen-préasentierende Zellen aktivieren MHC |1-positive Makrophagen mit Hilfe
kostimulatorischer Molekile, z.B. B7, T-Lymphozyten, welche sowohl bel der
EAE (experimental autoimmune encephalomyelitis) bzw. der Multiplen Sklerose
as auch nach Rickenmarkverletzungen gegen ZNS-Antigene gerichtete
Autoimmunreaktionen vermitteln und zu protrahierten Gewebeschadigungen
fuhren kénnen (Mizrachi et a. 1983; De Simone et a. 1995; Popovich, Stokes,
Whitacre 1996; Popovich et al. 1998).

3.5. Bedeutung der Entziindungsreaktion

Eine Entztindungsreaktion ist als Antwort eines Gewebes auf Infektionen, Ver-
letzungen und andere Schadigungen der strukturellen Integritét zu verstehen und
dient der Elimination von Pathogenen sowie der Regeneration verletzten
Gewebes. Die Kardinalsymptome der Entztindung, d.h. rubor, calor, dolor, tumor
und functio laesa, wurden schon in der Antike beschrieben und spiegeln die
komplexen Reaktionen des geschéadigten Gewebes wider. Waéhrend
Entzindungsreaktionen peripherer Gewebe eingehend untersucht wurden,
konzentrierte sich die Erforschung inflammatorischer Reaktionen des ZNS bisher
auf immunologisch vermittelte Erkrankungen, z.B. die Multiple Sklerose.
Entzindliche Veranderungen des ZNS spielen jedoch auch bel Tumoren,
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Traumata, ischamischen Insulten, AIDS-Demenz und neurodegenerativen
Krankheiten wie Morbus Alzheimer eine Rolle (Kreutzberg 1996; Matyszak
1998).

Wahrend der Entziindungsreaktion wird das Gewebe mit Makrophagen infiltriert,
die durch Freisetzung zahlreicher Faktoren und Zytokine die Regeneration beein-
flussen (Richardson und Lu 1994; Bartholdi und Schwab 1997). Innerhalb des
ZNS vermitteln aktivierte Mikroglia, die einer morphologischen Transformation
unterliegen, Interaktionen zwischen dem ZNS und dem Immunsystem (Giulian
1987; Streit et a. 1988; Lotan und Schwartz 1994). Makrophagen, die das
geschadigte Gewebe infiltrieren und Detritus phagozytieren, sezernieren zahl-
reiche Faktoren und Zytokine, von denen einige zur sekundéren
Gewebeschéadigung fihren, andere hingegen zur Regeneration beitragen (Perry et
a. 1987; Lu et a. 1991; Hirschberg et al. 1994). Die posttraumatische
Entzindungsreaktion nach RUckenmarkverletzungen ist daher als ein ,zwei-
schneidiges Schwert” zu betrachten. Ihre Intensitét variiert in unterschiedlichen
Bereichen des Nervensystems. Nach Schadigungen peripherer Nerven kommt es
Zu einer ausgepragteren Entzindungsreaktion als nach Verletzungen des ZNS
(Stoll und Jander 1999). Akute Entziindungsreaktionen, die z.B. durch Lipopoly-
saccharid- (LPS-) Injektionen hervorgerufen werden konnen, sind im ZNS
schwerer auszulésen bzw. gehen im Vergleich zur Reaktion peripherer Gewebe
mit einer verzdgerten und geringeren Immunantwort einher. Die Griinde dafUr sind
noch nicht hinreichend bekannt; mdglicherweise sollen im ZNS potentiell schad-
liche entziindliche Reaktionen supprimiert werden (Kreutzberg 1996; Matyszak
1998; Schwartz et a. 1999b). Auch innerhalb des ZNS besteht eine Hierarchie
bezliglich des Ausmal3es von Entziindungsreaktionen. Die aulerhalb der Blut-
Hirn-Schranke liegenden Meningen und der Plexus choroideus weisen eine dem
PNS &hnliche Entziindungsantwort auf. Nach Rickenmarkverletzungen wird eine
ausgepragtere inflammatorische Reaktion induziert als nach Traumata des Gehirns
(Schnell et al. 1999). Diesist z.T. auf eine unterschiedliche Sensitivitét gegentber
proinflammatorischen Zytokinen zuriickzufiihren. Die entztindliche Reaktion nach
Verletzungen des PNS stellt eine entscheidende Voraussetzung fir regenerative
Vorgange dar, die eingeschrankte Entziindungsantwort nach Schadigungen des
ZNS und die verzogerte Abraumung regenerationshemmender Myelinreste durch
Makrophagen tragen wahrscheinlich zur eingeschrankten axonalen Regeneration
bei (Prewitt et al. 1997; Lazarov-Spiegler et a. 1998a). Schwartz und Mitarbeiter
zeigten, dali’ die phagozytare und sekretorische Aktivitét von Makrophagen durch
die Exposition von regenerierenden peripheren Nerven gesteigert, in der
Umgebung des ZNS jedoch gehemmt wird (Zeev-Brann et a. 1998). Die immun-
supprimierenden Eigenschaften des ZNS vermindern die Makrophagenaktivierung
wahrend der posttraumatischen Entziindungsreaktion und verhindern dadurch
wahrscheinlich schadigende Auswirkungen der Entziindungsreaktion, aber auch
regenerationsfordernde phagozytére Eigenschaften (Hirschberg et al. 1994; Zeev-
Brann et al. 1998).
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Aktivierte Mikroglia und Makrophagen unterstiitzen die axonale Regeneration
durch verschiedene Mechanismen. In-vitro-Untersuchungen zeigten, das im
Bereich einer Lasion Makrophagen die Permeabilitat fur axonale Aussprossung
erhdhen (David et al. 1990). In vivo beeinflussen phagozytéare Zellen die axonale
Regeneration u.a durch Sekretion von Zytokinen wie TGF-R1 (transforming
growth factor-31) und durch Synthese des extrazelluldren Matrixproteins
Thrombospondin (Chamak et al. 1994; Arber und Caroni 1995; Kiefer et a. 1995).
Wahrend der neuronalen Entwicklung und Regeneration beeinflussen Mikroglia
und Makrophagen die Zusammensetzung der extrazelluld&ren Matrix durch
Sekretion von Proteinasen wie z.B. Plasminogen, die eine Rolle in der Steuerung
der neuronalen Migration spielen (Perry und Gordon 1988; Kreutzberg 1996).
Nach striatalen Verletzungen kommt es im Randbereich der Lasion zum Aus-
sprossen dopaminerger nigrostriataler Neurone (Batchelor et al. 1999). Die rege-
nerierenden Axone sind mit aktivierten Makrophagen und Mikroglia, die GDNF
(glia cdll line-derived neurotrophic factor) und BDNF (brain derived neurotrophic
factor) produzieren, assoziiert. In groferem Ausmald finden die regenerativen
Vorgange nach Transplantation z.B. adrenergen Gewebes in die striatale L&sion
statt, und zwar auch dann, wenn das Transplantat nicht Uberlebt; entscheidend ist
aso weniger das Implantat als die Aktivierung von Makrophagen. Aktivierte
Makrophagen und Mikroglia fordern die axonale Regeneration sowohl direkt
durch Produktion von GDNF und BDNF al's auch indirekt durch Sekretion von IL-
1 (Interleukin-1), das Astrozyten aktiviert und zur Sekretion weiterer neurotropher
Faktoren wie CNTF (ciliary neurotrophic factor) und bFGF (basic fibroblast
growth factor) und regenerationsfordernder extrazelluldrer Matrixmolekile anregt
(Giulian et a. 1986; Perry und Brown 1992; Batchelor et al. 1999). Noch unklar
ist, ob die Herkunft der Makrophagen, d.h. ihre Abstammung von ortssténdiger
Mikroglia oder ihre Rekrutierung aus dem Blut, ihre r&umliche Verteilung (in der
grauen oder weil3en Substanz innerhalb bzw. distal der L&sion) und der Zeitpunkt
threr Aktivierung (unmittelbar nach dem Trauma oder verzGgert) das
Vorherrschen regenerationsfordernder oder -hemmender Einfllisse mitbestimmen
(Popovich et al. 1997). In diesem Zusammenhang sind auch die Art und Schwere
des Traumas von Bedeutung, da sie mitbestimmen, welche Makrophagen-
population hauptsachlich rekrutiert bzw. aktiviert wird (Riva-Depaty et a. 1994,
Popovich et a. 1997). Da es zahlreiche immunphanotypische, morphol ogische und
funktionelle Unterschiede zwischen den verschiedenen Aktivierungsstufen der
Mikroglia/ Makrophagen gibt, stellt sich auf3erdem die Frage, ob der relative
Beitrag einer bestimmten Population an der Entziindungsreaktion beeinflussen
kann, wie grol3 der regenerationsférdernde Einflul3 ist.

3.5.1. Beeinflussung der Entziindungsr eaktion nach Myelonverletzungen

Neben der Nutzung der antiinflammatorischen Wirkung von Methylprednisolon
(Bracken et a. 1997) werden noch weitere therapeutische Mdglichkeiten zur
gezielten Beeinflussung der Entziindungsreaktion nach Riickenmarkverletzungen
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erprobt. Entziindungszellen sezernieren abhangig vom jeweiligen Aktivierungs-
zustand regenerationsfordernde oder die sekunddre Gewebeschadigung verstar-
kende Faktoren. Durch adaquate Modulation der inflammatorischen Antwort
lassen sich regenerationsfordernde Eigenschaften der Gliazellen verstdrken und
sekundére Schadigungsmechanismen reduzieren (Schwartz et al 1999b). So fihrt
die kombinierte Applikation von LPS (Lipoopolysaccharid), das Makrophagen zur
Sekretion proinflammatorischer Zytokine anregt, und Indomethacin, das die
Prostaglandinsynthese hemmt und die Blutzirkulation im verletzten Rickenmark
fordert, zu einer partiellen Restitution motorischer Funktionen nach Kompres-
sionsverletzungen des Myelons adulter Ratten (Guth et al. 1994; Xiao et al. 1996).

3.5.2. Transplantation von Makrophagen in dasverletzte ZNS

Mehrere Arbeitsgruppen zeigten, dal3 die Transplantation von Makrophagen bzw.
Mikroglia in das verletzte ZNS adulter Ratten die axonale Regeneration
unterstitzt (Lazarov-Spiegler et al. 1996; Prewitt et al. 1997; Rabchevsky und
Streit 1997; Schwarz et al. 1999a). Werden nach Transsektion des Riuckenmarks
adulter Ratten aktivierte Makrophagen in die Lasion implantiert, kommt es zur
Aussprossung deszendierender Nervenfasern, was mit einer partiellen Restitution
motorischer Funktionen einhergeht (Schwartz et al. 1999a). Franzen et al. (1998)
zeigten, dal3 die Implantation autologer Peritonealmakrophagen in spinae
Kompressionsléasionen adulter Ratten die Anzahl v.a. peptiderger Neurone
innerhalb der L&sion erhdht. Implantierte Makrophagen férdern die axonale Aus-
sprossung durch Induktion der Bildung einer regenerationsfordernden extrazel lu-
laren Matrix, durch Phagozytose von Myelin, durch Stimulation der Angiogenese
und durch Sekretion von Zytokinen, die andere Gliazellpopulationen zur
Produktion neurotropher Faktoren anregen, z.B durch Rekrutierung nerve growth
factor-produzierender Schwannzellen durch Interleukin-1 oder TGF-31
(Rabchevsky und Streit 1997; Franzen et al. 1998). Lazarov-Spiegler et al.
entwickelten aufgrund der Feststellung, dal3 durch peripheres Nervengewebe
aktivierte Makrophagen eine grofdere phagozytische Aktivitdt und ein héheres
regenerationsforderndes Potential besitzen, ein neues experimentelles thera-
peutisches Konzept (Lazarov-Spiegler et al. 1998b; Zeev-Brann et al. 1998).
Werden durch regenerierende periphere Nerven stimulierte Makrophagen in den
durchtrennten Nervus opticus der adulten Ratte transplantiert, kommt es zur ver-
mehrten Abrédumung von Myelindetritus und einer gesteigerten Regeneration des
verletzten Sehnerven. Diese Methode fihrte auch nach experimentellen
Rickenmarkverletzungen adulter Ratten zu funktionell signifikanten Verbes-
serungen der Regeneration motorischer Funktionen (Rapalino et a. 1998).
Hingegen fordern Makrophagen, die zuvor Anteilen des ZNS exponiert waren, die
axonale Regeneration deutlich weniger (Lazarov-Spiegler et al. 1998b). Das weist
darauf hin, dal3 eine dem ZNS inhdrente, z.T. reversible Immunsuppression
stattfindet, die fur die mangelnde Regeneration nach Verletzungen mitverant-
wortlich sein kdnnte (Zeev-Brann et al. 1998).
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3.6. Endogene Regenerationsvorgange nach Riuckenmarkver-
letzungen

Nach Rickenmarkverletzungen sind spontane regenerative Prozesse in einem
groleren Ausmald zu beobachten, als friher angenommen wurde (Besttie et al.
1997; Brook et al. 1998a). Aus spinalen Hinterwurzeln einsprossende Schwann-
zellen bilden innerhab der Lasion ein Gerlst, welches mit longitudinal
orientierten Axonen assoziiert ist, die mehrere mm weit in die Lasion hinein-
wachsen (Beattie et al 1997; Brook et al. 1998a). Die Proliferation und
Differenzierung der den Zentrakanal umgebenden Ependymzellen tragen zur
Ausbildung eines Stiitzwerks, das die zelluldre Infiltration der L&sion und das
Aussprossen von Axonen fordert, bei (Guth et al. 1985; Beattie et a 1997,
Johansson et al. 1999). Den Ependymzellen werden auf3erdem Stammzell-
eigenschaften zugeschrieben (Johansson et al. 1999). In die Riuckenmarklasion
einwandernde |leptomeningeale Zellen, Astrozyten und Neurone exprimieren ver-
mehrt Neurotrophinrezeptoren, welche die axonale Aussprossung sowie Gliazell-
reaktionen vermitteln (Frisen et a. 1992). Drel bis vier Wochen nach dem Trauma
nimmt die Anzahl orientierter Schwannzellen und Axone ab, es kommt zur
Ausbildung einer astrozytdren Narbe, die den zystische Gewebedefekt im Bereich
der Lasion umgibt (Brook et al. 1998a). Anféngliche regenerative Vorgange nach
Myelonlasionen spiegeln sich auch in Veradnderungen der Gefal3architektur wider
(Imperato-Kalmar et al. 1997). Nach der initialen Gewebenekrose kommt es zum
Aussprossen zahlreicher Blutgefal3e auch in mit Makrophagen angeflllten
Regionen. Das u.a. von Makrophagen und Astrozyten synthetisierte Zytokin TGF-
1 (O'Brien et al. 1994; Kiefer et al. 1995; Streit et al. 1998) spielt dabel
moglicherweise eine Rolle als angiogenetischer Faktor (Imperato-Kalmar et al.
1997). Nach einer Woche sistiert die Neovaskularisation jedoch und bleibt wie
andere regenerative Vorgange nach Myelonschadigungen unvollsténdig
(Imperato-Kalmar et al. 1997).
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. Fragestellung

. Wie ist der Immunophadnotyp der Makrophagen mit endogenen Regene-
rationsvorgangen im verletzten Riickenmark korreliert, und gehen Anderungen
des phagozytdren Phanotyps zeitlich mit dem Einsetzen abortiver axonaler
Regeneration einher? Zur Klarung dieser Fragen wurde die zelluldre post-
traumatische Entzindungsreaktion nach einer experimentellen Kompressions-
verletzung bei der Ratte im zeitlichen Zusammenhang mit spontanen Regene-
rationsvorgangen qualitativ und semiquantitativ beschrieben.

. Besteht in diesem Lasionsmodell eine inverse raumliche Korrelation zwischen
der Lokalisation der KSPG-Expression und regenerierenden Axonen? Dazu
wurden der Zeitverlauf und die raumliche Verteilung der KSPG-Expression
innerhalb und in der Umgebung der L&sion untersucht.

. Inwiefern unterscheidet sich der Ablauf der Entztindungsreaktion in Regionen
sekundéarer Gewebeschadigung und der priméren L&sion? Dazu wurde die
Immunoreaktivitéat (IR) aktivierter Makrophagen und Mikroglia in degene-
rierenden Faserstrangen distal der Lasion untersucht.

. Existieren Unterschiede in der Entzindungsreaktion zwischen den
untersuchten Wistar-Ratten und anderen Rattenspezies? Zur Beantwortung
dieser Fragen wurde zusétzlich die posttraumatische MHC-11-Expression in
Sprague-Dawley-Ratten untersucht.
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5. Material und Methoden

Die Tierversuche der vorliegenden Studie wurden im Rahmen einer Kooperation
der Klinik fur Neurologie der RWTH Aachen mit den Abteilungen fur Physiologie
und Pathophysiologie, Neurologie, Neurochirurgie und Neuropathologie der
Université de Liege in Belgien durchgefihrt. Die Untersuchungen sind Bestandtell
eines von der Europaischen Union (Biomed Il) geforderten internationalen
Verbundprojektes. Frau Dr. R. Franzen (Abteillung fir Experimentelle
Neuropathologie, Littich) operierte die Versuchstiere. Das Riickenmarksgewebe
wurde im Rahmen der vorliegenden Dissertationsarbeit in Aachen
immunhistochemisch untersucht. Alle Experimente wurden entsprechend den
Rules and Regulations of the Belgian National Funds for Scientific Research
concerning the use and care of laboratory animals durchgefthrt.

5.1. Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten welbliche Sprague-Dawley- und Wistar-Ratten mit
einem Korpergewicht von 200-250 g. Die Wistar-Ratten wurden nach funf
unterschiedlichen Uberlebenszeiten nach der Operation (2, 7, 14, 21 und 28 Tage)
getotet. Pro Uberlebenszeit wurden jeweils vier Ratten bendtigt. Zudem wurden
vier Sprague-Dawley-Ratten (Uberlebenzeiten: 7, 14, 21 und 28 Tage ) verwendet.
Als Kontrollen dienten 4 weitere nicht operierte Wistar-Ratten. Die Versuchstiere
wurden im Tierhaus der Abteilung fur Experimentelle Neuropathologie der Uni-
versitét Luttich einzeln in K&figen gehalten (Einstreu: Sdgemehl). Sie wurden mit
Futter und Wasser ad libitum versorgt. Die Raumtemperatur betrug ca. 20° C.

5.2. Lasionsmodell

Zur tierexperimentellen Reproduktion geschlossener Kompressionsverletzungen
des Ruckenmarks wurde von der Arbeitsgruppe um Dr. D. Martin in LUttich ein
Rattenmodell entwickelt, das mit Hilfe eines subdural plazierten aufdehnbaren
Ballons eine Kompression des Rickenmarks ohne Er6ffnung der Dura mater am
Ort der Lasion ermdglicht (Martin et al. 1992). Mittels dieser Technik lassen sich
Kompressionslasionen des Myelons, die humanen Rickenmarkverletzungen glei-
chen (Kakulas 1984; Bunge et a. 1997), reproduzieren, quantifizieren und mit
dem Schweregrad motorischer Ausfalle korrelieren.

5.2.1. Operation

Nach einer kurzen Athernarkose erfolgte die Anasthesie der Ratten durch intra-
peritoneale Injektion von 10 mg/kg Xylazine und 75 mg/kg Ketalar. Unter Sicht
durch ein Operationsmikroskop wurden auf Hohe des Segments Th 13 der Spinal-
kanal er6ffnet und so die Hinterflache des Myelons freigelegt. Der 2,5 mm lange
und 0,88 mm dicke Balon (Ingenor Paris, Modell GV 15) wurde an einem
Katheter durch eine kleine Durainzision in den Subduralraum eingefihrt und dann
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2 Segmente weiter nach rostral bis auf Hohe des Segments Th11-12 vorgeschoben
(s. Abb. 1). Dort fullte man ihn mit 40 pl dest. Wasser. Nach 5 min wurde der
Ballon wieder geleert und zuriickgezogen. Anschlief3end néhte man die Dura an
der Stelle der Laminektomie und bedeckte sie mit subkutanem Fettgewebe.
Daraufhin wurden Muskulatur, subkutanes Bindegewebe und die Haut in Lagen
verschlossen und die Wunde desinfiziert.

Aufgedehnter Ballon Ruckenmark

Abb. 1 Lasionsmodell (Martin et a. 1992)

5.2.2. Postoper ative Versorgung

Wahrend der Aufwachphase wurden die Versuchstiere durch Bestrahlung mit
einer Rotlichtlampe vor Auskiihlung geschiitzt. Zur Prophylaxe gegen Harnwegs-
infekte erhielten die Tiere eine Woche lang téglich eine intramuskulére
Temocillin-Injektion (50 mg/kg). Bis sich eine automatische Kontrolle der Blasen-
entleerung einstellte, wurde den Tieren zweimal téglich die Harnblase ausge-
strichen.

5.3. Perfusion der Versuchstiere und Weiterverarbeitung des
Gewebes

Nach einer Uberlebenszeit von jeweils 7, 14, 21 oder 28 Tagen wurden die Ratten
unter Anasthesie mit 500 ml 4% Paraformaldehyd transkardial perfundiert. 4%
Paraformaldehyd (PFA) in 0,1 M phosphatgepufferter Kochsalzl 6sung (phosphate
buffered saline / PBS, pH = 7,4) wurde als Standard-Fixierldsung verwendet. Das
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Rickenmark wurde entnommen und in 4% PFA bei 4°C fir 24 h nachfixiert. Nach
weiteren 48 Stunden Kryoprotektion in 30% Saccharosesdsung in PBS bei 4° C
wurde das Rickenmark mit dem Skalpell in acht Gewebsblocke zerteilt, die den
oberen und unteren zervikalen, den oberen und unteren thorakalen, den kranialen
und kaudalen Anteil der Lasion sowie den oberen und unteren lumbosakralen
Bereich enthielten. Mit dem Rickenmark unoperierter Kontrolltiere wurde analog
verfahren. Die Gewebsblocke wurden bel -80° C in fliissigem Isopentan einge-
froren und bis zur Weliterverarbeitung bei -80° C aufbewahrt. Am Kryomikrotom
wurden 10 nm dicke transversale Gewebsschnitte angefertigt und auf mit Silane
beschichtete Objekttrager (5 min Aceton 100%, 5 min trocknen, 5 min Silane 2%
in Aceton, 5 min trocknen, in H20 einige Male eintauchen, 5 min H20 dest,
lufttrocknen, Uber Nacht in Warmeschrank trocknen) aufgebracht. Jeweils
unmittelbar  aufeinanderfolgende Schnitte wurden auf  unterschiedliche
Objekttrager aufgebracht, so dald aneinandergrenzende Schnitte mit den
verschiedenen Antikdrpern angefarbt werden konnten.

5.4. Immunhistochemie und Histochemie

Die MHC-II Expression wurde sowohl im Rickenmark der Wistar- als auch der
Sprague-Dawley-Ratten untersucht. Die Expression aller anderen untersuchten
Antigene wurde dagegen nur in Wistar-Ratten untersucht.

5.4.1. Immunhistochemie nach der Avidin-Biotin-M ethode

Die Kryostatschnitte wurden bel Raumtemperatur getrocknet und zun&chst fur 10
min in 80°C kaltem Aceton, dann fur 5 min in 4% PFA nachfixiert, um eine Ent-
fettung und optimale Haftung auf dem Objekttrager zu erzielen. Nach
Inaktivierung der endogenen Peroxidase fur 10 min in 0,3% H202 und 0,1%
Natrium-Azid in PBS und einstiindiger Blockierung der unspezifischen
Antikorperbindung folgte die Inkubation mit dem 1.Antikorper (AK) Uber Nacht
bei Raumtemperatur (RT). Die Konzentration jeden Antikorpers wurde so
festgelegt, dal3 eine optimale Sensitivitdt und Spezifitdt der Markierung des
nachzuweisenden Antigens erreicht wurde. Die Verdinnung der Antikorper
erfolgte mit einer Losung aus 3% Pferdeserum, 1% bovinem Serumalbumin und
0,5% Triton X-100 in 0,1 mol PBS, die auch zur Blockierung der unspezifischen
Antikorperbindung diente. Der Zusatz von Triton X-100 erhoht die Permeabilitét
des Gewebes.

Am néchsten Tag wurden die Schnitte fur 1 h bel RT mit dem biotinylierten 2. AK
inkubiert. Da der monoklonalen Erstantikbrper aus der Wirtsspezies Maus
stammte, wurde ein Biotin-konjugierter |gG Zweitantikorper Pferd-anti-Maus 1gG
verwendet (Vector). Die Konzentration des 2.AK lag bei 1:500 in 0.1 mol PBS,
2% Rattenserum und 1% BSA. Zur Prdabsorption unspezifischer AK erfolgte
zunéchst die Inkubation des 2. AK mit Rattenserum fir 30 min bei 4°C, woraufhin
die Préazipitation unspezifischer Antigen-Antikorperbindungen durch finf-
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mindtiges Zentrifugieren bei 5000 Umdrehungen pro min erfolgte. Nach der
Applikation des 2.AK erfolgte fir 1 h die Inkubation mit dem Peroxidase-mar-
kierten Avidin -Biotin Komplex (ABC Standard, V ector), danach wurde die spezi-
fische Antikorperbindung durch fuinfmindtige Inkubation in einer LOsung aus
0,05% 3,3" Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB; Sigma) und 0.003% H202
visualisiert. Vor und nach Inaktivierung der endogenen Peroxidase sowie ab der
Inkubation mit dem 1. AK wurden die Schnitte nach jedem Féarbeschritt in 0,1 mol
PBS drei ma funf min lang gewaschen, um Ruicksténde der Reagenzien zu
entfernen. Als Negativkontrollen wurden Gewebsschnitte aus dem Lé&sionsbereich
der jewelligen Tiere bei der Farbung mitgeftihrt, bei denen die Applikation des
Erstantikorpers entfiel. Stattdessen wurde das Material mit dem Antikoérper-
|6sungsmittel behandelt.

Die Schnitte wurden mit DPX eingedeckelt, fir photografische Zwecke wurden
sie zuvor mit 0,02% Thionin gegengefarbt.

5.4.1.1. Doppelfarbung: Methode der doppelten Per oxidasemarkierung
(Levey et al. 1986)

Diese Methode dient der gleichzeitigen Darstellung zweier unterschiedlicher
Antigene in einem histologischen Préparat. Im Rahmen dieser Studie wurde die
Doppelmarkierung nur fir OX 42 (mAb gegen CR3) und Neurofilament 200 kD
(polyklonal) durchgefiihrt, um die Beziehung zwischen Makrophagen und degene-
rierenden Axonen im Bereich der Lasion zu untersuchen. Zunéchst erfolgten die
Farbung mit dem mAb OX42 as 1. AK nach der Avidin-Biotin-Methode und die
Visualisierung der Antikdrperbindung mit DAB. Danach wurden die Schnitte fir
30 min in 0,3% H202 und 0,1% Natrium-Azid in PBS inkubiert, um die
Uberschiissige Peroxidase des Avidin-Biotin-Komplexes zu inaktivieren. Dann
wurde die Markierung mit dem anderen 1. AK (NF200 kD) durchgefihrt. Dessen
Visualisierung erfolgte nach Inkubation mit dem Sekundérantikérper und dem
Avidin-Biotin-Komplex durch DBHC (Benzidin-Dihydrochlorid, Fluca). Dazu
wurden die Schnitte zuerst fur finf min in einer Lésung aus 0,01% DBHC,
0,025% Natrium-Nitroprussid (Natrium Nitroferricyanid, Sigma) und 10 % 0,1
mol PBS (pH 6,8) in Aqua dest. inkubiert, die zuvor gefiltert werden mul3te.
Danach erfolgte die Férbereaktion durch dreimindtige Inkubation in 0,01%
DBHC, 0,025% Natrium-Nitroprussid, 0.009% H202 und 10% 0,1 mol PBS (pH
6,8) in Aqua dest.
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5.4.1.2. Tab.2: Monoklonale Maus-Antikorper gegen Antigene der Ratte

Antikorper | Klon Antigen Vﬁrudnlén' Hersteller Referenz
MRC _ _ Robinson et al.
0OX42 OX-42 CD 11b; CR3 | 1:1000 Serotec 1986
Lysosomales | .. Damoiseaux et
ED-1 ED-1 Glycoprotein 1:1000 Serotec al. 1994
CD11a LFA- | .. Hailer et a.
LFA-1 WT.1 1 1:5000 Serotec 1996
Koshinaga und
MHC-| MRC MHC - 1:5000 | Serotec Whittemore
OX 18 Antigen
1995
MHC I1-
Antigen, :
MRC - _ Popovich et al.
MHC-II OX-6 Ia_l-Antl gen 1:100 Serotec 1993
(immune-
associated)
Keratansulpha
KSPG | 5D4 |t-Proteoglycan|1:10000| ICN Belr;g;ttfg‘;%a"
(KSPG) ’
Society for
Neuroscience
P75 nerve 075 NGF zur Verfi- |Abstracts (1994)
growth receptor; low gung |2312and23.13;
factor affinity 1:50 | gestellt von Huber und
receptor neurotrophin Dr. C. Chao, Develop-
(NGFr) receptor Wigley mental Biology
(1995) 167: 227-
38.
Neurofilament | , . . Debus et al.
NF 200 kD | NE14 200 kD 1:10000 Sigma 1982
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5.4.2. Farbung mit Isolectin

Fur diese Farbung wurden die Schnitte zunéchst bel RT getrocknet. Nach
Postfixation der Schnitte in 4% PFA und Inaktivierung der endogenen Peroxidase
erfolgten die Inkubation mit 0,001% biotinyliertem Isolectin (Vector) in 0,1 mol
PBS (pH 7,4) und 0,5% Triton X-100 tber Nacht bel 4°C sowie die Visualisierung
durch das Vector-ABC-System und DAB. Nach jedem Zwischenschritt wurden die
Schnitte fur drei mal finf minin 0,1 mol PBS gewaschen.

5.4.3. Nisdl - Gegenféarbung

Zur besseren Orientierung im histologischen Préparat erfolgte ein Gegenférbung
der Schnitte nach Nissl in Anschluf® an die Peroxidasereaktion. Dazu wurden sie 2
min lang in 0,02% Thionin-L6sung inkubiert, in der aufsteigenden Alkoholreihe
dehydriert und dann mit Hilfe von DPX Mounting Medium mit einem Deckglas
versehen.

5.4.4. Doppelmarkierung: Methode der indirekten Immunfluor eszenz

Nach dieser Methode konnen in enem histologischen Prdparat zwel
unterschiedliche Antigene gleichzeitig dargestellt werden. Die Doppelmarkierung
far NGFr (192, monoklonal) und Neurofilament 200 kD (Sigma, 1:250,
polyklonal) diente dazu, die Beziehung zwischen eingewanderten Schwann -
Zellen und regenerierenden Axonen zu untersuchen. (Fotos entsprechend geférbter
Préparate wurden freundlicherweise von D. Plate zur Verfligung gestellt). Zudem
wurde die Doppelmarkierung fur Neurofilament 200 kD (polyclonal) und Keratan
Sulphate Proteoglycan (KSPG, monoclonal) durchgefiihrt, um die Korrelation
zwischen KSPG-Expression und aussprossenden Axonen zu untersuchen. Die
Farbung erfolgte zunachst analog zur Avidin - Biotin - Methode, das Materia
wurde jedoch Uber Nacht bel Raumtemperatur in jeweils zwel Primérantikorpern
gleichzeitig inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Schnitte gespilt. Nach
Praabsorption der Zweitantikorper mit 3% Rattenserum folgte fur die NGFr-
NF200kD-Doppel markierung die Behandlung der Schnitte mit eéinem Gemisch aus
einem Cys- konjugierten Esel-anti-Maus-1gG-Antikorper (1:400) und einem
DTAF-gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen-1gG-Antikorper (1:200, beide Jackson
Research Laboratories). Fur die KSPG-NF200kD-Doppel markierung wurden die
Schnitte in Cy 2-konjugiertem Ziege-anti-Kaninchen, (1:100) und Cy 3-
konjugiertem Ziege-anti-Maus inkubiert (1: 800, beides Jackson Immuno). Nach
den PBS-Spulungen konnten die Schnitte voll hydriert in Immunofloure Mounting
Medium (ICN Chemicals) eingebettet werden. Die Préparate wurden mit einem
konfokalen Zeiss Mikroskop mit BIO-RAD MRC1024 laser scanning imaging
system untersucht: Dabei regte die starke anndhernd monochromatische
Lichtquelle des Argon - Krypton - Lasers die mit dem ZweltantikOrper
gekoppelten Flourochrome zur Emission im rotem (Cys, Anregung bel | = 568
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nm) bzw. griinen Wellenlangenbereich (DTAF, Anregung bel | = 488 nm) an.
NGFr positive Zellen bzw. KSPG positive Strukturen, die von monoklonalen
Maus-Antikorpern erkannt wurden, waren also durch ein rotes Signal
gekennzeichnet. Dagegen wurden Axone griin dargestellt.

5.5. Quantifizierung der Immunoreaktivitat im Bereich der Lasion

Im Zentrum der Lasion der operierten und im entsprechenden Segment (Th 10/11;
Abb. 2) der Kontrolltiere wurde die Intensitdt der NF200 kD-IR, der NGFr-IR
sowie die Immunoreaktivitét der Makrophagenantigene CR3 (0X42), ED1 und
MHC-I densitometrisch mit dem Bildanalysesystem ,ipplus 2.0 bestimmt. Die
Messungen wurden in 5 Schnitten pro Tier erhoben, wobel die Messungen in
jewells 10 festgelegten Gebieten eines Querschnittes durch die Lasion erfolgten,
um zu gewdhrleisten, dal3 die gemessenen Areale die durchschnittliche Immuno-
reaktivitdt der insgesamt sehr heterogen aufgebauten Lasionen reprasentativ
widerspiegeln (s. Abb. 3A, B). Die geometrischen Daten der gemessenen
Rechtecke wurden im Computer gespeichert, so dal3 die Messungen an den
Préparaten aller Tiere in konstanten, gleich grof3en Gebieten durchgefiihrt wurden.
Die Registrierung der densitometrischen Mel3werte der definierten Flachen
basierte auf der unterschiedlich starken Transmission von Licht durch die
geféarbten Préparate, die das Bildanalysesystem in 255 verschiedene Graustufen
kodierte und entsprechend folgender Formel in die mittlere Dichte, d. h. die
Intensitét der jeweiligen Immunoreaktivitét, umrechnete:

o) BLO
a D(XY) |Ogg IL- BL g

(D) = Dichte; Ixy) = gemessene Graustufe; BL = maximal erreichbare Graustufe;
IL = minimal erreichbare Graustufe; x, y = Koordinaten des gemessenen Pixels.)

Hierbei bildete ,, schwarz” die maximal erreichbare Graustufe. Der Graustufenwert
des ungeféarbten Hintergrundes blieb fir alle Préparate konstant. Um durch
ungleichméaldige Belichtung entstehende MefRartefakte auszugleichen, wurde fir
jedes Préparat der Transmissionswert des ungeféarbten Hintergrunds gespeichert.
Mit der Funktion , background correct” wurde die jeweils gemessene Region um
diesen Faktor korrigiert.
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Nach der Erfassung der Dichtewerte wurden fir jedes untersuchte Antigen
zundchst die Mittelwerte fir die einzelnen Tiere errechnet. Dann wurden die
Mittelwerte aus den 4 Tieren der jeweiligen Uberlebenszeiten gebildet. Fir jede
Uberlebenszeit wurde der Quotient des Mittelwertes der operierten Tiere zu den
Kontrolltieren ermittelt und als Prozentwert (OP/Kontrolle x 100) dargestellt.
Aul3erdem wurden die mittleren Standardabweichungen graphisch dargestel|t.

Sg FG |FG Sg
FD FD
Py | Py
O
1
FV y FV

Abb. 2: Querschnitt durch das unverletzte Riickenmark auf Hohe der
Kompression (Th 11); FD: Fasciculus dorsalis; FG: Fasciculus gracilis; FL:
Fasciculus lateralis; FV: Fasciculus ventralis; Sg: Substantia gelatinosa; Py:
Pyramidenbahn
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Abb. 3A Querschnitt durch die Kompressionslasion, 28 Tage postoperativ,
geféarbt mit Isolectin und Thionin, Skalierung: 0,5mm

F0 0 eb SO A0 To A0 Sl N0

i

Abb. 3B Cameralucida-Zeichnung des gleichen Préparates wie 3A, malistablich
eingezeichnet sind die Felder, deren IR in jeder Lasion quantifiziert
wurde. Skalierung: 1mm
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5.6. Statistik

Quantifiziert wurden die NF200 kD-IR, die NGFr-IR, die CR3 (OX42)-IR, die
ED-1-IR sowie die MHC-I-IR im unoperierten Rickenmark und im Bereich der
Lasion zu den verschiedenen Uberlebenszeiten. Die LFA-1-IR wurde nicht
gemessen, da LFA-1 im ,normalen” Gewebe nicht und in der Lasion zu alen
Uberlebenszeiten nur sehr gering exprimiert wird. Die |IB4-Expression wurde
nicht statistisch ermittelt, da auf3er Mikroglia/M akrophagen auch Blutgefal3e und
C-Fasern angeféarbt werden (s. Kap. 7.1.) und bei der Quantifizierung miterfal3t
wrden.

Es sollte dtatistisch gepruft werden, ob zwischen den untersuchten
Uberlebenszeiten signifikante Unterschiede der Immunoreaktivitat der in der
Lasion vorhandenen Makrophagen zu verzeichnen waren. Zudem sollte der
Zeitverlauf der NF200kD- und der NGFr-Expression innerhalb der Lasion
quantifiziert werden mit der Fragestellung, ob sich Hinweise auf eine mogliche
Korrelation zwischen Immunophanotyp der Makrophagen und Infiltration der
Lasion mit NGFr-positiven Zellen und NF200kD positiven Axonen ergeben. Fur
die Vergleiche wurde der paarige t-Test zur Signifikanzprifung angewandt. Das
Signifikanzniveau wurde so festgelegt, dal3 bel einer Irrtumswahrscheinlichkeit (p)
von p<0,05 definitionsgemal’ ein signifikanter, bei p<0,01 ein sehr signifikanter
und bei p<0,001 ein hochsignifikanter Unterschied bestand.

Fir jeden untersuchten Antikdrper wurde die Immunoreaktivitdt des unoperierten
Ruckenmarkes als 100% festgelegt. Die Farbeintensitdt zu den unterschiedlichen
Uberlebenszeiten wurde jeweils prozentual auf die Immunoreaktivitdt des
,hormalen* Gewebes bezogen. Dadurch ergaben sich fir die Antigene NGFr
(p75), ED1 und MHC-I zahlenméaldig sehr hohe prozentual e Steigerungen der post-
operativen Immunoreaktivitét, da diese Antigene im unverletzten Rickenmark nur
sehr schwach exprimiert werden. Der Bezug auf das normale Gewebe ist jedoch
von Bedeutung, da der postoperative Zeitverlauf der im unverletzten Riickenmark
sehr starken Expression des axonalen Antigens NF200 kD untersucht und mit der
Expression der verschiedenen zellul&ren Marker zeitlich korreliert werden sollte.
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6. Ergebnisse

Die Operation fuhrte zur vollstdndigen Kompression und hamorrhagischen
Nekrose des Ruckenmarkes auf der Hohe der unteren thorakalen Segmente. Nur
einige Fasern in der &ul3eren weilen Substanz blieben zunachst erhalten und
waren 2 Tage postoperativ noch nachweisbar, nach 7 Tagen waren sie jedoch
degeneriert. Die Operation fihrte zu einer vollstandigen, irreversiblen Lahmung
der Hinterbeine. Wahrend der ersten postoperativen Woche bestand eine schlaffe
Lahmung der Hinterbeine, danach entwickelten sich eine zunehmende Spastik und
eine automatische Blasenfunktion.

6.1. Unverletztes Ruckenmark

In der grauen und weil3en Substanz des Rickenmarks unoperierter Kontrolltiere
fanden sich OX-42-positive ruhende Mikroglia. Transversale Schnitte zeigten
zahlreiche OX-42-immunoreaktive Mikroglia in der grauen Substanz (Abb. 4A).
Eine geringere Anzahl Mikroglia innerhalb der grauen Substanz war KSPG-
positiv (Abb. 4B). In Longitudinalschnitten durch das Rickenmark unoperierter
Tiere konnten OX-42- (Abb. 4C) und KSPG- (Abb. 4D) positive Mikrogliain den
Faserbahnen der weil3en Substanz identifiziert werden. Sie befanden sich sowonhl
innerhalb der als auch zwischen den perlschnurférmig aneinandergereihten
Oligodendroglia-Ketten. Auch angrenzend an Blutgefal3e waren OX-42- bzw.
K SPG-positive Mikroglia sichtbar. Die luminale Oberflache der den Zentralkanal
auskleidenden Ependymzellen war z.T. KSPG-positiv (Abb. 4E). Auch vereinzelte
Zellen zwischen den Ependymzellen zeigten eine intensive KSPG-IR, waren
jedoch mit OX-42 oder anderen Mikrogliamarkern nicht anférbbar. Die spinalen
Wurzeln und die Meningen waren KSPG-negativ (Abb. 4F). Mit dem Isolectin
Bandeiraea simplicifolia (I1B4) lief3en sich verzweigte Mikroglia (Abb. 4G) in der
weillen und grauen Substanz sowie Blutgefdl3e und Axone in der Substantia
gelatinosa der Hinterhorner nachweisen. Im unverletzten Rickenmark zeigten sich
NGFr-positive Axone im Bereich der Hinterhdrner und im &uf3eren Bereich der
Hinterstrange (Abb. 4H). Angrenzend an den Zentralkanal lief3en sich wenige
NGFr-positive Strukturen identifizieren, bel denen es sich vermutlich ebenfalls um
Axone handelte. Im unoperierten Ruckenmark wiesen verzweigte Mikroglia nur
eine sehr schwache, punktformige ED-1-Immunoreaktivitét (IR) der Zellfortséize
auf. Die MHC-I-IR ruhender Mikroglia war ebenfalls sehr gering. LFA-1-positive
Mikrogliafanden sich im unverletzten Riickenmark nicht.
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Abb. 4 Unverletztes Ruckenmark.
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Zu Abb. 4 A) Ramifizierte OX-42 positive Mikroglia (Pfeile) zwischen Neuronen
(Pfeilspitzen) in der grauen Substanz; B) Eine geringere Anzahl ramifizierter
Mikroglia (Pfeile) zwischen den Neuronen (Pfeilspitzen) ist KSPG-positiv. C)
CR3-positive Mikroglia finden sich in den Faserbahnen der weif3en Substanz
zwischen den aneinandergereihten Oligodendroglia (Pfeile) und an der Wand von
Blutgeféalien (Pfeilspitzen). D) Eine dhnliche Verteillung fand sich fur KSPG-
positive Mikroglia. E) KSPG-positive luminale Oberflache der den Zentralkanal
auskleidenden Ependymzellen (Pfeilspitzen) und vereinzelte KSPG-positive
Zellen zwischen den Ependymzellen (Pfeile). F) KSPG-negative Meningen
(Pfeilspitzen) angrenzend an KSPG-positive Mikroglia in der weil3en Substanz
(Pfeile). G) IB4-positive Mikroglia in der weil3en Substanz (Pfeilspitzen); H)
NGFr-positive Axone im Bereich der Hinterhdrner (dicke Pfeille) und der
Hinterstrénge (diinne Pfeile). Skalierung: A, B: 30um; C, D, F: 50um; E: 20um;
G: 30pm; H: 240um.

Im Rickenmark nichtoperierter Wistar- und Sprague-Dawley-Ratten waren nur
sehr wenige MHC-11-positive, zumeist mit Gefél3en assoziierte Zellen geringen
Durchmessers nachweisbar, die haufig perivaskuléren Zellen glichen. Zahlreiche
MHC-I1-positive Zellen waren hingegen im Subarachnoidalraum nachweisbar. Als
Positivkontrolle fur die MHC-11-Farbung dienten das Corpus pineale sowie der
Plexus choroideus, die in belden Spezies zahlreiche MHC-II-positive
M akrophagen bzw. dendritische Zellen enthalten (Abb. 5A-D).
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Abb.5 A, B) MHC-II-positive Makrophagen im Plexus choroideus; C) Corpus
pineale (Ubersicht); D) MHC-I1-positive Makrophagen und dendritische Zellen im
Corpus pineale. Skalierung: A, B, D: 50um; C: 250um.

6.2. Zelluldre Reaktionen im Bereich der Lasion

Zwei Tage postoperativ fand sich viel NF200 kD-positiver axonaler Detritus in
der Lasion. Intakte Axone waren nicht zu identifizieren. Das vollig mazerierte
Gewebe war hémorrhagisch infarziert und mit Granulozyten infiltriert. Eine
Woche postoperativ war die Lasion mit zahlreichen Haufen von Makrophagen, die
traubenartig aneinandergel agert waren, infiltriert (Abb. 6A). Zu diesem Zeitpunkt
wiesen die meisten Makrophagen eine starke OX-42-, ED-1- und MHC-I-
Immunoreaktivitét auf, einige Makrophagen waren nur schwach markiert. Die
Makrophagen waren auch mit 1B4 intensiv anféarbbar (Abb. 6B). Intrazellul&re
Granula der Makrophagen erschienen durch ihre starke ED-1-IR praktisch
schwarz (Abb. 6C). Einige der MHC-I-positiven Makrophagen besal3en kurze
Fortsétze (Abb. 6D). Innerhalb der La&sion zeigten sich kaum LFA-1-positive
Phagozyten, die meisten Makrophagen waren LFA-1-negativ. Nur wenige im
Randbereich der Lasion gelegene Makrophagen wiesen eine schwache LFA-1-IR
der Zelloberflache auf (Abb. 6E). Im an das intakte Gewebe angrenzenden
peripheren Bereich der L&sion zeigten sich hingegen zu allen untersuchten
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Uberlebenszeiten LFA-1-positive aktivierte Mikroglia (nicht gezeigt). Diese
fanden sich auch im @ufReren Bereich der sich in der Hinterstrangregion
ausdehnenden Zyste (Abb. 14F). Die die Lasion infiltrierenden Makrophagen
waren zu diesem und zu den spéteren Zeitpunkten KSPG-negativ.

Die Lasion enthielt eine Woche postoperativ wenige NF 200-kD-positive Axone,
die aus dem angrenzenden Gewebe in die L&sion einzusprossen begannen, und
spindelférmige nerve growth factor receptor- (NGFr-) positive Zellen, die sich in
enger Assoziation zu den Axonen befanden. Einige der NGFr-immunoreaktiven
Zellen besal3en die Morphologie migrierender Schwannzellen und stammten wahr-
scheinlich aus geschadigten Hinterwurzeln. NGFr-positive Zellen befanden sich
hauptsachlich in Regionen der Lasion, die dicht mit Makrophagen infiltriert
waren. Der Aufbau der Lasion wirkte heterogen, d.h. einige Regionen enthielten
viele, andere hingegen nur wenige oder keine Makrophagen und NGFr-positive
Zellen. Die Schéadigung spinader Nervenwurzeln auf der HOGhe der
Kompressionsverletzung bzw. angrenzender Segmente war unterschiedlich stark.
Geschadigte, “aktivierte” Wurzeln waren NGFr positiv, wahrend intakte Wurzeln
nur eine schwache NGFr-IR aufwiesen.

Die statistische Auswertung (Abb. 12 A-E) ergab, dal3 7 Tage postoperativ im
Vergleich zum unverletzten Gewebe die OX42-IR hochsignifikant (p<0,001) um
158+9% angestiegen war. Die ED-1-IR hatte ebenfalls hochsignifikant um
1548+42% und die MHC-I-IR hochsignifikant um 7595+405% zugenommen. Es
zeigte sich ein hochsignifikanter (p<0,001) Anstieg der NGFr (p75) IR im
Vergleich zum unverletzten Gewebe um 1678+603%. Die NF200 kD-IR betrug
eine  Woche postoperativ 21+6% der NF200 kD-IR des unverletzten
Rickenmarkes, was einem hochsignifikanten (p<0,001) Abfall der IR entsprach.
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Abb.6 Makrophagen in der Lasion, 7 Tage postoperativ. A) Die Lasion ist mit
stark OX-42-positiven Makrophagen infiltriert, die traubenformige Haufen bilden;
einige Makrophagen sind nur schwach OX-42-positiv. B) starke Anfarbbarkeit der
Makrophagen mit dem Lectin 1B4, das auch Gefélze markiert (Pfeile); C) intensive
ED-1-IR zytoplasmatischer Granula; D) MHC-I-positive Makrophagen besitzen
z.T. kurze Fortsdtze (Pfeilspitzen); E) In der Lasion befinden sich nur wenige
schwach LFA-1-immunoreaktive Makrophagen (Pfeile), zumeist in der N&he von
Bindegewebstrabekeln oder Gefallen, die Randbereiche der Lasion durchziehen.
Skalierung: 50 um.
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14 Tage postoperativ war die Lasion mit dichtgepackten, ,, schaumigen® Makro-
phagen unterschiedlichen Durchmessers (6-60 um) angefillt (Abb. 7). Die Makro-
phagen wiesen eine grofe Heterogenitdat bezlglich Grofe, Morphologie und
Immunoreaktivitdt auf. Der Durchmesser der Makrophagen schien im Vergleich
zur kirzeren Uberlebenszeit etwas angestiegen zu sein. Viele Makrophagen
zeigten eine starke OX-42-, ED-1- und MHC-I-IR (Abb. 7A, C, D) und waren
auch mit 1B4 deutlich nachweisbar. Dabel wirkten Makrophagen mit kleineren
Durchmessern stéarker OX-42-, ED-1- und MHC-I-positiv as groliere
Makrophagen. Durch die IB4-Markierung wurde die unterschiedliche
Morphologie der Makrophagen besonders eindrucksvoll sichtbar gemacht, hier
schien die Stérke der Anféarbbarkeit jedoch unabhangig von der Grofse der Zellen
zu sein (Abb. 7B). Wie zuvor befanden sich nur sehr wenige LFA-1-positive
Makrophagen innerhalb der Léasion, hauptséachlich in Bereichen, die von
Bindegewebstrabekeln oder Gefallen durchzogen wurden (Abb. 7E). Zahlreiche
NF 200 kD-positive, einzeln oder in Blndeln verlaufende Axone, die z.T.
Kollateralen besal3en, waren in der Lasion in enger Nachbarschaft zu den
Makrophagen nachweisbar (Abb. 11). Die sehr heterogen aufgebaute Lasion, in
der sich unterschiedlich grof3e Zysten ausbildeten, wurde von NGFr-positiven
Zellen durchflochten (Abb. 11), die zwischen den eng aneinanderliegenden
Makrophagen ein dichtes Netzwerk bildeten.

Die statistische Auswertung (Abb. 12) ergab einen Anstieg der OX42-IR im
Vergleich zur friheren Uberlebenszeit (7 Tage postoperativ) um 20+16%, der
jedoch nicht signifikant war. Die ED-1-IR zeigte dagegen einen hochsignifikanten
(p<0,001) Anstieg um 29+6% im Vergleich zur 7-tdgigen Uberlebenszeit,
wahrend die MHC-I-IR mit einen nicht signifikanten Anstieg um ca. 2% etwa
gleich blieb. Verglichen mit der 7-tétigen Uberlebenszeit war zu diesem Zeitpunkt
die NF-200 kD-IR in der Lasion sehr signifikant (p<0,01) um 99£39, aso ca. das
Doppelte, angestiegen. Die NGFr (p75)-IR war hochsignifikant (p<0,001) um fast
das Vierfache (380+60%) angestiegen. Doppelimmunofluoreszensfarbungen
zeigten eine enge raumliche Korrelation zwischen NF200 kD-positiven Axonen
und NGFr-positiven Zellen.

Zu Abb. 7A-E: 14 Tage postoperativ ist die Lasion dicht mit Makrophagen
unterschiedlichen Durchmessersinfiltriert. A) Die meisten Makrophagen sind OX-
42-positiv, kleinere Makrophagen zeigen eine stérkere CR3-IR als grof3ere. B) Die
IB4-Markierung hebt die unterschiedliche Morphologie der Makrophagen
besonders hervor, es besteht keine Relation zwischen Grofe und Farbeintensitét.
C) Intensive ED-1-Markierung der Makrophagen, kleinere Zellen sind intensiver
angeférbt als grofe. D) Auch die MHC-I-IR verhdt sich umgekehrt proportional
zur Grol3e der Makrophagen. E) Nur wenige kleine Makrophagen sind leicht LFA-
|-positiv (Pfeile), daneben fallen grofe, LFA-1-negative Makrophagen auf
(Sterne). Skalierung: 50 pm.
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Abb. 7A-E Makrophagen in der Lasion, 14 Tage postoperativ.

21 und 28 Tage postoperativ war eine drastische Reduktion der OX-42-IR der in
der Lasion vorhandenen Makrophagen nachweisbar (Abb. 8A). Nur in der Peri-
pherie der Lasion, in der Nahe der ebenfalls geschadigten Wurzeln, waren noch
einige OX-42-positive Zellen vorhanden. Z.T bestand eine enge Korrelation
zwischen OX-42-negativen Makrophagen und spindelférmigen Zellen (abb. 8A);
in einigen Regionen, die mit OX-42-negativen Phagozyten angefillt waren, fehlte
jedoch die Infiltration mit spindelférmigen, Schwannzell-dhnlichen Strukturen (s.
Abb. 14 A). Die immer noch sehr intensive Lectinfarbung verdeutlichte, dal3 die
Anzahl der Makrophagen in der Lasion nicht abgenommen hatte (Abb. 8B). Nach
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28 Tagen wiesen vereinzelte Makrophagen in der Lasion eine fehlende
Anfarbbarkeit mit Isolectin auf. Hohe Vergrof3erungen zeigten jedoch, dal3 es sich
hier um degenerierende Makrophagen handelte, deren Membran perforiert war
(Abb. 8C). Im Gegensatz zur massiv reduzierten CR3-IR erschienen die ED-1-
und MHC-I-Expression verglichen mit kirzeren Uberlebenszeiten nur leicht
vermindert (Abb. 8D, E). Die LFA-1-IR war wie zuvor sehr schwach (Abb. 8F).

Der Aufbau der Lasion erschien 21 bzw. 28 Tage postoperativ wie zuvor
heterogen. Einige Bereiche enthielten Makrophagen und NGFr-positive Zellen, in
anderen Uberwog die Zystenbildung. Makrophagen und spindelférmige Zellen, die
in Form von Trabekeln in die Lasion einsprofdten, befanden sich wie zuvor in
enger raumlicher Assoziation (Abb. 8A). Im Vergleich zur 7- und 14-tagigen
Uberlebenszeit hatte die Anzahl NF 200 kD-positiver Axone abgenommen.
Parallel dazu war vermehrt NF 200 kD-positiver Detritus in der Lasion
nachweisbar. Um zu Uberprifen, ob der NF200 kD-positive axonale Detritus mit
den wenigen noch vorhandenen OX-42-positiven Makrophagen assoziiert war,
wurden Doppelfarbungen fir NF200 kD und OX42 durchgefiihrt (Abb. 9). Die
Doppelfarbungen zeigten jedoch keine Korrelation zwischen der OX-42-IR der
Makrophagen und der Phagozytose von NF 200 KkD-positivem Detritus.
Unabhangig von der Intensitét der OX-42-Expression enthielten nur vereinzelte
Makrophagen NF 200 kD-positives phagozytiertes Material.

Die statistische Auswertung (Abb. 12) zeigte 21 Tage postoperativ einen Abfall
der CR3-IR im Vergleich zur 14-tagigen Uberlebenszeit um 77+1%. Die CR3-IR
der Lasion betrug zu diesem Zeitpunkt weniger as die Halfte (43+3%) der CR3-
IR des unverletzten Rickenmarkes. Der t-Test ergab, dal3 die CR3-IR 21 Tage
postoperativ hochsignifikant niedriger (p<0,001) als zu den friheren untersuchten
Uberlebenszeiten und auch als im normalen Gewebe war. 28 Tage postoperativ
war ein weiterer sehr signifikanter (p<0,01) Abfall der OX-42-IR auf ca die
Hafte (46£26%) des vorherigen Wertes zu verzeichnen, die CR3-IR betrug
nunmehr 20% des Ausgangswertes im unverletzten Gewebe und lediglich ca. 11%
der maximalen OX-42 IR, die 14 Tage postoperativ zu verzeichnen war. Weder
zwischen 14 und 21 noch zwischen 21 und 28 Tagen fand eine signifikante
Reduktion der ED-1-IR statt. (Die ED-1 IR nahm zwischen 14 und 21 Tagen
lediglich um 8+6%, zwischen 21 und 28 Tagen postoperativ um 5+13% ab). Sie
betrug 28 Tage postoperativ noch ca. 87% der maximaen IR, die 14 Tage
postoperativ erreicht wurde. Zwischen 14 und 21 Tagen postoperativ war eine
signifikante (p<0,05) Reduktion der MHC-I-IR um 35+22% zu verzeichnen.
Zwischen 21 und 28 Tagen nahm die MHC-I-IR dann nicht mehr signifikant, um
7+12%, ab.

Statistisch liefd sich 21 Tage postoperativ ein sehr signifikanter (p<0,01) Abfall
der NF200 kD-IR auf 51+10% der IR, die 14 Tage postoperativ in der Lasion
nachweisbar war, feststellen. Wie zur 7-tagigen Uberlebenszeit betrug die NF200
kD-IR jetzt ungefdhr 21% der Intenstét des unverletzten Gewebes. Weitere 7 Tage
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spater war die NF200 kD-IR um 29+23% gefallen, was jedoch keinem
signifikanten Rickgang entsprach. Die NGFr-IR hatte 21 Tage postoperativ im
Vergleich zur 14-tagigen Uberlebenszeit um ca. 50% zugenommen. Aufgrund der
sehr hohen Standardabweichung (52%) entsprach dies jedoch keiner signifikanten
Steigerung. Die semiquantitative Auswertung der Préparate bestétigte, dal’ sich
der Aufbau der Lasion besonders hinsichtlich der Infiltration mit NGFr-positiven
Zellen sehr heterogen gestaltete. Es 183t sich also nicht sagen, ob zwischen 14 und
21 Tagen eine unterschiedlich dichte Infiltration der Lasion mit NGFr-markierten
Zellen bestand. Auch zwischen 21 und 28 Tagen postoperativ zeigte sich keine
signifikante Reduktion der NGFr-IR, lediglich eine nicht signifikante Abnahme
um 17£29%. Wie zuvor bestand zwischen Axonen und NGFr-positiven Zellen
eine enge raumliche Assoziation.
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Abb. 8A-F Makrophagen in der Lasion, 21-28 Tage postoperativ.

A) OX-42-negative Phagozyten in der Lasion (Sterne). Die Makrophagen befinden
sich in enger Assoziation zu Zellen mit Thionin-geféarbten spindelférmigen Zell-
kernen, die die L&sion durchziehen (Pfeilspitzen). B) Die intensive 1B4-
Markierung zeigt, dal3 die Lasion wie zuvor dicht mit Makrophagen infiltriert ist.
C) Nach 28 Tagen zeigen sich einige |B4-negative, degenerierende Makrophagen
in der Lasion (Sterne), deren Zellmembran perforiert ist (Pfeilspitzen). D) Die ED-
1-IR hat nach 21 Tagen nur leicht abgenommen, es zeigt sich jedoch ein
diffuseres, intrazelluléres IR-Muster. E) Auch die MHC-I-IR ist im Vergleich zu
friiheren Uberlebenszeiten nur wenig reduziert, die Membran der Makrophagen ist
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deutlich MHC-I-positiv. F) Wie zuvor befinden sich hauptsdchlich LFA-1-
negative Makrophagen in der Lasion (Sterne). Skalierung: 50 pum.

Abb.9 Doppelfarbung NF 200 kD-positiver Axone (braun) und OX-42-
positiver Makrophagen (griin), 21 Tage postoperativ. In der Lasion haben wenige
Makrophagen NF 200 kD-positive Axonfragmente phagozytiert (Pfeile), andere
enthalten nur sehr wenig oder gar keinen NF 200 kD-positiven Inhalt (Sterne). Es
besteht keine Korrelation zwischen der Intensitdt der OX-42-IR und der
Phagozytose von Axonen. Skalierung: 40 pm.

6.3. KSPG-Expression innerhalb und in der Umgebung der Lasion

Die KSPG-Expression innerhalb und in der Umgebung der L&sion wurde 7, 14, 21
und 28 Tage postoperativ untersucht. Dabel konnte sowohl eine zellulére al's auch
eine extrazelluléare KSPG-Expression nachgewiesen werden. Anders als die rami-
fizierten Mikroglia zeigten Makrophagen zu allen untersuchten Uberlebenszeiten
keine KSPG-IR. 7 Tage nach der Operation war im Zentrum der Lasion nur eine
sehr geringe KSPG-Expression nachweisbar. Es zeigte sich jedoch in den
unmittelbar an die Lasion angrenzenden Regionen eine intensive KSPG-IR im
Neuropil zwischen geschadigten Neuronen (Abb. 10A, B). KSPG-positive
spindelformige zelluldre Elemente sowie aktivierte Mikroglia waren ebenfalls
sichtbar. Auch nach 14 Tagen war die KSPG-IR im Zentrum der L&sion noch
gering. Zwischen 14 und 21 Tagen nach der Operation war jedoch ein massiver
Anstieg der KSPG-IR innerhalb der Lasion zu verzeichnen. Die Verteilung der
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KSPG-Expression war sehr heterogen. Einige Regionen der L&sion waren stark
K SPG-positiv, wohingegen andere keine KSPG-IR aufwiesen (Abb. 10C, D). In
einigen Gebieten konnte diffuse KSPG-IR zwischen den dicht gepackten
Makrophagen nachgewiesen werden (Abb. 10E), wéhrend andere Stellen KSPG-
positive spindelférmige Zellen enthielten (Abb. 10F). Doppelimmunofluoreszenz-
farbungen verdeutlichten, dal? keine inverse Korrelation zwischen intensiv KSPG-
positiven Arealen und dem Gehalt an Axonen bestand. Einige KSPG-positive
Regionen enthielten zahlreiche Axone, wdahrend in anderen keine Axone
nachweisbar waren (Abb. 10G, H). Zu allen untersuchten Uberlebenszeiten
konnten in degenerierenden Faserbahnen distal der Lasion KSPG-positive
aktivierte Mikroglia nachgewiesen werden. Einige waren verzweigt, wahrend
andere, die sich in einem starkeren Aktivierungsgrad befanden, kurze, retrahierte
Fortsétze und runde Zellkorper besalien.
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Abb. 10A-H KSPG-Expression innerhalb und in der Umgebung der L&sion
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Zu Abb. 10 A-H (S. 45) KSPG-Expression innerhalb und in der Umgebung der
Lasion

A) 7 Tage postoperativ zeigte sich in unmittelbar an die Lasion angrenzenden
Regionen (weil3er Stern) eine intensive KSPG-IR im Neuropil zwischen gesché-
digten Neuronen. Die Makrophagen-reiche Lasion (schwarzer Stern) enthielt
wesentlich weniger KSPG. B) Geschadigte Neurone (dicke Pfeile) im an die
L&sion angrenzenden, KSPG-reichen Gewebe; KSPG-negative, z.T. mehrkernige
Makrophagen (dinne Pfeile) in der Lasion; C) 28 Tage postoperativ war eine
intensive, heterogene KSPG-IR im Zentrum der Lasion nachweisbar. Neben
K SPG-reichen Regionen (weiler Stern) existieren KSPG-freie Gebiete (schwarzer
Stern). D) VergroRerung des Ausschnitts aus (C): intensve KSPG-IR
extrazelluldrer Matrix-hnlicher  Strukturen. E) KSPG-Ablagerung (Pfeil)
zwischen Makrophagen; F) KSPG-positives Zytoplasma einer Zelle mit
spindelformigem, Thionin-gefarbten Zellkern (Pfeil); G, H) Die Doppelimmuno-
fluoreszenzmarkierung von KSPG (rot) und NF200 kD (grin) verdeutlicht, dal3
innerhalb der Lasion keine eindeutige raumliche Korrelation zwischen intensiv
KSPG-positiven Arealen und dem Gehat an Axonen bestand. G) In enigen
Regionen fand sich eine inverse raumliche Korrelation, d.h. NF200 kD-positive
Axonbiindel (dicke Pfeile) fanden sich in KSPG-negativen Regionen, wahrend
KSPG-haltige Gebiete (Pfeilspitzen) keine Axone enthielten. H) In benachbarten
Regionen bestand eine enge raumliche Korrelation zwischen NF 200kD-positiven
Axonen (dicke Pfeile) und KSPG-positiven Strukturen (Pfeilspitzen). Auffélliger-
weise sind KSPG- und NF200-kD-positive Elemente &hnlich orientiert und
tellweise parallel angeordnet. Skalierung: A: 100 um; B: 50 um C: 50um: D: 30
pm; E: 50pm; F: 20um: G, H: 20 pm.
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Abb. 11A-F Einsprossung von Axonen und NGFr-positiven Zellen in die Lasion

A) 14 Tage postoperativ konnten zahlreiche NF200 kD-positive Axone innerhalb
der Lasion identifiziert werden, die aus dem angrenzenden Gewebe in die Lasion
einwuchsen (Pfeile). Langsschnitte verdeutlichten die longitudinale Orientierung
der Axone. B) Die z.T. kollateralisierten Axone (schwarze Pfeile) befanden sich in
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enger raumlicher Assoziation zu den dicht gepackten Makrophagen (weil3e Pfeile).
C) Innerhalb der Lasion sind zahlreiche spindelférmige NGFr-positive zellulére
Elemente nachweisbar (Pfeile). D) Sowohl NF200 kD-positive kollateralisierte
Axone (Pfeil) as auch Biindel von Axonen (Pfeilspitze) lassen sich in der Lasion
identifizieren. E) Die Doppelimmunofluoreszenz-Markierung verdeutlicht die
enge rdumliche Assoziation zwischen NF200 kD-positiven Axonen (gelb) und
NGFr-positiven zelluldren Fortsétzen (rot). F) Vergrofderung des Ausschnitts aus
(E): Axone (dicke Pfeile) befinden sich in enger Assoziation zu NGFr-positiven
Zellen (Pfeilspitzen). Skalierung: A, B: 50 um; C, D: 30 um; E: 20 pum; F: S5pm.

6.4. Statistik (Erlauterungen: s. Kap. 6.2.)

Abb. 12A-E  Statistik: Prozentuales Verhdtnis der Immunoreaktivitét der
operierten zu den unoperierten Tieren und prozentuale Standardabweichung der
jewells ermittelten Immunoreaktivitédt A) OX42 (CR3); B) ED-1; C) MHC-I; D)
NF200 kD und E) NGFr (p75).
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Abb.13  ED-1-markierte Transversalschnitte der Riickenmarkslasion, Uber-
sichtsvergrof3erungen. A) 7 Tage, B) 14 Tage, C) 21 Tage, D) 28 Tage
postoperativ. Die Lasion umfaldt den gesamten Querdurchmesser des Myelons.
Auch die spinaden Vorder- und Hinterwurzeln wurden durch die Kompression
geschadigt (Pfeilspitzen) und von ED-1-positiven Makrophagen infiltriert. Zu
alen untersuchten Uberlebenszeiten war die Lasion mit Makrophagen durchsetzt,
nach 14 Tagen erschien die Infiltration besonders dicht (B). Skalierung: A 250
pnm, B, D 500 pum, C 400 pm.

6.5. Aktivierung von Makrophagen und Mikroglia in Regionen
sekundarer Degeneration distal der priméren Lasion

Transversalschnitte durch zervikale Rickenmarks-Segmente zeigten einen
deutlichen Verlust der NF200 kD-IR im Bereich des Fasciculus gracilis und im
auleren Bereich der Vorder- und Vorderseitenstrénge. In angrenzenden Schnitten
konnten in diesen Regionen axonaler Degeneration aktivierte Mikroglia, die
OX42-, ED-1-, MHC-1- und sowie I1B4- positiv waren, identifiziert werden. Hier
fanden sich ebenfalls KSPG-positive Mikroglia, die z.T. verzweigt waren,
wahrend sich andere KSPG-positive Mikroglia in einem  starkeren
Aktivierungszustand zu befinden schienen und runde Zellkorper sowie kurze,
retrahierte Fortsdtze besalen. Die Kompression des unteren thorakalen
Rickenmarks rief neben der Wallerschen Degeneration geschadigter
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Nervenbahnen die Bildung einer Zyste im Bereich der Hinterstrange hervor, die
sich bisin das zervikale und lumbale Myelon erstreckte (Abb. 14 A-F).

Die Degeneration der Hinterstrange fuhrte zur Aktivierung von Mikroglia und
Makrophagen, die zu allen Uberlebenszeiten im Bereich der Zyste nachweisbar
waren. Sie wiesen eine intensive OX-42-, ED-1- und MHC-I-IR auf und waren
auch mit 1B4 deutlich nachweisbar. Interessanterweise stand der erheblichen
Verminderung der OX-42 IR im Bereich der Lasion ein weniger starker Verlust
der OX-42-Expression im Bereich der sich distal der Lasion ausdehnenden Zyste
gegenuber (Abb. 14B-E). Auch nach 28 Tagen zeigten die Makrophagen innerhalb
der Zyste noch eine leichte OX-42-IR. Vor allem die OX-42-IR der aktivierten
Mikroglia im Randbereich der Zyste war sehr intensiv. Fir NF200 kD und OX42
durchgefiihrte Doppel markierungen zeigten, dafl3 OX42-positive Makrophagen nur
vereinzelt NF200 kD-positiven axonalen Detritus enthielten. Im Gegensatz zum
unmittelbaren Bereich der L&sion, in dem nur eine vereinzelte schwache LFA-1-
Expression der Makrophagen stattfand, war in der Zyste distal der Lasion eine
deutliche LFA-1-IR nachweisbar (Abb. 14F). Auffallig war, dal3 im Randbereich
der Zyste, in der Ubergangsregion zum normalen Gewebe, vor allem aktivierte,
verzweigte Mikroglia vorhanden waren, wahrend sich innerhalb der Zyste
hauptsachlich Makrophagen befanden. Diese Transformationszone war besonders
durch die OX-42-Markierung, die sowohl aktivierte Mikroglia als auch
Makrophagen darstellte, gut zu erkennen (Abb. 14C-E). LFA-1 markierte die
randstandigen aktivierten bzw. reaktiven Mikroglia stérker als die Makrophagen
innerhalb der Zyste (Abb. 14F).
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Abb. 14A-F A) Nach 28 Tagen waren die meisten Makrophagen in der Lasion
OX-42-negativ (Sterne). Die Zyste in den degenerierenden Hinterstrangen distal
der Lasion enthielt hingegen stark OX-42-positive Makrophagen. B) Querschnitt
durch das zervikale Myelon. 28 Tage postoperativ sind die Hinterstrange zystisch
degeneriert und enthalten OX-42-positive Makrophagen. C) Vergrolderung des
Ausschnitts aus (B): OX-42-IR der Zyste im zervikalen Rickenmark. Verzweigte,
aktivierte Mikroglia am Rand der Zyste (Pfeile), phagozytische Mikroglia bzw.
Makrophagen im Zentrum der Zyste (Sterne). D) OX-42-IR der Zyste im lumbalen
Myelon. E) Vergrofderung des Ausschnitts aus (D): Aktivierte Mikrogliaam Rand
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der Zyste (Pfeille), Makrophagen im Zentrum der Zyste (Pfeilspitzen). F)
Aktivierte Mikroglia und Makrophagen im Randbereich der Zyste sind stark LFA-
1-positiv. Skalierung: A, C, E 50 um; B 500 pm; D 200 pm; F 100 pm.

6.6. MHC-1I-Expression im Bereich und distal der Lasion

Die posttraumatische MHC-I1-Expression wurde semiquantitativ vergleichend an
operierten Wistar- und Sprague-Dawley-Ratten untersucht. Wahrend sie sich
beztglich der Morphologie und Verteilung der MHC-11-positiven Zellen dhnelte,
bestanden deutliche Unterschiede hinsichtlich der Intensitée der MHC-II-
Expression. Sprague-Dawley-Ratten wiesen eine erheblich intensivere MHC-II-
Expression auf als Wistar-Ratten. Unterschiede hinsichtlich des Zeitverlaufs
bestanden insofern, as dal3 in Sprague-Dawley-Ratten ein rascherer Anstieg der
posttraumatischen MHC-11-Expression zu verzeichnen war. Nach 7 Tagen fanden
sich im Bereich der Lasion beider Spezies nur wenige, kleine MHC-II-positive
Zellen, haufig in der Nahe von Gefafen. Diese Zellen besal3en einen wesentlich
kleineren Durchmesser als Makrophagen (Abb. 15A, B). Nach 14 Tagen war die
Anzahl MHC-I1-positiver Zellen in der Lasion der Wistar-Ratten leicht gestiegen,
alerdings handelte es sich wie zuvor nicht um Makrophagen, sondern um
kleinere, runde oder langliche Zellen, moglicherweise Lymphozyten oder
dendritische Zellen (Abb. 15C). In Sprague-Dawley-Ratten hatte die Anzahl
MHC-11 exprimierender Zellen hingegen deutlich zugenommen (Abb. 15D). Nach
21 Tagen enthielt die Lasion der Wistar-Ratten nur wenig mehr MHC-I1-positive
Zellen als nach kiirzeren Uberlebenszeiten. In der Riickenmarklasion der Sprague-
Dawley-Ratten waren dagegen deutlich mehr MHC-II-immunoreaktive Zellen
vorhanden als zuvor. Wahrend es sich bei den Wistar-Ratten wie zuvor um kleine,
runde oder langliche Zellen handelte (Abb. 15E), fiel im Zentrum der L&sion der
Sprague-Dawley-Ratten eine Akkumulation MHC-I1-positiver Makrophagen und
aktivierter Mikroglia auf (Abb. 15F). Nach 28 Tagen hatte die Anzahl MHC-II-
exprimierender Zellen in der Lasion der Wistar-Ratten erneut leicht zugenommen,
in der Lasion der Sprague-Dawley-Ratten kam es hingegen zur Reduktion der
Anzahl MHC-I1-immunoreaktiver Zellen.

In degenerierenden Faserziigen und im Bereich der Zyste distal der Lasion in
zervikalen sowie lumbalen Segmenten wiesen in Wistar-Ratten nur vereinzelte,
meist perivaskuldre Zellen eine MHC-I1-Immunoreaktivitét auf. Sprague-Dawley-
Ratten hingegen zeigten eine deutliche MHC-11-Expression aktivierter Mikroglia
im Bereich der degenerierenden Hinterstrénge und der Vorder- und Seitenstrange
(Abb. 16A, B). Auffallend war, dal? aktivierte Mikroglia am Rand der Zyste stark
MHC-II-positiv waren, wahrend sich MHC-II-negative Makrophagen innerhalb
der Zyste befanden (Abb. 16A).
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Abb. 15 A-F Vergleich der MHC-11-IR in der Lasion zwischen Sprague-Dawley-
(SPRD) und Wistar-Ratten. 7 Tage postoperativ zeigten sich sowohl in der L&sion
der Wistar-Ratten (A) als auch der SPRD (B) nur wenige MHC-II-positive Zellen
(Pfeile), haufig in der Nahe von Gefélen (A, dicker Pfeil). Nach 14 Tagen nahm
die Anzahl MHC-II-positiver Zellen in Wistar-Ratten nur geringfiigig zu, neben
MHC-11-negativen Makrophagen (Sterne) zeigten sich langliche oder kleine runde
MHC-II-positive Zellen (C). D) Zahlreiche MHC-I1I-positive Zellen in der Lasion
der SPRD. E) 21 Tage postoperativ zeigte sich in der Lasion der Wistar-Ratten
eine leichte Zunahme MHC-II-positiver Zellen. MHC-II-positive perivaskulére
Zellen (Pfeilspitzen). F) Im Zentrum der Lasion der SPRD féllt eine Anhdufung
MHC-II-positiver Makrophagen auf. Skalierung: A, B, D, E, F:50 um; C: 25 pum.
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Abb. 16 A, B) MHC-II-IR in degenerierenden Faserziigen der SPRD-Ratten.
Anders as in Wistar-Ratten waren in Sprague-Dawley-Ratten zahlreiche MHC-I1-
positive aktivierte Mikroglia in den degenerierenden Hinterstrangen nachweisbar.
A) Im Randbereich der Zyste zeigten sich stark MHC-II-positive aktivierte
Mikroglia (Pfeile) neben MHC-II-negativen Makrophagen (Sterne). B) Auch
zervikal in den degenerierenden Vorderstréngen fanden sich MHC-II-positive,
aktivierte Mikroglia (Pfellspitzen), die z.T gerundete Zellkdrper und retrahierte
Fortsdtze besal3en. Dicker Pfeil: Fissura mediana anterior; dinner Pfeil: MHC-I1I-
positiver Makrophage im Subarachnoidalraum. Skalierung: A: 50 pum; B: 60 pm.
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7. Diskussion

Nach Verletzungen des Riuckenmarkes adulter Sdugetiere kommt es nur in sehr
begrenztem Ausmald zu spontanen Regenerationsvorgangen. Tierexperimentelle
Untersuchungen zeigten, dal3 der eingeschrankten axonalen Regenerationsfahigkeit
neben neuronalen verschiedene nichtneuronale Ursachen zugrundeliegen, z.B.
oligodendrogliaassoziierte Glycoproteine (Schwab und Bartholdi 1996). In den
letzten Jahren wurde die Aufmerksamkeit zunehmend auf die Rolle der
eingeschrankten Entziindungsreaktion des ZNS und die Zusammensetzung der
extrazelluldren Matrix gelenkt. Es wird vermutet, dal3 die innerhalb des ZNS
supprimierte Entzindungsreaktion die unvollstdndige Regeneration mitbedingt
(Lazarov-Spiegler et al. 1998a; Zeev-Brann et al. 1998) und dal3 die Ablagerung
von Proteoglycanen und anderen extrazelluldren Matrixmolekilen in ZNS
L&sionen die axonale Elongation hemmt (Stichel und Muller 1998). In der vorlie-
genden Studie wurde in einem klinisch relevanten Modell spinaler Kompressions-
verletzungen die zelluldre inflammatorische Reaktion durch eine detaillierte
Charakterisierung der Antigenexpression posttraumatisch aktivierter Makrophagen
untersucht. Die Korrelation des Makrophagen-lmmunphénotyps mit spontanen
endogenen Regenerationsvorgangen kann evt. Aufschliisse dartiber geben, welche
Makrophagenpopulationen  regenerationsférdernde  Eigenschaften  besitzen.
Daneben wurde die Expression des Proteoglycans Keratansulfat-Proteoglycan
(KSPG) untersucht und die Korrelation mit spontanen Regenerationsvorgangen
wie dem Einsprossen von Axonen und Schwannzellen in die Lasion nach
unterschiedlichen Uberlebenszeiten (7, 14, 21 und 28 Tage postoperativ)
beschrieben.

7.1. Unverletztes Rickenmark und Lasionsmodell

Im Rickenmark unoperierter Kontrolltiere fanden sich zahlreiche Complement-
Rezeptor Typ 3 (CR3 ; OX-42) - positive ruhende Mikrogliazellen. Durch die
KSPG-Markierung liefd sich eine geringere Anzahl Mikrogliazellen darstellen, was
darauf hinweist, dal3 nur eine Subpopulation CR3-positiver Mikroglia KSPG-
positiv ist (Bertoletto et al. 1998). Die Unterschiede in der Oberflachenantigen-
Expression lassen vermuten, dal3 ramifizierte Mikroglia auch Unterschiede in ihrer
Funktion aufweisen. Die Verteillung sowohl KSPG- als auch CR3-positiver Mikro-
glia zwischen den Oligodendrogliazellen und in der Nachbarschaft von Blutge-
fal3en 1&3t jedoch nicht auf eine Populations-spezifische Funktionalitét der Mikro-
glia schlieffen. Die luminale Oberflache der den Zentralkanal auskleidenden
Ependymzellen und vereinzelte Zellen zwischen den Ependymzellen waren eben-
falls tellwei se KSPG-immunoreaktiv. | nteressanterwel se wurde von Johansson und
Mitarbeitern eine Subpopulation der Ependymzellen als Stammzellen identifiziert.
Diese sollen nach Rickenmarkverletzungen proliferieren und Zellen generieren,
welche in die Lasion einwandern und an der Bildung des Narbengewebes beteiligt
sind (Johansson et a. 1999). Namiki und Mitarbeiter zeigten, dal3 nach Rlcken-
markverletzungen adulter Ratten die Proliferationsrate der Ependymzellen des
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Zentralkanals stark ansteigt, gleichzeitig werden die Ependymzellen Nestin-positiv
und migrieren in das verletzte Rickenmark, was auf Stammzelleigenschaften der
Ependymzellen hinweist (Namiki et al. 1999). Diesen Beobachtungen stehen
jedoch von Doetsch und Mitarbeitern (1999) durchgefiinrte Experimente gegen-
Uber, die zeigten, dal3 im Gehirn adulter Ma&use nur aus der subventrikuléren Zone
stammende Astrozyten neuronale Stammzellen bilden. Ramifizierte Mikro-
gliazellen im unverletzten Rickenmark zeigten eine nur sehr schwache Expression
des magor histocompatibility complex-l (MHC-1)-Antigens, das der Antigen-
prasentation und der Aktivierung zytotoxischer T-Lymphozyten dient (Hart und
Fabry 1995), und des lysosomalen, Phagozytose-assoziierten Glycoproteins ED-1
(Damoiseaux et al. 1994; Dijkstra et al. 1994). Diese Beobachtung entspricht den
Ergebnissen von Popovich et al. (1997). Im nicht-operierten Rickemark wiesen
ramifizierte Mikrogliazellen keine Expression des LFA-1 (leucocyte function-
associated antigen-1)-Molekils auf, welches wahrend der Phagozytose degenerie-
render Axone von aktivierten Mikroglia exprimiert wird, als Adhasionsmolekdll
dient und zelluldre sowie Zell-Matrix-Interaktionen vermittelt (Finsen et al. 1993;
Hailer et al. 1996, 1997, 1998). Mit dem Isolectin Bandeiraea ssimplicifolia (1B4),
das einen auf der Oberflache von Makrophagen und Mikroglia exprimierten
Galaktopyranosyl-Rest bindet (Tabor et a. 1989), liel3en sich Mikrogliazellen in
der weil’en und grauen Substanz sowie Blutgeféie (Morioka et al. 1992) und
Axone in der Substantia gelatinosa der Hinterhdrner nachweisen. Bei den Axonen
handelt es sich um sensible C-Fasern, die in die Substantia gelatinosa des spinalen
Hinterhorns projizieren (Streit et al. 1987; Kitchener et al. 1993). Im Rickenmark
nichtoperierter Wistar- und Sprague-Dawley-Ratten waren nur sehr wenige MHC-
I1-positive, zumeist mit Gefal3en assoziierte Zellen geringen Durchmessers nach-
weispar, die haufig perivaskuléaren Zellen glichen, was mit Ergebnissen von
Popovich et al. (1993, 1997) Ubereinstimmt. Eine grofkere Anzahl MHC-II-
positiver Zellen war hingegen im Subarachnoidalraum nachweisbar. Als Positiv-
kontrolle fur die MHC-11-Farbung dienten das auf3erhalb der Blut-Hirn-Schranke
liegende Corpus pineale sowie der Plexus choroideus, die in beiden Spezies zahl-
reiche stark MHC-II-positive Makrophagen bzw. dendritische Zellen enthalten
(Pedersen et al. 1993).

Das der vorliegenden Studie zugrunde liegende experimentelle Rattenmodell
spinader Kompressionsverletzungen, das von Martin und Mitarbeitern entwickelt
wurde (Martin et al. 1992), verursacht mittels eines aufdehnbaren subduralen
Ballons standardisierte thorakale Myel onkompressionen und ermdglicht die Repro-
duzierbarkeit eines Traumas, das viele Charakteristika humaner Rickenmarkver-
letzungen besitzt (Kakulas und Taylor 1992; Bunge et a. 1997). Die Kompression
fuhrt zur Mazeration und hamorrhagischen Nekrose des Myelons und schéadigt
auch die spinalen Wurzeln der betroffenen Segmente, die as Folge ,, aktiviert” und
NGFr-positiv werden, wahrend in den ungeschadigten spinalen Wurzeln keine
bzw. nur eine geringe NGFr-IR nachweisbar ist (Brook et al. 1998a). Unmittelbar
nach der Kompression finden sich massenhaft axonale Fragmente und NF200 kD-
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positiver Detritus innerhalb der Lasion. Frihere Untersuchungen zeigten, dal3 die
Lasion im Rahmen der posttraumatischen Entztindungsreaktion von zahlreichen
neutrophilen Granulozyten und, nach wenigen Tagen, von Makrophagen infiltriert
wird (Brook et al. 19984).

7.2. Semiquantitative und quantitative Auswertung der zellularen
Reaktionen im Bereich der Lasion

7 Tage postoperativ zeigten die meisten der die Lasion infiltrierenden
Makrophagen eine intensive CR3-, ED-1- und MHC-I-IR. Dabel fand sich die
CR3-Markierung sowohl auf der Zellmembran als auch zytoplasmatisch. Der
Complement Typ 3-Rezeptor (CR3) ist mit der phagozytischen Aktivitat der
Makrophagen assoziiert (Briick und Friede 1990), und die membrangebundene
sowie intrazelluldre Lokalisation der CR3-IR weist wahrscheinlich auf die starke
phagozytische Aktivitét der Makrophagen hin, die das nekrotische Gewebe in der
L&sion abrdumen. AulRerdem soll der besetzte CR3-Rezeptor eine Steigerung der
MHC-II-Expression induzieren und die Rekrutierung myelomonozytérer Zellen
aus dem Blut steigern. (Briick und Friede 1990; Reid et a. 1993). Die Phagozytose
des inhibitorischen extrazelluldren Myelindetritus stellt wahrscheinlich eine der die
axonae Regeneration fordernden Eigenschaften der Makrophagen dar. Die ED-1-
Markierung, die ein mit der Phagozytoseaktivitét assoziiertes lysosomales Glyko-
protein darstellt (Damoiseaux et al. 1994), fand sich vor allem auf intrazellularen
Granula, wahrend die MHC-I-Markierung hauptsachlich auf der Zellmembran
nachweisbar war. Das MHC-I-Molekil dient der Antigenpréasentation, vermittelt
Interaktionen mit anderen immunkompetenten Zellen, z.B. die Aktivierung CD8-
positiver zytotoxischer Lymphozyten, und wird auch nach Kontusions-Ver-
letzungen des Rickenmarks (Popovich et al. 1993) sowie nach isolierten Hinter-
strangverletzungen rasch hochreguliert (Koshinaga und Whittemore 1995). Im
Vergleich zum unverletzten Gewebe war 7 Tage postoperativ die OX42-IR hoch-
signifikant (p<0,001) um 158+9% angestiegen. Die ED-1-IR hatte ebenfalls hoch-
signifikant um 1548+42% und die MHC-I-IR um 7595+405% zugenommen. Wie
in Kap. 5. 6. erwdhnt, ergibt sich der sehr starke prozentuale Anstieg der MHC-I-
und ED-1-IR daraus, dal3 diese Antigene im unverletzten Rickenmark nur sehr
schwach exprimiert werden. Der im Vergleich dazu um den Faktor 10 bzw. 50
schwéchere Anstieg der OX42-Farbeintensitét ist darauf zurtickzufiihren, dal’ das
CR3-Antigen im “normalen” Gewebe wesentlich starker exprimiert wird als ED-1
bzw. MHC-I. Die Abb. 6 zeigt, dal3 die OX-42, die ED-1 und die MHC-I-IR zu
dieser Uberlebenszeit &hnlich intensiv sind. Der Nachweis LFA-1-negativer
Makrophagen innerhalb der Lasion, aber LFA-1-positiver aktivierter Mikroglia im
an das gesunde Gewebe angrenzenden peripheren Bereich der Lasion und der
Zyste wird in 7.4. und 7.6. diskutiert. Neben Makrophagen migrierten auch
spindelformige, NGFr-positive Zellen in das geschéadigte Gewebe. Einige der in
der Lasion nachweisbaren NGFr-positiven Zellen entsprechen Schwannzellen, die
aus den geschadigten spinalen Wurzeln stammen (Martin et al. 1992). NGFr-
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positive Zellen befanden sich hauptsachlich in Regionen der L&sion, die dicht mit
Makrophagen infiltriert waren, was wahrscheinlich darauf zurtickzufthren ist, daf3
Makrophagen Zytokine wie TGF-31 sezernieren, die die Schwannzellproliferation
und —migration fordern (Perry et al. 1987). Die Lasion enthielt zu diesem Zeit-
punkt (7 Tage postoperativ) wenige NF 200-kD-positive Axone, die aus dem an-
grenzenden Rickenmark in die L&sion einzusprossen begannen und sich in enger
raumlicher Assoziation zu den NGFr-positiven Schwannzellen und den Makro-
phagen befanden. Es bestand eine enge raumliche Assoziation zwischen Axonen
und NGFr-positiven Zellen sowie Makrophagen, was darauf hinweist, dal3 diese
Zellen regenerationsfordernde Effekte austiben. Die dstatistische Untersuchung
zeigte 7 Tage postoperativ einen hochsignifikanten Anstieg der NGFr (p75) IR im
Vergleich zum unverletzten Gewebe um 1678+603%, wobei sich dieser sehr hohe
Wert, @nlich der ED-1- und MHC-I-Intensitédt, aus der geringen p75-Expression
im “normalen” Gewebe erkléart. Die NF200 kD-IR betrug eine Woche postoperativ
21+6% der NF200 kD-IR des unverletzten Rickenmarkes, was einem hochsigni-
fikanten Abfall der IR entsprach und den erheblichen axonalen Verlust in der
L &sion verdeutlicht.

14 Tage postoperativ war die Lasion mit dichtgepackten, ,, schaumigen“ Makro-
phagen angefiillt, deren grofe morphologische Heterogenitédt auffiel. Der Durch-
messer der Makrophagen schien im Vergleich zur kirzeren Uberlebenszeit etwas
angestiegen zu sein. Viele Makrophagen zeigten eine starke OX-42-, ED-1- und
MHC-I-IR. Dabei wirkten Makrophagen mit kleineren Durchmessern stérker OX-
42-, ED-1- und MHC-I-positiv as groi3ere Makrophagen. Moglicherwel se handelte
es sich um verschiedene Makrophagenpopulationen, die unterschiedliche Immuno-
phanoypen besal?en. Bei den grol3en, schwéacher angefarbten Makrophagen konnte
es sich auch um &ltere Zellen handeln, deren starke Phagozytoseaktivitét zu einem
»Verbrauch® der Phagozytose-assoziierten und Antigen-prasentierenden Moleklle
gefuhrt hat. Die schwache Markierung grof3er Makrophagen kdnnte jedoch auch
auf einen Verdunnungseffekt zuriickzuftihren sein. Die intensive I1B4-Markierung
verdeutlichte die unterschiedliche Morphologie der Makrophagen besonders
eindrucksvoll und schien unabhéngig von der Grofde der Zellen zu sein, was sich
evt. darauf zurtckfuhren |&a%, dal3 das Isolectin einen Zuckerrest (Galacto-
pyranosyl) auf der Makrophagenmembran bindet und es sich nicht um eine
immunhistochemische Antigen-Antikorper-Reaktion handelt. Wie zuvor befanden
sich nur sehr wenige LFA-1-positive Makrophagen im Zentrum der Lésion, haupt-
séchlich in Bereichen, die von Bindegewebstrabekeln oder Gefalien durchzogen
wurden. Die datistische Auswertung ergab keinen signifikanten Anstieg der
OX42-IR im Vergleich zur 7-tagigen Uberlebenszeit. Die ED-1-IR zeigte dagegen
einen hochsignifikanten Anstieg um 29+6%, wahrend die MHC-I-IR etwa gleich
blieb. Zahlreiche NF 200 kD-positive, einzeln oder in Bindeln verlaufende Axone,
die z.T. Kollateralen besal3en, waren in der Lasion in enger Nachbarschaft zu den
Makrophagen nachweisbar. Frihere Untersuchungen zeigten, dal? GABAerge,
glycinerge, monoaminerge und wenige CGrP- (calcitonin gene related peptid) und
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Substanz P-positive Axone in die Lasion einsprofdten, wohingegen 5HT-positive
(serotonerge) und corticospinale Fasern nicht nachweisbar waren (Brook et al.
1998a). Verglichen mit der 7-tagigen Uberlebenszeit war zu diesem Zeitpunkt die
NF-200 kD-IR in der Lasion sehr signifikant (p<0,01) um 99+39, also ca. das
Doppelte, angestiegen. Dieser Nachweis tUberraschend intensiver axonaler Regene-
ration bestétigt die Beobachtung, dal3 es sowohl nach tierexperimentellen als auch
nach humanen Rickenmarkverletzungen in groferem Ausmald zu spontanen
Reorganisationsvorgangen kommt, als friher angenommen wurde (Wang et al.
1996; Brook et al. 1998a).

Trotz der zu diesem Zeitpunkt sehr starken Expression der Phagozytose-
assoziierten Antigene OX-42 und ED-1, die wahrscheinlich darauf hinweist, dal3
die phagozytische Aktivitdt der Makrophagen ihren Hohepunkt erreicht hat,
scheinen die aussprossenden Axone nicht durch die Makrophagen geschédigt zu
werden. Die enge rdumliche Assoziation zwischen Axonen und Makrophagen
weist hingegen darauf hin, dal3 die sekretorische Aktivitét der Makrophagen die
axonale Aussprossung fordert und dal’ das Entfernen inhibitorischer extrazellulrer
Myelinreste durch Phagozytose die axonale Aussprossung unterstutzt. Die sehr
heterogen aufgebaute L&sion, in der sich unterschiedlich grof3e Zysten ausbildeten,
wurde von NGFr-positiven Zellen durchflochten, die zwischen den eng anein-
anderliegenden Makrophagen ein dichtes Netzwerk bildeten und deren Wachstum
vermutlich durch von Makrophagen produzierte Zytokine geférdert wurde. Die
NGFr (p75)-IR war im Vergleich zur friiheren Uberlebenszeit hochsignifikant um
fast das Vierfache (380£60%) angestiegen. Verhdtnisméaidig hohe Standardab-
weichungen, die einige Messungen der Lasion ergaben, lassen sich wahrscheinlich
auf den sehr heterogenen Aufbau der untersuchten L&sionen zurtickfUhren.

21 bzw. 28 Tage postoperativ erschien der Aufbau der L&sion wie zuvor heterogen.
Einige Bereiche enthielten Makrophagen und NGFr-positive Zellen, in anderen
Uberwog die Zystenbildung. 21 und 28 Tage postoperativ war eine drastische
Reduktion der CR-IR der in der Lasion vorhandenen Makrophagen nachweisbar.
Die statistische Auswertung zeigte 21 Tage postoperativ einen Abfall der CR3-IR
im Vergleich zur 14-tagigen Uberlebenszeit um 77+1%. Die CR3-IR der Lasion
betrug zu diesem Zeitpunkt weniger as die Hélfte der CR3-IR des unverletzten
Ruckenmarkes und war damit hochsignifikant niedriger als zu den friheren
untersuchten Uberlebenszeiten und auch als im normalen Gewebe. Dem Verlust
der OX-42-IR, der moglicherweise eine Deaktivierung der Makrophagen wider-
spiegelt, kdnnten sowohl eine Herunterregulation bzw. verminderte Expression des
CR3-Rezeptors als auch eine Denaturierung dieses Oberfl&chenantigens zugrunde
liegen. 28 Tage postoperativ war ein weiterer sehr signifikanter Abfall der OX-42-
IR auf ca. die Halfte des vorherigen Wertes zu verzeichnen, die CR3-IR betrug
nunmehr 20% des Ausgangswertes im unverletzten Gewebe und lediglich ca. 11%
der maximalen OX-42 IR, die 14 Tage postoperativ zu verzeichnen war. Die
immer noch sehr intensive L ectinfarbung verdeutlichte, dal3 die Anzahl der Makro-
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phagen in der Lasion nicht abgenommen hatte. Nach 28 Tagen wiesen vereinzelte
Makrophagen in der Lasion eine fehlende Anférbbarkeit mit Isolectin auf. Hohe
Vergrolerungen zeigten jedoch, dal es sich hier um degenerierende Makrophagen
handelte, deren Membran perforiert war, weshalb auch die Moglichkeit der
Degeneration bzw. Apoptose der Makrophagen als Ursache fir den Verlust der
CR3-IR in Betracht zu ziehen ist. Makrophagen und spindelférmige Zellen, diein
Form von Trabekeln in die Lasion einsproldten, befanden sich in einigen Regionen
der Lasion wie zuvor in enger raumlicher Assoziation. Es fanden sich jedoch auch
mit OX-42-negativen Makrophagen durchsetzte Gebiete, welche nicht von spindel-
formigen, NGFr-positiven Zellen durchzogen wurden. Diese Beobachtung unter-
mauert die Theorie, dald der Verlust der phagozytischen Aktivitdt mit einer Reduk-
tion der sekretorischen, die axonale Regeneration fordernden Kapazitdt der Makro-
phagen einhergeht.

Weder zwischen 14 und 21 noch zwischen 21 und 28 Tagen fand eine signifikante
Reduktion der ED-1-IR statt. Sie betrug 28 Tage postoperativ noch ca. 87% der
maximalen IR, die 14 Tage postoperativ erreicht wurde. Es zeigt sich jedoch ein
diffuseres, intrazelluléres IR-Muster, was bedeuten konnte, dal? die lysosomalen
Granula nicht mehr intakt sind. Dies weist evt. auf die Digestion des phago-
zytierten Materials mittels lysosomaler Enzyme hin, kdnnte aber auch die Degene-
ration der Makrophagen anzeigen. Im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen
zeigten von Popovich et al. (1997) durchgefihrte Experimente, denen ein spinales
Kontusionsmodell adulter Ratten zugrundelag, eine deutliche Reduktion nicht nur
der OX-42-, sondern auch der ED-1-IR zwischen 14 und 28 Tagen postoperativ.
Diese Unterschiede sind méglicherweise auf die verschiedenen Lasionsmodelle
zurtickzuftihren. Zwischen 14 und 21 Tagen postoperativ war eine signifikante
(p<0,05) Reduktion der MHC-1-IR um 35+£22% zu verzeichnen, zwischen 21 und
28 Tagen nahm die MHC-I-IR dann nicht mehr signifikant ab. Die immer noch
deutliche MHC-I-IR der Zellmembran weist moglicherweise auf die persistierende
antigenprasentierende Aktivitét der Makrophagen hin.

Die auffallige Anderung des Immunophanotyps der M akrophagen zwischen 14 und
21 Tagen postoperativ ging zeitlich parallel mit einer massiven Reduktion des
Gehalts an NF200 kD-positiven Axonen in der Lasion einher. Statistisch liefd sich
21 Tage postoperativ im Vergleich zur 14-tagigen Uberlebenszeit ein sehr signifi-
kanter Abfall der NF200 kD-IR auf 51+10% feststellen. Wie zur 7-tégigen
Uberlebenszeit betrug die NF200 kD-IR jetzt ungefahr 21% der Intensitét des
unverletzten Gewebes. Parallel dazu war vermehrt NF 200 kD-positiver Detritusin
der Lasion nachweisbar. Zwischen 21 und 28 Tagen postoperativ war kein weiterer
signifikanter Rickgang der NF200 kD-IR nachweisbar. Die NGFr-IR verénderte
sich zwischen 14 und 28 Tagen postoperativ nicht signifikant. Wie zuvor bestand
zwischen Axonen und NGFr-positiven Zellen eine enge rdumliche Assoziation.
Doppelmarkierungen fir OX-42 und NF200 kD ergaben keine Korrelation
zwischen der OX-42-1R der Makrophagen und der Phagozytose von NF 200 kD-
positivem Detritus. Die wenigen OX-42-positiven Makrophagen, die 21 Tage
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postoperativ in der Lasion nachweisbar waren, enthielten nur vereinzelt NF 200
kD-positives phagozytiertes Material, d.h. es fand keine vermehrte Phagozytose
von Axonen durch OX-42-positive Makrophagen statt. Der Verlust der phago-
zytaren OX-42-1R und der begleitende verminderte Gehalt der Lasion an Axonen
lassen vermuten, dal3 zwischen dem Immunophanotyp der Makrophagen und der
axonaen Regeneration ein Zusammenhang besteht. Mdglicherweise zeichnet sich
der phagozytare Phanotyp, der 14 Tage postoperativ in der Lasion vorherrscht,
durch die Sekretion besonders regenerationsférdernder, fur die axonale Elongation
notwendiger Zytokine aus. Ergebnisse von Zeev-Brann et a. (1998) zeigten, dal3
Makrophagen, die in peripherem Nervengewebe (PNS) kultiviert werden, sich
durch eine hohere Phagozytoseaktivitdt auszeichnen als im ZNS Kkultivierte
Makrophagen. Die Transplantation von Makrophagen, die durch Inkubation in
peripherem Nervengewebe aktiviert wurden, fordert die Regeneration verletzter
zentraler Axone des Sehnerven (Lazarov-Spiegler et a. 1998b) und die
funktionelle Restitution nach experimentellen RiUckenmarkverletzungen adulter
Ratten (Rapalino et al. 1998). Diese Ergebnisse untermauern den vermuteten
Zusammenhang zwischen der phagozytischen und der sekretorischen,
regenerationsfordernden Kapazitét aktivierter Makrophagen. Bezogen auf die
Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung bedeutet dies, dal3 ein kausaler Zusam-
menhang zwischen spontanen endogenen Regenerationsvorgangen und der starken
Phagozytoseaktivitdt der Makrophagen 14 Tage postoperativ sehr wahrscheinlich
ist. Umgekehrt ist demnach auch ein Zusammenhang zwischen der stark vermin-
derten Nachweisbarkeit des Phagozytose-assoziierten CR3-Rezeptors und der
abortiven axonalen Regeneration anzunehmen. Anders as vorausgehende,
lediglich qualitative Untersuchungen, die zwischen 14 und 21 Tagen postoperativ
neben dem Verlust der NF-200kD-IR auch einen gleichzeitigen Verlust der NGFr-
IR in der Lasion beschrieben (Brook et al. 1998a), zeigt die quantitative Unter-
suchung, dal3 die zwischen 14 und 21 Tagen postoperativ stattfindende axonale
Retraktion nicht mit einem Verlust NGFr-positiver Zellen einhergeht, was evt.
darauf hinweist, dal3 die regenerationsfordernden Eigenschaften der Schwannzellen
durch phagozytare Zytokine moduliert werden miissen. Anderungen des phago-
zytéaren Immunophanotyps bzw. die Degeneration der Makrophagen kénnen evt.
den Verlust ihrer regenerationsfordernden Eigenschaften erklaren. Der 21 und 28
Tage postoperativ zu beobachtende Verlust der CR3-IR und die IB4-negativen
degenerierenden Makrophagen, die eine perforierte Membran besitzen und 28
Tage postoperativ in der Lasion nachweisbar sind, konnten ein Zeichen fir die
Degeneration bzw. Apoptose der Makrophagen sein. Die diffuse intrazellulare ED-
1-IR konnte ein Hinwels auf die Schadigung lysosomaler Granula und auf die
Freisetzung lysosomaler Enzyme sein, welche zur Degeneration der Makrophagen
fuhrt und maoglicherweise auch auf das umgebende Gewebe toxisch wirkt und
somit zu sekundarer Gewebeschadigung fuhrt.

An der Regulation der in Lasionen des ZNS stattfindenden Degeneration bzw.
Apoptose von Makrophagen und Mikroglia (Shuman et al. 1997; Yong et a.
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1998), die mdglicherweise der Aufrechterhaltung der immunologischen Homoo-
stase des ZNS dient, ist wahrscheinlich TGF-31 beteiligt (Xiao et al. 1997; White
et al. 1998; s. Abb. 17). Die Induktion der Apopotose von Entziindungszellen
durch von Astrozyten produziertes TGF-31 konnte eine Ursache fir die einge-
schrankte posttraumatische Entziindungsreaktion des ZNS sein. Allerdings steuert
auch der CR3-Rezeptor, der aufler dem Komplementfaktor iC3b denaturiertes
Protein bindet, die Apoptose von Makrophagen, so dal3 auch autoregulatorische
Mechanismen eine Rolle spielen konnten (Reid et al. 1993; s. Abb. 17). Eine
weitere mogliche Ursache fur die verminderte CR3-IR kénnte die Inaktivierung
der Makrophagen durch von Astrozyten produzierten Faktoren wie TGF-31 oder
GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating factor) sein (Hayashi et al.
1993; Suzumura et a. 1993; Liu et al. 1994; Sievers et a. 1995; Hailer et al. 1998;
S. Abb. 17). In vitro hemmt z.B. der von Astrozyten sezernierte GM-CSF die
MHC-1I-Expression und Antigen-Expression durch Mikroglia (Hayashi et al.
1993). Die Inaktivierung von Entziindungszellen spielt im verletzten und im
normalen ZNS-Gewebe eine Rolle. Hailer und Mitarbeiter (1998) zeigten, dafi
amoboide Makrophagen, die in Hippocampus-Zellkulturen Gbertragen werden, dort
eine fur ramifizierte, ruhende Mikroglia typische Morphol ogie annehmen und eine
verminderte Expression der Aktivierungsmarker LFA-1 und MHC-II aufweisen.
Dieser Effekt kann auch durch Cokultivierung der Makrophagen mit Astrozyten
oder durch Applikation von TGF-31 erzielt werden (Hailer et al. 1998; vgl. Abb.
17).
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Abb. 17 Stark vereinfachte schematische Darstellung (Zusammenfassung der hier
abgehandelten Literatur) einiger zelluldrer Interaktionen, die im Rahmen der
Immunantwort zur Inaktivierung bzw. Degeneration von Makrophagen fuhren.

Interessanterweise zeigten sich im hier untersuchten L&sionsmodell vorwiegend
LFA-1- und MHC-II-negative Makrophagen im Zentrum der priméren Lasion,
jedoch LFA-1- und in Sprague-Dawley-Ratten auch MHC-II-positive aktivierte
Mikroglia in Randregionen der Lasion, was evt. auf die Anwesenheit deaktivie-
render Faktoren wie TGF-31 im Zentrum der Lasion hinweist (s. Abb. 18). Nach
Ruckenmarkverletzungen wird TGF-31 sowohl von Astrozyten als auch von
Makrophagen sezerniert, erreicht nach 7 Tagen die maximale Konzentration in der
L&sion und bleibt noch Uber einen langeren Zeitraum erhoht (O Brien et al. 1994;
Semple-Rowland et al. 1995; Streit et a. 1998). Ob der Einflul} astrozytarer
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Faktoren auch in dem hier untersuchten Lasionsmodell eine entscheidende Rollein
der Deaktivierung der Makrophagen spielt, ist unklar. Aktivierte, GFAP- (glia
fibrillary acidic protein) positive Astrozyten fanden sich nicht unmittelbar inner-
halb, sondern nur in Randbereichen der Lasion (Brook et a. 1998a; s. Abb. 18).
Dies 181} die Inaktivierung der im Zentrum der L&sion vorhandenen Makrophagen
durch astrozytéare Faktoren unwahrscheinlich erscheinen, da eine sehr weite
Diffusionsstrecke vom Rand bis ins Zentrum der Lasion von den Faktoren zurtick-
gelegt werden mufdte. Zudem widerspricht die Beobachtung einer Transforma-
tionszone im an das gesunde Gewebe angrenzenden Randbereich der Lasion mit
dem Nachweis LFA-1-positiver aktivierter Mikrogliazellen, die in die Lasion
einzuwandern scheinen und dort LFA-1-negativ, also mdglicherweise deaktiviert
werden, der Hypothese, dal} astrozytdre Faktoren benachbarte Makro-
phagen/Mikroglia deaktivieren (vgl. Abb. 17/18). In Randbereichen der L&sion,
aso im Bereich dieser Transformationszone, befinden sich namlich zahlreiche
Astrozyten, nicht jedoch im Zentrum der L&sion (Brook et al. 1998a). Eventuell
spielen autokrine Mechanismen bei der Inaktivierung der Makrophagen eine Rolle,
indem die Phagozytoseaktivitdt durch von Makrophagen sezerniertes TGF-31
gesteuert wird (s. Abb. 17). Die komplexen interzellul&ren Regelmechanismen,
welche die posttraumatische Plastizitdt modulieren, sind weitgehend unklar und
erfordern weitere Untersuchungen.

In vitro fuhrt TNF-a zu einer verminderten CR3-IR der Makrophagen, die mit
einer reduzierten Phagozytoseaktivitat einhergeht (Brick et al. 1992). Unter-
suchungen, ob TNF-a von Makrophagen wéahrend der Phagozytose sezerniert
wird, was ebenfals fur eine Autoregulation der phagozytéaren CR3-Expression
sprache, fuhrten zu unterschiedlichen Ergebnissen (Briick et al. 1992; Van der
Laan et al. 1996). Eine erhdhte TNF-a-Konzentration kommt allerdings auch
durch eine erneute Permeabilitétssteigerung der Blut-Hirn-Schranke, die einige
Tage bis Wochen nach Rickenmarkverletzungen auftritt, zustande (Popovich et al.
1996a; Pan et a. 1999). Abhangig vom Zeitpunkt kann die exogene Applikation
von TNF-a nach Rickenmarkverletzungen sowohl zur Aktivierung als auch zur
Inhibition von Entziindungszellen fuhren (Klusman und Schwab 1997). Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit sind posttraumatische Veranderungen der
Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke nicht untersucht worden. Es ist jedoch
maoglich, dal} eine eingeschrankte Barrierefunktion der Blut-Hirn-Schranke zum
Einstrom von Substanzen wie z.B. Zytokinen aus dem Blut fuhrt, die je nach
Distanz von der priméaren Lasion in unterschiedlicher Konzentration vorliegen
konnten und einen weliteren Einflul3faktor auf die komplexe Entziindungsreaktion
darstellen. So konnte der reduzierten OX-42-IR auch eine Séttigung des CR3-
Rezeptors mit Komplement zugrunde liegen, die im Bereich der L&sion aufgrund
der Zerstérung der Blut-Hirn-Schranke und des posttraumatisch vermehrten
Einstroms von Komplementfaktoren aus dem Blut mdglicherweise eher erfolgt als
in den degenerierenden Faserziigen distal der Lasion (Watanabe et al. 1999). Von
Watanabe et a. (1999) wurde diese Moglichkeit, die jedoch auf rein hypothe-
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tischen Annahmen beruht, als Begrindung fir einen wenige Stunden nach
Ruckenmarkverletzungen beobachteten temporéren Verlust der phagozytéren OX-
42-IR im Bereich der Primérlasion diskutiert. Aufgrund der zeitlichen Dynamik
der posttraumatischen Permeabilitétsdnderungen der Blut-Hirn-Schranke ist die
Séttigung des CR3-Rezeptors mit Complement jedoch auch fir den 21 Tage
postoperativ nachweisbaren Verlust der CR3-IR in Betracht zu ziehen.

ruhende Mikroglia

ruhende Mikroglia

Abb. 18 Schematischer Langs
schnitt durch die Lasion und die
angrenzende Zyste (Zusammen-
fassung aus Brook et al. 1998 und
eigenen Ergebnissen). Im Randbe-
reich der Lasion und der Zyste
(L&sion und Zyste gelb) sind akti-
vierte, LFA-1-positive Mikroglia-
zellen (rot) und GFAP-positive
Astrozyten (blau) nachwelisbar.
Innerhalb der Lé&sion befinden
sich LFA-1-negative Makropha-
gen (M), jedoch keine GFAPposi-
tiven Astrozyten. An der Inakti-
vierung der Makrophagen ist ver-
mutlich TGF-131 beteiligt.
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7.3. Aktivierung von Entziindungszellen in Regionen Wallerscher
Degeneration und der Zyste distal der priméren Lasion

Die Kompression des unteren thorakalen Riuckenmarks fihrte zur Bildung ener
Zyste im Bereich der Hinterstrénge, die sich bis in das zervikale und lumbale
Myelon erstreckte. Die Ursachen fir die Ausbildung der Zyste sind unklar. Trans-
versalschnitte durch zervikale Rickenmarks-Segmente zeigten zudem einen deut-
lichen Verlust der NF200 kD-IR im Bereich der Vorder- und Vorderseitenstrange,
in denen sich aktivierte Mikroglia, die zu allen untersuchten Uberlebenszeiten OX-
42-, ED-1-, MHC-I- und sowie |B4- positiv waren, befanden. In diesen Regionen
Wallerscher Degeneration fanden sich ebenfalls KSPG-positive Mikrogliazellen,
die z.T. verzweigt waren, wahrend sich andere KSPG-positive Mikrogliazellen in
einem stérkeren Aktivierungszustand zu befinden schienen und runde Zellkorper
sowie kurze, retrahierte Fortsatze besal3en. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dal3 fir
die Ausbildung der Zyste im Bereich der Hinterstrénge andere Faktoren neben der
Wallerschen Degeneration eine Rolle spielen miissen.

Die im Bereich der zystisch degenerierenden Hinterstrénge nachweisbaren
aktivierten Mikroglia und Makrophagen wiesen eine intensive OX-42-, ED-1- und
MHC-I-IR auf und waren auch mit I1B4 deutlich nachweisbar. Interessanterweise
stand der erheblichen Verminderung der OX-42 IR im Bereich der Lasion en
weniger starker Verlust der OX-42-Expression im Bereich der sich distal der
L&sion ausdehnenden Zyste gegentiber. Auch nach 28 Tagen zeigten die Makro-
phagen innerhalb der Zyste noch eine leichte OX-42-IR. Demnach bestehen
vermutlich Unterschiede im Ablauf der Entziindungsreaktion zwischen der Zyste
und der unmittelbaren der Lasion. Auffallig war, dal3 im Randbereich der Zyste, in
der Ubergangsregion zum normalen Gewebe, vor alem aktivierte, verzweigte
Mikroglia vorhanden waren, wadhrend sich innerhalb der Zyste hauptsachlich
Makrophagen befanden.

Im Gegensatz zum unmittelbaren Bereich der Lasion, in dem nur eine vereinzelte
schwache LFA-1-Expression der Makrophagen stattfand, war in der Zyste distal
der Lasion zu allen untersuchten Uberlebenszeiten eine deutliche LFA-1-IR
nachweisbar. Aktivierte Mikrogliazellen exprimieren das Adhésionsmolekil LFA,
das zelluldre und Zell-Matrix-Interaktionen vermittelt, wahrend der Phagozytose
degenerierender Axone (Finsen et al. 1993; Hailer et al. 1997). Im Randbereich der
Zyste und im &ul¥ersten Randbereich der Primérlésion schien eine Transforma-
tionszone zu existieren, in der aus dem benachbarten unverletzten Gewebe in die
Zyste einwandernde verzweigte Mikroglia eine fiur Makrophagen typische
Morphologie annahmen, dabei jedoch LFA-1-negativ wurden. Vor alem die rand-
standigen, sich im Ubergangsstadium befindenden aktivierten, noch ramifizierten
Mikroglia zeigten eine intensive LFA-1-Markierung. Diese Beobachtungen weisen
darauf hin, dal3 sich der Aktivierungszustand und die Herkunft der Makrophagen je
nach Entfernung vom priméren Ort der Verletzung in verschiedenen Regionen des
geschédigten Rilckenmarks unterscheiden und lassen auch auf vielfétige
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Funktionszustdnde der Makrophagen schlief?en. Durch die Expression von
Adhasionsmolekillen wie LFA-1 werden aktivierte Mikroglia mdglicherweise in
Regionen axonaler Degeneration zurlickbehalten, aufl3erdem werden Interaktionen
mit anderen immunkompetenten Zellen ermdglicht (Hailer et a. 1996, 1997). Die
unterschiedliche Expression von Aktivierungsmarkern wie LFA-1 ist evt. auf
Unterschiede in der Permeabilitét der Blut-Hirn-Schranke zurtickzufihren. Das
Ausmal3 der Schadigung der Blut-Hirn-Schranke variiert wahrscheinlich abhangig
vom Abstand zur priméren Lasion. Demnach stammt evt. ein groRerer Antell der
Makrophagen, die sich im Zentrum der L&sion befinden, aus dem Blut und weist
einen anderen Immunphénotyp auf als Makrophagen in Randbereichen der Lasion
oder der Zyste, die eher von Mikroglia abstammen. Auch aus dem Blut in die
Lasion einstromende Substanzen wie Zytokine oder Complementfaktoren beein-
flussen den Immunphanotyp und die Aktivitdt der Makrophagen. Der Grad der
Kompromittierung der Blut-Hirn-Schranke wirkt sich demnach entscheidend auf
das Milieu innerhalb der Lasion aus. Ergebnisse von Fitch und Silver (1997)
zeigten beispielsweise, dal3 die Verletzung der Blut-Hirn-Schranke ein entschel-
dender Stimulus fir die Produktion von Proteoglycanen in Rickenmarksver-
letzungen ist, deren Ablagerung die axonale Regenerationsfahigkeit beeinflult.

7.4. Einfluld der KSPG-Expression auf die axonale Regeneration

Neben der Entzindungsreaktion moduliert auch die Synthese extrazellulérer
Matrixmolekule und verschiedener Proteoglycane in ZNS-Lasionen die axonale
Regenerationsfahigkeit. Wahrend der neuronalen Entwicklung sind Proteoglycane
an der Bildung von Grenzstrukturen beteiligt, welche funktionelle Einheiten
umgeben. Wahrend der axonalen Wachstumsphase lenken diese Proteoglycane
aussprossende Nervenfasern durch repulsive Eigenschaften; ihre Expression wird
reduziert, wenn das synaptische Netzwerk ausgereift ist. Es wurde gezeigt, dal3
einige dieser vermutlich inhibitorischen Proteoglycane nach Verletzungen das
adulten ZNS re-exprimiert werden und durch ihre repulsiven Eigenschaften fir die
fehlende bzw. mangel hafte axonale Regeneration mitverantwortlich sind (Laywell
und Steindler 1991; Schwab und Bartholdi 1996; Fernaud-Espinosa et al. 1998).
Diese Vermutung wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dal3 eine gesteigerte
Chondroitin  Sulfat Proteoglycan- (CSPG-) Expresson nach Kontusions-
verletzungen des Rickenmarkes innerhalb und in der Umgebung der L&sion
stattfindet, die mdglicherweise die axonale Regeneration beeintréchtigt (Davies et
al. 1997; Lemons et al. 1999). Es ist bekannt, dal? die bleibenden funktionellen
Defizite nach Ruckenmarkverletzungen teilweise auf regenerationshemmende
Moleklle zurickzufiihren sind (Review: Bartholdi und Schwab 1996). Neuere
Untersuchungen zeigten, dal3 die regenerationshemmenden Auswirkungen der
Oligodendrozyten des adulten ZNS nicht nur auf den Glycoproteinen NI-35/ NI-
250 und dem Myelin-assoziierten Glycoprotein (MAG) beruhen, sondern auch auf
das von Oligodendrozyten exprimierte CSPG zurtickzufiihren sind (Niederost et al.
1999). In vitro-Experimente zeigten, dal3 die Hemmung der oligodendrozytéren
Proteoglycansynthese durch beta-Xyloside die Permeabilitdt fir axonales
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Wachstum erhéht (Niederost et al. 1999). Die Bedeutung der KSPG-EXxpression
durch die Lasion infiltrierende Zellen wie Meningozyten (Frisen et al. 1992) oder
Mikroglia (Bovolenta et al. 1993) und die Auswirkungen der extrazelluldren
KSPG-Ablagerung sind unklar. In der vorliegenden Studie wurde daher ein
maoglicher Zusammenhang zwischen der mangelhaften axonalen Regeneration und
der posttraumatischen K SPG-Expression untersucht.

Im unoperierten Ruckenmark der Wistar-Ratten, die keine konstitutionelle MHC-
I1-Expression ruhender Mikroglia zeigten, konnten stark KSPG-positive rami-
fizierte Mikroglia nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis entspricht der Beob-
achtung von Jander und Stoll (1996b), dal3 eine speziesspezifische, inverse
Korrelation zwischen der MHC-I1- und KSPG-Expression ramifizierter Mikroglia
besteht. Neben ruhenden Mikrogliaim unverletzten Gewebe wiesen auch aktivierte
Mikroglia in degenerierenden Faserziigen eine deutliche KSPG-IR auf, wahrend
Makrophagen, die die Lasion infiltrierten, zu allen untersuchten Uberlebenszeiten
K SPG-negativ waren. Diese Beobachtung bestétigt die Ergebnisse von Jander und
Stoll (19964, b), Bertoletto et al. (1997) und Giordana et al. (1999), die berichten,
dal? ein Verlust der KSPG-IR zu verzeichnen ist, sobald die Transformation von
Mikroglia zu Makrophagen in verschiedenen pathologischen Zusténden des ZNS
stattfindet. Die Verminderung der KSPG-IR der Entziindungszellen wahrend
inflammatorischer Reaktionen wird mdglicherweise durch proinflammatorische
Zytokine verursacht, die sowohl die Synthese von Proteoglycanen hemmen als
auch den Proteoglycan-Abbau beschleunigen kénnen (Bhatnagar et a. 1986;
Saklatvala et a. 1986). In vitro hemmt IL-1 die Collagenproduktion dermaler
Fibroblasten (Bhatnagar et a. 1986), und der von Makrophagen freigesetzte TNF-
alpha (Tumor-Nekrosefaktor) sowie IL-1 stimulieren die Resorption und hemmen
die Synthese von Proteoglycanen in Knorpelgewebe (Saklatvala et a. 1986). Der
Verlust der KSPG-IR aktivierter Makrophagen weist darauf hin, dal3 die morpho-
logische Transformation von Mikroglia zu Makrophagen ein komplexer Vorgang
ist, der nicht nur die vermehrte Expression einiger Molekule wie z.B. ED-1 oder
MHC-I induziert, sondern auch eine reduzierte Expression bestimmter Ober-
flachenantigene hervorruft. Inwiefern Anderungen der Antigenexpression immun-
kompetenter Zellen ihre Auswirkungen auf die axonale Regeneration beeinflussen,
ist unklar. Die fehlende KSPG-Expression durch Makrophagen konnte darauf
hinweisen, dal3 Makrophagen nicht die zelluldre Quelle dieses potentiell
inhibitorischen Proteoglycans sind, obwohl die Produktion regenerations-
hemmender Proteoglycane durch Makrophagen diskutiert wird (Fitch und Silver
1997).

Wahrend sich zwischen 7 und 14 Tagen nach der Operation nur sehr wenig KSPG
im Zentrum der Lasion befand, zeigte sich schon 7 Tage postoperativ im Neuropil
der unmittelbaren Umgebung der Léasion eine deutliche extrazellularen KSPG-
Ablagerung. Zwischen 14 und 21 Tagen konnte ein massiver Anstieg des KSPG-
Gehaltes der Lasion verzeichnet werden, wobel sowohl die extrazelluldre Matrix
als auch zellulére Strukturen eine intensive KSPG-IR zeigten. Dies bestétigt die
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Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Stichel (Stichel et al. 1999a), die eine gesteigerte
KSPG-Expression nach Transsektion des postkommissuralen Fornix der Ratte
beobachtete. Wahrend jedoch nach Fornixlésion eine frihe, transiente Steigerung
der KSPG-Expression dokumentiert wurde, fuhrt das hier untersuchte Modell
spindler Kompressionslasionen zu einer verzogerten KSPG-Expression, die noch
28 Tage nach der Verletzung persistiert. Diese Unterschiede sind wahrscheinlich
auf die verschiedenen Lésionsmodelle zurtickzufiihren. Nach dorsaler Hemisektion
des Myelons adulter Ratten konnte ebenfalls eine vermehrte Anzahl KSPG-
positiver Zellen im die Lasion umgebenden Gewebe und in Regionen, die
sekundérer Degeneration unterlagen, festgestellt werden (Grill und Tuszynski
1999). Insbesondere der Nachweis zahlreicher KSPG-positiver Zellen im Gebiet
des degenerierenden corticospinalen Traktes fuhrt zum Verdacht, dal3 KSPG als
potentiell inhibitorisches Proteoglycan die axona e Regenerationskapazitat limitiert
(Grill und Tuszynski 1999).

Aus der vorliegenden Untersuchung geht jedoch hervor, da3 keine inverse
raumliche Korrelation zwischen KSPG-Expression und regenerierenden Axonen
besteht. Innerhalb der L&sion fanden sich sowohl KSPG-reiche Regionen, die von
Axonen durchquert wurden, a's auch KSPG-reiche Gebiete, in denen keine Axone
nachweisbar waren. Trotz des Fehlens einer inversen raumlichen Korrelation
zwischen KSPG- und NF200 kD-Expression verlief die starke Steigerung der
KSPG-Expression zwischen 14 und 21 Tagen postoperativ zeitlich parale zu
einem Verlust der Lasion an Axonen. Die in der vorliegenden Studie durch-
gefuhrten Experimente ermoglichen jedoch keine Aussage dartiber, ob die Axone,
die 21 bzw. 28 Tage nach der Verletzung in KSPG-reichen Regionen der Lasion
nachweisbar waren, schon vor der gesteigerten KSPG-Expression eingesprof3t
waren, oder ob sie auch aktiv in KSPG-haltige Areale einwachsen konnten.
Inwiefern ein kausaler Zusammenhang zwischen der gesteigerten KSPG-
Expression und der Reduktion der Anzahl der Axone besteht, ist demnach unklar.
Da jedoch in der unmittelbaren Umgebung der Lasion eine gesteigerte KSPG-
Synthese schon 7 Tage postoperativ zu verzeichnen war und Axone diese Region
penetrieren und in die L&sion einwachsen, ist es anzunehmen, dal3 zumindest
einige axonale Populationen den potentiell inhibitorischen Effekt des KSPG
tolerieren oder sogar ignorieren kdnnen. Wie Ergebnisse von Schnell und Schwab
(1993) zeigten, sind adulte corticospinale Axone ebenso wie rubrospinale Axone
(Xu und Martin 1990) jedoch nicht zur spontanen, funktionell relevanten Regene-
ration mit Uberbriickung bzw. Durchquerung einer Riickenmarkslasion fahig.

Es ist auffallig, dald wahrend der Phase der gesteigerten KSPG-Expression, 14 bis
21 Tage postoperativ, ein hochsignifikanter Abfall der CR3-IR der Makrophagen
innerhalb der Lasion stattfand. Da proinflammatorische Zytokine die zellulare
Proteoglycansynthese hemmen (Bhatnagar et al. 1986; Saklatvala 1986), konnte
umgekehrt eine Deaktivierung der Makrophagen durch eine verminderte Zytokin-
synthese zu einer gesteigerten Proteoglycansynthese und —ablagerung, z.B. von
KSPG, fuhren. Vermutlich besteht ein bislang jedoch ungeklarter Zusammenhang
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zwischen dem Immunophanotyp bzw. dem Aktivierungszustand der Makrophagen
und der Zusammensetzung der extrazelluldren Matrix. Von Stichel et al. (1999a)
publizierte Ergebnisse verdeutlichen, dal3 die pharmakologische Verhinderung der
extrazelluldren Collagen Typ I[V-Ablagerung nach Transsektion des post-
kommissuralen Fornix zu einer gesteigerten KSPG-Synthese in der Umgebung der
Lasion fuhrt und gleichzeitig die Regeneration durchtrennter Axone fordert. Dies
weist darauf hin, dal3 in diesem Lasionsmodell die Ablagerung von KSPG die
axonae Regeneration nicht verhindert, was mit den Ergebnissen der vorliegenden
Untersuchung dbereinstimmt. Die pharmakologische Elimination von Collagen
verandert die Zusammensetzung des Narbengewebes moglicherweise insofern, als
dal? es zu einer fir die axonale Regeneration giinstigeren Zusammensetzung der
extrazellularen Matrix kommt, so dal? das Gleichgewicht zwischen inhibitorischen
und regenerationsfordernden Molekilen auf eine die Regeneration unterstitzende
Weise verschoben wird. Von Weidner et a. (1999) publizierte Ergebnisse, welche
zeigen, da3 die Elimination von Collagen die Regeneration geschadigter
corticospinaler Bahnen nicht verbessert, weisen jedoch darauf hin, dal3 die Kompo-
sition der extrazelluldaren Matrix unterschiedliche Auswirkungen auf verschieden
axonale Populationen besitzt.

Wahrend KSPG-positive Zellen in der Umgebung geschadigter Fornixfasern die
Morphologie von Mikroglia besitzen (Stichel et al. 1999a), fanden sich im hier
untersuchten Lasionsmodell |angliche, spindelférmige Zellen unbekannter |dentitét
in der Lasion. Da das geschadigte Gewebe von verschiedenen Zellpopulationen,
die tellweise aus verletzten spinalen Wurzeln stammen, infiltriert wird, kénnte es
sich bei einigen der KSPG-positiven Zellen um Schwannzellen, Fibroblasten oder
Meningozyten handeln. Obwohl sich in dieser Studie in den unverletzten
Meningen keine KSPG-IR zeigte, ergaben in vitro Untersuchungen eine starke
KSPG-Expression von Meningozyten (Hirsch und Béhr 1999). Dies kann darauf
zurtickzuftihren sein, dald der Immunophanotyp bzw. der Aktivierungszustand von
Meningozyten in Zellkulturen veréndert wird (Calingasan et a. 1996). Analog
verdndert sich moglicherweise der Aktivierungszustand von in die L&sion
migrierenden Meningozyten, so dal3 diese KSPG-positiv werden. Zukinftige
Untersuchungen sind nétig, um zu klaren, ob die KSPG-Expression vom
Aktivierungszustand der Zellen abhangig ist. Da dies jedoch nachgewie-
senermalen bei MikrogliadMakrophagen der Fall ist, kdnnte es auch bei Meningo-
zyten eine Rolle spielen. Interessanterweise steigt neben der KSPG-Expression
auch die NGFr-IR in der Lasion zwischen 14 und 21 Tagen postoperativ stark an.
Es ist nicht auszuschlief3en, dal3 ein Teil der Zellen, die die Léasion zu diesem
Zeitpunkt infiltrieren, sowohl KSPG- als auch NGFr-positiv sind. Eine gesteigerte
zelluldre KSPG- und NGFr-IR kann sowohl durch eine vermehrte Migration von
Zellen in die Lasion as auch durch eine de novo-Expression dieser Antigene
zustande kommen. Um die Frage der Co-Expression sowie der Identitét und
Herkunft dieser Zellen zu kléren, sind u.a. Doppelimmunofluoreszenzfarbungen
erforderlich. Es ist ebenfalls nicht auszuschlief3en, dal? sich die Art der die Lasion
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infiltrierenden Zellen nach unterschiedlichen postoperativen Uberlebenszeiten
andert. Moglicherweise herrscht nach den langeren Uberlebenszeiten eine Zell-
population in der Lasion vor, die weniger gunstige Einfllsse auf die Regeneration
ausiibt. Dies wirde erklaren, warum 21 Tage postoperativ der Gehalt an NGFr-
positiven Zellen im Vergleich zur 14-tagigen Uberlebenszeit nicht abgenommen
hat, die Anzahl NF200 kD-positiver Axone jedoch drastisch reduziert war. Im hier
untersuchten Lasionsmodell war eine exakte Spezifizierung der die Lasion infiltrie-
renden spindelférmigen Zellen bisher nicht mdglich. Es ist bekannt, dal3 neben
Schwannzellen u.a. spindelférmige Fibroblasten —dhnliche Zellen Rickenmarks-
lasionen infiltrieren (Pasterkamp et al. 1999). Diese Zellen exprimieren das
Chemorepellent Semaphorin 111 und tragen damit evt. zur inhibitorischen Wirkung
des Narbengewebes bei (Pasterkamp et al. 1999). Welche Rolle dieser Mecha-
nismus im hier untersuchten Lasionsmodell spielt, wurde bisher nicht gekléart. Der
Einflu? die Lasion infiltrierender Meningozyten ist ebenfals unklar. Obwonhl
KSPG-positive Meningozyten in vitro die axonale Adhasion hemmen sollen
(Hirsch und Bahr 1999), wadhrend KSPG-positive Astrozyten keinen negativen
Effekt auf die axonale Elongation zu besitzen scheinen (Powell und Geller 1999),
Uben Meningozyten moglicherweise regenerationsfordernde Einfllsse in Myelon-
lasionen aus. Frisen et al. (1992) zeigten, dal3 in Rickenmarksldsionen adulter
Ratten einwandernde Meningozyten Neurotrophin-Rezeptoren exprimieren und
sich in enger Nachbarschaft zu regenerierenden Axonen befinden. Dies stiitzt die
Hypothese, da3 die Auswirkungen KSPG- und andere Proteoglycane
exprimierender Strukturen auf die axonale Regeneration u.a. von der Co-
Expression weiterer Molekiile, z.B. NGFr, und der Zusammensetzung der umge-
benden Matrix abhangen. Diese Theorie unterstiitzen auch in vitro Experimente,
die ergaben, dal? KSPG und CSPG das axonale Wachstum auf Laminin-haltigen
Oberflachen hemmen, wéahrend sie nur sehr schwach inhibitorisch bzw. sogar
leicht wachstumsfordernd auf L 1-bedeckten Oberflachen wirken (Dou and Levine
1995; Gieling et a. 1998). Da die Zusammensetzung der extrazelluldren Matrix
wahrend der neuronalen Entwicklung anders ist as im verletzten adulten ZNS,
Uben die einzelnen Kompenenten wahrend Entwicklung bzw. Regeneration evt.
unterschiedliche Einflisse auf die axonade Elongationsféhigkeit aus.
Moglicherweise wird auch die Sensibilitdt regenerierender Axone gegeniber
inhibitorischen Faktoren durch die Komposition der umgebenden Matrix
beeinflul. Da proinflammatorische Zytokine sowohl die Synthese von
Proteoglycanen hemmen a's auch den Proteoglycan-Abbau beschleunigen kénnen
(Saklatvala et al. 1986), fuhrt die im ZNS supprimiert verlaufende post-
traumatische Entziindungsreaktion mdglicherweise zu einer vermehrten Akku-
mulation potentiell inhibitorischer Proteoglycane. Neben der im ZNS
abgeschwéacht verlaufenden Entzindungsreaktion scheint das Glechgewicht
zwischen regenerationshemmenden und —fordernden Matrix-Molekilen im
Bereich einer ZNS-Lasion die axonale Regenerationskapazitdt entscheidend zu
beeinflussen.
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7.5. Bedeutung der speziesspezifischen MHC-II-Expression und der
Autoimmunreaktivitdt nach Rickenmarkverletzungen

In den letzten Jahren wurde den durch Ruckenmarkverletzungen induzierten
Autoimmunreaktionen gegen neurale Antigene eine verstarkte Bedeutung beige-
messen (Popovich et al. 1998; Schwartz et al. 1999b). Durch die Verletzung der
Blut-Hirn-Schranke werden ZNS-Antigene demaskiert und von Lymphozyten der
peripheren Blutbahn als Fremdantigene erkannt (Popovich et al. 1998). MHC-II-
exprimierende Mikroglia steuern als Antigen-prasentierende Zellen die T-Zell-
Antwort und Autoimmunreaktionen nach Riickenmarkverletzungen (De Simone et
a. 1995; Popovich et al. 1996b; Popovich et al. 1998). Aulerdem stimulieren
Liganden des MHC-II-Oberflachenantigens die Transkription einiger Zytokine
kodierender Gene. (Trede et al. 1991). Unterschiede in der Intensitét der MHC-11-
Expression beeinflussen daher maoglicherweise das Ausmald der sekundéren
Gewebeschddigung und die Regenerationskapazitdt nach Rickenmarkverletz-
ungen. Die genaue Rolle der durch Riuckenmarkverletzungen induzierten Auto-
reaktivitdt gegen neurale Antigene ist noch unklar, es werden jedoch sowohl zu
sekundaren Gewebeschdden fuhrende als auch gewebsprotektive Konsequenzen
diskutiert. So soll die durch die MHC-1I1-Expression initiierte Autoreaktivitdt im
Stadium chronischer Rickenmarkverletzungen u.a. der Aufrechterhaltung der
immunologischen Toleranz gegen neuronale Antigene dienen (Popovich et al.
1996b). Mehr a's tber die posttraumatisch induzierte Autoreaktivitét ist Uber Auto-
immunreaktionen im Rahmen der experimentellen Autoimmun-Enzephal omyelitis
(EAE) bekannt. Neben MHC-11-Molekllen, die u.a. CD4-positiven T-Helferzellen
Antigene prasentieren, sind weitere Moleklle wie LFA-1 und ICAM (intercellular
adhesion molecule) an der Vermittlung von Autoimmunreaktionen beteiligt. LFA-
1-und sein Ligand ICAM-1 gelten als kostimulatorische Faktoren fur die Induktion
der T-Zel-Antwort bei der EAE (De Simone et a. 1995). MHC-II-Molekile
scheinen dagegen die T-Zell-Antwort zu hemmen, da Ratten, deren Mikroglia eine
kongtitutiv intensive MHC-11-Expression aufweisen, haufig EAE-resistent sind und
umgekehrt. Ausnahmen, d.h. EAE-resistente Ratten, deren Mikroglia konstitutiv
MHC-II-negativ sind, lassen darauf schliefien, dal3 neben MHC-II andere
kostimulatorische Molekile, z.B. LFA oder B7, einen entscheidenden Beitrag zur
Steuerung der T-Zell-Antwort leisten (De Simone et al. 1995).

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dai fast alle Makrophagen im Zentrum der
Lasion LFA-1-negativ waren, aktivierte Mikroglia bzw. Makrophagen im Rand-
bereich der L&sion und der zystisch degenerierenden Hinterstrange jedoch eine
starke LFA-1-IR aufwiesen. Je nach Entfernung vom primaren Schadigungsort
bestehen demnach Unterschiede im Aktivierungszustand der Makrophagen, deren
Bedeutung fir das Uberwiegen regenerationsfordernder oder -hemmender Effekte
noch unklar ist (Popovich et al. 1997). Die unterschiedliche Expression die T-Zell-
Antwort stimulierender Antigene wie LFA-1 in verschiedenen Bereichen des ver-
letzten Rickenmarkes weist darauf hin, dal3 die diversen Ursachen der neuronalen
bzw. axonalen Schadigung wie direktes Trauma oder sekundére Degeneration die
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Immunantwort auf vielféaltige, z.T. sogar gegensétzliche Weise beeinflussen. Die
fehlende Expression des die T-Zell-Antwort stimulierenden LFA-1 im unmittel-
baren Bereich der Lasion und die starke LFA-1-IR im Bereich der degenerierenden
Hinterstrange kdnnten ein Hinwels darauf sein, dal? nicht nur die posttraumatische
Autoreaktivitéat zu sekundarer Gewebeschadigung fuhrt, sondern auch umgekehrt
potentiell schadigende Autoimmunreaktionen erst durch eine fortschreitende
sekundéare Gewebeschadigung, wie z.B. die progrediente Zystenbildung, initiiert
werden.

Die semiquantitativ vergleichende Untersuchung der posttraumatischen MHC-I1-
Expression zwischen operierten Wistar- und Sprague-Dawley-Ratten zeigte eine
starke Ahnlichkeit bezuglich der Morphologie und Verteilung der MHC-II-
positiven Zellen, die zumeist deutlich kleiner als Makrophagen waren, sich haufig
in der Nahe von Gefdl3en befanden und Lymphozyten oder perivaskularen Zellen
ahnelten (Popovich et al. 1993). Dies konnte auf die Anwesenheit verschiedener
Populationen von Entziindungszellen hinweisen, wobei MHC-II-positive Zellen
evt. aus dem Blut stammen. Zwischen den beiden Spezies bestanden deutliche
Unterschiede hinsichtlich der Intensitdt der MHC-I11-Expression, da Sprague-
Dawley-Ratten eine erheblich intensivere MHC-II-Expression aufwiesen als
Wistar-Ratten. Es bestanden ebenfalls Unterschiede hinsichtlich des Zeitverlaufs,
da in Sprague-Dawley-Ratten ein rascherer Anstieg und eine frihere Herunter-
regulation der posttraumatischen MHC-II-Expression zu verzeichnen waren.
Wahrend sich in der Lasion der operierten Sprague-Dawley-Ratten 21 Tage post-
operativ, zum Zeitpunkt der stérksten posttraumatischen MHC-11-Expression,
neben zahlreichen Lymphozyten-dhnlichen Zellen auch MHC-I11-positive Makro-
phagen befanden, enthielt die Lasion der Wistar-Ratten nur wenig mehr MHC-11-
positive Zellen als nach kirzeren Uberlebenszeiten, jedoch keine MHC-I1-posi-
tiven Makrophagen. In degenerierenden Faserziigen und der Zyste distal der
L&sion wiesen in Wistar-Ratten nur vereinzelte, meist perivaskuldre Zellen eine
MHC-II-Immunoreaktivitdt auf. Sprague-Dawley-Ratten hingegen zeigten eine
deutliche MHC-11-Expression aktivierter Mikroglia im Bereich der degenerieren-
den Hinterstrange und der Vorder- und Seitenstrénge. Auffallend war, dal? akti-
vierte Mikrogliazellen am Rand der Zyste stark MHC-II-positiv waren, wahrend
sich MHC-II-negative Makrophagen innerhalb der Zyste befanden, was der Loka-
lisation LFA-1-positiver Zellen dhnelte. Durch die Expression der die T-Zell-
Antwort stimulierenden Molekille LFA-1 und MHC-II spielen aktivierte Mikro-
gliazellen in dieser Transformationszone vermutlich eine entscheidende Rolle in
der Vermittlung der Antigenprasentation und der Induktion der Autoreaktivitét.

Der aufféllige Unterschied in der Intensitét der MHC-II-Expression zwischen
Wistar- und Sprague-Dawley-Ratten weist darauf hin, dal3 der Immunphanotyp
sowie der Funktionsstatus der Mikroglia und Makrophagen z.T genetisch deter-
miniert sind. Die Induktion der MHC-II-Expression durch Wallersche Dege-
neration, die speziesspezifische Akkumulation MHC-II-positiver Mikroglia in
Regionen maximaler Degeneration im Zentrum der Lasion sowie die Herunter-
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regulation der MHC-II-Expression im Stadium chronischer Rickenmarksver-
letzungen wurden schon friher beschrieben (Popovich et a. 1993). Deutliche
speziesspezifische Unterschiede der posttraumatischen MHC-11-Expression von
Entztindungszellen nach Kontusionsverletzungen des Rickenmarks adulter Ratten
wurden ebenfalls von Popovich et a. (1997) beobachtet. Diese Untersuchungen
ergaben, dal3 Sprague-Dawley-Ratten eine wesentlich intensivere posttraumatische
MHC-II-Expression aufweisen als Lewis-Ratten; Ubereinstimmend damit zeigte
die vorliegende Untersuchung gleichfalls eine deutlich intensivere MHC-I1-IR der
Sprague-Dawley- als der Wistar-Ratten. Die Regulation der MHC-11 Expression ist
komplex und unterliegt verschiedenen Einfluf3grofien. Beispielsweise werden die
MHC-II-Expression und die Antigenprésentation durch Makrophagen durch den
von Astrozyten produzierte GM-CSF (granulocyte macrophage-colony stimulating
factor) und durch TGF-31 gehemmt (Loughlin et al. 1993; Hayashi et a. 1997);
Astrozyten gelten als wichtige Kandidaten fir die Beeinflussung der Diffe-
renzierung und Aktivierung von Mikroglia. Unterschiede in der astrozytéren
Produktion proinflammatorischer Zytokine zwischen EAE-susceptiblen und —
resistenten Rattenspezies, die sich durch die Intensitét ihrer MHC-I1-Expression
unterscheiden, sind bekannt (Chung et a. 1991). Die Steuerung der MHC-II-
Expression unterliegt also u.a. genetisch determinierten astrozytaren Einfllssen.
Demnach scheint die Induktion der MHC-I1-Expression durch Wallersche Degene-
ration und innerhalb der L&sion u.a. von genetischen Determinanten, denen die
Reaktivitdt des Immunsystems unterliegt, abhéngig zu sein. Beispielsweise gibt es
Anhaltspunkte dafir, dafd die speziesspezifische MHC-II- und Keratan-Sulfat-
Proteoglycan (KSPG)- Expression mit der EAE-Susceptibilitét korreliert sind.
Rattenspezies, die eine starke konstitutive MHC-II- und eine geringe KSPG-
Expression aufweisen, sind haufig resistent gegentber EAE, wahrend Ratten-
spezies mit geringer MHC-11-Expression oft EAE-susceptibel sind (Jander und
Stoll 1996b). Der u.a. genetisch determinierte Aktivierungszustand der Mikroglia
und die daraus resultierende Triggerung der Autoreaktivitdt entscheiden
maoglicherweise mit dartber, wie stark das ZNS durch pathologische Einwirkungen
bzw. Zustande geschadigt wird. Zur Klarung der prognostischen Bedeutung
genetisch determinierter Unterschiede des Immunphénotyps der Mikroglia
IMakrophagen fir die Regeneration nach traumatischen Rickenmarks-
schadigungen wéren jedoch z.B. vergleichende Tierverhaltensstudien notwendig.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dal3 die komplexe posttraumatische
Entziindungsreaktion innerhalb des ZNS gegensdtzliche Auswirkungen auf die
Regeneration hat. Spontane endogene Regenerationsvorgange laufen nach Myelon-
verletzungen wider Erwarten erstaunlich organisiert und in bemerkenswertem
Ausmal} ab. Diese gehen u.a. mit der Infiltration der Lasion durch Makrophagen,
NGFr-positive Zellen und mit dem Einsprossen von Axonen einher. Dieser Phase
Uberraschend intensiver Regenerationsvorgange folgt jedoch eine massive
Reduktion der axonalen Elongation, wobei jedoch keine inverse raumliche
Korrelation zwischen NF200 kD-positiven Axonen und dem posttraumatisch ver-
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mehrt exprimierten Proteoglycan KSPG festzustellen war. Die quantitative
Analyse bestétigte eine eindeutige zeitliche Korrelation zwischen Regenerations-
vorgangen und dem Aktivierungszustand der Makrophagen. Zum Zeitpunkt der
intensivsten axonalen Regenerationsvorgange war die Expression des Phago-
zytose-assoziierten Antigens CR3 und somit wahrscheinlich auch die Makro-
phagenaktivitdt am groften, wahrend die darauffolgende axonale Retraktion mit
einem erheblichen Verlust der phagozytdren CR3-IR, also vermutlich einer
phagozytaren Deaktivierung, einherging. Die detaillierte Charakteriserung des
Imunphanotyps posttraumatisch aktivierter Makrophagen kann as Vergleichsbasis
fur zukinftige experimentelle Therapieansétze dienen, z.B. konnte die Identi-
fikation regenerationsférdernder M akrophagenpopul ationen deren gezielte pharma-
kologische Manipulation und damit eine wenig- bzw. nicht-invasive therapeutische
Moglichkeit zur Behandlung von Rickenmarkverletzung ertffnen.
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