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Zusammenfassung Deutsch

Pro Jahr erleiden in Europa etwa eine Millionen Menschen eine traumatische
Ruckenmarksschadigung durch Unfélle oder Freizeitaktivitdten. In den meisten Fallen
kommt es durch ein stumpfes Trauma zu einer Quetschung des Rickenmarks. Nach der
primaren mechanischen Verletzung kommt es zu einer sekundaren inflammatorischen
Reaktion. Diese besteht aus einer Einwanderung von Entziindungszellen in das Gewebe.
Es entsteht eine zentrale Kavitation mit randstandiger astroglialer Narbe. Astrozyten und
Fibroblasten verschlie3t zwar den Schaden der Blut-Hirn-Schranke, es kommt jedoch zu
einer fibrotischen Narbenbildung, die zu einem Funktionsverlust fihrt. Zusatzlich tragt die
Ausschittung von Transmittersubstanzen, Zytokinen und Proteoglykanen auf Zellebene
zum neurologischen  Defizit bei. In dieser Arbeit werden insbesondere
chondroitinsulfathaltige Proteoglykane und die Beeinflussung durch Lymphozyten unter
Behandlung mit zwei in bisherigen Studien effektiv bewerteten Medikamenten (Fingolimod
und Clodronat) betrachtet. Fingolimod ist ein neues Immunsuppressivum zur Behandlung
von schubférmig verlaufender Multipler Sklerose, welche zu einer Sequestration von T-
Lymphozyten Uber die Bindung an den Sphingosin1-Phoshat-Rezeptor in den
Lymphknoten fihrt. Clodronat wird zur Behandlung von Osteoporose eingesetzt und fiihrt
zu einem Abbau von blutstadndigen Makrophagen.

Material und Methoden: Fir die Untersuchung erhielten mannliche Wistar-Ratten nach
einer Laminektomie eine Kontusion mittels des Infinite Horizon Impactors. Die Tiere wurden
mit Fingolimod/DMSO, Clodronat/Liposom oder kombiniert behandelt. Als Kontrolle erhielt
eine Gruppe ausschliellich eine Laminektomie, eine andere Versuchsgruppe erhielt die
Kontrollsubstanzen DMSO/Liposom. Die Regeneration nach erfolgter Kontusion wurde
anhand des BBB-open field locomotor rating test und des horizontalen Leitertests
untersucht. Weiterhin wurden Blutanalysen mittels FACS- Analyse durchgefihrt.
AnschlieBend wurde das Rickenmark entnhommen, fixiert und immunhistochemisch
gefarbt. Es wurden fluoreszenzmikroskopische Bilder erstellt.

Ergebnisse: Die Clodronat- behandelten Tiere zeigten eine erhdhte motorische
Hinterbeinfunktion. Es bestanden keine signifikanten Unterschiede zur kombiniert
behandelten Gruppe. Die Fingolimod/DMSO behandelte Gruppe zeigte keine signifikante
Verbesserung im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Fingolimod- behandelten Tiere zeigten
bis zur 4. postoperativen Woche eine signifikant verminderte Lymphozytenzahl. Die Anzahl
der Monozyten zeigte keine Unterschiede in allen Versuchstiergruppen. Die Granulozyten
waren in den Clodronat-behandelten Tieren in der zweiten postoperativen Woche
signifikant héher als in den anderen Versuchsgruppen. In den immunhistochemischen
Bildern konnte eine verminderte Expression von GFAP und Chondroitinsulfaten in den
Clodronat- behandelten Gruppen nachgewiesen werden.



Diskussion: Clodronat scheint Uber die Beeinflussung der Makrophagen zu einer
Herunterregulation der inflammatorischen Immunantwort zu fihren. Dies kénnte zum einen
durch eine Differenzierung in M2-Makrophagen oder zum anderen durch eine Suppression
der M1-Makrophagen geschehen. Eine unerwartete und neue Erkenntnis stellt die
Granulozytenerhdhung in der zweiten postoperativen Woche dar, die ausschlie3lich in den
Clodronat-behandelte Gruppen auftritt. Es scheint dabei nicht zur Ausschittung von
Zytokinen und reaktiven Sauerstoffspezies zu kommen, sondern iber einen mdglichen G-
CSF gesteuerten Mechanismus zu einer verbesserten Angiogenese zu kommen. Durch
diese beiden Mechanismen konnte es zu einer verbesserten motorischen Funktion
gekommen sein, die in den anderen Versuchsgruppen nicht auftritt.



Zusammenfassung Englisch

Approximately half a million people suffer a traumatic spinal cord injury due to accidents or
recreation activities yearly. In most of the cases a blunt trauma causes a contusion of the
spinal cord. Following the mechanical injury, an inflammatory reaction initiates an infiltration
of immune cells into the affected tissue. A central cavitation with an astroglial scar develops.
The affected contused neurons are marked by a decisive demyelination. Astrocytes and
fibroblast close the blood-brain-barrier. The resulting fibrosis causes the loss of function.
The release of transmitter substances such as cytokines and upregulation of proteoglycans
on a cellular level contribute to the neurological deficit. In this work we focus on the
expression of chondroitin sulfate consisting proteoglycans and on the influence of
lymphocytes which are under treatment of two, in previous studies as effective considered
pharmaceuticals (Fingolimod and Clodronat). Fingolimod is a new immunosuppressive
agent for the treatment of relapsing multiple sclerosis, which leads to a sequestration of T-
lymphocytes by binding to the sphingosin1-phoshat receptor of the lymph nodes. Clodronat
is used in treatment of osteoporosis and leads to a deterioration of blood incessant
macrophages.

Materials and Methods: In this thesis a laminectomy was applied to male Wistar-rats utilizing
the Infinite Horizon Impactor. The animals were treated with either Fingolimod/DMSO or
Clodronat/Liposom or a combination of both. Another group received DMSO/Liposom as
control substances. An additional control group obtained solely a laminectomy. All animals
were analyzed via the BBB-open field locomotor rating test and the horizontal ladder test.
Blood analysis was performed using fluorescence-activated cell sorting (FACS). In the end,
the spinal cords were removed, immunohistochemically stained and fluorescence
microscopy images were taken.

Results: The Clodronat treated animals increased in motoric hind leg function whereas the
combined treaded group (Clodronat/Fingolimod) showed no significant differences. Also,
the Fingolimod/DMSO treated group showed no significant improvement compared to its
control group. Investigation on the number of lymphocytes in Fingolimod treated animals
showed until postoperative week four a significant decrease, whereas the number of
monocytes showed no significant difference in all tested groups. The number of
granulocytes in the Clodronat treated animals were significantly higher in the second
postoperative week than in all other tested groups. The immunohistochemical images
proved a decreased expression of the GFAP and chondroitin sulfate proteoglycans in the
clodronate treated groups.

Discussion: Clodronat causes a down regulation of the inflammatory response, which
influences macrophage differentiation. Through this they might differentiate into M2
macrophages or M1 macrophages development is suppressed. An unexpected and new
insight poses our observation that granulocytes increase in the second postoperative week.
This only appeared in the Clodronat treated groups. It seems that there is no release of



cytokines and reactive oxygen. Instead an improved angiogenesis through a possible G-
CSF controlled mechanism is taking place. These two mechanisms might have led to the
improvement of the motoric function, which has not appeared in the other test groups.
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1.0 Einleitung

Pro Jahr erleiden etwa eine Milionen Menschen in Europa eine traumatische
Ruckenmarksschadigung. Dabei handelt es sich zum einen hauptsachlich um jungere
Manner zwischen 16 und 30 Jahren, die sich im Rahmen von Autounfallen sowie bei Sport-
oder Freizeitaktivitdten verletzen, und andererseits um altere Menschen, die sich eine
sturzassoziierte Rickenmarksschadigung zuziehen (Chamberlain et al., 2015). Im Jahr
2007 sind etwa 22 Millionen Menschen weltweit betroffen, davon 2,5 Millionen Uberlebende
mit hohem pflegerischen Bedarf und gravierender Einschrankung der Lebensqualitat
(Rossignol et al., 2007). Die Mehrheit der entstandenen Rickenmarksschadigungen
entsteht durch ein stumpfes Trauma, wodurch eine Fraktur der Wirbelsaule und/oder eine
Quetschung mit darunterliegender Verengung oder Stenose des Spinalkanals verbunden
ist (Rossignol et al., 2007). Nur ein kleiner Teil der Geschadigten erleidet eine inkomplette
oder komplette Durchtrennung des Rickenmarks (Krishna et al.,, 2013). Obwohl die
Untersuchung einer effektiven Regeneration der Schadigung Gegenstand zahlreicher
Studien ist, gibt es zurzeit immer noch keinen einheitlichen Therapieansatz, der zu einer

zufriedenstellenden Lésung fiir behandelnde Arzte und Betroffene gefiihrt hat.

1.1 Ruckenmarkskontusion

Die Ruckenmarkskontusion wird in eine primare und sekundare mechanische Verletzung
eingeteilt. Im Rahmen der primaren Verletzung kommt es zur akuten mechanischen
Kompression des Riickenmarks. Typischerweise bleibt eine kleine Menge weilter Substanz
mit aufsteigenden sensorischen und absteigenden motorischen Bahnen intakt (Hall und
Springer, 2004), welche eine neuronale Regeneration ermoglicht. Der traumatische
Schaden des zentralen Nervensystems (ZNS) zerstort die Blut-Hirn-Schranke (BHS) und
fuhrt zu einer Einwanderung von Blutzellen wie Leukozyten, Makrophagen und
Lymphozyten in das neurale Gewebe. Dem akuten mechanischen Schaden folgt
proportional zur GréRe des primaren Schadens eine sekundare Verletzung durch
Schwellung, Wirbelsduleninstabilitét, Ischamie, lonenverschiebungen, oxidativen Stress,
Entziindungsreaktion und Apoptose. Dadurch erweitert sich der Schaden in den ersten
Stunden bis Tagen nach dem Trauma (Rossignol et al., 2007). Die durch einwandernde

Immunzellen bedingte Zytokinproduktion verursacht eine entziindliche Reaktion und fuhrt
1



zur neuralen Degeneration mit Formung einer zystischen Hohle. Die Verletzungsstelle ist
dann typischerweise charakterisiert durch eine zentrale Kavitationsbildung mit
randstandiger astroglialer Narbe, umgeben von einer dinnen Schicht von Uberlebenden
Axonen, mit starker Demyelinisierung (Hackett und Lee, 2016). Die umgebenden Gliazellen
wie Astrozyten und aktivierte Fibroblasten verschliefien den Defekt der BHS. Es bilden sich
eine fibrotische Narbe sowie neuroinhibitorische Substanzen (Kawano et al., 2012). Auf
Zellebene kommt es einerseits zur mechanisch induzierten Depolarisation der Neurone
durch die Offnung von spannungsabhéngigen lonenkanalen mit massiver Freisetzung von
Neurotransmittern, insbesondere Glutamat. Andererseits kommt es zu einer Akkumulation
von intrazellularem Kalzium mit mitochondrialer Dysfunktion, welche zu einer Zerstérung
der aeroben Energiegewinnung und Laktatakkumulation fihrt. Weiterhin entstehen
Nitritoxid-Radikale durch die Aktivierung der Nitridoxid-Synthase. Des Weiteren fiihrt die
Aktivierung von Phospholipase A, zur Produktion von Arachidonsaure, welche durch die
Cyclooxygenasen in vasokonstriktive Prostaglandine und inflammatorische Leukotriene
gespalten wird. Diese aktivieren Leukozyten und Makrophagen und wandeln die
Arachidonsaure in Thromboxan Az um, welches zu einer erhdhten Plattchenaggregation mit
verminderter Gewebeperfusion fuhrt (Hall und Springer, 2004). Insbesondere durch die
Bildung von Nitritoxid-Radikalen kommt es zu einer Lipidperoxidation von Neuronen und
BlutgefalRen mit Veranderung der Funktion und Integritdt der Membran. Dadurch kommt es
zu einer VergroRerung des mikrovaskularen Schadens und sekundarer Ischamie (Hall,
1989; Hall, et al., 1996) Ein anderer Prozess auf Zellebene besteht in der Bildung von
endogenen Opioiden, welche Uber die Stimulation von glutamergen N-Methyl-D-Aspartat
(NMDA)-Rezeptoren zu einer weiteren vaskularen sowie metabolischen Fehlfunktion und
einem lonenungleichgewicht fihrt (Faden und Salzman, 1992). Faden und Holaday
konnten  bereits 1981 ein  verbessertes neurologisches Ergebnis nach
Rickenmarksverletzung unter der Therapie mit dem Opiat-Antagonisten Naloxon durch
eine verminderte Opioid- induzierte Hypotension als einen relevanten Aspekt der
sekundaren Prozesse nach einem Trauma nachweisen. Ein weiterer Aspekt ist bedingt
durch die Apoptose, welche uber Stunden bis Wochen nach dem Trauma zum Untergang
von Neuronen und Oligodendrozyten durch inflammatorische Zellen wie Neutrophile,

Mikroglia und Makrophagen fihrt (Crowe et al., 1997; Shuman et al., 1997; Emery et al.,
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1998; Lou et al., 1998; Beattie et al., 2000). Dabei scheint insbesondere der Zelltod von
Oligodendrozyten zur axonalen Demyelinisierung und zur Entstehung von neurologischen
Defiziten beizutragen (Hall und Springer, 2004). Der Prozess der Apoptose wird zum einen
Uber intrazelluldre Signalwege, die proapoptotischen Kaspasen, aktiviert (Bossy-Wetzel et
al., 1998) und zum anderen Uber extrazellulare apoptotische Zytokine, Wachstumsfaktoren
sowie Sauerstoff- und Peroxynitridradikale getriggert (Hall und Springer, 2004). Weiterhin
wurden Membranproteine, extrazellulare Matrixbestandteile sowie sekretorische Proteine
und Glykoproteine mit inhibitorischer Aktivitat identifiziert, die an der Entstehung des
sekundaren Schadens beteiligt sind. Darunter befinden sich beispielweise Nogo-A und
andere Myelinkomponenten (Schwab, 2004) sowie Proteoglykane, insbesondere

Chondroitinsulfate, Semaphorine und Tenaszine.

1.2 Entzindungsreaktion

In dieser Arbeit wurden die entziindlichen Vorgange des sekundaren Schadens untersucht.
Diese finden zum einen in der extrazellularen Matrix statt, in der beispielsweise durch
Zytokine ECM-Bestandteile hochreguliert werden. Zum anderen fuhrt eine zellvermittelte
Immunantwort zur Einwanderung von Entziindungszellen in das Gewebe. So kommt es
unmittelbar nach einer Rickenmarksverletzung zur Einwanderung von CD8 positiven T-
Lymphozyten, die sich in der Akutphase bis zu zwei Wochen im Gewebe aufhalten (Wu et

al., 2017).

1.2.1 Extrazellulare Matrix

Die extrazellulare Matrix (ECM) ist Gegenstand zahlreicher Studien der letzten Jahrzehnte,
da sie aufgrund der Zusammensetzung und Veranderung der Bestandteile nach einem
Trauma einen Einfluss auf die Regeneration haben kann (De Luca und Papa, 2017). In
Kenntnis der Ergebnisse von Rhodes und Fawcett (2004) ist die ECM der die Zellen
umgebende Raum und kann ein inhibitorisches oder aktivierendes Milieu in Abhangigkeit
von einwirkenden Reizen auf das Gewebe liefern. In der Entwicklung des zentralen
Nervensystems dient die ECM als Hullsubstanz der Zellkdrper, Axone und Synapsen und
spielt eine Rolle bei der Zellmigration, beim Neuronenwachstum sowie bei der neuronalen

Stabilitdt und Axonregeneration im Erwachsenenalter. AuRerdem tragt die ECM zur Bildung



und Stabilisierung des perineuralen Netzes und somit zur neuronalen Plastizitat bei. Die
Bestandteile der ECM werden von Neuronen und Gliazellen gebildet (Song und Dityatev,
2018). Sie besteht aus Kollagen, Glykoproteinen sowie Tenaszin C und Tenaszin R,
chondroitinsulfathaltigen  Proteoglykanen  (CSPG) sowie  heparansulfathaltigen
Proteoglykanen, Zelladhdsionsmolekilen und Integrinen (Rhodes und Fawcett, 2004; Song
und Dityatev, 2018). Im Rahmen eines Traumas wird die ECM in erster Linie durch reaktive
Astrozyten beeinflusst (Watanabe und Kakizaki, 2017). In der Nahe der astrozytaren
Zellmembran kommt es nach einem Trauma zu einer Verdichtung der ECM (Rhodes und

Fawcett, 2004).

1.2.1.1 Chondroitinsulfat

Einen Hauptbestandteil der ECM stellten CSPGs dar. CSPGs finden sich explizit vermehrt
in geschadigtem Gewebe, wie es z.B. nach einer Kontusion im ZNS vorliegt und sind bei
verschiedenen Zellprozessen wie Adhasion, Wachstum, Rezeptorbindung, Migration,
Barrierefunktion und Interaktion mit anderen ECM-Bestandteilen beteiligt. Sie bestehen aus
einem Kernprotein und glykosaminoglykanhaltigen (GAG-) Zuckerketten. Eine GAG-Kette
ist ein einfaches, lineares Polymer aus sich wiederholenden Disacchariden. Diese
Disaccharide bestehen aus einer Uronsaure (entweder Glucuronsaure oder Iduronsaure)
und aus einem N-Acetylglukosamin oder einem N-Acetylgalactosamin. Unterschiede
zwischen den einzelnen GAG-Ketten entstehen durch Sulfatierung oder Polymerisation und
beruhen auf deren Lange, die von 4 kDa bis 400.000 kDa variieren kann (Rhodes und
Fawcett, 2004). Die unterschiedlichen Proteoglykane kénnen letztlich Uber die GAG-Ketten
mit anderen Molekulen interagieren. Die Menge der Proteoglykane wird durch Matrix-
Metalloproteinasen reguliert. Im inflammatorischen Milieu sowie Modellen von chronisch
neuroregenerativen Erkrankungen konnte eine vermehrte Aktivitdt von Matrix-
Metalloproteinasen mit konsekutiver Akkumulation von Proteoglykanen, insbesondere CS,
nachgewiesen werden (De Luca und Papa, 2017). CSPGs tragen zur Bildung der
astroglialen Narbe bei, indem sie nach einer Lasion in der Umgebung der aktivierten
Astrozyten akkumulieren und die neuronale Plastizitdt vermindern. AulRerdem stdéren sie
das perineurale Netz (Pizzorusso et al.,2002; Gogolla et al.,2009; Shijo et al.,2018).
Reaktive Astrozyten exprimieren vermehrt Rezeptoren fir CS an ihrer Oberflache, an die
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die Proteoglykane binden (Hackett und Lee, 2016; Shijo et al., 2018). CS kdnnen durch das
Enzym Chondroitinase ABC gespalten werden. Applikationen von Chrondoitinase ABC in
Lasionsstellen nach Rilckenmarksverletzung konnten ein verbessertes axonales
Wachstum mit erhéhter Regeneration der motorischen Funktion nachweisen (Bradbury et
al., 2002; Zerhouni, 2004; Fawcett, 2006; Galtrey und Fawcett, 2007; Galtrey et al., 2007;
Cheng et al., 2015).

1.2.2 Zellvermittelte Immunantwort

Die zellvermittelte Immunantwort besteht zum einen aus der angeborenen Immunantwort
durch neutrophile Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und nattrliche Killerzellen und
zum anderen aus der erworbenen, erlernten Immunantwort. Letztere besteht aus B- und T-

Lymphozyten.

1.2.2.1 Monozyten und Makrophagen

Monozyten differenzieren sich aus Monoblasten, die im Knochenmark aus den dort
gewebestandigen pluripotenten Stammzellen entstehen, und bilden das monozytare
Phagozyten-System bestehend aus Knochenmarkprogenitorzellen, Blutmonozyten und
Gewebemakrophagen (Hume et al.,, 2002). Blutmonozyten wandern schnell, meist
innerhalb von einem Tag, aus der Blutbahn in das Gewebe ein. Diese kénnen sich unter
bestimmen Wachstumsfaktoreinflissen zu Makrophagen oder dendritischen Zellen
differenzieren. Die Entwicklung in Gewebemakrophagen findet dabei bereits im Blut, vor
dem Eintritt in das Gewebe, statt (Baba et al., 2006). Im Gewebe erlangen die Zellen ihre
spezifische Funktion. Je nach Gewebe werden unterschiedliche Makrophagen
beschrieben. So werden die Makrophagen in der Leber als Kupfer-Stern-Zellen, in der
Lunge als Alveolarmakrophagen, in der Pleura als Pleuralmakrophagen, in der
Synovialmembran als A-Zellen bezeichnet (Carson et al., 1998; Kuwana et al., 2003;
Ziegler-Heitbrock, 2007). Die zwei Hauptgruppen der blutstdndigen Monozyten werden in
CD14 positive sowie CD14 und CD16 doppelpositive Monozyten unterteilt (Ziegler-
Heitbrock, 2007). Zirkulierende CD16 negative Monozyten fungieren als Vorlduferzellen
von Makrophagen und dendritischen Zellen, die aus dem Blut austreten und sich zu

mesenchymalen Zellen differenzieren konnen (Kuwana et al., 2003). Die doppeltpositiven



Monozyten wurden insbesondere mit der Fahigkeit proinflammatorische Zytokine zu
exprimieren und Antigene zu prasentieren in Verbindung gebracht (Ziegler-Heitbrock,
2007). Die lokalen phagozytaren Zellen der Haut, des Knochenmarks sowie des
Bewegungsapparates werden andererseits durch lokale Gewebereaktionen reguliert
(Cecchini et al., 1994). Makrophagen im ZNS kénnen Uber sekretorische Proteine die
Regeneration nach Verletzungen beeinflussen. Weitere positive Effekte sind der Abbau von
abgestorbenen Zellen, Zellbestandteilen und inhibitorischen Myelinkomponenten sowie die

Signalvermittlung an umliegende Zellen (Yin et al., 2003).

1.2.2.2 Clodronat

Durch die Reduktion der inflammatorischen, nach einem Trauma in das Gewebe
eintretenden, Makrophagen soll die lokale Entziindungsreaktion gemindert und die
Neuroregeneration verbessert werden. Zur Reduktion der Makrophagen wurde eine
Applikation von Clodronat ausgewahlt. Clodronat ist ein altbewahrtes Medikament aus der
Gruppe der stickstofffreien Bisphosphonate mit spezifischer Wirkungen auf den Knochen,
welche zu den ersten Therapeutika zur Behandlung der Osteoporose, insbesondere der
postmenopausalen Osteoporose bei alteren Frauen, eingesetzt wurde und in diesem
Bereich auch heute noch erfolgreich eingesetzt wird. Im medizinischen Bereich wird es
aufgrund seines analgetischen Potentials auRerdem als Co-Analgetikum bei osteolytischen
Frakturen, tumorbedingter Hyperkalzamie, Morbus Paget, Arthritis und als ,off-label use”im
Rahmen eines chronischen Schmerzsyndroms eingesetzt (Frediani und Bertoldi, 2015). Die
Applikation kann oral, intraperitoneal (i. p.) sowie intravenos (i. v.) erfolgen, wodurch das
Einsatzgebiet stark erweitert wird. Eine zuséatzliche Steigerung der Wirkungsintensitat kann
durch ein Einkapseln in einschichtige Liposomen erreicht werden (Frediani und Bertoldi,
2015). Durch das Einkapseln in Liposomen wird aufgrund der fehlenden BHS-Gangigkeit
der Ubertritt von Clodronat in das gesunde ZNS verhindert (Popovich et al., 1999).
Einerseits wird Clodronat nach der Applikation von den knochenstéandigen Osteoklasten
phagozytiert und fuhrt dadurch zur Apoptose der Zellen. Andererseits wird die
Knochenmineralisation Uber eine Anlagerung der Substanz an die Knochenoberflache
verringert. Uber diese Mechanismen wird der unerwiinschte Knochenabbau verhindert.
Eine weitere Wirkung besteht in dessen Einfluss auf das Monozyten-, Makrophagen-
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System. Clodronat flihrt zu einem Abbau peripherer, im Blut zirkulierender, Makrophagen.
Dadurch kommt es zu einer verminderten Gewebeinfiltration dieser Zellen im Rahmen einer
Entzindungsreaktion, wie sie beispielsweise bei einer Rickenmarksschadigung auftritt
(Popovich et al., 1999). lannotti und Kollegen (2011) konnten durch die Therapie mit
Clodronat und Rolipram in histologischen Schnitten eine erhdhte Anzahl intakter,
myelinisierter Axone und Neuronen mit verbesserter Hinterbeinmotorik nachweisen.
Ahnlich der Anreicherung in den Makrophagen der Knochen, den Osteoklasten, inhibiert
Clodronat die Einwanderung von Makrophagen in die Lasionsstelle nach traumatischer
Ruckenmarkschadigung. Aufgrund der bereits durchgefuhrten Studien mit dem Nachweis
einer erhdhten axonalen Regeneration, Pravention vor Apoptose und Myelinverlust mit
daraus  folgender  verbesserter neurologisch- motorischer Funktion im
Rickenmarkskontusions-Modell (Gruner et al., 1996; Popovich et al., 1999; Stirling et al.,
2004; lannotti et al.,, 2011; Oudega, 2012) stellt Clodronat eine vielversprechende
therapeutische Option zur  Therapie des sekundaren Schadens bei

Rickenmarkskontusionen dar.

1.2.2.3 Lymphozyten

Neben der immunvermittelten Antwort durch Makrophagen und ihrer Beeinflussung durch
beispielsweise Clodronat wird die Immunzellpopulation der Lymphozyten zur erworbenen
Immunantwort gezahlt. Es existieren B- und T- Lymphozyten. B- Lymphozyten sind die
einzigen Zellen, die spezialisiert Immunglobuline wie IgA, IgD, IgE, IgG und IgM in
Saugetieren bilden, ausschutten und erkennen. Nach der Aktivierung durch kérperfremde
Antigene differenziert sich die B- Zellen entweder in eine Gedachtniszelle, in der die
Antikérperinformationen Uber Jahrzehnte gespeichert werden kdnnen, oder in eine
Plasmazelle, in der Antikorper produziert werden kénnen. Bei Zweitkontakt des gleichen
Antigens werden Uber eine Aktivierung durch Th2- Helferzellen Immunglobuline in einer
Plasmazelle gebildet und ausgeschittet, die an die Antigene binden und diese dadurch
anderen Immunzellen prasentiert werden (Yam-Puc et al., 2018; Laffleur et al., 2017). Naive
T- Zellen kénnen sich in verschiedene Unterpopulationen differenzieren (Woller et al.,
2017). T- Lymphozyten unterteilen sich zum einen in zytotoxische T- Lymphozyten, die an
ihrer Oberflache CD8 exprimieren und tber bestimmte Oberflachenmolekiile wie den Major
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Histocompatibility Complex (MHC) Klasse | verfiigen. An diese kénnen Antigene und
Fremdzellen wie Tumorzellen binden (de Ruiter et al., 2017; Van Kaer et al., 2017).
Aulierdem koénnen CD8 positive T- Zellen Uber diese MHC- Oberflachenmolekile mit
anderen Antigen-prasentierenden Zellen, wie beispielsweise dendritischen Zellen,
kommunizieren (Finetti et al., 2017). Weiterhin existieren CD4 positive T-Lymphozyten,
sogenannte T-Helferzellen. Sie werden in zwei Populationen eingeteilt. Zum einen
existieren regulatorische CD4 positive T-Lymphozyten (Th2) zum anderen CD4 positive
Effektorzellen (Th1) (Dyck et al., 2018). Th1- Lymphozyten kénnen Uber die Sekretion von
Zytokinen und Oberflachenrezeptoren und Uber IFN-y eine Zerstérung von beispielsweise
Tumorzellen, Uber die Anlockung von anderen Immunzellen wie B-Zellen, natlrlichen
Killerzellen und CD8 positiven Lymphozyten (de Ruiter et al., 2017), induzieren.
Wohingegen Th2- Lymphozyten fahig zur Langzeitimmunitat sind und Uber antigen-
spezifische Mechanismen fungieren (Woller et al., 2017). Des Weiteren tragen
regulatorische Th2- Zellen zur immunologischen Toleranz bei und spielen bei

Autoimmunerkrankungen eine zentrale Rolle.

1.2.2.4 Sphingosin-1-Phosphat

Gegenstand aktueller Forschung ist Sphingosin-1-Phosphat (S1P), welches einen Einfluss
auf die Modulation von Immunzellen zu haben scheint. Sphingosin-1-Phosphat Rezeptoren
sind auf den CD4 positiven T- Helferzellen exprimiert und kénnen bei einer Aktivierung

Einfluss auf die Immunantwort nehmen.

S1P ist ein biologisch aktives Lysophospholipid, welches (ber G-Protein gekoppelte
Rezeptoren zellulare Differenzierung, Apoptose und Zelliberleben sowie Zellfunktionen
vermittelt. Im Plasma ist S1P vorwiegend an Albumin und Plasmaproteine gebunden. Der
Grofteil von S1P befindet sich jedoch intrazelluldr in Mastzellen, Thrombozyten und
monozytaren Phagozyten. Die Menge an S1P wird durch Immunstimulation nach Traumen
oder im Rahmen von allergischen Prozessen sowie AbstolRungsreaktionen nach
Transplantation hochreguliert. Dabei fihren Substanzen wie Tumornekrosefaktor (TNF)-a
und Interleukin (IL) -1 sowie allergisch bedingte, IgE-vermittelte Reaktionen, zur
Phosphorylierung von Sphingosin-1 in die aktive Form S1P. S1P vermittelt anschlieRend

autokrine und parakrine Effekte wie die Emigration von lymphatischen Zellen aus dem
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Thymus, die Lymphozytenausschittung und Verteilung innerhalb der sekundaren
lymphatischen Organe sowie die autokrine Aktivierung von Mastzellen mit konsekutiver
Ausschattung von proinflammatorischen Mediatoren (Hla, 2004; Rosen und Goetzl, 2005;

Chiba und Adachi, 2012).

1.2.2.4.1 Spingosin-1-Phosphat-Rezeptoren

Aktuell sind funf Rezeptoren fir S1P beschrieben (Anada et al., 2007). S1P1.3 werden auf
vielen Zellen gefunden, jedoch liegt eine erhdhte Akkumulation auf Immunzellen vor. So
weist S1P; eine hohe Rezeptordichte auf CD4 positiven T-Helferlymphozyten auf.
Zusatzlich exprimieren Zellen des kardiovaskularen Systems und Zellen im ZNS S1P1. S1P4
liegt selektivim lymphatischen Gewebe und in der Lunge vor, wohingegen sich S1Ps in der
weillen Substanz des ZNS sowie in der Milz finden lasst. Die Wirkung von S1P+ auf die
Zellen ist weitestgehend von der Hohe der Konzentration an S1P sowie von der Wirkung
auf die verschiedenen Rezeptoren abhangig. Hohe Konzentrationen von S1P auf den S1P+-
Rezeptor flihren zur Inhibition der Auswanderung von Lymphozyten aus den sekundaren
lymphatischen Organen (Chiba und Adachi, 2012). Weiterhin konnten Finley und Kollegen
(2013) in ihrer Studie zur plantaren Hyperalgesie zeigen, dass eine Inhibierung von S1P;
die Expression von Adhdsionsmolekilen auf der Endotheloberfliche und dadurch die
Infiltration von neutrophilen Granulozyten in das Gewebe vermindert. Diese Ergebnisse
zeigen, dass der S1Pi-Rezeptor eine wichtige Rolle fir die Zellwanderungen von
Immunzellen spielt. Der S1P2- Rezeptor spielt hingegen eine wichtige Rolle in der
Entwicklung des auditorischen und vestibularen Systems. Ein Fehlen von S1P; in der
Entwicklung fihrt zu multiplen Innenohrschaden und Taubheit bereits einen Monat nach
der Geburt durch zerstorte Epithel- und GefalRbarrieren in der Stria vascularis (Kono et al.,
2007). Kongruent zu diesen Ergebnissen konnte weiterhin gezeigt werden, dass Uber S1P>
eine Aktivierung der Inflammation und Reduktion von vasodilatatorischem NO im Rahmen
einer Hypoxie ausgeldst wird. Ein Fehlen des Rezeptors flihrte im Experiment zu einer
verminderten Neovaskularisation und Inflammation (Skoura et al., 2007). Der S1Ps-
Rezeptor wird unter anderem auf Endothelzellen und Kardiomyozyten exprimiert und kann
nach der Aktivierung zur Generation von Nitritoxiden und zur Vasodilatation mit
verbesserter mikrovaskularer Perfusion nach einem Herzinfarkt fihren (Theilmeier et al.,
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2006). AuRerdem konnte nachgewiesen werden, das der S1P3-Rezeptor an der Migration
von Endothelzellen beteiligt ist (Kimura et al., 2003). Auch fir den S1Ps-Rezeptor konnten
immunsupprimierende Effekte durch die Hemmung der Proliferation und Sekretion von
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-2 und IL-6 dargestellt werden (Wang et al., 2005).
Letztlich wird nur der S1Ps-Rezeptor in Oligodendrozyten und oligodendrozytaren
Vorlauferzellen exprimiert. Eine Bindung von S1P an den S1Ps-Rezeptor blockiert die
Migration von OPC (Novgorodov et al., 2007) aber férdert andererseits das Uberleben
dieser Zellen (Jaillard et al., 2005) und beeinflusst somit die Hirnentwicklung. Insgesamt hat
die Forschung seit Entdeckung von S1P und seiner Rezeptoren zu vielen neuen
Erkenntnissen gefuhrt und ein erweitertes Spektrum an Angriffspunkten potentieller neuer

Therapien eroffnet.

1.2.2.4.2 Fingolimod

Eines dieser neuen medikamentdsen Therapieoptionen stellt Fingolimod (FTY) dar. FTY ist
ein synthetisch hergestelltes strukturelles Analogon von Sphingosin, isoliert aus dem
entomopathogenen Pilz, Isaria sinclairii. Es ist verwandt mit Myriocin, welches schon lange
Zeit in der traditionellen chinesischen Medizin verwendet wird. Aufgrund der von Myriocin
bekannten immunsuppressiven Wirkung, die jedoch zum Teil tédliche Nebenwirkungen
aufwies, wurde eine synthetische Modifikation durchgefiihrt, die die positiven Effekte mit
weniger Nebenwirkungen zum Ziel hatte (Kahan et al, 1998).
So kam es zur Entwicklung von FTY (2-amino-2(2-[4-octylphenyl]lethyl)-1,3-propandiol-
Hydrochlorid).

Die Zulassung fur FTY wurde 2010 fur schubférmig verlaufende Multiple Sklerose (MS)
erteilt (Hartung et al., 2010; Mehling et al., 2011). Wie Sphingosin-1 wird FTY Uber die
Sphingosin-Kinase 2 zu seiner biologisch aktiven Form phosphoryliert (Brinkmann und
Lynch, 2002; Paugh et al., 2003) und vermittelt danach tber die G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren von S1P eine Signaltransduktion (Rosen und Goetzl, 2005). Die aktive Form
von FTY, FTY-1-Phosphat, fungiert als funktioneller Agonist an den S1P4, 4, s-Rezeptoren.
Dabei besteht jedoch eine hohe Affinitdt und damit eine bevorzugte Bindung am S1P;-
Rezeptor (Deogracias et al., 2012). Eine Bindung an den Rezeptor flhrt zur Internalisierung

und zum Abbau der membranstandigen Rezeptoren (Brinkmann, 2009). Spater verlauft
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diese Herunterregulation auf Genebene (Aktas et al., 2011). Dadurch wird die
Auswanderung der Zellen aus dem Lymphknoten vermindert. T- Lymphozyten,
insbesondere autoaggressive Th17-Helferlymphozyten im Rahmen der MS, werden in den
sekundaren lymphatischen Geweben festgehalten (Lopes et al., 2008; Brinkmann, 2009).
Aullerdem ist FTY fahig die BHS zu Uberwinden. Auch diese Fahigkeit wurde bereits unter
dem Aspekt der neuronalen Regeneration erforscht. Zum einen zeigte sich unter der
Therapie eine Herunterregulation von S1P1 in neuralen Zellen und Astrozyten mit
reduzierter Astrogliose im MS-Modell. Zum anderen konnten Deogracias und Kollegen
(2012) unter der Therapie mit FTY eine Erhéhung der brain-derived-neurotrophic factor
(BDNF)-Konzentration nachweisen. Reduzierte BDNF-Konzentrationen sind mit einer
verminderten neurologischen Funktion verbunden. Durch FTY konnte eine verbesserte
neurologische Funktion durch BDNF-abhangige Beeinflussung des NMDA-aktivierten
neuronalen Zelltods nachgewiesen werden (Deogracias et al., 2012). Weitere Studien mit
FTY in Kombinationstherapie mit anderen Substanzen bestatigten die positiven
immunmodulatorischen Effekte. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass eine
Kombinationstherapie das Transplantatiberleben von allogenen Hautzellen im Vergleich
zur Monotherapie mit den herkdbmmlichen Chemotherapeutika wie Ciclosporin A und
Tacrolimus verlangert (Lopes et al., 2008). Letztlich wurde FTY ebenfalls zur Untersuchung
der Regeneration von Rickenmarksverletzungen genutzt. In den durchgefihrten Studien
zeigten unter anderem Norimatsu und Kollegen (2012) eine signifikant erhohte
Bewegungsfunktion nach oraler Therapie mit FTY. Hierbei stellte sich heraus, dass
insbesondere zu Beginn der sekundaren Phase der Rickenmarksschadigung zwischen
dem 0. und 14. Tag nach der Verletzung eine Regeneration und motorische Verbesserung
auftrat. Zhang und Kollegen (2009) untersuchten die Kombination von FTY mit Tacrolimus
in Bezug auf Rulckenmarksverletzungen, in der sich eine signifikant verbesserte
Regeneration in der Versuchsgruppe, die die Kombination der Medikamente erhielt, im

Vergleich zur Monotherapie herausstellte.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Zwischen der chirurgischen und rehabilitativen Therapie erstreckt sich ein weites
therapeutisches Feld der innovativen Therapieansatze der letzten Jahrzehnte, um die
regenerativen Prozesse auf Zellebene zu beeinflussen. Zur Bereicherung dieser Therapien
wurde in dieser Arbeit eine potentielle Behandlungsmethode zur Regeneration nach einer
Ruckenmarksquetschung untersucht. Daflr griff ich auf ein standardisiertes
computergesteuertes Modell fir Rickenmarkskontusionen (Infinity Horizon Impactor) bei
der Ratte zurlck. Der Vorteil in der Nutzung eines computergesteuerten Systems liegt in
der Durchflihrung einer einheitlichen, reproduzierbaren und seitengleichen Kontusion (Cao
et al., 2005; Krishna et al., 2013). Im Anschluss an die erzeugte Rickenmarksschadigung
sollte die Regeneration durch eine Kombinationsbehandlung mit FTY und Clodronat
untersucht werden. Die Auswahl der medikamentdsen Therapie erfolgte auf der Grundlage
einer immunvermittelten Entziindungsreaktion, die durch die Verletzung ausgel6st wird und
die Plastizitdt der Uberlebenden Axone am geschadigten Rulckenmarksabschnitt
einschrankt oder sogar komplett verhindert (Krishna et al., 2013). Durch Restriktion des
Immunsystems soll die sekunddre Entzindung nach einer Rickenmarkskontusion
verhindert bzw. abgeschwacht werden, um den Uberlebenden Axonen ein Wachstum zu
ermoglichen. Beide Therapieansatze wurden in den vergangenen Jahren unabhangig
voneinander an einem Modell fir Rickenmarksschadigung an der Ratte untersucht und
konnten zeigen, dass sowohl FTY als auch Clodronat zu einer verbesserten Regeneration
im Vergleich zur Kontrollgruppe gefiihrt haben. In dieser Arbeit untersuchte ich, ob eine
Kombinationstherapie beider = Medikamente durch ihren unterschiedlichen

Wirkmechanismus einen potenzierten regenerativen Effekt bewirkt.
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2.0 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Es wurden 78 mannliche Wistar-Ratten fiir die Versuche verwendet. Deren Verteilung in
vier durchgefihrten Versuchsdurchgangen der unterschiedlichen Versuchsgruppen wird in
Tabelle 1 aufgelistet. Die Tiere stammten entweder aus der zentralen Hauszucht der
Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitat Diusseldorf oder aus der Zucht des

Zulieferers Janvier.

Tabelle 1: Tieriibersicht

Sham DMSO/Liposom FTY Clodronat | Clodronat aysgeschlossene
(Kontrollgruppe) | DMSO Liposom FTY Tiere
1. Versuch 5 0 4 0 0 1
2. Versuch 0 6 1 3 4 17
3. Versuch 3 1 3 4 2 14
4. Versuch 0 2 0 2 1 6
Summe 8 9 8 9 7 38

Die Tiere wurden nach der Zulieferung in Einzelkafigen bei 21°C Raumtemperatur mit 50%
+/- 5% relativer Luftfeuchtigkeit und einem Tag-Nacht-Wechsel alle 12 Stunden unter
spezifisch pathogenfreien Bedingungen gehalten. Sie wurden mit Ozon angesauertem
Wasser (PH2) und Trockenfutterpellets der Firma Sniff (Soest, DE) ad libitum versorgt.
Tabelle 2 gibt einen Uberblick iber die Griinde, die zum Ausschluss der jeweiligen Tiere
aus dem Versuch fuhrten. Hierzu gehéren die Standardabweichung der Kontusionsstarke,
ein erhdhter postoperativer Wert im Basso-Beattie-Bresnahan (BBB) open-field locomotor
rating scale, der Tod der Tiere oder das fruhzeitige Toten der Tiere aufgrund (a) einer
Harnwegsinfektion (HWI) oder (b) einer Hautinfektion.

Der haufigste Grund, die Tiere aus dem Versuch zu entfernen, bestand in einer Abweichung
von uber 5% (mehr als 10 kDyne) wahrend der Kontusionsverletzung. Dies wurde entweder
unmittelbar postoperativ anhand der angezeigten Kontusionsverlaufskurve auf dem
Computer oder am ersten postoperativen Tag im BBB entschieden. Nur ein kleiner Anteil
der ausgeschlossenen Tiere starb postoperativ oder musste infektionsbedingt in
Rucksprache mit den Tierschutzbeauftragten getétet werden. Drei der vier morbiden Tiere
erkrankten an einer Infektion des Urogenitaltraktes(a), wie sie haufig nach einer

experimentellen Kontusion auftritt. Das andere Tier musste aufgrund einer Hautinfektion(b)
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getotet werden. Diese Tiere entstammten entweder aus der Behandlungsgruppe

FTY/DMSO (C) oder Clodronat/Liposom(D)

Tabelle 2: Ubersicht der Ausschlussgriinde aus dem Versuch

ausgeschlossene . nach dem BBB | Infektions Ursache Versuchs-
Tiere OP-bedingt (Score 23) bedingt der gruppe
Infektion

1. Versuch 1 0 0 1 a C

1xa 1xC

2. Versuch 17 10 4 3 b %D

3. Versuch 14 6 7 1 a C
4. Versuch 6 4 2 0
Summe 38 20 13 5

2.1.1 Tierversuchsgenehmigung

Das Aktenzeichen des Tierversuchsantrages lautet: 84-02.04.2012.A273. Eine Teilnahme

am Versuchstierkundekurs erfolgte vom 20.-24.8.2012.

2.2 applizierte Substanzen

2.2.1 Isofluran

Isofluran (Actavis Deutschland GmbH &Co. KG, Minchen, DE) ist ein inhalatives
Hypnotikum aus der Klasse der Flurane mit hypnotischer und muskelrelaxierender Wirkung.
Fur die Narkoseeinleitung wurden die Ratten so lange in eine Kammer, die mit 4L /min
Isofluran und 3L/min Oz durchflutet wurde, gesetzt, bis sie einschliefen und keine Reflexe
mehr auslésbar waren (s.2.5.1.). Zur Aufrechterhaltung der Narkose wurden die Tiere Gber
eine Maske mit 2,25L/min Isofluran und 3L/min O beatmet bis die Operation beendet wurde.
Fiir die Perfusion wurden die Tiere in eine Kammer, die mit einer Uberdosis Isofluran

versetzt war, gesetzt, bis sie aufhérten zu atmen.

2.2.2 Rimadyl

Rimadyl (Henry Schein VET, Hamburg, DE) ist ein Analgetikum, Antipyretikum und
Antiphlogistikum, welches den Wirkstoff Carprofen enthalt und zur Gruppe der
nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAID) gehért. Es wirkt Gber eine reversible Inhibition der
Cyclooxygenase. Da die handelsublichen Injektionslésungen eine zu hohe Dosis (50mg/ml)

enthalten, wurde die Injektionslésung fir die Ratten mit Jonosteril (siehe 2.6.4) im
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Verhaltnis 1:5 verdinnt. Von dieser verdinnten Losung, wurde den Ratten 5 min vor der

Operation sowie an den folgenden drei Tagen je 0,4 ml subkutan (s. k.) injiziert.

2.2.3 Baytril

Baytril (Bayer, Leverkusen, DE) ist ein bakterizides Antibiotikum mit dem Wirkstoff
Enrofloxacin (Fluorchinolon) fir Tiere, welches den Ratten prophylaktisch postoperativ Gber
zehn Tage zu je 0,1ml pro Tag oral als Flussigkeit verabreicht wurde. Dadurch wurde ein
grolRes grampositives und —negatives Keimspektrum der Normalflora bekampft, welches
nach der Schadigung des Rickenmarks durch die Operation zu einer Infektion flihren

konnte.

2.2.4 Jonosteril

Jonosteril (Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg v.d.H., DE) ist eine
Vollelektrolytldsung. 1000 ml Infusionsldsung enthalten: Natriumchlorid 6,430 g,
Natriumacetat-Trihydrat 3,674 g, Kaliumacetat 0,393 g, Magnesiumacetat-Tetrahydrat
0,268 g, Calciumacetat 0,261g; Natrium 137 mmol/l, Kalium 4 mmol/l, Calcium 1,65 mmol/l,
Magnesium 1,25 mmol/l, Chlorid 110 mmol/l, Acetat 36,8 mmol/l. Sonstige Bestandteile:
Salzsaure 25 %, Natriumhydroxid und Wasser fur Injektionszwecke. Die Tiere erhielten
Jonosteril unmittelbar postoperativ sowie an den folgenden Tagen zur Verhinderung einer
Dehydratation sowie als Energielieferant zu je 5ml s. k. bis sich das Gewicht und der

allgemeine Gesundheitszustand auch ohne tagliche Injektionen stabilisierte.

2.2.5 Fingolimod

FTY (Novartis-Pharma, Nurnberg, DE ) wurde fir die Therapie nach der
Ruckenmarksverletzung zur besseren Applikation in DMSO oder physiologischer
Kochsalzlésung mit DMSO geldst und i. p. gewichtsdosiert (0,3mg/kg) unmittelbar
postoperativ sowie an den folgenden Tagen (insgesamt 14 Tage) einmal taglich verabreicht

(Kahan, 1998; Foster et al., 2007).

2.2.6 Clodronat

Clodronat (bestellt bei: http://www.clodronateliposomes.org) ist ein Medikament aus der
Gruppe der Bisphosphonate. Es flihrt zu einem Abbau von Monozyten und
gewebsstandigen Makrophagen und beeinflusst dadurch Entziindungsreaktionen im
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Gewebe. 2ml liposomal eingekapseltes Clodronat (5mg/ml Lésung) wurde den Tieren
unmittelbar postoperativ sowie am 1., 3. und 6. Tag postoperativ i. p. appliziert (Lee et al.,

2009; Popovich et al., 1999).

2.3 Operationsverfahren

2.3.1 Laminektomie

Die Ratten erhielten eine Inhalationsnarkose mit Isofluran. Sie wurden in eine Kammer
gesetzt, die mit 4L/min Isofluran und 3L/min O, durchflutet wurde, bis sie sich im fur die
Operation gewinschten Toleranzstadium der Narkose befanden. Die Tiefe der Narkose
wurde dabei anhand des Lidschlussreflexes und dem Zurickziehen eines Beines nach
Setzen eines Schmerzreizes zwischen den Zehen getestet. Wenn auf beides keine
Reaktion erfolgte, war von einer adaquaten Tiefe der Narkose auszugehen. Fur die
Operation wurde den Tieren anschlieRend eine Maske angelegt, Uber die die Tiere
2,25L/min Isofluran und 3L/min O, einatmeten, um die Narkose aufrechtzuerhalten. Des
Weiteren erhielten die Tiere 0,4ml Rimadyl subkutan zur Analgesie. Das Operationsgebiet
am Rucken wurde rasiert. Aulerdem wurden die Aulzenseiten der Beine rasiert, um eine
bessere Beurteilung fir die postoperativen Verhaltenstests zu ermdglichen. Das
Operationsgebiet wurde mit Kodan (Schilke, Zirich, CH), einem herkdmmlichen
Hautdesinfektionsmittel, desinfiziert.

Der Hautschnitt wurde mit einem Skalpell mit einer Hautklinge (Figur 10, Aesculap, Neuwied,
DE) vertebral, ca. 2-3cm lang durchgefuhrt. Anschlielend erfolgte ein Skalpellwechsel.
Paramedian der Processi spinosi wurde mit diesem zweiten Skalpell (Figur 15, Aesculap,
Neuwied, DE) die paravertebrale Muskulatur durchtrennt und danach das Gewebe mit
einem Muskelspreizer nach auflen gedrangt, um einen besseren Blick auf das
Operationsgebiet zu erlangen. Die Muskulatur zwischen den Processi spinosi der
Wirbelbégen wurde durchtrennt. Danach wurde der achte thorakale Wirbelbogen
aufgesucht. Dieser war im Operationsgebiet dadurch zu erkennen, dass zwischen dem
achten und neunten Processus ein groerer Zwischenraum liegt als zwischen den

restlichen Processi (siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: Skelett einer Ratte (https://www.istockphoto.com/de/foto/maus-skelett-
gm478763863-36032540, lizenzfreies Bild)

Der Pfeil markiert den leicht vergréRerten Abstand zwischen dem 8. und 9. Processus spinosus,
anhand dem der 8. Wirbelbogen aufzufinden ist.

Die Spitze des Processus spinosus wurde mit der Knochenzange abgetrennt. Danach
wurde die Operation unter mikroskopischer Sicht fortgefiihrt. Der Wirbelbogen des achten
thorakalen Wirbels wurde mit der Knochenzange abgetragen. Dabei wurde darauf geachtet,
dass die Wirbelsaule mit einer Pinzette leicht angehoben wird um einen kleinen
Zwischenraum zwischen dem Wirbelbogen und dem Duralsack zu schaffen und um die
Verletzungsgefahr des Duralsacks zu reduzieren, da dieser im Rahmen der Laminektomie
nicht verletzt werden sollte. Nachdem der komplette Wirbelbogen mit der Knochenzange
entfernt wurde, wurde das Epiduralgewebe entfernt. Dies geschah durch ein leichtes
Abstreifen mit einem Wattestabchen oder durch vorsichtiges Abtragen mit Hilfe einer feinen
Pinzette, da es ohne eine Entfernung dieses geleeartigen Gewebes zu einer
Beeintrachtigung der Kontusionsstarke gekommen ware. Als letztes wurden fur die
bevorstehende Kontusion zwei Vertiefungen paravertebral unmittelbar neben den
Wirbelbdgen der Brustwirbel 7 und 9 mit einer Pinzette erstellt, die der Befestigung der
Ratte im Infinite Horizon Impactor (PSI LLC, Fairfax Station, VA, USA) dienten. Um eine
Austrocknung des freigelegten Gewebes und des Duralsacks zu verhindern, wurde in
regelmaligen Abstanden mit 0,9%iger Natriumchlorid-Losung gespult. Die Blutstillung
erfolgte in erster Linie durch Wattestdbchen, mit denen die verletzten Blutgefale durch
leichten Druck komprimiert wurden. Wenn die Blutung dadurch nicht adaquat gestillt werden

konnte, wurden kleine Norephedrin-Wattepads eingelegt, die zur Vasokonstriktion flhrten
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und die Blutung stillten.

2.3.2 Kontusion

Die Ratte wurde nun auf den Tisch des Infinite Horizon Impactors (PSI LLC, Fairfax Station,

VA, USA) umgelagert.

Abbildung 2: Infinite Horizon Impactor (PSI)

An dem Gerat befanden sich zwei Pinzetten mit chirurgischem Haken, mit denen die
Wirbelsaule gehalten werden konnte. Dazu wurden die Pinzetten mit der Spitze in die
vorgefertigten Vertiefungen gefuhrt und so zusammengedrickt, dass die Wirbelsaule der
Ratte in leicht schwebendem Zustand festgehalten werden konnte. Der Stempel des
Impactors wurde mittig Uber dem freigelegten Duralsack platziert und exakt drei
Umdrehungen, also eine fest definierte Entfernung vom Gewebe, nach oben gefahren. Alle
Schrauben und der Tisch wurden festgezogen, damit es zu keinem Verrutschen der Position
der Ratte oder des Stempels kommen konnte. AnschlieBend wurde die Kontusion
computergesteuert vorbereitet. Die Kraft, mit der der Stempel auf das Ruckenmark treffen
sollte, wurde auf 200 kilodyne festgelegt. Dadurch wurde eine moderate
Kontusionsverletzung erzeugt. Eine Abweichung von +/- 5%, also 10 kilodyne post
contusionem, fiel in den Toleranzbereich.

Die Kontusion wurde gestartet. Dabei senkte sich der Stempel schnell mit der

voreingestellten Kraft auf das Rickenmark, traf dieses und fuhr wieder nach oben.
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Unmittelbar nach der Kontusion war eine Rotfarbung Gber dem freigelegten Duralsack zu
sehen. Des Weiteren konnte eine voriibergehende Schnappatmung der Ratte beobachtet
werden. Der Verlauf der Kontusion war am Computer nachzuvollziehen. Im Optimalfall war
eine gerade ansteigende Kurve ohne Unregelmafigkeiten wie Zacken mit anschlieRendem
Abfall zu erkennen. Insbesondere der Anstieg der Kurve war dabei wichtig, da dieser den
Vorgang der Senkung des Stempels auf das Rickenmark reprasentiert. Bei starken
Abweichungen vom normalen Verlauf musste das Tier vom Versuch ausgeschlossen
werden, ebenso, wenn in der Auswertung des Computers eine zu hohe Abweichung von

der voreingestellten Kraft festgestellt wurde.

2.3.3 Wundverschluss

Das Tier wurde nach der Kontusion sofort aus der Halterung gelést. Die Muskeln wurden
mit einer Muskelnaht in Einzelknopftechnik mit selbstauflésendem polymerem Nahtmaterial
Vicryl Plus von Ethicon USP 2-0 (Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt, DE)
vernaht. Die Haut wurde mit Titanclips (Braun, Melsungen, DE) verschlossen und die
aullere Oberflache erneut mit Desinfektionsmittel gereinigt. Die Tiere erhielten nach der
Narkose 5 ml Ringer- Laktat- Losung s. k. zum Flussigkeitsausgleich. Zusatzlich bekamen

sie kohlenhydratreiche Zusatznahrung als postoperative Nahrungserganzung.

2.4 Versuchstier- Nachsorge

Den Tieren wurde postoperativ zwei Mal taglich manuell die Blase entleert, bis die
eigenstandige Miktion wieder moglich war. Die Beurteilung erfolgte anhand der
BlasengrofRe und Urinmenge bei der Entleerung. Die GréRe der Blase wurde in "empty (E),
drops (D), small (S), medium (M), large (L) und extra large (XL)" eingeteilt. Wenn die Blase
drei Tage eine GroRe von "S" oder weniger zeigte, wurde die tagliche manuelle
Blasenentleerung eingestellt und in den kommenden Tagen stichprobenartig kontrolliert. In
den weiteren Kontrollen zeigte sich allerdings zu keinem Zeitpunkt ein erneutes Bedurfnis
fur eine manuelle Entleerung. Die Tiere wurden taglich gewogen und der Allgemeinzustand
sowie die Fellpflege beurteilt. Bis zum 10.Tag postoperativ erhielten die Ratten taglich 0,1ml
Baytril oral. Als Analgesie wurde ihnen bis zum 3. Tag postoperativ taglich 0,4ml Rimadyl-
Lésung s. k. injiziert. Des Weiteren erhielten sie bei einer Gewichtsabnahme 5ml Jonosteril

Infusionslésung s. k. zum Flussigkeitsausgleich und zur Pravention einer weiteren
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Gewichtsabnahme bei mangelndem Appetit durch die Operation.

2.5 Verhaltenstests

2.5.1 EingewOhnung

Alle Tiere wurden vor Versuchsbeginn zwischen zwei bis drei Wochen an den Forscher
gewohnt. Da die Tiere teilweise von externen Lieferanten gekauft wurden, diente die
Eingewdhnungszeit zum einen zur Anpassung der Tiere an den Forscher und die
Verhaltenstests und zum anderen zur Adaptation der Tiere an die Haltungsbedingungen
wie z.B. Futter, Raumlichkeiten und Tag-Nacht-Zyklus in der Tierversuchsanlage der
Heinrich-Heine-Universitat.

Am ersten Tag wurde bei jedem Tier fir 5 min eine Hand in den Kafig gehalten. Ab dem
zweiten Tag wurden die Tiere jeweils zu zweit auf den Schol3 genommen und gestreichelt.
Nach drei bis vier Tagen waren die Ratten soweit an den Forscher gewdhnt, dass sie ohne
Probleme und ohne Stress fur die Tiere aus ihrem Kafig genommen werden konnten.

Die Tiere wurden anschlielfend an die Verhaltenstests gewdhnt. Am ersten Tag wurden sie
zu zweit auf die aufgebaute horizontale Leiter gesetzt, die sie flir 10 min frei erkunden
durften. Je nach Personlichkeit der Tiere wurde am nachsten Tag bzw. in den folgenden
Tagen spielerisch mit dem Training auf der horizontalen Leiter begonnen.

Erst am Ende jedes Eingewdhnungsschrittes erhielten die Tiere eine Belohnung in Form

von kleinen getrockneten Bananenchipstucken.

2.5.2 Basso-Beattie-Bresnahan open-field locomotor rating test (BBB)

Der sogenannte BBB ist ein offener Feld-Test, in dem die Ratten 4 min lang in ein leeres
Gehege von 1,2 x 1,2m Grolke, das mit einem rutschfesten Untergrund ausgelegt war,

gesetzt und beobachtet wurden (siehe Abbildung 3).
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Abbildung 3: BBB-Gehege

Das Bild zeigt das Gehege fir den BBB. Der Boden ist mit einer rauen, rutschfesten Oberflache
ausgelegt. Die Wande sind aus Plexiglas. Das Gehege ist 1,2 x 1,2 m groR.

Im BBB wurde die Bewegung der Hinterlaufe der Tiere anhand der in Abbildung 4
ausgearbeiteten Kriterien beurteilt. Dabei wurde jedes Bein getrennt evaluiert. Anhand der
Bewegung wurden Punkte zwischen 0 und 21 vergeben, wobei 0 gar keiner Bewegung und
21 einer sich gesund bewegenden Ratte entspricht. Der Test wurde immer am Nachmittag

durchgefuhrt, damit die Tageszeit keinen unerlaubten Einfluss auf die Aussage des BBB-
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Abbildung 4: BBB Bewertungstabelle (Von links nach rechts):

Beinbewegung (keine, wenig, intensiv), Position des Rumpfes(seitlich, mittig), Bauchhohe (flach, parallel,
hoch), Ful3platzierung (seitlich links/rechts, hinterherziehend, mit/ohne Gewichtsunterstitzung), Gang(keiner,
selten, haufig, konstant), Koordination, Zehenfreiheit, iberwiegende Fuliposition(nach innen/auf’en rotiert,
parallel), Rumpfstabilitat(ja/nein), Schwanzhéhe(oben/unten).

21



Score Systems hatte. Die 4-minttige Untersuchung jedes Tieres wurde mit einer Kamera
aufgenommen, um im Zweifelsfall die Moéglichkeit zu haben, die Bewegung nochmals
anzuschauen. Jedoch durfte nie ein Tier ausschliel3lich Uber die Kameraaufnahmen im
BBB-Test bewertet werden.

Der Test wurde praoperativ als Baseline, am ersten Tag und jede weitere Woche
postoperativ durchgeflihrt. Dabei fand die Auswertung wahrend des Tests von zwei bis drei
Personen (Daniel Pape, Jordana Bauer und Barbara Grimpe) statt. Das Ergebnis wurde
gemittelt. Nach eingehendem Training der Auswerter variierten die Ergebnisse im Verlauf
des Versuchs jedoch nur geringfugig.

Zu Beginn des Tests wurden die Ratten in die Mitte des Geheges gerade hineingesetzt. Um
durch eine eventuelle Stimulation des Ruckenmarks durch das Anfassen der Ratte den Test
nicht zu beeinflussen, begann die Bewertung der Tiere erst nach ca. funf Sekunden.
Wahrend der gesamten Testzeit herrschte Ruhe, um das Tier nicht abzulenken. Blieb ein
Tier Uber langere Zeit an einer Stelle stehen, konnte es durch leichtes Klopfen an die
Scheibe des Geheges oder durch Zuricksetzen in die Mitte des Geheges zur Bewegung
animiert werden, da ohne Bewegung keine adaquate Bewertung der Beweglichkeit
durchgeflhrt werden konnte.

Bei der praoperativen Beurteilung der Beweglichkeit sollten die Tiere eine volle Punktzahl
erhalten. In anderem Fall wurden die Tiere nicht in den Versuch aufgenommen, da von einer
eventuellen neuronalen oder muskuloskelettalen Vorschadigung ausgegangen werden
musste.

Am ersten postoperativen Tag beschrankte sich die Beurteilung auf das ,limb movement,
die ,trunk position“ und ,abdomen‘. An diesem Tag durften die Tiere nicht tGber oder gleich
drei Punkte erreichen, da ansonsten davon ausgegangen werden musste, dass die
Kontusion nicht ausreichend gelungen war.

Die Bewegung der Gelenke des Hinterlaufs wurde in ,slight® und ,extensive
movement® eingeteilt. ,Slight* entsprach dabei einem leichten Zucken oder einer
unvollstdndigen Beugung eines Gelenks; ,extensive“ einer vollstandig ausgefuhrten
Bewegung wohingegen (und (insbesondere unmittelbar postoperativ)) spastische Krampfe
in die Bewertung mit einflossen. Ab einer extensiven Bewegung von zwei Gelenken waren

drei Punkte erreicht (sieche Abbildung 5) und das Tier musste, wenn dies am ersten
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postoperativen Tag geschah, vom Versuch ausgeschlossen werden. Mit der ,trunk
position“ wurde beurteilt, ob sich die Tiere, wenn sie sich bei Bewegungen und Drehungen
auf eine Seite verlagerten, wieder selbststandig in die mittlere Position drehen konnten oder
nicht.

Die abdominelle Position war zu Beginn des Versuchs immer ,drag“, da sich die Tiere nicht
abstitzen konnten und den Rest des Koérpers unterhalb der Lasionsstelle hinter sich
herzogen. Im postoperativen Verlauf Gber acht Wochen nahm die Beweglichkeit der
Hinterlaufe zu. Sobald ein plantarer ,weight support‘ vorlag, die Tiere also mit ihren
Hinterlaufen das Gewicht des Koérpers anheben konnten, konnte anhand der abdominellen
Position beurteilt werden, wie gut die Tiere ihren Korper mit den Hinterlaufen getragen
haben.

Wenn dieser Meilenstein der Regeneration erreicht war, wurde auch der Rest des Scores
beurteilt, da die folgenden Bewertungskriterien auf den ,weight support* aufbauten.

Mit Hilfe der Einteilung in ,none — occasionaly — frequently — consistent‘ wurde die
Haufigkeit, in der die Punkte erflllt waren, beurteilt. Also wie haufig die Tiere ihre Filke
plantar bzw. dorsal aufsetzten, wie oft die Ratten koordiniert liefen und wie gut die Tiere die
Bewegung ausfuhrten (,toe clearance®beschreibt ein Kratzen der Krallen auf dem Boden,
welches bei gesunden Tieren durch ordentliches Abrollen des Fulies auf dem Untergrund
nicht stattfindet). Des Weiteren wurde die ,paw position“ beurteilt. Dabei wurde darauf
geachtet, ob die Tiere mit auBen oder innen rotiertem oder parallel zum Korper
positioniertem Ful liefen. Zuletzt wurde beurteilt, ob die Tiere eine Rumpfinstabilitat zeigten
und ob sie ebenso den Schwanz anheben konnten oder nicht. Nahezu bei allen Ratten, die
eine Kontusion erhielten, blieb eine gewisse Rumpfinstabilitat bis zum Versuchsende

bestehen.
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Score

0  No observable hindlimb (HL) movement
Slight movement of one or two joints, usually the hip and/or knee
2 Extensive movement of one joint
or
extensive movement of one joint and slight movement of one other joint
Extensive movement of two joints
Slight movement of all three joints of the HL
Slight movement of two joints and extensive movement of the third
Extensive movement of two joints and slight movement of the third
Extensive movement of all three joints of the HL
Sweeping with no weight support
or
plantar placement of the paw with no weight support
9  Plantar placement of the paw with weight support in stance only (i.e., when stationary)
or
occasional, frequent, or consistent weight supported dorsal stepping and no plantar stepping
10 Occasional weight supported plantar steps, no forelimb (FL)-HL coordination
11 Frequent to consistent weight supported plantar steps and no FL-HL coordination
12 Frequent to consistent weight supported plantar steps and occasional FL-HL coordination
13 Frequent to consistent weight supported plantar steps and frequent FL-HL coordination
14  Consistent weight supported plantar steps, consistent FL-HL coordination; and
predominant paw position during locomotion is rotated (internally or externally) when it makes
initial contact with the surface as well as just before it is lifted off at the end of stance
or
frequent plantar stepping, consistent FL-HL coordination, and occasional dorsal stepping
15 Consistent plantar stepping and consistent FL-HL coordination; and
no toe clearance or occasional toe clearance during forward limb advancement;
predominant paw position is parallel to the body at initial contact
16  Consistent plantar stepping and consistent FL-HL coordination during gait; and
toe clearance occurs frequently during forward limb advancement;
predominant paw position is parallel at initial contact and rotated at lift off
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17  Consistent plantar stepping and consistent FL-HL coordination during gait; and
toe clearance occurs frequently during forward limb advancement;
predominant paw position is parallel at initial contact and lift off
18 Consistent plantar stepping and consistent FL-HL coordination during gait; and
toe clearance occurs consistently during forward limb advancement;
predominant paw position is parallel at initial contact and rotated at lift off
19 Consistent plantar stepping and consistent FL-HL coordination during gait; and
toe clearance occurs consistently during forward limb advancement;
predominant paw position is parallel at initial contact and lift off; and
tail is down part or all of the time
20 Consistent plantar stepping and consistent coordinated gait; consistent toe clearance;
predominant paw position is parallel at initial contact and lift off; tail consistently up;
and trunk instability
21  Consistent plantar stepping and coordinated gait, consistent toe clearance, predominant paw
position is parallel throughout stance, consistent trunk stability, tail consistently up

Abbildung 5: Darstellung der Punktevergabe (0 - 21) nach Abhangigkeit der Bewegungen im
BBB- Test (Basso et al, 1995).

2.5.3 Sub- BBB Test

Mit Hilfe des Sub-BBB-Scores wurde das Ergebnis des BBB’s noch genauer
aufgeschlisselt. Da im konventionellen BBB ein Punktewert Gber 15 Punkte nur durch
durchgangiges plantares Laufen erreicht werden konnte, ermdglichten die
Bewertungskriterien ,toe clearance, paw position, trunk instability, und , tail* im Sub-BBB

eine differenziertere Betrachtung um damit auch kleinere Unterschiede feststellen zu
24



kénnen (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: Bewertung der Bewegung im Sub-BBB zur genaueren Differenzierung der
ermittelten Ergebnisse im BBB

Sub- BBB- Score
Toe Clearance: Paw Position: Trunk Instability: Tail:
None =0 Rotated =0 ifyes =0 tail down, never up =0
Occasional =1 Parallel =1 no =1 tail both, upanddown =1
Frequent =2 tail up, never down =2
Consistent =3
Sore R+L "initital
Total Max. for both =6 contact" and "lift off* =4 Max. Score =1 Max. Score =2
Total Max.
Subscore represented by a single value
Perfect Score =13

2.5.4 Horizontaler Leiter Test

Der horizontale Leiter Test wurde in Anlehnung an die Testdurchfiihrung von Metz und
Whishaw (2009) durchgefiihrt und besteht aus zwei Plexiglasscheiben, zwischen denen in
unregelmaRigem Abstand Metallstabe befestigt sind. Die bewertete Laufstrecke erstreckte
sich Uber einen Meter. Die Strecke war von aufien fur die Filmaufnahmen mit einem
Klebestreifen markiert. Die Tiere liefen erst von links nach rechts, wobei sich ein dunkler
Kafig als Anreiz zum Hineinlaufen und als Fluchtstatte auf der rechten Seite befand.
Anschlielend wurde dieser auf der linken Seite platziert, damit die Tiere von rechts nach
links liefen. Aulerdem durften die Tiere mit Rufen und mit Raschelgerauschen zum Laufen
motiviert werden. Die Metallstdbe wurden jede Woche in ihrer Reihenfolge verandert, um
eine Adaption der Tiere an den jeweiligen Versuchsaufbau zu erschweren bzw. zu
unterbinden. An der Rlckseite einer der Plexiglasscheiben befanden sich Lécher, in die die
Leitersprossen gesteckt wurden. Diese waren mit zwei verschiedenen Markierungen
versehen. Jede Woche wurden die Metallstabe zwischen den zwei unterschiedlichen
Markierungen gewechselt. Wahrend der Eingewohnung wurden die Tiere zuerst in den
Kafig gesetzt und konnten sich in Ruhe an diesen gewdhnen. Wenn sie von sich aus Uber
die horizontale Leiter liefen, wurden sie zur Belohnung gelobt und gestreichelt. Wenn sie
auch nach einigen Tagen noch etwas angstlich waren, wurden sie vorsichtig auf die
Gittersprossen gesetzt, damit sie lernten Uber diese zurlck in den Kafig zu laufen. Da die
Tiere immer zu zweit eingewdhnt wurden, liefen sie meistens schon nach kurzer Zeit
spielerisch von einer Seite zur anderen. Nach der Eingewdhnung wurde dieser Test

praoperativ als Basiswert/Ausgangswert und postoperativ in Abhangigkeit von dem im BBB
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ermittelten Fortschritt (ab einem Punktewert von 9 — ,weight support®), durchgefuhrt, mit
einer Videokamera aufgezeichnet und am Computer ausgewertet. Dabei wurden jeweils
drei Laufe in jede Laufrichtung (links nach rechts; rechts nach links) aufgezeichnet, um
einen statistischen Durchschnittswert berechnen zu kénnen.

Um einen Lauf erfolgreich auswerten zu konnen, musste das Tier konstant Uber die

auszuwertende Strecke von einem Meter laufen ohne stehen zu bleiben (siehe Abbildung

Abbildung 6: Horizontaler Leiter Test.

Die orangenen Markierungen legen die zu messende Strecke fest, an den beiden Enden der Strecke
befindet sich jeweils ein Kafig

Der Test wurde so oft wiederholt, bis die gewilinschte Anzahl an erfolgreichen Laufen erzielt
wurde. Zum Teil erstreckte sich dies Uber zwei bis drei Tage, da die Tiere an manchen Tagen

nicht motiviert werden konnten zu laufen.

2.6 Blutentnahme

Die Blutentnahme fur die Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS)-Auswertung
erfolgte aus der Schwanzspitze. Die Blutentnahme erfolgte zum einen praoperativ, um
einen Ausgangswert, die Basislinie, zu erhalten und zum anderen in der ersten, zweiten,
vierten und achten Woche postoperativ. Dazu wurde den Tieren mit einer spitzen Schere
ein kleiner Teil der Schwanzspitze abgeschnitten, um ein paar Tropfen Blut zu erhalten.

Dieses Verfahren erwies sich in der Vorbereitung als die beste Methode, da die Tiere
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keinem unnétigen Stress ausgesetzt waren. Die Tiere wurden auf dem Schol} gehalten
und gestreichelt. Die Schwanzspitze wurde ein paar Millimeter abgeschnitten. Das Blut
wurde an der Schwanzspitze in eine mit Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
beschichtete Kapillare gesaugt, die zu einem Drittel gefillt werden musste. Dafir reichten
ein bis zwei Blutstropfen aus. Nach der ersten Enthahme, konnte fur die weiteren
Blutabnahmen der Schorf mit der Schere abgetrennt werden, sodass die Tiere kein

weiteres Mal an der Schwanzspitze beschnitten werden mussten.

2.7 Durchflusszytometrie/Fluorescence-Activated Cell

Sorting (FACS)
2.7.1 FACS- Puffer

Eine 500 ml Flasche DMEM/PBS (-CaCl2 und —-MgClI2) (Life Technologies, Carlsbad,
Kalifornien, USA) wurde mit 10ml filtriertem fetalem Kalberserum (FCS, Fisher Scientific
GmbH, Schwerte, DE), 10ml EDTA (1mM, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, DE)
und 500mg Natriumazid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, DE) versetzt. EDTA
verhindert die Gerinnung der Blutzellen durch eine irreversible Komplexbindung der im Blut
enthaltenen zweiwertigen lonen wie Kalziumionen. Natriumazid verhindert bei der
Lagerung das Wachsen von Pilzen und anderen Keimen im Medium. Die Lésung wurde

zwischen dem Gebrauch bei 4°C im Kiihlschrank gelagert.

2.7.2 DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)

Gibco DMEM (Life Technologies GmbH, Darmstadt, DE) ist ein Medium zum Wachstum
von Fibroblasten, Neuronen und Gliazellen. Es enthalt Glucose, Glutamin, Natriumpyruvat,
Phenolrot sowie Aminosauren und Vitamine. Es enthalt keine Proteine, Fette oder
Wachstumsfaktoren. Durch einen enthaltenen Bikarbonatpuffer schafft es ein 5-10%iges

Kohlenstoffdioxidmilieu und erzeugt einen physiologischen pH-Wert.

2.7.3 FACS- Medium

Beschreibung wie oben DMEM (+ Glucose, + L-Glutamin, +Pyruvat)
5% filtriertes FCS

Das Medium wurde fiir jeden Versuchstag frisch hergestellt.
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2.7.4 Vorbereitung der Proben

Das Blut aus den Kapillaren wurde in einem 15ml Plastikgefal® (Falcon, Corning B.V. Life
Sciences, Amsterdam, NL), welcher mit 3ml FACS-Puffer geflillt war, gelést. Das Gemisch
wurde mehrfach geschwenkt, damit das im Puffer enthaltene EDTA die Gerinnung effektiv
verhinderte. Im Anschluss daran wurden die Proben bei 4°C 10 min bei 1295rpm (300 g) in
einer Eppendorf- Zentrifuge (Centrifuge 5810 R; Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
Wesseling-Berzdorf, DE) zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert. Es wurde 2ml
0,84%-iges Ammoniumchlorid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, DE) zu jeder
Probe gegeben, mit einem Vortexer vermischt und 2 min inkubiert. Nach Zugabe von 10ml
FACS-Medium wurden die Proben 10 min lang bei 4°C und 1295rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiert. Das Verfahren wurde wiederholt, sodass insgesamt zwei
Waschvorgange durchgefiihrt wurden. Danach erfolgte die Zugabe von 500ul FACS-Puffer
ohne EDTA zu jeder Probe. Mit der Pipette wurden der Puffer und der Zelliiberstand am
Boden so vermischt, bis keine Festbestandteile mehr zu sehen waren. Die Proben wurden
aufgeteilt. Zum einen wurden 10pl einer Probe mit 10ul 0,4% Tryptan blau (Life
Technologies GmbH, Darmstadt, DE) vermischt und auf eine Zahlkammer (Neubauer)
aufgetragen. Das Deckglas wurde durch das Erzeugen von Newton'schen Ringen auf der
Zahlkammer festgehalten. Die Zellen, die sich in der Zahlkammer befanden, wurden unter
einem Lichtmikroskop ausgezahlt. Es wurden jeweils vier Zahlfelder ausgezahlt. Der Wert
wurde dann gemittelt. Im Anschluss daran erfolgte die Zellberechnung anhand

untenstehender Formel.

ausgezahlte Zellen
Zellzahl =

ausgezahlte Flachen x Kammertiefe (0,1mm) x Verdinnung (1/2)

Abbildung 7: Formel zur Zellberechnung in der Neubauer Zahlkammer

Der andere Teil der Probe wurde in 2x 200pl aufgeteilt und in jeweils 2 FACS-Glasréhrchen
(Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, DE) pipettiert. Der verbleibende Probenrest wurde in
ein Sammelglasrohrchen pipettiert.

In jedes Réhrchen erfolgte die Zugabe von 1,5ml FACS-Puffer. Die Proben wurden erneut

10 min bei 4°C bei 300g zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert.
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2.7.5 Zugabe der Antikorper

Zuerst erfolgte die Zugabe von FC-Block (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, DE) in
einer Verdinnung von 1:25. FC-Block ist ein rekombinant hergestelltes Protein des Fc -
Teils der Immunglobuline, in diesem Fall ein in der Maus hergestelltes Protein, welches
gegen Ratten CD32 gerichtet war. CD32 ist ein Oberflachenmolekil der auf B-Lymphozyten
exprimierten Rezeptoren. Vor allem bei FC-Rezeptor tragenden Zellen kdénnen bei der
Immunfluoreszenz falsche Ergebnisse durch unspezifische Antikérperbindungen
entstehen. Deswegen sollten durch die Zugabe von FC-Block falsch positive
Antikérperbindungen reduziert bzw. unterbunden werden. Die Proben wurden gemischt und
15 min im Dunkeln auf Eis inkubiert. Im Anschluss daran erfolgte die Zugabe von
biotinylierten CD8a Antikérper (Abcam, USA) in einer Verdinnung von 1:50. CD8a
entspricht der Alphakette des CD8-Oberflachenrezeptors, welcher im Thymus und
insbesondere auf MHC1 positiven T-Lymphozyten exprimiert wird. Durch die Zugabe dieses
Antikérpers sollten die CD8+ Zellen in der spateren Analyse erkannt werden. Die Proben
wurden 30 min im Dunkeln auf Eis inkubiert. Danach wurde zu jeder Probe 1,5ml FACS-
Puffer hinzugegeben. Die Proben wurden bei 4°C 10 min bei 300g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgeschiittet. Nun wurden weitere Antikdrper in einer Verdiinnung von
1:50 zu den Proben hinzugegeben. Die verwendeten Antikdérper waren CD11b (PE,
antibodies-online GmbH, Deutschland), CD4 (FITC, Becton Dickinson, Deutschland) und
His48 (FITC Santa Cruz Biotechnologies, USA). FITC und PE sind an Antikérper
gekoppelte Farbstoffe, die durch die Bestrahlung mit Licht in bestimmten Wellenlangen
fluoreszieren. Die oben beschriebenen Antikdrper waren nicht biotinyliert, damit keine
Interaktionen (die einzelnen Biotinreste kénnen sich verbinden) zwischen den Antikérpern
entstehen konnten. Des Weiteren erfolgte die Zugabe von APC (Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, DE), einem Phycobiliprotein, welches an den verwendeten CD8-Antikorper
bindet und wie PE und FITC als fluoreszierender sekundarer Antikdrper verwendet wurde,
in einer Verdunnung von 1:200. Zuletzt wurde das Sammelréhrchen so aufgeteilt, dass
einerseits eine ungefarbte Kontrolle und andererseits fir jeden Antikdrper ein
Kontrollréhrchen, welches nur einen der verwendeten Antikdrper enthielt, angefertigt

wurde. Mit diesen Kontrollrdhrchen wurde getestet, ob die Antikérperbindung funktionierte.
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Zum anderen wurde eine Probe aus dem Sammelréhrchen mit Zugabe von DAPI (5
mg/ml)(4',6-Diamidin-2-phenylindol, Sigma Aldrich, Deutschland) angefertigt. DAPI ist ein
Fluoreszenzfarbstoff, der bei Wellenldangen von ca. 350nm blau fluoresziert und zum
Anfarben von Desoxyribonukleinsdure (DNS) uUber eine Bindung an Adenin/Thymidin-
Regionen eingesetzt wird. Durch die Fluoreszenz in diesem Wellenlangenbereich ist dieser
Farbstoff gut mit anderen Floreszenzen kombinierbar. Mit Hilfe dieser Farbung konnte
unterschieden werden, ob es sich um beschéadigte Zellen handelt, denn DAPI kann nur
schwerlich intakte Zellmembranen durchbrechen. Diese Zellen wurden im Falle des
Nachweises nicht mit in die Bewertung einflieBen. AnschlieRend wurden die Proben wieder
30 min lang im Dunkeln auf Eis inkubiert und im Anschluss mit 1,5ml FACS-Puffer versetzt
und bei 4°C 10 min bei 300g zentrifugiert. Nachdem alle Antikérper hinzugegeben, inkubiert
und die ungebundenen Antikérper ausgewaschen wurden, wurde der Uberstand dekantiert
und zu jeder Probe 250ul FACS-Puffer hinzugegeben. Die Proben waren nun bereit fir die

Analyse.

2.7.6 FACS-Analyse

Vor jeder Analyse wurde das FACS-Gerat (Beckman Coulter, CytoFLEX, Brea, Kalifornien,
USA) mit NaOH (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, DE) und destilliertem Wasser
gespult um eventuelle Restverschmutzungen zu beseitigen. Vor der unmittelbaren
Verwendung der einzelnen Rohrchen wurde die Probe nochmal kurz gemischt. Zuerst
wurde anhand der Kontrollréhrchen jeder Antikérper auf seine Bindung getestet. Waren alle
Kontrollen positiv, wurde mit der Probenanalyse begonnen. Dafiir wurde fur jede Probe eine
30-sekiindige Aufnahmezeit benutzt. Nach der Analyse der Probe wurden manuell die
folgenden Grafiken erstellt. Das Gerat zeigte je nach Einteilung der Bereiche die

dazugehorigen Zellzahlen an.
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FSC beschreibt wieder das Vorwartsstreulicht (forward scatter),
SSC das Seitwartsstreulicht (sideward scatter). Die Zellpopulation
mit dem héheren SSC- Anteil entsprach den Granulozyten (P3).
Um die andere Zellpopulation im Feld P1 in Monozyten und
andere Zellen unterteilen zu kénnen, wurde dieses in einem

anderen Kanal betrachtet.

In dieser Abbildung wurde P1 anhand der CD11b+ und His48+
Fluoreszenz klassifiziert. Das Feld P2 wurde durch diese

Antikorper als Zellanteil der Monozyten bestimmt.

Abbildung 8: FACS-Analyse
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2.8 Perfusion
2.8.1 Phosphat gepufferte Saline (PBS)

82,3g Na;HPO4 (Di-Natriumhydrogenphosphat; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
DE) wurde mit 23,5g NaH2PO4 (Natriumdihydrogenphosphat; Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, DE) und 4,0g NaCl (Natriumchlorid; Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, DE) unter Rihren in ca. 960 ml destilliertem Wasser geldst und anschlieRend
auf 1 L aufgefiillt. Hatten sich die Festbestandteile im Wasser geldst, erhielt man eine
10fach konzentrierte PBS-Stocklésung. Fur die Herstellung einer 1fach konzentrierten
PBS-Ldsung wurde die Stocklésung im Verhaltnis 1:9 mit destilliertem Wasser verdinnt.
Der pH-Wert wurde mit 5 M NaOH oder 4 M HCI (Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE)

auf 7,4 eingestellt.

2.8.2 Paraformaldehyd

40g Paraformaldehyd (PFA; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, DE) in Pulverform
wurde in 1 L 1x PBS unter standigem Rihren geldst und langsam auf ca. 70°C erhitzt. Die
Lésung wurde mit Hilfe von 4 M HCI oder 5 M NaOH auf pH 7,4 eingestellt, wodurch die
Lésung klar wurde. Im Anschluss daran erfolgte eine Filtration, um alle Schwebeteilchen
zurtickzuhalten, die ansonsten Kapillaren bei der Perfusion verstopfen kénnten. Die Losung
wurde auf 4°C abgeklhlt. Kurz vor der Verwendung wurde Glutaraldehyd (Fisher Scientific
GmbH, Schwerte, DE) in einer Konzentration von 0,05% hinzugefiigt, um eine bessere

Gewebefixierung zu erzielen.

2.8.3 Fixierung

Die Tiere wurden in der achten Woche postoperativ (Tag 50 +/- 2) mit einer Uberdosis
Isofluran eingeschlafert. Sobald die Tiere aufgehdrt hatten zu atmen, wurden sie mit dem
Ricken auf ein Perfusionsbrett gelegt. AnschlieBend wurde das Brustbein getastet,
darunter wurde die Haut und das Zwerchfell mit einer Schere erdffnet. Die Rippen wurden
schrag nach kranial aufgeschnitten. Das Brustbein wurde nach oben geklappt und mit einer
Klammer am Perfusionsbrett fixiert. Die Nadel der Perfusionspumpe (Acufirm, Dreieich, DE)
wurde in den linken Ventrikel gestochen. Danach wurde der rechte Vorhof mit einer spitzen
Schere erdffnet. Die Pumpe (Watson Marlow 5058, Wuppertal, DE) wurde auf 25
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Umdrehungen/Minute (2ml/Umdrehung) eingestellt. Zuerst wurden die Tiere mit auf 4°C
gekihlter 1x PBS- Lésung (pH 7,4) so lange perfundiert, bis aus dem rechten Vorhof nur
noch klare FlUssigkeit austrat, sodass davon ausgegangen werden konnte, dass sich kein
Blut mehr im grofien Kreislauf befand. Damit das Gewebe, welches im Anschluss
entnommen werden sollte, eine ausreichende Stabilitat erhielt und es zu keinen zellularen
Veranderungen nach der Enthahme kam, wurden die Tiere im Anschluss mit einer auf 4°C
abgekihlten Lésung aus 1x PBS/4%PFA/0,05%Glutaraldehyd (pH 7,4) perfundiert, bis eine
ausreichende Fixation des Gewebes stattgefunden hatte. Dies wurde durch das Verharten
des Schwanzes bestatigt, woftr im Durchschnitt etwa 300ml der PBS/PFA/Glutaraldehyd-

LAsung bendtigt wurden.

2.9 Gewebeentnahme

Die perfundierten Ratten wurden auf den Bauch gelegt. Mit einer Schere wurde die Haut
vom Schwanzansatz bis zum Nasenriicken des Kopfes gedffnet. Paramedian zur
Wirbelsaule wurde die Ruckenmuskulatur mit einer kleinen Nagelschere bis zum Nacken
durchtrennt. Auch das Fettgewebe im Nacken wurde mit der Schere entfernt. Anschlieend
wurde die auf der Wirbelsaule gelegene Muskulatur mit einer Schere flach abgetrennt, bis
die Wirbelbdgen mit den Proccessi spinosi zu sehen waren. Um die Muskulatur am Nacken
zu entfernen, wurde die Wirbelsaule dort mit einer Pinzette angehoben um die Lordose
auszugleichen und nicht versehentlich mit der spitzen Schere das Riickenmark zu verletzen.
Der Knochen wurde mit einer Knochenzange Stick fur Stlick abgetragen bis der komplette
Spinalkanal und Schadel bis hin zum Bulbus olfactorius gedffnet war. Dabei wurde die
Wirbelsaule mit einer Pinzette angehoben, um einen kleinen Spielraum fir die
Knochenzange zwischen dem kndchernen Spinalkanal und Duralsack zu schaffen. Mit
einem Skalpell wurden die abgehenden/zuflihrenden Hinter- und Vorderwurzeln der
Spinalnerven durchtrennt. Das Ruckenmark wurde auf Hohe der Cauda equina durchtrennt,
mit einem Spatel angehoben und am Stick, zusammen mit dem Hirnstamm und dem
Gehirn entnommen. Um das Gehirn aus dem Schadel zu I6sen, wurde es ebenfalls mit
einem Spatel von der Seite aus angehoben. Zur Entnahme musste das Chiasma opticum
mit einem Skalpell durchtrennt werden. AbschlieRend wurde das Zentralnervensystem in

einem mit PFA /Glutaraldehyd gefullten 50 ml Plastikgefa® (Falcon, Corning B.V. Life
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Sciences, Amsterdam, NL) bis zur Weiterverarbeitung gelagert.

2.10 Gewebeaufarbeitung

2.10.1 Einbettungsverfahren
1. Tag:

Um das Gewebe schneiden und farben zu kdnnen, wurde es in Gelatine (Fisher Scientific
GmbH, Schwerte, DE) eingebettet. Dazu wurde das fixierte Gewebe zugeschnitten. Hierzu
wurde ein ca. 2cm langes Stlick Rickenmark mit zentrierter Kontusionsstelle bendtigt.
AnschlieRend wurde das Rulckenmark zu gleichen Teilen kranial und kaudal der
Kontusionsstelle mit einem Skalpell durchtrennt. Der Rest des Gewebes wurde flr eine
eventuelle spatere Verwendung weiterhin in PFA gelagert. Fir die Einbettung wurde ,Difco-
Gelatine® verwendet, da diese im Vergleich zu anderen Gelatinesorten bei Raumtemperatur
nach Erwarmung fest wurde. Es wurde eine 12%-ige Losung aus Gelatine mit 1x PBS-
Losung (pH 7,2-7,4) hergestellt. Die Losung wurde erhitzt, bis sich die Festbestandteile der
Gelatine im 1x PBS geldst hatten. Nach dem Erhitzen kihlte die Gelatine auf 40°C ab. Fur
jedes Rlckenmarkstlick wurde ein Glasszintillationsgefa® (VWR International GmbH,
Darmstadt, DE) soweit mit der Gelatine beflllt, dass das komplette Stiick von allen Seiten
bedeckt war. Diese gefilliten GlasszintillationsgefalRe wurden tber Nacht bei 37°C inkubiert.
2. Tag:

Nachdem die Riickenmarksstlicke Gber Nacht in Gelatine inkubiert wurden, wurden sie in
Gelatineblécke eingebettet. Daflir wurden quadratische Plastikschalen (Pearl, Buggingen,
Deutschland) zur Halfte mit Gelatine geflllt. Die Gelatine wurde so lange gekuhlt, bis sie
ausgehartet war. Mit Hilfe von Kanilen wurden durch die Plastikschalen Schienen
gestochen, auf die die Rickenmarksstlicke gelegt wurden. Der Rest der Plastikschalen
wurde mit 40°C warmer flissiger Gelatine aufgefullt. Dabei wurden Luftblasen mit einer
Einmalpipette abgesaugt, damit die Rickenmarker sich beim Schneiden nicht aus der
Gelatine l6sten. Im Anschluss daran konnte die Gelatine ausharten. Danach wurden die
Plastikschalen an den Ecken mit einer Rasierklinge eingeschnitten, sodass sie leicht
entfernt werden konnten. Die Gelatineblocke mit dem enthaltenen Ruckenmarksstick
wurden Uber Nacht bei 4°C in frischem PBS/PFA/Glutaraldehyd inkubiert, damit sich das

Gewebe des Rickenmarks mit der Gelatine so fest wie mdglich verbinden konnte.
34



2.10.2 Erstellen der Ruckenmarksschnitte

Nachdem die Gelatineblocke eine Nacht in PBS/PFA/Glutaraldehyd inkubiert wurden,
wurden sie aus diesem entnommen und mit einer Rasierklinge zurechtgeschnitten. Die
Schnitte wurden mit dem Vibratom (Leica VT1200, Leica Biosystems, US) angefertigt. Der
zurechtgeschnittene Block wurde mit Sekundenkleber auf den Metallaufsatz des Vibratoms
geklebt. Die Schale des Gerats wurde eingesetzt und mit PBS-Losung gefullt. Die
Parameter zum Schneiden waren wie folgt: Die Schnittdicke betrug 50um. Es wurde mit
einer Frequenz von 40 Vibrationen/Sek., einer Amplitude von 0,9 und einer Geschwindigkeit
von 25mm/Minute gearbeitet. Das Vibratom schnitt nun kontinuierlich 50um dicke Schichten.
Die Schnitte wurden einzeln in 24 Well-Platten (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

DE) transferiert, die mit 1x PBS-L6sung gefullt waren.

2.10.3 Immunhistochemie

2.10.3.1 Triton X 100

Triton X 100 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, DE) ist ein nichtionisches Tensid,
dass die Integritat der Zellwand beschadigt, indem es Proteine aus dieser herauslost, damit
der Antikdérper in Zellinneren eindringen kann. Triton X 100 wurde bei Raumtemperatur

gelagert.

2.10.3.2 PBS/BSA

Fur die immunhistologischen Farbungen wurde eine 0,05% BSA-L&sung hergestellt. Dazu
wurde 0,05 mg BSA-Pulver (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, DE) in 99,5 ml 1x
PBS unter langsamen ruhren gelést. Mit dieser Loésung wurden unspezifische
Antikorperbindungen bei der Farbung durch Konkurrenz um die Bindestelle des

verwendeten Antikdrpers blockiert.

2.10.3.3 Inkubationslosungen

Antikorper, in der laut Herstellerangabe zu verwendenden Verdinnung (s. Tabelle 4),
5% normales Ziegenserum (NGS; Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE), zur Reduktion
von unspezifischen Bindungen des zweiten Antikdrpers und 0,05%iger 1x PBS/BSA-

Losung bildete die Inkubationsldsung.
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Das Ziegenserum wurde in die PBS/BSA-LOsung gegeben. Fir jeden Schnitt wurden 500pl
Lésung bendétigt. Bei der Verwendung von intrazellular bindenden Antikérpern (GFAP und
der dazugehdrige Zweitantikorper Alexa 488) wurde zu den oben aufgefiihrten Substanzen
zusatzlich 0,1% Triton X 100 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, DE) hinzugeflgt
(Maity et al., 2013).

2.10.3.4 CS-56/GFAP- Farbung

1. Tag:

Die Rickenmarksschnitte konnten nun fir die Farbung verwendet werden. Dazu wurde
jeder achte Schnitt aus der Palette der gesamten Rlckenmarksschnitte eines Tieres
verwendet. Am ersten Tag wurden die Schnitte mit einem monoklonalen Maus IgM
Antikdrper gegen Chondroitinsulfat (clone CS-56, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, DE) inkubiert. Der Antikorper wurde hierfir vor dem Gebrauch kurz
zentrifugiert und in einer 1:500 Verdiinnung verwendet. Die Inkubationsldsung bestand aus:
5% NGS, 0,05% BSA, CS-56 (1:500), 1x PBS. 500 ul Losung wurden in jedes Well einer
24 Well Platte gegeben und ein Schnitt hineingelegt. Die 24 Well Platten wurden mit
Aluminiumfolie zum Schutz gegen Licht abgedeckt und anschlieRend bei 4°C Uber Nacht
auf einem Orbitalschuttler (WT16, Biometra, Géttingen, DE) langsam inkubiert.

2.Tag:

Am nachsten Tag mussten die Schnitte zunachst gewaschen werden. Dazu wurden sie in
4°C kaltes PBS transferiert. Beim ersten Waschgang wurde das PBS nach ca. 10 min
gewechselt. Es folgen drei weitere Waschgange, die Uber den Zeitraum von einer Stunde
durchgefuhrt wurden. Im Anschluss wurden die Schnitte mit dem zweiten Antikorper, einem
in der Ziege gegen Maus IgM hergestellten Antikdrper, der mit Alexa 594 konjugiert war
(Life Technologies GmbH, Darmstadt, DE), in einer Verdiinnung von 1:500 inkubiert. Dieser
musste vor Gebrauch 5 min bei 6400 rpm mit einer Tischzentrifuge (Qualitron, DW-41-23-
0-NEW, Korea) zentrifugiert werden, damit alle festen Bestandteile, die sich in der Lésung
befanden, zu Boden sanken. Diese wirden ansonsten zu einer unspezifischen
~Sandkorner-ahnlichen* Fluoreszenz unter dem UV-Licht-Mikroskop filhren und die
Beurteilung verfalschen. Die Schnitte wurden in die Inkubationslésung (5% NGS, 0,05%
BSA, 1x PBS) transferiert und Uber Nacht bei 4°C auf dem Schittler ohne Lichteinfluss
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inkubiert.

3.Tag:

Zuerst wurden die Schnitte erneut gewaschen (s.o.). Danach wurden sie mit einem
Kaninchen IgG Antikoérper gegen GFAP (Life Technologies GmbH, Darmstadt, DE) gefarbt.
Der Antikdrper wurde wieder zuvor kurz zentrifugiert. Fir die Inkubationslésung (5% NGS,
0,05% BSA, 1x PBS) wurde der Antikorper in einer Verdinnung von 1:1000 verwendet. Da
dieser Antikorper intrazellular bindet, musste zu der Inkubationsldsung noch 0,1% Triton
X100 hinzugefligt werden. Im Anschluss wurden die Schnitte in der Lésung bei 4°C Uber
Nacht auf einem Orbitalschuttler mit 10 rpm unter Lichtausschluss inkubiert.

4.Tag:

Die Schnitte wurden wie bereits oben beschrieben gewaschen. Danach wurden sie mit
einem in der Ziege gegen Kaninchen IgG hergestellten Antikérper mit Alexa 488 (Life
Technologies GmbH, Darmstadt, DE) konjugiert. In einer Verdiinnung von 1:1000 wurde
Triton X 100 zur Inkubationslésung hinzugefigt. Danach wurden sie Uber Nacht bei

Raumtemperatur auf einem Orbitalschttler mit 10 rpm unter Lichtausschluss inkubiert.
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Tabelle 4: Ubersicht iiber die verwendeten Antikérper

1.Antikoérper | Definition Antikorperart | Verdiinnung | Hersteller
CS-56 Chondroitinsulfat,  Antikorper | Maus IgM 1:500 Sigma-
erkennt ,GAG"-Reste Aldrich,
(Zuckerreste) an C8035-0.2ML
Chondroitinsulfat, die ein Teil
der inhibitorischen
extrazellularen Matrix
darstellen.
GFAP saures Gliafaserprotein, farbt | Kaninchen 1:1000 Life
Astrozyten, Gliazellen, | IgG Technologies,
Ependymzellen, PA5-18598

Schwannzellen, es wird zur

Erkennung von Neubildungen

astrozytaren Ursprungs
verwendet
2.Antikorper
Alexa 594 2. Antikorper fir die CS- 56 | Ziege gegen | 1:500 Life
Farbung, roter Kanal Maus IgM Technologies,
A21044
Alexa 488 2. Antikérper fur die GFAP- | Ziege gegen | 1:1000 Life
Farbung, gruner Kanal Kaninchen Technologies
IgG A-21206

2.10.4 Einbetten der Schnitte

Nachdem die Schnitte mit den jeweils verwendeten Antikdrpern gefarbt wurden, wurden sie
am letzten Tag zuerst erneut mit PBS-Losung gewaschen. Im Anschluss daran wurden je
zwei Schnitte mit Hilfe eines Pinsels auf einen mit Poly-L-Lysin beschichteten Objekttrager
(Marienfeld, Emmendingen, DE) aufgezogen. Danach wurde ImmuMount (Life
Technologies GmbH, Darmstadt, DE) aufgetragen und die Oberflache anschliefend mit
einem Deckglas (Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE) eingedeckelt. Im Anschluss
wurden die eingedeckelten Schnitte Uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Am
nachsten Tag wurden die Rander mit durchsichtigem Nagellack versiegelt, damit bei der
Lagerung Uber langere Zeit keine Luft unter das Deckglas gelangte. Die Lagerung erfolgte

bei 4°C im Kihlschrank.
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2.10.5 Mikroskopie

Die Bilder der gefarbten Schnitte wurden mit einem digitalen Keyence Biozero Fluoreszenz
Mikroskops BZ-8000K (Keyence Deutschland GmbH, Neu-Isenburg, DE) angefertigt. Fir
jeden Schnitt wurde die Belichtungszeit von jedem Antikérper konstant gehalten, damit die
Fluoreszenzstarke zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen vergleichbar war. FUr den
sekundaren Antikorper Alexa594 wurde eine Belichtungszeit von 1/2sek, fur den
sekundaren Antikdrper Alexa488 wurde eine Belichtungszeit von 1/4,5sek ermittelt. Es
wurde kein Dunkelfilter verwendet. Mit dem Mikroskop wurden Bilder der einzelnen

Antikoérperfarbungen der beiden Antikérper angefertigt.

2.11. Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit SPSS vs. 18.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) und
Prism vs. 4.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) durchgefihrt. Die Ergebnisse
wurden im Rahmen einer Vergleichsanalyse mit Hilfe eines ,two-way ANOVA*® ausgewertet,
die den Vergleich von mehr als zwei Gruppen erlaubt. Zielvariablen in diesem Test waren
zum einen die unterschiedlichen Versuchsgruppen und zum anderen die Berlcksichtigung
der Zeit, um die physiologischen Daten und das Verhalten im zeitlichen Verlauf zu bewerten
( Scheff et al., 2002; Pearse et al., 2004). Eine statistische Auswertung mit lediglich einer
Variablen, dem Faktor Versuchsgruppe, wurde mittels ,one- way ANOVA® ermittelt. Als
Signifikanzniveau wurde p< 0,05 festgelegt. Die statistische Auswertung wurde auf
Normalverteilung gepruft. Die Ergebnisse werden als Mittelwert mit Standardabweichung
angegeben. Wenn die Ergebnisse fir weitere statistische Vergleiche geeignet waren, wurde
zuséatzlich ein ,post-hoc Turkey-Kramer-Test* zur Uberprifung der wdchentlichen
Veranderungen bzw. des wdchentlichen motorischen Fortschritts durchgefihrt. Mit diesem
Verfahren wurden die Unterschiede aller méglichen Mittelwerte der Behandlungsgruppen

auf ihre Signifikanz Gberpruft.
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3.0.Ergebnisse

Nach einer Ruckenmarksverletzung infiltrieren Makrophagen und Leukozyten die
Lasionsstelle. Dies fiihrt zu einer inflammatorischen Reaktion, welche gleichzeitig eine
Verschlechterung der Regenerationsfahigkeit zur Folge hat. Eine Behandlung mit jeweils
Clodronat oder Fingolimod zeigte eine Verbesserung der motorischen Funktion. Daher
wurde in dieser Arbeit die Auswirkung einer kombinierten Behandlung von Clodronat und

FTY auf das Genesungsverhalten sowie auf die Regenerationsfahigkeit untersucht.
3.1 Der BBB open-field locomotor Verhaltenstest zur

Beurteilung der Hinterbeinfunktion bei den Versuchstieren

Die Zuordnung der einzelnen Tiere in die entsprechenden Versuchsgruppen sham (n = 8),
DMSO/Liposomen (n = 9), FTY/DMSO (n = 8), Clodronat/Liposom (n = 9), FTY/Clodronat
(n = 7)) erfolgte zuféllig und jedes Tier erreichte vor der Operation 21 Punkte im BBB open-
field locomotor Test. Demnach wurden alle Tiere unter gleichen Voraussetzungen operiert.
Die sham-Kontrollgruppe, die eine Laminektomie aber keine Kontusion erhielt, zeigte zu
keinem Zeitpunkt des postoperativen Verlaufs Einschrédnkungen der motorischen Funktion.
Dies zeigt, dass die Laminektomie ohne eine Schadigung des Riickenmarks durchgefihrt
wurde. Im BBB open-field locomotor Test erreichten die sham-Tiere in jeder Woche den
maximal moglichen Punktewert von 21 mit einem Signifikanzwert von p<0,001 im Vergleich
zu allen anderen Versuchsgruppen. Da die sham- Kontrollgruppe zur Uberpriifung der
korrekten Operationstechnik ausgewahlt wurde, wird sie im Vergleich zwischen den
Behandlungsgruppen nicht dargestellt. Die Uberpriifung der restlichen Versuchstiere
lieferte folgende Ergebnisse: Eine Woche nach der Kontusion zeigte die mit
Clodronat/Liposom behandelte Gruppe signifikant hdhere Werte, als die DMSO/Liposom -
Kontrollgruppe (p= 0,008). In den darauffolgenden Wochen zwei bis vier wurde kein
signifikanter Unterschied zwischen allen vier behandelten Versuchsgruppen
(FTY/Clodronat, FTY/DMSO, Clodronat/Liposom und DMSO/Liposom) gefunden

(Abbildung 9).
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In der flnften (p=0.012), sechsten (p=0.01), siebten (p=0.008) und achten (p=0.029) Woche
nach der Kontusion erreichte die mit Clodronat/Liposom behandelte Versuchsgruppe eine
héhere Punktzahl im BBB open-field locomotor Test im Vergleich zur FTY/DMSO
Versuchsgruppe. Des Weiteren erreichten die Tiere aus der Clodronat/Liposom
Versuchsgruppe in den Wochen sechs (p=0,033) und acht (p=0,041) eine héhere Punktzahl
im BBB open-field locomotor Test im Vergleich zur DMSO/Liposomen Kontrollgruppe
(Abbildung 9).

Insgesamt erreichte die Clodronat/Liposom Versuchsgruppe eine signifikant erhohte
Punktzahl im BBB open-field locomotor Test im Vergleich zur FTY/DMSO Versuchsgruppe
(Woche funf bis acht) und zur DMSO/Liposom Kontrollgruppe in Woche sechs und acht.
Somit weist der BBB open-field locomotor Verhaltenstest auf eine verbesserte motorische

Regenerationsfahigkeit in der Clodronat/Liposom Versuchsgruppe hin (Abbildung 9).

-~ DMSO/Liposom -k- Fingolimod/DMSO
=B Clodronate/Liposom =¥ Clodronate/Fingolimod

#
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Punkte

Abbildung 9: Darstellung der Hinterbeinfunktion der verschiedenen Versuchstiergruppen im
BBB-open-field locomotor Test

Clodronat/Liposom-behandelte Tiere (n= 9) zeigen einen hdheren Punktewerte im BBB open-field
locomotor Test verglichen zu FTY/DMSO-behandelten Tieren (# p<0.05, n= 8) ab der 5. Woche bis
zur 8. Woche. In der 6. und 8. Woche zeigte sich auferdem ein signifikanter Unterschied der
Clodronat/Liposom-behandelten Tiere zu DMSO/Liposom-behandelten Tieren (*p<0.05, n =9). Die
Ergebnisse sind in Form von Mittelwerten +/- Standardabweichung dargestellt.
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3.2 Sub-BBB Test zur Beurteilung der hoheren

Motorfunktionen

Der Sub- BBB wurde zur Differenzierung feiner motorischer Unterschiede in den BBB-
Ergebnissen durchgeflihrt. Dadurch konnte zusatzlich zu den Ergebnissen vom BBB-open-
field locomotor Verhaltenstest eine erhohte motorische Funktion der FTY/Clodronat-
Gruppe im Vergleich zu der Clodronat/Liposom- Gruppe erkannt werden. Vor der Operation
erreichten die Tiere entsprechend den Ergebnissen im BBB auch in diesem Testverfahren
eine volle Punktzahl. Die Sham- Kontrollgruppe, in der ausschliellich eine Laminektomie
durchgeflhrt wurde, erreichte ebenfalls zu jedem postoperativen Zeitpunkt eine volle
Punktzahl und ist aus diesem Grund nicht in der Abbildung aufgefiihrt. In diesem
Testverfahren zeigt die Clodronat/Liposom-Versuchsgruppe (n=9) von der dritten bis zur
achten Woche signifikant erhéhte Punktewerte im Vergleich zu den Versuchsgruppen
DMSO/Liposom (n=9, #p<0,05 in Woche drei, *p<0,01 in Woche vier bis acht) und
FTY/DMSO (n=8, *p<0,01 in Woche drei und vier, *p<0,0001 in Woche flinf bis acht).
AulBerdem wurden signifikant erhdhte Punktewerte fur FTY/Clodronat (n=7) im Vergleich
zu FTY/DMSO (n=8, *p<0,01 in Woche vier und sechs, #p<0,05 in Woche finf, sieben und
acht) von Woche vier bis acht ermittelt. In der sechsten Woche ist einmalig, mit einer
statistischen Signifikanz von p< 0,05, eine erhéhte Punktezahl der Clodronat/Liposom-
Behandlungsgruppe (n=7) gegenuber der FTY/Clodronat- Behandlungsgruppe (n = 9) im
Sub- BBB Test ermittelbar.
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Abbildung 10: Sub-BBB: Darstellung der Hinterbeinfunktion der verschiedenen
Versuchstiergruppen im Sub- BBB Test

Die Clodronat/Liposom- Gruppe zeigt signifikant héhere Werte als die FTY/DMSO und die
DMSO/Liposom- Behandlungsgruppe von Woche 3 bis 8. Die FTY/Clodronat- Gruppe zeigt in Woche
4 bis 8 signifikant erhdhte Punktewerte im Vergleich zur FTY/DMSO- Behandlungsgruppe. In der 6.
Woche zeigt die Clodronat/Liposom- Gruppe zum einzigen Zeitpunkt einen signifikant hdheren
Punktewert als die FTY/Clodronat- Behandlungsgruppe. Dabei stellt # p<0,05; * p<0,01 und *
p<0,0001 dar. Die farblichen Markierungen entsprechen der Gruppenmarkierung in der Legende der
Abbildung. Die Ergebnisse sind in Form von Mittelwerten +/- Standardabweichung dargestellt.

3.3 Horizontaler Leiter Test zur Beurteilung von sensorischen

und motorischen Funktionen der Hinterbeine

Der horizontale Leiter Test ermoglichte es die sensorischen und motorischen Funktionen
der Hinterbeine gemeinsam zu bewerten. Die Anzahl der richtigen sowie der falschen
Schritte wurde abgestuft untersucht (nur mit dem Ful® abgerutscht, Danebentreten mit
Abrutschen bis zum Knie und bis zur Hufte). Im Rahmen der Auswertung der Ergebnisse
auf der horizontalen Leiter konnten signifikante Effekte zwischen den Gruppen zu allen
Zeitpunkten nach der Operation festgestellt werden. In der Auswertung der praoperativen
Kontrolle wurde kein Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt. Zu diesem
Zeitpunkt bestand zwischen allen Gruppen eine ahnliche, Uber 90%ige Korrektheit der
Schritte im Test. Nach der Operation bestand in der Sham Gruppe weiterhin eine etwa
97%ige Korrektheit der Schritte, die im gesamten Versuchsverlauf nachgewiesen werden
konnte. Dadurch wurde ein signifikant besseres Ergebnis im Vergleich zu den anderen

Gruppen ermittelt (p<0,01).
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Alle mit Clodronat behandelten Tiere entwickelten héhere Werte im Test als die mit
DMSO/Liposom behandelten Versuchstiere in Woche drei (p=0,016) und die mit
FTY/DMSO behandelten Tiere in Woche vier (p=0,043). Es wurde kein Unterschied
zwischen den einzelnen Gruppen in der flinften Woche postoperativ gefunden (p>0,05). In
der sechsten Woche erreichte die FTY/Clodronat- Behandlungsgruppe ein signifikant
besseres Ergebnis als die FTY/DMSO- Gruppe (p=0,017) und die DMSO/Liposom- Gruppe
(p=0,019). Dieser Unterschied konnte auch noch in der siebten Woche nachgewiesen
werden (FTY/DMSO p=0,045; DMSO/Liposom p=0,02). Auch die Clodronat/Liposom-
Behandlungsgruppe zeigte signifikant erhéhte Werte im Vergleich zu den mit FTY/DMSO
behandelten Tieren (p=0,026) und der DMSO/Liposom- Gruppe (p=0,011). In der achten
Woche wurde eine erhdhte Korrektheit der Schritte von der FTY/Clodronat-
Behandlungsgruppe im Vergleich zu den mit DMSO/Liposom behandelten Tieren

nachgewiesen (p=0,027).
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Abbildung 11: Statistische Ergebnisse des horizontalen Leitertests im Uberblick

Die Abbildung zeigt eine nahezu 100%ige Korrektheit der Schritte von Sham Tieren Uber die
gesamte Versuchszeit. Die mit Clodronat/Liposom und FTY/Clodronat behandelten Tiere zeigten im
Vergleich zu den mit DMSO/Liposom und FTY/DMSO behandelten Tieren eine hdhere Rate an
erfolgreichen Schritten (***p<0,001; #p<0,05; *p<0,05). Die Ergebnisse sind in Form von
Mittelwerten +/- Standardabweichung dargestellt.

Insgesamt ist anhand der Ergebnisse zu erkennen, dass die Behandlung mit Clodronat bzw.
FTY/ Clodronat zu einer erhohten Korrektheit der Schritte auf der horizontalen Leiter flhrte.

Um diese Aussage zu unterstreichen, wurde eine Analyse der ,area under the curve“ der
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Wochen sechs und sieben durchgefiihrt, die diese Schlussfolgerung bestatigt (siehe Abb.

12).
Week 6-7
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Abbildung 12: Vergleich der behandelten Gruppen durch eine ,,area under the curve“-
Analyse von Woche sechs zu sieben

In der Abbildung ist ein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Behandlungsgruppen
ersichtlich. Die Clodronat/Liposom und FTY/Clodronat behandelten Gruppen zeigten eine deutlich
verbesserte Korrektheit der Schritte im horizontalen Leitertest als die Behandlungsgruppen von
FTY/DMSO (p=0,033; p=0,025) und DMSO/Liposom (p=0,023; p=0,017). (*p<0,05; ***p<0,001). Die
Ergebnisse sind in Form von Mittelwerten +/- Standardabweichung dargestellt.

3.3.1 Vergleich zwischen beiden Hinterbeinen

Neben der Gesamtanalyse im horizontalen Leitertest wurde innerhalb der jeweiligen
Behandlungsgruppen auch ein Vergleich zwischen den rechten und linken Hinterbeinen
durchgeflihrt. Dadurch  konnten aufgetretene  Seitenunterschiede nach der
Ruckenmarksverletzung erkannt werden. In den Abbildungen 13- 16 sind beide Hinterbeine
einzeln ausgewertet worden. In allen Gruppen auf’er der DMSO/Liposom-
Behandlungsgruppe konnte kein signifikanter Unterschied zwischen dem rechten und
linken Bein ermittelt werden. In der DMSO/Liposom behandelten Gruppe konnte eine
verbesserte senso-motorische Funktion des linken Hinterbeines im Vergleich zum rechten
Hinterbein in der sechsten Woche (p=0,04) und der siebten Woche (p=0,048) postoperativ

beobachtet werden (Abbildung 13). AuRerdem konnte in der sechsten Woche in der
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FTY/Clodronat- Behandlungsgruppe ein signifikantes Uberwiegen des linken Beins
nachgewiesen werde (Abbildung 16).
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Abbildung 13: Vergleich des linken und rechten Hinterbeins in der Behandlungsgruppe von
DMSO/Liposom (Kontrollgruppe)

In der DMSO/Liposom- Gruppe konnten in der sechsten (p=0,04) und der siebten postoperativen
Woche (p=0,048) ein signifikantes Uberwiegen des linken Beines ermittelt werden. Die Ergebnisse
sind als Mittelwerten +/- Standardabweichung dargestellt.
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Abbildung 14: Vergleich des linken und rechten Hinterbeins in der Behandlungsgruppe von
Clodronat/Liposom

Es konnte zu keinem Zeitpunkt des Testverfahrens ein signifikantes Uberwiegen einer Seite in der
Clodronat/Liposom- Gruppe nachgewiesen werden. Die Ergebnisse sind als Mittelwert +/-
Standardabweichung dargestellt.
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Abbildung 15: Vergleich des linken und rechten Hinterbeins in der Behandlungsgruppe von
FTY/DMSO

Es konnte zu keinem Zeitpunkt des Testverfahrens ein signifikantes Uberwiegen einer Seite in der
FTY/DMSO- Gruppe nachgewiesen werden. Die Ergebnisse sind als Mittelwert +/-
Standardabweichung dargestellt.
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Abbildung 16: Vergleich des linken und rechten Hinterbeins in der Behandlungsgruppe von
FTY/Clodronat

In der sechsten postoperativen Woche konnte einmalig ein signifikantes Uberwiegen des linken
Hinterbeins in FTY/Clodronat- Gruppe nachgewiesen werden. Zu allen anderen Zeitpunkten
bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Hinterbeinen. Die Ergebnisse sind
als Mittelwert mit +/- Standardabweichung dargestellt.

3.4 FACS- Analyse

Zur Uberpriifung, ob die Verabreichung von Clodronat und FTY zu einer entsprechenden

Reduzierung in der Makrophagen- und Lymphozytenpopulation beitrug, wurden die
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einzelnen Zellpopulationen Gber eine FACS-Analyse untersucht. Die Granulozyten wurden
ebenfalls gefarbt, um alle Zellen voneinander unterscheiden zu koénnen. In der
praoperativen Blutuntersuchung konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den
Versuchsgruppen festgestellt werden, sodass man davon ausgehen konnte, dass kein Tier

an einem unerkannten Infekt oder einer Immunsuppression litt.

3.4.1 Auswertung der Lymphozyten

In Abbildung 17 wird die Anzahl der Lymphozyten (y-Achse) zu den ermittelten Zeitpunkten
praoperativ sowie eine, zwei, vier und acht Wochen nach der erfolgten Kontusion (x-Achse)
dargestellt.

Eine Woche nach der Operation konnten weniger Lymphozyten in den
Behandlungsgruppen  FTY/DMSO  (p<0,001), FTY/Clodronat (p<0,001) und
Clodronat/Liposom (p<0,005) im Vergleich zur sham- Kontrollgruppe nachgewiesen werden.
In den mit FTY behandelten Gruppen (FTY/DMSO und FTY/Clodronat) konnte auch eine
geringere Anzahl an Lymphozyten im Vergleich zur DMSO/Liposom (p<0,001; p<0,001)
und im Vergleich zur Clodronat/Liposom- Versuchsgruppe ermittelt werden (p=0,016;
p=0,007). Die signifikant verringerte Lymphozytenzellzahl in den FTY/DMSO- und
FTY/Clodronat- Gruppen war auch zwei Wochen nach der Operation im Vergleich zur
sham-Kontrollgruppe (p=0,008; p=0,005) und den nicht mit FTY behandelten Gruppen
(p<0,001) anhaltend. In der DMSO/Liposom und Clodronat/Liposom- Behandlungsgruppe
konnten im Vergleich zur sham-Kontroligruppe sogar erhdhte Lymphozytenzahlen
nachgewiesen werden (p<0,001; p=0004). Auch vier Wochen nach der Operation blieb eine
signifikante Lymphozytenreduktion in den mit FTY behandelten Gruppen gegeniber den
anderen Gruppen bestehen. Die DMSO/Liposom- Gruppe exprimierte aufderdem mehr
Lymphozyten als die sham-Kontrollgruppe (p<0,001) und die mit Clodronat behandelten
Gruppen (Clodronat/Liposom + FTY/Clodronat; p=0,04). Letztlich in der achten Woche nach
der Operation konnten keine signifikanten Unterschiede mehr zwischen den Gruppen

nachgewiesen werden.
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Abbildung 17: Ermittelte Zellzahlen der Lymphozyten im zeitlichen Verlauf in den
verschiedenen Behandlungsgruppen

Insgesamt wurden in den Gruppen FTY/DMSO und FTY/Clodronat geringere Zellzahlen als in der
Sham, der DMSO/Liposom und der Clodronat/Liposom- Behandlungsgruppe nachgewiesen. In der
zweiten Woche zeigten die DMSO/Liposom, die Clodronat/Liposom sowie die FTY/Clodronat-
Behandlungsgruppe hdhere Zellzahlen als die sham- Kontrollgruppe. In der vierten Woche
prasentierten sich héhere Zellzahlen in der DMSO/Liposom- Gruppe im Vergleich zur sham-Kontrolle
und der Clodronat/Liposom- sowie der FTY/Clodronat- Behandlungsgruppe. In der achten Woche
wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt. *p<0,05; #p<0,05; *p<0,05
im Vergleich zu Sham, DMSO/Liposom und FTY/Clodronat. Die Werte sind als Mittelwert mit +/-
Standardabweichung dargestellt.

3.4.2 Auswertung der Monozyten

Im Rahmen der Analyse der Monozyten wurden ausschlielllich in der zweiten Woche
postoperativ signifikant unterschiedliche Zellzahlen errechnet. In der kombiniert
behandelten Gruppe FTY/Clodronat wurde eine hohere Zellzahl als in den

Behandlungsgruppen von FTY/DMSO (p=0,003), DMSO/Liposom (p=0,026) und Sham
(p=0,015) nachgewiesen (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Ermittelte Anzahl der Monozyten im zeitlichen Verlauf der verschiedenen
Behandlungsgruppen

Es konnte ausschlieBlich in der zweiten Woche nach der Operation ein signifikanter Unterschied
erkannt werden. Zu diesem Zeitpunkt zeigt die FTY/Clodronat behandelte Gruppe eine héhere
Zellzahl als alle anderen Gruppen. * p<0,05; # p<0,05; *p<0,05 im Vergleich zur Sham,
DMSO/Liposom und FTY/DMSO- Gruppe. Die Werte sind als Mittelwert mit +/- Standardabweichung
dargestellt.

3.4.3 Auswertung der Granulozyten

Im Rahmen der ermittelten Granulozyten-Zellzahlen wurden signifikante Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen in den Wochen zwei, vier und acht nach der Operation
beobachtet. Es bestanden keine signifikanten Unterschiede in der Untersuchung
praoperativ (Baseline) und in der ersten Woche postoperativ. In der zweiten Woche zeigten
die mit FTY/Clodronat behandelten Tiere mehr Granulozyten als die Behandlungsgruppen
von FTY/DMSO (p=0,001), DMSO/Liposom (p=0,001) und Clodronat/Liposom (p=0,033)
sowie die Sham-Kontrollgruppe (p<0,001). Diese erhdhten Zellzahlen fir Granulozyten
konnten auch noch in Woche vier nachgewiesen werden. Hier wurden in der behandelten
Gruppe von FTY/Clodronat weiterhin erhdéhte Zellzahlen im Vergleich zu den
Behandlungsgruppen von FTY/DMSO (p<0,001), DMSO/Liposom (p=0,003) und der
Sham-Gruppe (p=0,002) gefunden. In der achten Woche zeigten alle mit Clodronat-
behandelten Tiere (Clodronat/Liposom + FTY/Clodronat) eine héhere Granulozytenzahl als

die Tiere aus der FTY/DMSO- Behandlungsgruppe (p=0,019) (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Ermittelte Anzahl der Granulozyten im zeitlichen Verlauf in den verschiedenen
Behandlungsgruppen.

Insgesamt zeigte die mit FTY/Clodronat behandelte Gruppe ab Woche zwei nach der Operation
héhere Zellzahlen als die anderen Versuchsgruppen (FTY, DMSO/Liposom, Sham). *p<0,05;
#p<0,005 *p<0,05 im Vergleich zur Sham, DMSO/Liposom und FTY/Clodronat- Gruppe. Die
Ergebnisse sind in Form von Mittelwerten +/- Standardabweichung dargestellt.

3.5 Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen

Horizontale = Rickenmarksschnitte der einzelnen Behandlungsgruppen wurden
immunhistochemisch gefarbt. Linksblindig ist das rostrale Ende des Rickenmarks
dargestellt. Im zentralen Bereich verlauft der Zentralkanal umgeben von der grauen
Substanz, die wiederum von der weilten Substanz des Rickenmarks umgeben ist. Etwa
mittig dargestellt ist die (aul3er in der sham-Kontrollgruppe) zugefligte Lasionsstelle in Form
einer Héhlenbildung des Rickenmarks zu sehen.

Die im Folgenden dargestellten Abbildungen zeigen exemplarisch einen der Mehrzahl der
Tiere  entsprechenden reprasentativen Ruckenmarksschnitt  der  jeweiligen
Behandlungsgruppe. In den folgenden Tabellen ist zur Ubersicht die Aufteilung der Tiere

nach der ermittelten Fluoreszenz dargestellt.
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Tabelle 5: Auflistung der Versuchstiere nach Proteoglykan Fluoreszenz Farbung

Gruppe
Proteoglykane Proteoglykane Proteoglykane | Anzahl der
positiv (+) maRig (+/-) negativ (-) Tiere

4/9 5/9 9 FTY/Clodronat

2/8 1/8 5/8 8 Clodronat/Liposom
5/8 1/8 2/8 8 DMSO/Liposom
1/8 4/8 3/8 8 Fingolimod/DMSO

8/8 8 Sham

In der Tabelle 5 zeigt sich, dass etwas mehr als die Halfte der Tiere der FTY/Clodronat- Gruppe
keine Proteoglykanfarbung aufwiesen, die restlichen Tiere exprimierten diese jedoch sehr stark. In
der Clodronat/Liposom-Versuchsgruppe Uberwogen Proteoglykan-negativ gefarbte Schnitte. In der
DMSO/Liposom und der FTY/DMSO-Versuchstiergruppe exprimierten die Mehrzahl der Tiere eine
starke bis moderate Menge an Proteoglykanen. In der Sham-Kontrollgruppe war kein Hinweis auf
eine vermehrte Proteoglykanexpression sichtbar.

Tabelle 6: Auflistung der Versuchstiere nach GFAP Fluoreszenz Farbung

Gruppe
GFAP GFAP GFAP Anzahl der
positiv (+) maRig (+/-) negativ (-) Tiere

4/9 2/9 3/9 9 FTY/Clodronat

3/8 5/8 8 Clodronat/Liposom
4/9 3/9 2/9 9 DMSO/Liposom
3/8 3/8 2/8 8 Fingolimod/DMSO

8/8 8 Sham

In der Tabelle 6 =zeigt sich ahnlich zu der Fluorenzfarbung der chondroitinsulfathaltigen
Proteoglykane, dass eine leichte Mehrheit der Tiere aus der FTY/Clodronat- Behandlungsgruppe
keine erhéhte GFAP-Farbung exprimierten. In der Clodronat/Liposom-Versuchsgruppe war dieses
Ergebnis deutlicher. Dort zeigten die Tiere kaum oder gar keine Fluoreszenz. In der DMSO/Liposom-
und der FTY/DMSO- Versuchsgruppe iberwog eine mafige bis starke Fluoreszenz fir GFAP. In der
Sham-Kontrollgruppe war kein Hinweis auf eine Mehranreicherung von GFAP sichtbar.

Zum einen wurde eine Aufnahme der GFAP/Alexa 488- Antikérperfarbung in einer
Belichtungszeit von 1/4,5 sek. bei 40-facher Vergrélierung zur Darstellung reaktiver
Astrozyten (Astrogliose), die eine Verletzung des Rickenmarks signalisieren, angefertigt.
Zum anderen wurde eine Aufnahme der CS-56/Alexa 594- Antikérperfarbung in einer
Belichtungszeit von 1/2 sek. bei 40-facher Vergréflerung zur Visualisierung der

chondroitinsulfathaltigen Proteoglykane aufgenommen.
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3.5.1 Fingolimod/Clodronat

In der mit FTY/Clodronat- behandelten Gruppe konnte um die Lasionsstelle herum eine
deutliche Mehranreicherung des GFAP-Antikérpers im Vergleich zum restlichen
Rickenmarksgewebe erkannt werden (Abbildung 20 A‘). In der Farbung der
Chondroitinsulfate war im Vergleich zur Monotherapie mit FTY/DMSO und der
Kontrollgruppe nur eine leichte Anreicherung des CS-56-Antikdrpers zu erkennen

(Abbildung 20 A).

3.5.2 Clodronat/Liposom

In der mit Clodronat/Liposom behandelten Gruppe konnte im Vergleich zu allen anderen
Gruppen keine sichtbare Mehranreicherung des GFAP-Antikérpers im Bereich der
Lasionsstelle oder im restlichen Riickenmarksgewebe gefunden werden (Abbildung 20 BY).
Eine Chondroitinsulfatfarbung war im Bereich der Lasionsstelle sowie in geringer Menge im

kaudalen Bereich des zentralen Rickenmarks zu erkennen (Abbildung 20 B).

3.5.3 Fingolimod

In der mit FTY/DMSO-behandelten Gruppe ist zum einen eine Mehranreicherung des
GFAP-Antikorpers im Bereich der Lasionsstelle erkennbar (Abbildung 20 C'). Zum anderen
war zusatzlich eine deutliche Mehranreicherung von Chondroitinsulfat-Proteoglykanen im
Bereich der Lasionsstelle und in gro3en Teilen des hier abgebildeten zentralen Bereichs
des Ruckenmarks zu erkennen (Abbildung 20 C). Die dargestellte Mehranreicherung war
im Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen deutlich erhéht und konnte in der
FTY/DMSO-Versuchsgruppe in der Mehrzahl der untersuchten Versuchstiere

nachgewiesen werden.

3.5.4 DMSO/Liposom

In der Mehrzahl der mit DMSO/Liposom-behandelten Tiere war eine Mehranreicherung des
GFAP-Antikérpers im Bereich der Lasionsstelle sowie im rostralen Bereich des
Rickenmarks und weit Uber die Lasion hinaus erkennbar (Abbildung 20 D). Diese stimmte
mit der CS-56-Antikérperfarbung Uberein und entsprach einer Anreicherung von

chondroitinsulfathaltigen Proteoglykanen (Abbildung 20 D).
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3.5.5 Sham

In der Sham- Gruppe war keine Verletzung des Rickenmarks zu erkennen. Eine leichte
Mehranreicherung von GFAP und Chondroitinsulfat im Sinne einer normalen
physiologischen Farbung an Proteoglykanen und Astrozyten war im Bereich des
Zentralkanals zu erkennen (Abbildung 20 E/E). In der Sham- Kontrollgruppe war ein
unauffalliges Ruckenmark sichtbar. Es ergaben sich keine Hinweise auf eine Verletzung

oder Entziindungsreaktion in den durchgeflihrten immunhistochemischen Farbungen.

Abbildung 20: Reprasentative Darstellung der horizontalen Riickenmarksschnitte von
Thorakalsegment 6-11: A, A' FTY/Clodronat; B, B' Clodronat/Liposom; C, C‘ FTY/DMSO; D, D*
DMSO/Liposom; E, E‘ sham. Chondroitinsulfat-Proteoglykane wurden durch den CS-56 Antikoérper
(A, B, C, D, E) im roten Kanal (Alexa594 als Sekundéarantikorper, Belichtungszeit 1/2sek)

dargestellt, wohingegen reaktive Astrozyten durch die GFAP-Farbung (A, B, C*, DY, E’) im griinen
Kanal (Alexa 488 als Sekundarantikérper, Belichtungszeit 1/4,5sek) abgebildet werden.
Malstabsbalken: 500 um. Der mit unterbrochenen Strichen dargestellte Bereich stellt den Ort der
Riickenmarksverletzung dar. Dieser wurde in der Anlage in VergroRerung dargestellt.
Malstabsbalken: 250 um.
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4.0 Diskussion

In den letzten Jahrzehnten zeigte sich ein zunehmender Fokus auf die sekundare
zellvermittelte Antwort nach Rickenmarksverletzungen und die Beeinflussung dieser
Mechanismen wie die Einwanderung von Immunzellen in die Lasionsstelle, die Expression
von Chondroitinsulfaten und die Ausschittung von Transmittersubstanzen wie
beispielsweise Antikérper und Immunsuppressiva. Dadurch wurden bereits in vielen
experimentellen Studien verbesserte neurologische Ergebnisse festgestellt. Ein
durchgreifender Erfolg, der zu einer standardisierten Therapie nach erfolgtem Trauma
gefuhrt hat, ist zum aktuellen Zeitpunkt jedoch ausstehend und verdeutlicht die Komplexitat
der Vorgange auf Zellebene und das immer noch unvollstdndige Verstandnis der
Zusammenhange von allen ablaufenden Reaktionen. In dieser Arbeit zeigte sich eine
verbesserte motorische Funktion der Hinterbeine nach einer Rickenmarksverletzung in
den mit Clodronat/Liposom behandelten Versuchstieren. Eine Kombinationstherapie von
Clodronat/Liposom und FTY/DMSO zeigte im Vergleich zur Monotherapie mit
Clodronat/Liposom keine signifikant verbesserte motorische Funktion im Horizontalen
Leiter Test und im BBB open-field locomotor Verhaltenstest. In der Blutanalyse konnte
nachgewiesen werden, dass die Therapie mit FTY/DMSO eine Reduktion der Lymphozyten
im Blut hervorruft. Eine Verminderung der Anzahl der Monozyten in den mit
Clodronat/Liposom behandelten Versuchstieren konnte laborchemisch nicht gezeigt
werden. Entgegen dieser Annahme kam es in der zweiten postoperativen Woche in den mit
Clodronat/Liposom behandelten Versuchstieren zu einer Monozytenerhéhung. Weiterhin
konnte in der zweiten postoperativen Woche eine Erhéhung der Granulozyten festgestellt
werden. In der Immunfluoreszenzbeurteilung der Rickenmarksschnitte konnte eine
Verminderung von Chondroitinsulfat in den mit Clodronat/Liposom behandelten
Versuchsgruppen nachgewiesen werden. In der Kontrollgruppe und den mit FTY/DMSO
behandelten Gruppen war im Vergleich hierzu eine erhdéhte Anzahl an Chondroitinsulfat
exprimiert. Die Expression von GFAP war nur in der mit Clodronat/Liposom behandelten

Versuchsgruppe vermindert.
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4.1. Regeneration nach erfolgter Substanzapplikation

4.1.1 Einfluss von Fingolimod

FTY wurde intraperitoneal in einer Dosierung von 0,3mg/kg Koérpergewicht Gber einen
Zeitraum von zwei Wochen appliziert. Entsprechend den bekannten pharmakologischen
und auf Zellebene vermittelten Eigenschaften von FTY, eine Sequestration der T-
Lymphozyten in den Lymphknoten zu verursachen, fuhrte FTY bei einer bereits
therapeutisch getesteten Dosierung (Kahan, 1998; Norimatsu et al., 2012) dazu, dass die
mit FTY behandelten Tiere eine fast vollstdndige Lymphozytendepletion Uber den
Applikationszeitraum von zwei Wochen erfuhren. Der Effekt der Lymphozytendepletion war
allerdings auch noch in der vierten postoperativen Woche nachweisbar, obwohl keine
weitere Medikamentengabe erfolgt war. Dies kann zum einen an einer Uber die Dauer des
Applikationszeitraumes hinausgehenden Wirkung liegen, wobei Kahan (1998) eine
Halbwertszeit von 12-25h nach intravendser bzw. 12-29h nach oraler Applikation beschreibt.
Zum anderen kann die bis zur vierten postoperativen Woche bestehende Lymphopenie
durch eine verlangsamte Auswanderung der Lymphozyten aus den Lymphknoten oder
durch eine Veranderung der Homoostase nach erfolgtem Trauma bedingt sein. Ob diese
Beobachtung einen positiven Effekt auf die Regeneration genommen hat, kann durch die
vorliegende Studie nicht abschlieRend geklart werden und ist anhand der festgestellten
Ergebnisse eher unwahrscheinlich, da die mit FTY behandelten Tiere im Vergleich zur
Kontrollgruppe mit DMSO/Liposom keine signifikante Verbesserung der motorischen
Funktion zeigten. Im Vergleich zu anderen Studien wurde in den Verhaltenstests im
Vergleich zur Kontrollgruppe keine verbesserte motorische Regeneration nachgewiesen.
Dies kdnnte durch die applizierte Substanzmenge von 0,3mg/kg Kérpergewicht bedingt sein.
In den Untersuchungen von Kahan (1998) wurde jedoch eine relevante Immunsuppression,
die dem therapeutischen Nutzen Uberwiegt, ab einer Dosierung von 0,1-0,3mg/kg
Kdrpergewicht beschrieben. Norimatsu et al. (2012) zeigten wiederum eine verbesserte
motorische Funktion in einer Dosierung von 3mg/kg Korpergewicht, welche oral appliziert
wurde. Des Weiteren kdnnte die Losung in DMSO zu einer verminderten Regeneration
gefihrt haben. Jacob und dela Torre (2009) konnten allerdings eine verbesserte

neurologische Rehabilitation nach Gehirnschadigung unter einer Therapie mit DMSO
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nachweisen. Sie zeigten unter anderem eine Reduktion des zerebralen Odems, eine
verminderte Ischdmie und Inflammation nach einem Gehirnschaden. Ebenfalls konnte in
einem Modell fur Rickenmarksverletzung unter Monotherapie mit DMSO eine moderate
Verbesserung der motorischen Funktion nachgewiesen werden (Zileli et al., 1988), sodass
DMSO in den 70ern sogar als Therapeutikum nach Rickenmarksverletzung galt (Kajihara
et al., 1973; de la Torre et al., 1975). Auch in einer Studie mit Zellkulturmedien wurde eine
Lésung von FTY in DMSO von Miron und Kollegen (2010) untersucht. In dieser konnte eine
verbesserte Remyelinisierung nach Demyelinisierung, wie sie nach einer Schadigung des
Ruckenmarks auftreten kann, nachgewiesen werden (Miron et al., 2010). Ein Unterschied
zu den oben erwahnten Studien ist die intraperitoneale Applikationsweise im Vergleich zu
einer oralen oder intravendsen Applikationsform bei Kahan (1998), Norimatsu und Kollegen
(2012) und in der Studie von Chiba und Kollegen (1998). Der Nachteil an der
intraperitonealen Applikation ist die verminderte Sterilitdt, da die Haut mit Fell nicht
vollstandig steril desinfiziert werden kann. Die Methode war jedoch einfach zu handhaben
und ohne starke Stressauslésung fur die Tiere durchfihrbar. Nur vier Tiere entwickelten an
der Einstichstelle eine Infektion (siehe Tabelle 2 Ausschlussgriinde). Ein anderer Aspekt
konnten die Umgebungsbedingungen darstellen. Die in dieser Arbeit verwendeten Tiere
wurden bei 21°C, 50%+/- 5% Luftfeuchtigkeit, einem 12h Tag-Nacht-Wechsel sowie freiem
Zugang zu Wasser und Futter gehalten. In den Untersuchungen von Zhang et al. (2009)
wurden die Versuchstiere beispielsweise bei 23-28°C und 60-75% Luftfeuchtigkeit gehalten.
In den anderen oben erwahnen Verdffentlichungen fehlen hierzu genauere Angaben. Durch
die erfolgte Blutanalyse mittels FACS ist jedoch ersichtlich, dass FTY in dieser Arbeit zu
einer Lymphozytendepletion im Blut bzw. Sequestration der Lymphozyten in den peripheren
Lymphknoten geflihrt hat, wie sie bereits in anderen Experimenten beschrieben wurde
(Chiba et al., 1998), sodass man von einem effektiven Einsatz des Medikamentes

ausgehen kann.

4.1.2 Einfluss von Clodronat

In der durchgefiihrten Untersuchung wurde in Liposomen eingekapseltes Clodronat
unmittelbar postoperativ sowie am 1., 3. und 6. postoperativen Tag in einer Dosierung von
10mg/2ml FlUssigkeit, intraperitoneal appliziert. Die erzielten Ergebnisse sind mit den von
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Popovich et al. (1999) kongruent, obwohl in der damaligen Studie eine intravendse tagliche
Applikation Uber 7 Tage erfolgte. Diese konnten aullerdem eine Monozyten- und
Makrophagendepletion bei bereits einmaliger Applikation des Medikamentes Uber einen
Monat in der Milz und der Leber nachweisen. lannotti et al. (2011) konnten mit den in dieser
Untersuchung Ubernommenen Methoden, eine Applikation am 1., 3. und 6. Tag
postoperativ sowie einer intraperitonealen Verabreichung von Clodronat in Liposomen
vergleichbare Ergebnisse erzielen. Auch in ihrer Untersuchung kam es durch die
Verabreichung von Clodronat zu einer erhdhten motorischen Regeneration im
experimentellen Modell einer Rlckenmarksverletzung. Auflerdem Kkonnte eine
makrophagenspezifische Apoptose durch das in Liposomen eingekapselte Medikament
nachgewiesen werden (van Rooijen und Hendrikx, 2010). In den hier erhobenen FACS-
Daten war im Vergleich zur praoperativen Blutkontrolle kein Unterschied in den Wochen
eins, vier und acht nach der Operation in der Anzahl der Blutmonozyten erkennbar.
AusschlieRlich in der zweiten Woche nach der Kontusion war in den mit Clodronat bzw.
FTY/Clodronat behandelten Tieren eine Veranderung, jedoch in Form einer signifikanten
Monozytenerhéhung, erkennbar. In Zusammenschau der Ergebnisse von Popovich und
Kollegen (1999); van Rooijen und Hendrikx (2010) und lannotti und Kollegen (2011) scheint
Clodronat nicht auf die blutstdndigen phagozytaren Zellen zu wirken, sondern spezifisch

auf die gewebestandigen Makrophagen.

Die Population der Makrophagen unterteilt sich in M1, bzw. sekundare und M2-
Makrophagen. Vom 1. bis 7. Tag nach einer Verletzung des Rickenmarks liegen M1- und
M2-Makrophagen in fast gleichem Verhaltnis an der Lasionsstelle vor. Nach 14 Tagen steigt
jedoch die Anzahl der M1- Makrophagen an und verbleibt bis zu einem Monat auf diesem
Niveau. Die M1-Makrophagen synthetisieren und schutten Zytokine, reaktive
Sauerstoffradikale und proteolytische Enzyme wie Matrix-Metalloproteinasen aus, welche
zu einer Beschadigung und einer Apoptose der Neuronen und Gliazellen fihren kénnen
(Block et al., 2007). Gleichzeitig bauen sie zerstdrtes Gewebe im Bereich der Lasionsstelle
ab (Kigerl et al., 2009). Im Gegensatz dazu unterstitzen M2- Makophagen die Angiogenese
und den Aufbau der extrazellularen Matrix um gleichzeitig jede zellzerstérende

Immunantwort zu unterdriicken. In der Verdffentlichung von Goerdt und Orfanos (1999)
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werden diese Zellen als alternative Makrophagen beschrieben. Sie exprimieren im
Vergleich zu den direkt aktivierten M1- Makrophagen andere Oberflachenrezeptoren und
sind keine primar phagozytaren Zellen. Vielmehr kommt es durch die Anwesenheit dieser
Zellen und ihrer Rezeptoren zur Aktivierung und Differenzierung von Immunzellen wie Th1-
Helferzellen, einer Herunterregulation von Entzindungsreaktionen, einer erhdhten
Angiogenese und der Wachstumsférderung von langen Axonen (Kigerl et al., 2009). Die in
dieser Arbeit aufgetretene Erhdhung der Monozyten in der zweiten postoperativen Woche
kénnte also durch eine Aktivierung und einer vermehrten Differenzierung von Monozyten in
alternative M2- Makrophagen entsprechen. Dabei scheint Clodronat einen Einfluss auf die
Differenzierung in die Zellpopulation der M2- Makrophagen zu haben, denn die

nachgewiesene Monozytenerhéhung tritt nur in den mit Clodronat behandelten Tieren auf.

Bei Betrachtung der zeitlich entsprechenden Ergebnisse des Verhaltenstestes kommt es
ab der dritten postoperativen Woche in den mit Clodronat behandelten Versuchsgruppen
zu einem stetigen Anstieg der motorischen Funktion, welcher sich auch gegenuber der
Kontrollgruppe sowie der monotherapeutischen Gruppe, welche mit FTY/DMSO
behandelte wurde, signifikant verbessert darstellt und bis zum Versuchsende anhielt. Die
Monozyten hielten sich dabei in den mit Clodronat/Liposom und FTY/Clodronat
behandelten Gruppen sowie in den anderen Gruppen auf einem niedrigen Level. Die
Lymphozyten verhielten sich mit Ausnahme der mit FTY/DMSO behandelten Gruppen im
Weiteren stabil. Die Granulozyten sanken nach der zweiten postoperativen Woche in allen
Gruppen aber insbesondere in der mit Clodronat behandelten Gruppe auf eine niedrigere
Zellzahl ab (von 6000-8000 auf das Niveau der nicht mit Clodronat behandelten
Versuchsgruppen auf etwa 4000). Anhand dieses Verlaufs ist von einem
antiinflammatorischen Einfluss auf das geschadigte Gewebe auszugehen. Dieser kénnte
durch die M2- Makrophagen bedingt sein und durch die Suppression der M1- Makrophagen

durch Clodronat unterstiitzt werden.

4.1.3 potentielle Interaktion von Fingolimod und Clodronat

Insgesamt zeigte die Kombinationsbehandlung von FTY und Clodronat keine signifikante
Verbesserung der motorischen Funktion im Vergleich zur Versuchsgruppe, die mit

Clodronat/Liposom behandelt wurde. Abgesehen von der 6. Woche postoperativ zeigten
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die ausschlieBlich mit Clodronat/Liposom behandelten Tiere eine verbesserte motorische
Funktion im Vergleich zu den anderen Behandlungsgruppen. Es bestand kein signifikanter
Unterschied zwischen der mit Clodronat/Liposom in Monotherapie und der kombiniert
behandelten Gruppe.

Obwohl die Pharmakokinetik der Medikamente sich nicht &hnelt (Pharma,Novartis,2018;
Pharma,Aliud,2017) und der Abbau von FTY Uber die Leber durch die Leukotrien-B(4)
omega-hydroxylase 1 (CYP4F2) und die Ausscheidung von Clodronat unmetabolisiert Uber
die Niere erfolgt, ist eine gegenseitige Inhibition in der Wirkung der Medikamente auf
Zellebene denkbar. Wenn die Anzahl der Lymphozyten und somit auch der zytotoxischen
T-Lymphozyten durch FTY reduziert wird, indem diese Zellen in den sekundaren
lymphatischen Organen sequestriert werden (Yoshino et al., 2011), werden Makrophagen
modglicherweise eher in M2 Makrophagen differenziert. Diese Zellen stellen keine primar
phagozytaren Zellen dar und tragen andere Oberflaichenrezeptoren, wodurch sie
Wachstumsprogramme durch Ausschiittung von G-CSF auslésen und zur Geninduktion in
Neuronen beitragen (Goerdt und Orfanos, 1999; Kigerl et al., 2009). Andererseits kénnen
durch die Makrophagen keine Th1-Lymphozyten aktiviert werden, wie es normalerweise
geschieht (Goerdt und Orfanos, 1999), denn diese werden durch FTY in den Lymphknoten
sequestriert. Es koénnte mdglich sein, dass sich die beiden Medikamente in
Kombinationsbehandlung negativ beeinflusst haben und dadurch die Ergebnisse der

anderen Untersuchungen zu FTY am Modell der Ratte nicht reproduziert werden konnten.

4.2 Granulozyten als potentielle regenerative Induktoren

Granulozyten werden im Rahmen einer traumatischen Rickenmarksverletzung bereits 6
Stunden nach dem Trauma im Gewebe nachgewiesen und stellen somit die ersten
einwandernden inflammatorischen Zellen an der Verletzungsstelle dar. Nach 24 Stunden
ist die héchste Anzahl dieser Zellen im Gewebe nachzuweisen. Sie fuhren zur initialen
Entziindungsreaktion durch die Produktion von Sauerstoffradikalen und Proteasen und
dadurch zur Zerstérung von Neuronen, Gliazellen und Endothelzellen (Dyck et al., 2018).
Bisher ist kein Versuchsaufbau bekannt, der die Kombination der beiden getesteten
Substanzen in Bezug auf die Auswirkungen auf Granulozyten untersucht hat. Die in den

hier erhobenen FACS-Ergebnissen festgestellten, erhdhten Granulozytenzahlen in allen
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behandelten Gruppen sowie der Kontrollgruppe legen nahe, dass in der zweiten Woche
nach erfolgter Kontusion, neben der initialen Immunantwort, eine weitere
Entziindungsreaktion, die primar granulozytengesteuert zu sein scheint, stattfindet. Diese
Ergebnisse stimmen auch mit den von Shi und Kollegen (2017) erhobenen Daten
dahingehend Uberein, dass Granulozyten einen Teil der proinflammatorischen
Zellpopulation darstellen und Neuroinflammation Uber die Expression von reaktiven
Sauerstoffmolekulen und die Produktion von Zytokinen ausldsen. Diese Zytokinproduktion
und der Einfluss der Granulozyten scheint jedoch auch positive Effekte auf die
Regeneration zu haben. So wurde unter der Applikation von G-CSF eine verbesserte
Angiogenese mit einer erhéhten Anzahl an neuen BlutgefalRen in der grauen und weil3en
Substanz und damit verbunden eine verbesserte motorische Hinterbeinfunktion
nachgewiesen (Wallner et al.,, 2015). Die Kombination beider Substanzen
(Clodronat/Liposom und FTY/DMSO) zeigt im Vergleich zur Monotherapie eine erhéhte
Granulozytenanzahl, moéglicherweise durch eine Erhéhung des G-CSF, im Blut. Das kénnte
bei reaktiver Anregung der Produktion von Granulozyten zum einen durch die
Lymphozytendepletion durch FTY und zum anderen durch die Makrophagendepletion
durch Clodronat geschehen. Dabei scheint sich die Zelldepletion durch beide Medikamente
zu potenzieren, denn die Granulozytenerhdhung der kombiniert behandelten Tiere war Gber
den gesamtem Untersuchungszeitraum hoher als die addierten Werte beider
monotherapeutisch behandelten Gruppen. Ein Effekt der Pharmaka kdénnte demnach die
Granulozyten- induzierte zytokinabhangige Angiogenese im Rickenmark nach Verletzung
darstellen, die bezlglich der Regeneration schwerer wiegt als die inhibitorisch
beschriebene inflammatorische Zytokinproduktion. Dieser Effekt scheint weiterhin abhangig
vom temporaren Vorliegen der Zellen im Gewebe zu sein. Normalerweise stellen
neutrophile Granulozyten die erste rekrutierte Zellpopulation nach einer Gewebeverletzung
dar. Sie werden innerhalb von einigen Stunden nach dem Trauma rekrutiert (Kolaczkowska
und Kubes, 2013) und sezernieren proinflammatorische Zytokine wie IL-18, IL-6 und TNF-
a sowie Makrophagen-anlockende Proteine und IL-8 (Yin et al., 2010). Nach zwei Wochen
jedoch ist es sehr wahrscheinlich, dass sich das Milieu an der Verletzungsstelle im
Vergleich zum Akutzeitpunkt stark verandert hat. Es bleibt zu untersuchen, ob es dadurch

nicht mehr zu einer massiven Zytokinproduktion durch die Granulozyten, sondern Uber
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einen G-CSF gesteuerten Mechanismus zur Steigerung der Angiogenese mit erhohtem

Regenerationspotential kommt.

4.3. Vergleich der immunhistochemischen Untersuchungen

4.3.1 Auswirkungen auf Mikrogliazellen und Astrozyten

Gliazellen wie Mikroglia tragen zur Interaktion zwischen Neuronen bei und zéhlen zu den
Makrophagen-ahnlichen Zellen im ZNS, die lber eine Gen- und Proteinexpression flir den
Abbau von Zellmaterial und Gewebereparatur sowie Zellproliferation sorgen (Li et al., 2019).
Astrozyten stellten eine der Hauptpopulationen im erwachsenen Gehirn dar. Sie entstehen
aus Gliazellen in der Ventrikuldrzone. Sie Ubernehmen verschiedene Funktionen wie die
Synapsenbildung und die Unterstitzung der synaptischen Kontakte und neuronalen
Interaktionen. Sie dienen weiterhin dem Aufrechterhalt der lonenkonzentrationen und der
Energiebereitstellung des Gehirngewebes (Gonzalez-Perez und Lopez-Virgen, 2015). Im
Rahmen einer traumatischen Schadigung, wie sie bei einer Ruckenmarksquetschung
auftritt, kommt es zu einem raschen Untergang von Gliazellen (Ji et al., 2013). Astrozyten
kénnen durch GFAP immunhistochemisch angefarbt werden, um eine Mehranreicherung
im Sinne einer Astrogliose nachzuweisen (Song et al.,, 2016). Die in dieser Arbeit
durchgeflihrte immunhistochemische Farbung konnte eine Mehranreicherung von GFAP in
der Kontrollgruppe sowie in der mit FTY/DMSO behandelten Gruppe im Vergleich zu den
mit Clodronat/Liposom behandelten Gruppen nachweisen. Zusatzlich besteht ein
Unterschied zwischen der mit Clodronat/Liposom-behandelnden Gruppe (Monotherapie) zu
der FTY/Clodronat- Gruppe (Kombinationsbehandlung). In der Monotherapiegruppe zeigt
sich eine starker verminderte Fluoreszenz fir GFAP als in der Kombinationsgruppe.

Eine abweichende Fluoreszenz der GFAP-Antikdrperfarbung innerhalb der einzelnen
Versuchsgruppen lasst vermuten, dass eine unterschiedliche Anzahl an reaktiven
Astrozyten im Rickenmarksgewebe der unterschiedlichen Tiere vorlag.

So scheint, dass die Clodronat- Behandlung zu einer reduzierten Fluoreszenz in der mit
Clodronat/Liposom behandelten und der mit FTY/Clodronat behandelten Versuchsgruppe
fuhrt. Im Gegensatz dazu findet sich mit der in dieser Arbeit gewahlten
immunhistochemischen Farbung eine erhdhte Fluoreszenz von GFAP in der Kontrollgruppe

und der mit FTY/DMSO behandelten Versuchsgruppe.
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4.3.2 Auswirkungen auf Chondroitinsulfate

Chondroitinsulfate sind Bestandteil der extrazelluldren Matrix, welche Neuronen umgibt und
zur Stabilitat im ZNS beitragen (Rhodes und Fawcett, 2004). Sie inhibieren die Migration
von Oligodendrozyten-Vorlduferzellen und ihre Differenzierung in demyelinisierten
Bereichen des zentralen Nervensystems im Rahmen von neurodegenerativen
Erkrankungen und fihren dadurch zu einer verminderten Remyelinisierung (Kuboyama et
al., 2017). In anderen Studien wurde bereits gezeigt, dass die Menge der
chondroitinsulfathaltigen Proteoglykane durch verschiedene Substanzen reduziert werden
kann, sodass es zu einer verbesserten neurologischen Funktion kommt. Dies wurde flr
Protamin (Kuboyama et al., 2017) und Chondroitinase ABC (Corvetti, 2005; James et al.,
2015; Cheng et al., 2015) nachgewiesen. In dieser Studie sollte unter anderem der Einfluss
von Clodronat und FTY auf Chondroitinsulfate untersucht werden. Da sich
Chondroitinsulfate auch im normalen, unbeschadigten Gewebe befinden, wurden die

fluoreszenzmikroskopischen Schnittbilder mit der Sham-Kontrollgruppe verglichen.

Die mit FTY behandelte Gruppe zeigte wie die mit DMSO/Liposom behandelte
Kontrollgruppe keine klare Verminderung, sondern vielmehr eine vermehrte Expression von
chondroitinsulfathaltigen Proteoglykanen im Lasionsgewebe und der Umgebung. In einer
Studie von Angyal und Kollegen (2010) konnte unter der Behandlung mit FTY keine
Reduktion der Anzahl an Proteoglykanen in einem Modell einer Proteoglykan-induzierten
Arthritis nachgewiesen werden. Weitere Untersuchungen zum Einfluss von FTY auf
insbesondere chondroitinsulfathaltige Proteoglykane im Modell einer
Ruckenmarksverletzung oder neurodegenerativen Erkrankung sind nicht bekannt. In den in
dieser Arbeit ermittelten Ergebnissen der Fluoreszenzbilder zeigt sich ebenfalls kein

Hinweis auf eine Verminderung der Proteoglykane durch FTY.

In der weiteren Betrachtung der Bildanalyse zeigt sich, dass die meisten mit
Clodronat/Liposom behandelten Tiere eine verminderte Anzahl an Chondroitinsulfaten
exprimierten (6/8). In der mit FTY/DMSO behandelten Gruppe und in der Kontrollgruppe
mit DMSO/Liposom war in der Mehrzahl der Tiere eine verstarkte Expression von
Chondroitinsulfat nachweisbar (5/8 und 6/8). In der mit FTY/Clodronat behandelten

Kombinationsgruppe war ein gemischtes Ergebnis zu erkennen. Die eine Halfte der Tiere
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exprimierte vermehrt und die andere Halfte vermindert Chondroitinsulfat. Anhand dieser
Daten stellt sich die Frage, ob Clodronat, neben der erwiesenen Wirkung auf Makrophagen,
Einfluss auf die Anzahl der Proteoglykane, insbesondere der Chondroitinsulfate, nimmt.
Denn eine Reduktion der Chondroitinsulfate durch FTY in der FTY/Clodronat
Behandlungsgruppe kann durch die Ergebnisse der monotherapeutisch behandelten
Gruppe mit FTY/DMSO ausgeschlossen werden. Da die Mehrheit der Tiere in der
Clodronat/Liposom behandelten Gruppe ebenfalls eine erniedrigte Expression von
Chondroitinsulfaten und GFAP aufwiesen (durch GFAP werden insbesondere reaktive
Astrozyten angefarbt) und Astrozyten die malgeblichen Zellen fir die Produktion von
chondroitinsulfathaltigen Proteoglykanen darstellen, stellt eine Verminderung beider
Immunfluoreszenzfarbungen in der mit Clodronat/Liposom behandelten Gruppe eine

Reduktion der reaktiven Astrozyten im Gewebe dar.

Weiterhin ist eine Beeinflussung der Medikamente in ihrem gegenseitigen Abbau
unwahrscheinlich, da Clodronat Uberwiegend Uber die Niere und FTY Uber die Leber
abgebaut wird (Pharma,Aliud, 2017; Pharma,Novartis, 2018). In einem Hemisektionsmodell
konnten Tachi und Kollegen (2015) in der dritten postoperativen Woche eine natirliche
Erhéhung der Anzahl der Chondroitinsulfate im Bereich der Lasionsstelle nachweisen. Ab
der dritten postoperativen Woche zeigte sich in den Verhaltenstest in dieser Arbeit ebenfalls
ein signifikanter Unterschied der ermittelten motorischen Funktion zwischen den mit
Clodronat/Liposom behandelten Gruppen und der DMSO/Liposom Kontrollgruppe sowie
der mit FTY/DMSO behandelten Gruppe. Grosso und Kollegen (2014) konnten unter der
Behandlung mit Clodronat eine verminderte Kavitationsbildung und Reduktion der
LasionsgroRe im Bereich des Rickenmarks nachweisen. In dieser Studie wurde Clodronat
jedoch in Kombination mit Rolipram und Chondroitinase angewendet. Letztere reduziert
neben der Makrophagendepletion durch Clodronat die Anzahl der Proteoglykane
nachgewiesenermallen bereits als Monotherapeutikum. In einem Studienmodell fir
rheumatoide Arthritis scheint Clodronat die patellaren Proteoglykane sogar zu schitzen
(Ceponis et al., 2001). Eine Untersuchung dieses Zusammenhangs im Rahmen einer
neurodegenerativen Erkrankung oder einer RUckenmarksverletzung wurde nicht

durchgeflihrt. Aktuell gibt es keine vorliegende Untersuchung, die einen Einfluss von
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Clodronat auf chondroitinsulfathaltige Proteoglykane nachgewiesen hat. In dieser Arbeit
zeigt sich ein Hinweis auf die Einflussnahme von Clodronat auf die Anzahl der
Chondroitinsulfate und eine dadurch verbesserte neurologische und motorische Funktion

nach erfolgter Riickenmarksverletzung.

Makrophagen werden durch das Milieu, welches Proteoglykane, insbesondere CSPG's,
produzieren, Uberwiegend in M1- Makrophagen mit proinflammatorischem Phanotyp
differenziert, welche fir den Gewebeschaden und die Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen verantwortlich sind (Dyck et al., 2018). Durch eine Einflussnahme auf die Anzahl
der CSPG’s durch Clodronat scheint es dadurch zu einer Verminderung der M1-
Makrophagen und zu einer verbesserten neurologischen und motorischen Funktion zu
kommen. Die zusatzlich positiven Effekte auf die Regeneration neben der primaren
Inflammation, wurden bereits beschrieben (Goerdt und Orfanos, 1999; Kigerl et al., 2009).
Einen Zusammenhang zwischen einem chondroitinsulfathaltigen Proteoglykan, dem NG2-
Proteoglykan, und Makrophagen konnte auch bereits hergestellt werden. Dabei flhrte eine
Reduktion des NG2- Proteoglykans priméar zu einer reduzierten Makrophageninfiltration in
die Lasionsstelle und einer, durch eine verminderte Inflammation bedingte, reduzierten
Demyelinisierung. Im zeitlichen Verlauf kam es durch ein Fehlen von NG2-Proteoglykan
jedoch zu einer verminderten Remyelinisierung. Diese Erkenntnis zeigt, dass nach der
akuten Inflammation eine durch chondroitinsulfathaltige Proteoglykane geférderte
Remyelinisierung und die Rekrutierung von Oligodendrozyten-Vorlauferzellen durch
Makrophagen stattfindet (Kucharova und Stallcup, 2017). Dieses Studiendesign wurde
hingegen mit knochenmarkstransplantierten Knockout-Mausen mit vollstandig eradizierten
peripheren Makrophagen durchgefiihrt. Dabei wurde nur das NG2- Proteoglykan betrachtet.
Der Einfluss und der Zusammenhang zwischen Makrophagen und der Vielzahl der anderen
Proteoglykane blieben unbeachtet. In der Studie von da Cunha und Kollegen (2017) konnte
wiederum gezeigt werden, dass unterschiedliche Chondroitinsulfat-Proteoglykane zu einem
divergenten Einfluss auf Makrophagen und die vermittelte inflammatorische Antwort in

Form einer Zytokinexpression fuhren.

In der in dieser Arbeit durchgefiihrten Farbung konnte nicht zwischen den unterschiedlichen
Chondroitinsulfat-Proteoglykanen differenziert werden. Der Mechanismus, der scheinbar
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durch eine Depletion der Makrophagen zu einem reduzierten Fluoreszenznachweis in der
Bildanalyse flihrt, bleibt ungeklart und bietet Raum flir weitere Studien mit dem Ziel dieser

Fragestellung.

4. 4 Schlussfolgerung

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung einer potentiell verbesserten Regeneration im
Sinne einer verbesserten motorischen Funktion nach einer Rickenmarkskontusion nach
einer Kombinationsbehandlung mit FTY und Clodronat.

Die erhobenen Daten deuten darauf hin, dass sich FTY und Clodronat in Kombination nur
begrenzt in ihrer regenerativen Wirkung erganzen und Synergieeffekte aufweisen. Lediglich
zu einem Zeitpunkt der Untersuchung (Woche 6 postoperativ) konnte im horizontalen
Leiter- Test und im Sub-BBB ein verbessertes motorisches Ergebnis der FTY/Clodronat-
Kombinationsgruppe nachgewiesen werden. Zu allen Ubrigen Zeitpunkten zeigten die
ausschliel3lich mit Clodronat/Liposom behandelten Tiere eine verbesserte motorische
Funktion im Vergleich zu den anderen Behandlungsgruppen und es bestand kein
signifikanter Unterschied zwischen der mit Clodronat/Liposom in Monotherapie und der
kombiniert behandelten Gruppe.

Eine verbesserte motorische Funktion durch die Behandlung mit FTY/DMSO wie sie in den
Untersuchungen von Miron und Kollegen (2010) und Norimatsu und Kollegen (2012)
nachgewiesen wurde, konnte in diesem Versuch nicht bestatigt werden. Im Gegensatz dazu,
fuhrte eine Behandlung mit in Liposomen eingekapseltem Clodronat zu einer verbesserten
motorischen Funktion der Hinterbeine nach erfolgter Rlckenmarkskontusion. Die
Ergebnisse von Popovich et al. (1999) konnten reproduziert werden auch wenn sich die
Behandlung nicht in der durchgefiihrten Blutanalyse wiederspiegelte.

Es sind noch viele Untersuchungen und das Zusammentragen medizinischer Informationen
von Studienergebnissen nétig, um letztendlich ein fir die Betroffenen und Behandelnden
zufriedenstellendes Ergebnis zu erzielen. Insgesamt stellt die Therapie der
Ruckenmarksverletzungen, insbesondere der Kontusionsverletzungen, die Forschung,
durch die Komplexitat des ZNS, der Vorgange auf Zellebene, den Einfluss der Umgebung

sowie die Abhangigkeit von individuellen Faktoren, dem Zugang zur medizinischen
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Versorgung mit schnellem Therapiebeginn und zu addquaten Behandlungsmadglichkeiten,
weiterhin vor gro3e Schwierigkeiten.

Ein Ansatzpunkt fur neue Forschungsziele kdnnte in der Beeinflussung der primaren
Granulozytenantwort sowie der Granulozyten im weiteren zeitlichen Verlauf nach einem
Trauma liegen, denn die mit Clodronat/Liposom behandelten Versuchsgruppen bzw.
insbesondere die kombiniert behandelte Versuchsgruppe zeigte einen deutlichen Anstieg
der Granulozytenpopulation in der zweiten postoperativen Woche. Die motorische Funktion
dieser Versuchstiere in den Verhaltenstests war signifikant erhéht.

Ein anderer vielversprechender Aspekt scheint die gegenseitige Beeinflussung von
Makrophagen und Chondroitinsulfat-Proteoglykanen zu sein, denn die Behandlung mit
Clodronat =zeigte in der Immunfluoreszenzfarbung eine verminderte Anzahl der
chondroitinsulfathaltigen Proteoglykane im Bereich der Lasionsstelle. Dadurch kénnte zum
einen die Migration von M2-Makrophaghen erleichtert (Kigerl et al., 2009), und zum anderen
eine vermehrte Einwanderung von Oligodendrozyten in die Lasionsstelle erfolgen

(Kuboyama et al., 2017), welche zu einer verstarkten Remyelinisierung fliihren kann.
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