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Einleitung 1

1  Einleitung

1.1 Allgemeines

1.1.1 Epidemiologie”*

In den vergangenen 20 Jahren ist die Anzahl der rickenmarksverletzten
Patienten leicht angestiegen. Erlitten in Deutschland im Jahr 1980 rund 1000
Patienten eine Rickenmarksverletzung, so geht eine Statistik aus dem Jahr
2000 von  mindestens 1500  Uberwiegend mannlichen  (70%)
querschnittsgelahmten Patienten im Jahr aus. Der Altersgipfel fur eine
Querschnittsverletzung liegt zwischen dem 20. und 30. Lebensjahr.

In einer zehnjahrigen Studie Uber die Ursachen einer Riickenmarksverletzung
nehmen die Verkehrsunfélle in den Jahren 1976 bis 1986 mit 40% den ersten
Rang ein. Sportunfalle (4%) und Gewaltverbrechen (1%) sind in diesem
Zeitraum auf den letzten Platzen zu finden. In aktualisierten Statistiken von
2000 und 2001 fuhren die Verkehrsunfalle mit 50% weiterhin die Ursachenliste
an, jedoch haben sportbedingte Unfalle und Gewaltverbrechen mit Anteilen bis
zu 25% deutlich zugenommen.

Unter anderem lasst sich diese Entwicklung mit der zunehmenden
Motorisierung der Gesellschaft erklaren. Dartber hinaus ist zu beobachten,
dass immer mehr junge Menschen unfalltrachtige Freizeit- und Sportaktivitaten
wie beispielsweise Gleitschirmfliegen oder Skifahren betreiben, die im Falle
eines Unfalls zu einer Ruckenmarksverletzung flhren kdnnen. Die
guerschnittsgelahmten Patienten sind insbesondere nach ihrem langen
Krankenhausaufenthalt in der Regel auf Medikamente, pflegerische und
arztliche Uberwachung sowie therapiebegleitenden MalRnahmen dauerhaft
angewiesen. Die kostenintensive rickenmarksverletzte Patientengruppe nimmt,
wegen ihrem progressiv wachsenden Anteil am gesamten Patientenkollektiv,
auch in finanzpolitischen Fragestellungen eine immer gréRer werdende Rolle

ein.
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1.1.2 Uberblick Gber die Anatomie und Funktion des Rickenmarks

Das Rickenmark, das eingeschlossen in seinem kndchernen Wirbelkanal vom
Gehirn bis zur Hohe des ersten Lendenwirbelkérpers verlauft, stellt die
informative Verbindung zwischen dem Gehirn (Kortex) und dem Korper dar. Es
wird zusammen mit dem Kortex als das Zentrale Nervensystem (ZNS)
bezeichnet. Das Rickenmark gliedert sich in eine graue, innenliegende,
schmetterlingsformige Substanz und eine sie umgebende weil3e Substanz. In
der weil3en Substanz verlaufen die myelinisierten Nervenfasern, so genannte
Axone (Fortsatze einer Nervenzelle) als afferente (zum Kortex aufsteigende)
wie auch efferente (vom Kortex absteigende) Leitungsbahnen (Tractus,
Fasciculus). Die Ummantelung der Axone mit Myelin dient der schnelleren
Ubertragung der Nervenimpulse. Die Nervenzellen mit ihrem Zellkern liegen
hingegen innerhalb der grauen Schmetterlingsfigur, bei der das ,sensible®
Hinterhorn vom ,motorischen” Vorderhorn unterschieden wird. Am Hinterhorn
wird die Mehrzahl der aus der Peripherie kommenden ersten sensiblen
Neurone auf das zweite sensible Neuron, das in Richtung Kortex zieht
weitergeschaltet. Das erste Motoneuron entspringt im Kortex und verlauft als
Tractus corticospinalis, bevor es auf der entsprechenden Segmenthéhe im

Vorderhorn auf das zweite Motoneuron zur Muskelinnervation verschaltet wird.

Afferente Bahnen:

I: Fasciculus gracilis

I Fasciculus cuneatus

[I: Tractus spinothalamicus lateralis

IV: Tractus spinocerebellaris
V: Tractus spinothalamicus
ventralis

Efferente Bahnen

VI: Tractus corticospinalis ventralis
VII: Tractus rubrospinalis
VIII: Tractus reticulospinalis
Abbildung 1: schematische Darstellung des Rickenmarks; IX: Tractus VESt_lbUIO?’pmaI|S .
. o ) X: Tractus corticospinalis anterior
Gliederung am Beispiel eines Motoneurons (rot) und einer S
XI: Tractus tectospinalis

sensiblen Nervenbahn (blau)
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Zur Kommunikation zwischen dem Gehirn und seiner Peripherie verlassen 31
Nervenpaare das Ruckenmark, mit deren Hilfe eine Vielzahl unserer
Korperfunktionen gesteuert werden. Die Nervenbahnen dienen unter anderem
der Ubermittlung von Bewegungsimpulsen und der Steuerung innerer Organe,
aber auch der Meldung von sensorischen Impulsen wie Schmerz oder

Temperatur und sind maf3geblich am Reflexgeschehen beteiligt.

1.2 Die Ruckenmarksverletzung

1.2.1 Der primare Verletzungsmechanismus

Bei einer Ruckenmarksverletzung, die in der Regel mit einer Traumatisierung
des knochernen Bewegungsapparats einhergeht, kommt es unmittelbar im
Rahmen des Verletzungsmechanismus zu einem mechanischen Schaden des
Ruckenmarks. Als Verletzungsfolge ergibt sich je nach Gewalteinwirkung eine
Ruckenmarks -mazeration (Uberdehnung), -lazeration (Schnittverletzung),
-kontusion (Quetschung), oder es kommt zum Abriss des Riickenmarks®.

Abbildung 2*: kernspintomographische Darstellung einer

Rickenmarksverletzung mit Wirbelfraktur und bestehender

Deformation der Halswirbelsaule
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Je nach Schweregrad der Traumatisierung fuhrt die initiale mechanische
aulBere Gewalteinwirkung zu einem inkompletten bis hin zum kompletten
Verlust von Motorik und Sensorik unterhalb der Verletzungsebene. Im Rahmen
dieses Verletzungsgeschehens werden die Neurone direkt geschadigt. In Folge
dessen, da die verletzten Nervenzellen und Axone des Zentralen
Nervensystems im adulten Rickenmark nicht mehr in der Lage sind, sich
vollstandig zu regenerieren, fuhrt dies zu ihrem Untergang”**®%. Ein
Kennzeichen fur den primaren Verletzungsmechanismus ist die &ul3ere
Gewalteinwirkung mit ihren darauf haufig folgenden lokalen Deformierungen
und einer daraus resultierenden Kompression des Ruckenmarks. Um ein
Ausdehnen der Rickenmarkschadigung durch die bestehende Kompression zu
verringern und die Funktion nicht geschadigter Anteile zu erhalten, wird zum
frihest moglichen Zeitpunkt die operative Stabilisierung zur Wiederherstellung
der physiologischen anatomischen funktionellen Wirbelsaulenstatik angestrebt.
Das operative Vorgehen fuhrt zu einer Entlastung der geschadigten Strukturen,
was die Erholung der Funktionen des Rickenmarks erleichtern soll. Erganzend
sollen Spatschaden durch bestehende Instabilitditen unterbunden werden, die
zu einer fortschreitenden Beeintrachtigung des Krankheitsbildes fihren

kénnen®.

Abbildung 3*: Abbildung 4*:
rontgenologische Darstellung der operativen Stabilisierung der Wirbelfraktur in zwei aufeinander senkrecht stehenden
Abbildungsebenen
* Mein freundlicher Dank gilt Herrn Oberarzt Dr. A. Badke der Berufsgenossenschaftlichen Unfallklinik Tubingen, fur die

Uberlassung des réntgenologischen und kernspintomographischen Bildmaterials.
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1.2.2 Der sekundare Verletzungsmechanismus

Bereits 1911 wurde ein  Sekundarmechanismus infolge  einer
Ruckenmarksverletzung, der zum Fortschreiten und zur Ausdehnung der
Verletzung fiihrt, beobachtet®®. Diese Erkenntnis weckte zwangslaufig ein
erhohtes Interesse an der Identifikation dieses Zweitgeschehens nach einer
Querschnittsverletzung. Uber Jahre hinweg konnten bereits eine Vielzahl von
pathophysiologischen Effekten nachgewiesen werden, die aufgrund ihrer engen
Verknupfung miteinander allesamt zur Progression der Verletzung fihren. Die
gegenwartige Literatur zeigt deshalb bereits eine Vielzahl von Effekten und
Mechanismen im Rahmen des sekundaren Verletzungsmechanismus nach
einer Ruckenmarksverletzung auf. Charakterisiert und identifiziert wurden
bisher unter anderem systemische Effekte mit kurzzeitigem Anstieg von Puls
und Blutdruck mit anschlielend lang anhaltender Depression ebenso ist eine
Hypoxie und Hyperthermie zu beobachten® ™. Der Verlust der Autoregulation
mit einer Reduzierung des Blutflusses und Vasospasmen mit Thrombenbildung,
aber auch Blutungen in die graue Substanz des Riuckenmarks konnten als
lokale vaskulare Effekte charakterisiert werden®™. Die daraus resultierende
Nahrstoffminderversorgung des Gewebes tragt zusatzlich zu dessen Untergang
bei. Eng mit diesem Geschehen verbunden ist die Entwicklung eines Ortlichen
Odems®™™. Aufgrund der traumatischen und ischamisch bedingten
Zellschadigung kommt es im Rahmen der Sekundarverletzung zu
Elektrolytverschiebungen, die durch eine intrazellulare Erh6hung von Natrium,
Kalzium und Kalium gekennzeichnet sind**™. Die massive Glutamatfreisetzung
verletzter Neurone fiihrt zur Uberdosierung des exzitatorisch wirkenden
Neurotransmitters an den noch intakten Synapsen’™. Diese Ubererregung fiihrt
Uber weitere Aktivierungskaskaden letztlich zum Zelltod und zum Untergang
von primar unverletzten Neuronen™™. Beobachtet wird darliber hinaus die
vermehrte Freisetzung von Katecholaminen und Arachidonséure sowie eine
gesteigerte Produktion von Lipidperoxidase und Prostaglandinen™.

Durch die Schadigung der Zelle kénnen die mitochondrialen
Elektronentransportwege beeintrachtigt werden, wodurch es zu einer
unkontrollierten und gesteigerten Freisetzung von freien Radikalen kommt, die
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die zelleigenen Fahigkeiten der Neutralisation (Superoxid Dismutase, Katalase,
Peroxidase, Radikalfanger, Vitamin E und Ascorbin-Saure) Ubersteigt®®. Diese
hochreaktiven Molekile tragen bevorzugt an der lipidhaltigen Zellmembran zur
Lipidperoxidation mit subsequenter Radikalbildung bei. Dadurch wird die Zelle
permeabler und in ihrer Integritat sowie Funktion so stark beeintrachtigt, dass
dies zum Funktionsverlust und Absterben der Zelle fuhrt*®*™”  Die
Lipidperoxidation ist ein raumlich fortschreitender Prozess, der auch intakte
Zellen ergreift und zerstort. Akut rickenmarksverletzte Patienten bekommen
deshalb bis maximal acht Stunden nach dem Trauma eine immunmodulatorisch
wirksame,  standardisierte  Glukokortikoid-Therapie  (Methylprednisolon,
Urbason®) Uber 24 Stunden verabreicht. Das hochdosierte (30 mg / kg /
Korpergewicht in der ersten Stunde und anschlieRend 5,4 mg / kg
Korpergewicht / Stunde Uber 23 Stunden hinweg) immunsuppressive
Medikament verbessert die neurologische Regenerationsfahigkeit unter
anderem durch die Hemmung der Lipidperoxidation, der Entzindung, der
Odembildung und der Ischamie®®**.  Unter rein  pathologischer
Betrachtungsweise ist ein Abriss des Axolemms durch die Traumatisierung des
Rickenmarks zu erkennen’™. Durch diesen Vorgang schwellen die Axonstimpfe
an und degenerieren™. Darlber hinaus wird die Myelin-Scheide traumatisiert,
aufgrund dessen eine Demyelinisierung der betroffenen Strukturen zu
beobachten ist. Dieser insbesondere in caudaler Richtung zu beobachtende
Prozess im Ruckenmark, lasst sich mit der Waller-Degeneration eines
kontinuitatsverletzten peripheren, distalen Nervenstumpfes vergleichen™.
Unabhangig von dem sich begleitend entwickelnden Sekundéarschaden fuhrt die
Traumatisierung der empfindlichen Strukturen des Rickenmarks innerhalb
weniger Stunden zu einer nekrotisierenden Erweichung mit resultierendem

Zelltod des nervalen Gewebes am Lasionsort.
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1.3 Die Entziindung

1.3.1 Die allgemeine Entziindungsantwort®

Als Reaktion des Organismus entwickelt sich in Folge einer initialen Verletzung
eine Entzindung, welche der Beseitigung des auslosenden Reizes und der
Wiederherstellung der Integritdit der geschadigten Strukturen dient.
Insbesondere die im Rahmen des Zweitgeschehens aufflammende
Entzindungsantwort auf eine Ruckenmarksverletzung spielt aufgrund ihrer
differenten Funktionen und der Eigenschaften der beteiligten Zellpopulationen
(besonders die der weiRen Blutzellen, so genannte Leukozyten) eine
entscheidende Rolle, die das neurologische Regenerationspotential, je nach
vorherrschender entztindlicher Komponente, mal3geblich beeinflussen kann.
Eine Entzindung ist durch eine Vielzahl von Wechselwirkungen
gekennzeichnet und bedarf einer feinen Abstimmung von
entztindungsférdernden und antiinflammatorischen Faktoren. Das komplexe
Geschehen einer Entziindung besteht nicht nur aus einer lokalen Reaktion des
beeintrachtigten Gewebes, sondern es lassen sich auch eine Vielzahl von
systemischen Effekten wie beispielsweise veranderte Syntheseaktivitdten der
Leber, plasmatische Veranderungen mit Elektrolytverschiebungen und
vermehrter Eiweil3konzentration sowie zellulare quantitative Veranderungen in
Verbindung mit Fieber, Schmerzen und Schockzustdnden erkennen. Eine
Entzindung zeigt grundsatzlich denselben Ablauf, der sich aus drei
ineinandergreifenden Teilprozessen, der Alteration, der Exsudation und der
Proliferation, zusammensetzt.

Die Alteration bezeichnet die vaskuldren Veradnderungen im Laufe einer
Entzindungsreaktion, die das Anfluten und eine Infiltration der Leukozyten
(Gesamtheit aus Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten) erlaubt. Die
vermehrte Einschleusung der zellularen Komponenten der Entztindung wird als
Exsudationsphase bezeichnet, an deren erster Stelle die Entziindungszellen
(Granulozyten und Monozyten) gefolgt von den Effektorzellen (Lymphozyten)

stehen.
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Die abschlieBende Proliferationsphase geht dann mit weiterer Zellbesiedlung

einher und fuhrt schliel3lich zur Bildung von Narbengewebe.

1.3.2 Die zellularen Elemente der Entziindungsantwort'*

Eine Vielzahl verschiedener Zellpopulationen wie Granulozyten, Monozyten,
Lymphozyten aber auch Plasmazellen, Fibroblasten und Endothelzellen
beteiligen sich am reaktiven Geschehen einer Entztindung.

Die vorliegende Studie beschaftigt sich mit der zellularen Reaktion des
angeborenen und des erworbenen Immunsystems auf  eine
Ruckenmarksverletzung im Blut, dem vorgeschalteten Kompartiment des
Ruckenmarks. Dieses Kompartiment stellt das Kontingent fir die in die Lasion
einwandernden Entziindungszellen dar.

Den angeborenen, entwicklungsgeschichtlich alteren, unspezifischen, priméar
aktivierten Teil des Immunsystems bilden die Granulozyten und die Monozyten /
Makrophagen. Diese Zellen verfligen tber die wichtige Funktion zur Aufnahme
von Fremd- und Eigenmaterial und mittels lysosomaler Enzyme auch Uber die
Fahigkeit zum Abbau derselben. Dieser Prozess wird als Phagozytose
bezeichnet. Daruber hinaus sezernieren die Uberwiegend neutrophilen
Granulozyten und Monozyten am lokalen Entzindungsherd in Folge ihrer
Aktivierung so genannte Mediatorsubstanzen, die den weiteren
Entzindungsprozess initieren sowie die Kommunikation und Steuerung
zwischen den Zellen gewahrleisten.

Den erworbenen, historisch jungeren adaptiven (spezifischen) Teil der
Immunreaktion  verkdrpern die lymphozytaren Zellpopulationen. Die
Lymphozyten als die zweitstarkste Population mit nahezu 30% Anteil an den
Leukozyten entwickeln sich aus einer gemeinsamen Vorlauferzelle, die sich
dann in einen B-Lymphozyten oder T-Lmyphozyten ausdifferenziert. Die adulten
Lymphozyten sind in der Lage, antigene Oberflachenstrukturen zu detektieren

und zellspezifisch darauf zu reagieren.
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1.4 Die Zellphysiologie des angeborenen Immunsystems

1.4.1 Die Granulozyten™*

Zu Beginn der Entzindung bedarf es zunéchst einer Permeabilitatssteigerung
der Kapillarwande, um so eine Granulozyteninfiltration in das geschadigte
Gewebe zu gewahrleisten. Die Funktion der Granulozyten beschrankt sich
hierbei nicht nur auf ihre phagozytierende Fahigkeit, sondern auch auf die
Moglichkeit der extrazellularen Freisetzung proteolytischer Enzyme, sowie der
Sekretion von Mediatoren. Die Granulozytensubpopulationen lassen sich
anhand der unterschiedlichen histologischen Anfarbbarkeit ihrer Granula in
neutrophile, eosionphile und basophile Zellen unterteilen.

Die Neutrophilen, als zahlenmal3ig stéarkste Fraktion innerhalb der
Granulozytenpopulation, machen ca. 50 bis 70% der Gesamtleukozyten aus
und stehen deshalb sofort in groRer Zahl zur Verfigung. Sie erreichen bereits
in der frihesten Phase der Entziindung als erste inflammatorische Zellen das
lasionale Gewebe. Neutrophile setzen neben ihrer vordergrindigen
Phagozytoseleistung zusatzlich vorwiegend proinflammatorische Zytokine und
bioaktive Lipide frei.

Der Anteil der eosinophilen Granulozyten innerhalb der gesamt granulozytéren
Population wird mit etwa 2% beziffert. Im Vergleich zu den Neutrophilen ist ihre
Phagozytoseleistung geringer, dafur verfigen sie aber Uber eine deutlich
ausgepragtere Syntheseleistung von entziindungsbeeinflussenden Mediatoren.
Die Eosinophilen haben eine groRBe Bedeutung aufgrund ihrer
Leukotrienproduktion besonders beim Asthma bronchiale als auch beim Schutz
vor einer Infektion von nicht phagozytierbaren Mikroorganismen.

Die basophilen Granulozyten stellen mit etwa 0,5% den kleinsten Anteil unter
den Granulozyten dar. In ihren Granula sind vorwiegend Histamin und
Leukotriene  gespeichert, weshalb sie eine zentrale Rolle bei
Uberempfindlichkeitsreaktionen wie beispielsweise bei der allergischen Rhinitis
einnehmen.

Die aufgrund eines Reizes hervorgerufene physiologische Rekrutierung der

vorwiegend neutrophilen Granulozyten dient zunachst der notwendigen
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Entfernung von Zelltrimmern sowie der Sauberung der verletzten Region, das

als Voraussetzung fur die Wundheilung angesehen wird.

1.4.2 Die lasional parenchymale Granulozytenantwort nach einer
Ruckenmarksverletzung
Die Neutrophilen sind die Zellen, die am frihesten am L&sionsort anzutreffen
sind. Sie beginnen nekrotisches Material abzubauen und die weiteren
Entzindungsreaktionen zu initiieren. Die Freisetzung von Mediatoren bewirkt
eine erhdhte Expression von endothelialen Adhasionsmolekile fur Leukozyten.
Die sich daraufhin anhaftenden neutrophilen Granulozyten kdnnen auf diese
Weise zum progressiven Endothelschaden beitragen™. Darliber hinaus ist
bekannt, dass die neutrophilen Granulozyten im Rahmen ihres ,respiratory
burst” freie Radikale ausschleusen, die unter dem Einfluss der Myeloperoxidase
die Lipidperoxidation von neuronalen und glialen Zellmembranen sowie Myelin
weiter vorantreiben®®,
Zusatzlich verfigen die Neutrophilen Uber zellschadigende Elastase, die zum
Erweichen der umgebenden zellularen Strukturen fuhrt™.
Die Einschleusung der Granulozyten dient wie beschrieben anfanglich der
physiologischen Reinigung der verletzten Strukturen. Fatalerweise fuhrt die
Anheftung, die Produktion der freien Radikale und Sekretion der Elastase von
den Neutrophilen jedoch auch zu einer progressiven Verschlechterung und
Ausdehnung der initialen Verletzungsfolge im Rahmen des Sekundéarschadens

nach einer Ruckenmarksverletzung.

1.4.3 Die Monozyten***’

Die Monozyten, aus derselben Vorlauferzelle wie die Granulozyten
hervorgehend, stellen mit etwa 5% die drittgrof3te Population der Leukozyten im
Blut dar. Sie Ubertreffen die Phagozytoseleistung der oben beschriebenen
neutrophilen Granulozyten um ein Vielfaches. Ist das zu phagozytierende
Objekt zu grof3, so kbnnen die Monozyten mittels zytotoxischer Substanzen das
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Material zerkleinern und beseitigen. Die sich im Reifungsprozess befindlichen
Monozyten gelangen nach ihrer Synthese aus dem Knochenmark ins Blut, wo
sie fur zwei bis drei Tage im Kreislauf zirkulieren. Nach ihrem Aufenthalt im
hamatologischen Kompartiment wandern die Monozyten bevorzugt in
geschadigtes Parenchym ein, um sich dort zum adulten ortsstandigen
Makrophagen auszudifferenzieren. Im ZNS werden sie dann als Mikroglia
bezeichnet.

Die vielfaltigen Eigenschaften der Monozyten / Makrophagen ergeben sich
unter anderem aus der Antigenprasentation auf ihrer Zelloberflache, der
Phagozytose und der weitlaufigen Produktion und Sekretion einer hohen Anzahl
von Mediatoren. Von den morphologisch grof3ten Zellen werden beispielsweise
Zytokine, Zytokininhibitoren, Enzyme, Koagulationsfaktoren,
Komplementkomponenten, reaktive Sauerstoffmetaboliten, Arachidonsaure-
Stoffwechselprodukte und Plasmaproteine freigesetzt.

Damit nehmen die Monozyten / Makrophagen direkten und indirekten Einfluss
auf eine beachtliche Reihe von entziindungsmodulatorischen Faktoren. So wird
auf Mikroorganismen durch Phagozytose und durch die Freisetzung von
Mediatoren auf die Immunmodulation Einfluss genommen. Mit Hilfe der
einsprossenden Revaskularisierung und Fibroblastenaktivierung vermitteln die
Monozyten / Makrophagen die Gewebereparatur, sowie mit den von ihnen
freigesetzten Sekreten die Wundheilung. Die Beeinflussung der Hamostase
geschieht mittels der sezernierten Koagulationsfaktoren. Eine entscheidende
Aufgabe uUbernimmt diese Entitdt durch Autoantigenprasentation im Rahmen
von Autoimmunprozessen.

Die Monozyten / Makrophagen mit ihrer hohen Phagozytose- und
Sekretionskapazitat sind deshalb unverzichtbar fur die Wiederherstellung der
Integritat von verletztem Gewebe. Sie stellen das Bindeglied zwischen der
angeborenen und adaptiven Immunantwort dar, da sie in der Lage sind, nicht
nur Uber Mediatoren die Zellen der adaptiven Immunreaktion zu aktivieren,

sondern ihnen gleich ein Antigen auf der Zelloberflache zu prasentieren.
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1.4.4 Die lasional parenchymale Monozytenantwort nach einer
Ruckenmarksverletzung
Die Monozyten l6ésen gemald dem allgemeinen Entzindungsverlauf die
Granulozyten in der Lasion ab, um dort fir das weitere Abrdumen von
Zelltrtmmern und die Reinigung der Lasion zu sorgen*®*>°,
Ein Teil ihrer ausgeschleusten Sekrete, wie TNFo (Tumor Nekrose Faktor
alpha) und IL-1 (Interleukin-1), die im Rahmen der Entziindung produziert und
sezerniert werden, haben eine gewebsschadigende Wirkung auf Neurone, Glia
und Myelin des Rickenmarks**?**?, Dadurch ist ein weiterer Zelluntergang und
eine fortschreitende Demyelinisierung zu beobachten, die die nekrotisierende
Aushohlung und fortschreitende Phagozytose von anfallendem Zellschrott
weiter vorantreibt'®.
Eine bei den Granulozyten vorkommende Fahigkeit, hochreaktive
Sauerstoffradikale freizusetzen, ist auch bei den Monozyten / Makrophagen
bekannt®®®>. Die freien Radikale treiben ihrerseits die Lipidperoxidation von
Zellmembranen weiter voran. Mit diesen Eigenschaften beteiligen sich die am
starksten  phagozytierenden  Zellen am  progressiv  destruierenden
Sekundarprozess nach einer Riickenmarksverletzung®.
Im Widerspruch dazu stehen Untersuchungsergebnisse, die besagen, dass
aktivierte Monozyten / Makrophagen einen Beitrag zur Regeneration von
verletzten Strukturen des Ruckenmarks leisten konnen>*%®, Beispielsweise
das von aktivierter Mikroglia freigesetzte Plasminogen und TGF-f1
(Transforming Growth Factor B1) kénnen dem Uberleben von neuronalem
Gewebe dienen*'.
Zusatzlich sind Makrophagen in der Lage, eine Vielzahl von Mitgliedern der
NGF (Nerve Growth Factor) Familie selbst zu sezernieren und Uberdies nicht
neuronale Zellen zur Produktion derer anzuregen®.
Die physiologische Rekrutierung der stark phagozytierenden Monozyten ist fur
die Reinigung des Entzindungsherdes als Vorbereitung zur Wundheilung
unerlasslich®.  Unglicklicherweise (ben manche Sekrete eine zelltoxische
Wirkung auf die nervalen Strukturen aus, weshalb es zur VergréRerung des

urspringlichen Schadens kommt.
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Aufgrund der Mediatorenfreisetzung und der Antigenprasentation durch die
Zellen des unspezifisch phagozytierenden Systems kommt es im Verlauf der
Entzindung unvermeidbar zur Aktivierung der adaptiven lymphozytaren

Immunantwort.

1.5 Die Zellphysiologie des adaptiven Immunsystems

1.5.1 Die B-Lymphozyten®

Die B-Lymphozyten werden im Knochenmark gebildet und reifen nach
Stimulation durch Zytokine zur adulten, antikdrperproduzierenden und
immunkompetenten Zellpopulation heran.

Die B-Zellen erkennen Antigene durch deren Bindung an die
Oberflachenimmunglobuline. Die Detektion eines Antigens veranlasst den B-
Lymphozyten zur Proliferation und zur Produktion des Antikdrpers und zu
dessen Freisetzung (humorale Antwort).

Der sezernierte spezifische Antikdrper bindet sich daraufhin an sein
entsprechendes Antigen, um mit Hilfe des Komplementsystems den Antigen-
Antikdrper-Komplex zu eliminieren.

Die B-Lymphozyten produzieren durch somatische Hypermutation eine enorm
groRe Vielfalt an Antikdrpern gegen korperfremdes und autologes Gewebe,
wobei funf Klassen von Antikérpern, so genannte Immunglobuline (lg),
unterschieden werden: IgM, IgD, IgG, IgA und IgE.

Alle diese Immunglobuline setzen sich aus vier Polypeptidketten zusammen,
wobei man eine variable Region (spezifische Antigenbindungsstelle) von einer
konstanten Region unterscheidet. Innerhalb der letzteren Doméne liegt das
kristallisierbare Fragment, aufgrund dessen es zu einer unspezifischen Bindung

des Antikdrpers kommen kann.
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1.5.2 Die lasional parenchymale B-Lymphozytenantwort nach einer
Ruckenmarksverletzung

Mit der Infiltration der B- und T-Lymphozyten in die verletzte Region des
Ruckenmarks werden antigenwirksame Myelinstrukturen von den B-Zellen
erkannt, was mit der Aktivierung der Zelle einhergeht. Die B-Lymphozyten
werden gemeinsam mit den T-Lymphozyten aktiviert, da die T-Zellen auf die
Antigenprasentation durch die B-Zellen angewiesen sind. Nach einer
Ruckenmarksverletzung produzieren und sezernieren die B-Lymphozyten
Autoantikdrper beispielsweise gegen Myelin-assoziiertes-Glykoprotein (anti-
MAG) oder gegen Ganglioside (anti-GM1)*. Durch zusatzliche
Antigenprasentation auf ihrer Oberflache kommt es zur verstarkten Aktivierung
der T-Lymphozyten, welche wiederum die B-Zellen zur weiteren
Antikdrperproduktion stimulieren. Autoantikérper gegen das Glykoprotein fihren
zur fortschreitenden Demyelinisierung, wie sie aus Multiple-Sklerose-Studien
bekannt ist"***®""*, Das autoreaktive Immunglobulin gegen das Gangliosid fuihrt
zusatzlich zu einer Storung der lonenleitfahigkeit der neuronalen
Strukturen®® 7" Aufgrund der Sezernierung von Autoantikdrpern und der
Prasentation von koérpereigenen antigenen Strukturen konnen die B-

Lymphozyten den Sekundarschaden weiter ausweiten.

1.5.2 Die T-Lymphozyten®

Die T-Zell-Populationen erfahren ihre Ausreifung im Thymusgewebe und
dominieren mit etwa 70% den Lymphozytenpool. Sie sind zum einen fir das
Abtoten der antigenprasentierenden Zellen, zum anderen fur die Aktivierung
weiterer Immunreaktionen verantwortlich.

Nach der Aktivierung der T-Lymphozyten durch antigene Strukturen erfahren
diese eine weitere Differenzierung in zytotoxische T-Lymphozyten und in so
genannte T-Helferzellen, aus denen sich T-Gedachtniszellen und je nach
vorherrschendem Zytokinmillieu sich eine Tyl- oder Tu2- Zelle entwickelt

(zellulare Antwort).
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Die zytotoxische Wirkung wird durch die Ausschuttung lytischer Granula erzielt,
die in der Zielzelle den programmierten Zelltod auslost.

Unter anderem zur Vermeidung der Eigenschéadigung von gesundem
autologem Gewebe erfahren die T-Lymphozyten im Verlauf ihrer Entwicklung
die so genannte klonale Selektion. Dieser Prozess eliminiert die T-Zellen, die
sich gegen die korpereigenen Strukturen richten.

Die Tyl-Zellen vermitteln Uber eine weitere Makrophagenaktivierung sowie
durch die Sekretion zusatzlicher Mediatoren das Aufrechterhalten der
Entziindungsreaktion.

Die Ty2-Zellen sind wichtig, weil sie die B-Lymphozyten zu weiterer
Antikorperproduktion anregen und zusatzlich eine Vielzahl von Interleukinen
produzieren, welche die proinflammatorische Wirkung der Tyl-Lymphozyten
unterdriicken kdnnen.

Die gesamten T-Zell-Subpopulationen sind aufgrund der Ausschleusung ihrer
Produkte in der Lage miteinander zu kommunizieren, um sich gegenseitig zu
initiieren oder zu subprimieren.

Die T-Lymphozyten benétigen, um das Antigen zu erkennen, die Hilfe so
genannter Antigen prasentierender Zellen. Diese Zellen bieten antigene
Strukturen  auf  ihrer  Zelloberfliche in  Assoziation mit dem
Haupthistokompatibilitatskomplex (Major Histocompatibility Complex, MHC) dar.
Aufgrund der zelldestruierenden Komponente und der Freisetzung
unterschiedlicher Mediatoren erfillen die T-Lymphozyten sowohl Aufgaben der

zellularen als auch der humoralen Immunantwort.

1.5.4 Die lasional parenchymale T-Lymphozytenantwort nach einer
Ruckenmarksverletzung

Gemall dem zeitlichen Verlauf der Entzindungsreaktion wandern die

Lymphozyten angelockt durch Monozyten / Makrophagen in den

Verletzungsherd ein, wo sie akkumulieren, um ihre zytotoxischen und

immunregulatorischen Aufgaben wahrzunehmen®**’.

Nach einer Ruckenmarksverletzung, die in der Mehrzahl der Félle eine

aseptische Verletzung darstellt, werden den Antigenrezeptoren der T-
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Lymphozyten durch die MHC-Komplex tragende Zellpopulation kdrpereigene
Zellfragmente prasentiert, weshalb autoaggressive T-Zellen aktiviert werden
konnen. Daruber hinaus ist bekannt, dass nicht alle autoreaktiven T-
Lymphozyten eliminiert werden, so dass ein kleiner Teil von ZNS reaktiven T-
Lymphozyten sowie gegen basisches Myelin Protein (MBP) gerichtete reaktive
T-Zellen auch im gesunden Organismus existieren***®

Die aktivierten autoreaktiven T-Lymphozyten sind in der Lage, die Monozyten /
Makrophagen direkt mit Hilfe sezernierter Zytokine zu beeinflussen, weshalb
ihnen eine destruierende Komponente mit Axonschadigung, Demyelinisierung
und folglich erweitertem Funktionsverlust nachgewiesen werden konnte®®*,
Autoreaktive, lasionale T-Lymphozyten weisen zusatzlich eine neuroprotektive,
jedoch insuffiziente Funktion auf, die den Sekundarschaden einddmmen

kbnnen28,45,64,78

1.6 Die Zellphysiologie der Antigen prasentierenden Zellen

1.6.1 Der MHC-Komplex®

Samtliche Reaktionen der T-Lymphozyten sind auf die Wechselwirkungen mit
dem Haupthistokompatibilitditskomplex der Zielzelle zurickzufuhren. Die T-
Zellen erkennen ihre Zielzelle nur durch die Prasentation von antigenen
Peptidfragmenten, die in einem neusynthetisierten MHC-Molekul verankert und
auf der Membranoberflache von Antigen prasentierenden Zellen dargeboten
werden. Das MHC-Molekul wird vorwiegend auf der Oberflache von B-
Lymphozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen zur Antigenprasentation
exprimiert. Nach der Detektion einer Antigen prasentierenden Zelle durch einen
T-Lymphozyt wird dieser aktiviert, um seine biologische Funktion entfalten zu
konnen.

Das MHC-Molekul ist in zwei unterschiedlichen Formen bekannt. Die
zytotoxischen T-Lymphozyten gehen Gberwiegend mit dem MHC I-Komplex, auf
dessen Oberflache antigene Proteinfragmente aus dem Zytosol préasentiert

werden, eine Bindung ein. Die Ausschuttung zelllytischer Substanzen der
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zytotoxischen T-Zelle verursacht daraufhin eine Schadigung der Zellmembran,
womit diese Zelle abgetdtet wird.

Die Tyl- und Ty2- Zellen erkennen den aus intrazellularen Vesikeln
stammenden Antigenfragmente préasentierenden MHC II-Komplex. Die Bindung
der Tyl- und Ty2- Lymphozyten an den MHC II-Komplex bewirkt daraufhin eine

zusatzliche Aktivierung von Makrophagen und B-Lymphozyten.

1.6.2 Die lasional parenchymale Antwort der MHC II*-Population nach
einer Ruckenmarksverletzung
Nach  einer  Ruckenmarksverletzung kommt es  aufgrund des
proinflammatorischen Mikromilieus zur vorwiegend in B-Lymphozyten,
Makrophagen und Mikroglia vermehrten Neusynthese von MHC II-Molektlen
und deren Verankerung auf der Zelloberflache. Die erhdhte Expression der
MHC-Molekule dient als Aktivierungssignal fur weitere Entziindungszellen und
wird als Indikator fur die Aktivitat der zellularen immunologischen Kompetenz
angesehen.
Aufgrund der Tatsache, dass Myelindebris und Makrophagen flr lange Zeit am
Verletzungsort persistieren®, ist davon auszugehen, dass vergleichbar mit der
autoreaktiven Multiplen-Sklerose, die erhdhte Expression der MHC 1l-Molekile
die progressive Demyelinisierung und Verletzungsausdehnung durch
Aktivierung der Myelin reaktiven T-Lymphozyten weiter vorantreibt®.
Die direkte Antigenprasentation fur naive und ZNS-Antigen-spezifische-T-
Lymphozyten kann die Expansion der autoreaktiven T-Zellen veranlassen und
somit den Beginn einer Autoimmunerkrankung charakterisieren®. Fur die
Entwicklung einer T-Zell vermittelten Autoimmunreaktion stellt somit die

MHC-Komplex tragende Zellpopulation einen essentiellen Faktor dar.
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1.6.3 Die dendritischen Zellen*

Die dendritischen Zellen gehen aus derselben Vorlauferzelle hervor wie die
Monozyten, weshalb sie zum mononuklearen Differenzierungszweig gerechnet
werden. Die sich im Blut befindlichen dendritischen Zellen stellen, den
Monozyten ahnlich, eine noch nicht voll ausdifferenzierte Population dar. Sie
weisen eine hohe Motilitat auf, und man findet sie nach dem Auswandern aus
dem GefalRsystem in allen Organen. Im ZNS sind sie phanotypisch mit der
Mikroglia zu vergleichen®.

Die dendritischen Zellen, mit ihrem 0,5% Anteil an den monozytaren
Populationen, kdnnen starker als die Monozyten und B-Lymphozyten die naiven

T-Lymphozyten zur Proliferation anregen.

1.6.4 Die lasional parenchymale Antwort der dendritischen Zellen nach
einer Riuckenmarksverletzung

Die dendritischen Zellen wandern angelockt durch die Entziindungsmediatoren
in die verletzte Region ein. Insbesondere die noch unreifen dendritischen Zellen
sind in hohem Mal3 zur Phagozytose befahigt. In Anwesenheit von Zytokinen
und nekrotischem Gewebe differenziert sich die jugendliche dendritische Zelle
zur adulten Zelle aus. Die reife dendritische Zelle erhoht sehr stark ihre
Expression des MHC-Komplexes auf ihrer Zelloberflache, so dass ihr eine
potente Funktion bei der Antigenprasentation zukommit.

Sie bieten naiven und bereits Antigen-spezifischen-T-Lymphozyten
Autoantigene an, welche die T-Zell vermittelte Demyelinisierung weiter

ausdehnt®“®,

1.7 Die Zellphysiologie der Semaphorine

1.7.1 Das Semaphorin 4D
Zur Familie der Semaphorine werden Proteine gezahlt, die an ihrem Aminoende

eine konservierte Sequenz von 500 Aminosauren (vorwiegend Cystein), der so
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genannten Sema-Domane, aufweisen. Durch die ldentifikation zusatzlicher
Aminosauren innerhalb des Proteins teilen sich die Semaphorine in acht
Klassen auf. lhre Wirkung Uben sie als transmembrandse Proteine vor Ort,
beziehungsweise als losliche sezernierte Molekule Uber eine grof3ere
Entfernung, aus®**%°*°,

Die Semaphorine sind zur Axonlenkung befahigt und Ubernehmen als so
genannte ,Guidance“-Molekile eine wesentliche Rolle bei der embryonalen
Entwicklung neuronalen Gewebes. Sie Uben ihre Wirkung einerseits tber Axon
anziehende, andererseits auch Axon abstol3ende Effekte aus, um den
embryonalen proliferativen Nervenstumpf in die entsprechende Richtung zu
lenken®®*. Im erwachsenen Nervensystem werden die Guidance-aktiven
Molekile dann im Gleichgewicht zwischen wachstumshemmend und
wachstumsférdernd gehalten®.

Zusatzlich zur Aufgabe bei der neuronalen Embryogenese wird Semaphorinen
eine Rolle bei der Angiogenese, Vaskularisation sowie beim Fortschreiten von
Karzinomen zugeschrieben®.

Darlber hinaus ist das Semaphorin 4D (Sema 4D), synonym zum humanen
CD 100, als einziges bisher bekanntes humanes ,Guidance“-Molekll in der
Lage, das Immunsystem zu beeinflussen®®****®  Der transmembranose
Oberflachenmarker (Sema 4D) wird innerhalb der h&matogenen Populationen
Uberwiegend auf T-Lymphozyten, schwach auf B-Zellen, Monozyten und

Granulozyten exprimiert?’ %%,
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1.8 Das Studienziel

Der wachsende Anteil rickenmarksverletzter Patienten sowie die Erforschung
der vielfaltigen, jedoch insuffizienten Reparationsprozesse im Rahmen der
Zweitverletzung, weckt Interesse und Hoffnung auf eine mdgliche
neuroregenerative Therapie.

Insbesondere die Entzindung, die sich im Rahmen des Sekundarschadens
aufgrund der mechanischen Traumatisierung mit ihrer angeborenen und
adaptiven Immunantwort einstellt, dient in ihrem physiologischen Ursprung der
Wiederherstellung der Integritat des Organismus. Im Gegensatz dazu kénnen
die bei einer Entziindung beteiligten Zellen, wie in den Kapiteln 1.4 bis 1.7
beschrieben, den entstandenen Schaden weiter ausdehnen. Aufgrund der
proregenerativen Eigenschaften auf der einen Seite, aber auch der
neurodegenerativen Komponente der Entziindung nach einer
Ruckenmarksverletzung, nimmt das inflammatorische Geschehen im
Ruckenmark eine Schlusselrolle ein, die die neurologische
Regenerationsfahigkeit mafRgeblich beeinflussen kann.

Die Prozesse des Entziindungsgeschehens nach einem Ruckenmarkstrauma
wurden bisher stets im Parenchym identifiziert und charakterisiert, wohingegen
Daten Uber das Immungeschehen, das dem Ruckenmark vorgeschalteten
Kompartiment, dem Blut, fehlen. Darlber hinaus konnte der Beitrag der
involvierten Zellen in der inflammatorischen Pathophysiologie noch nicht
vollstandig identifiziert und charakterisiert werden.

Diese Studie dient deshalb der Erarbeitung einer pathophysiologischen
Grundlage der zellularen, hamatologischen Entzindungsreaktion des
angeborenen und adaptiven Immunsystems nach einer Riickenmarksverletzung
im Blut. Die Untersuchung ermittelt hierzu qualitativ und quantitativ die
maf3geblich beteiligten Entzindungs- und Effektorzellen, welche zur
Visualisierung ihrer Zeitkinetik als Longitudinaldiagramm aufgetragen wurden.
Zur Identifikation von spezifischen Unterschieden in der Immunreaktion sowie
zur Ermittlung der unbeeinflussten, physiologisch ablaufenden
Entzindungsantwort im Blut wurden die Untersuchungen mit dem Vollblut von

rickenmarksverletzten Patienten und dem Vollblut des
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interventionszuganglichen  Tiermodells  (Ratte)  durchgefihrt. Unser
Studiendesign erlaubt es, mogliche Ruckschlisse und Vergleiche zwischen den
Spezies verifizieren zu kénnen.

Die vorliegende Arbeit soll damit zum verbesserten Verstédndnis der
Immunreaktion und ihrer Pathophysiologie im Blut nach einer
Ruckenmarksverletzung beitragen. Zusatzlich besteht die Mdglichkeit, aufgrund
der pharmakologisch guten Modulierbarkeit der Leukozytenpopulationen, die
gewonnen Daten als Grundlage fur die Erarbeitung zukinftiger sicherer und

effektiverer pharmakologischer Therapiedesigns zu verwenden.
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2 Material

2.1 Material fur die klinische Studie der zellularen

Entzindungsantwort des Patienten nach einer

Rickenmarksverletzung

2.1.1 Einmalartikel

5 ml FACS-Rundbodenrdhrchen

9 ml NH4-Heparin-Monovette
Punktionssystem zur Blutentnahme:
Microflex 246.08

Monovettenmultiadapter

2.1.2 Reagenzien

Optilyse B Lysing Solution

PBS Dulbecco’s w/o Ca®* / Mg**
(phosphat bufferet saline)
Histopaque-1077
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Fetales Kalberserum (FCS)

2.1.3 Gerate
FACScan (Flow Cytometer)
Zentrifuge GR422

Becton Dickinson / Deutschland
Sarstedt AG & G / Deutschland

Vygon / Frankreich
Sarstedt AG & G / Deutschland

Immunotech / Frankreich
Gibco / Frankreich

Sigma Aldrich / Deutschland
Merck / Deutschland
Gibco / Frankreich

Beckton Dickinson / Deutschland
Jouan / USA
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2.1.4 FITC konjugierte spezifische Antikorper zur Detektion der

hamatogenen Leukozytensubpopulationen des Patienten

Antigen |Antikorper |Spezifitat Quelle
SK7 Reagiert mit der Epsilon-Kette des CD3-|BD*
CD 3 1gG1 Antigenrezeptor-T-Zellen-Antigenrezeptor- Biosciences /
Maus monokional | (TCR-) Komplexes Deutschland
MoP9 CD14-Antigen ist auf der Mehrzahl normaler BD*
cD 14 ¢ Monozyten aus dem peripheren Blut vorhanden. Biosciences /
19G2p Reagiert schwach mit Granulozyten aus dem Deutschland
Maus monoklonal peripheren Blut.
CD15-Antigen ist auf 95% reifer Neutrophile BD*
MMA und Eosinophile aus dem Blut und in niedriger | 5.~ .
S Biosciences /
CD 15 lgM Anzahl auf zirkulierenden Monozyten vertreten.
g , : Deutschland
Maus monoklonal | Reagiert mit der Lakto-N-Fucopentose Ill des
myelom-monozytaren Antigens der Zellen
CD19-Antigen ist auf 7-23% aller Lymphozyten
im peripheren Blut sowie auf Splenozyten BD*
SJ25C1 vorhanden. Ist auf humanen B-Lymphozyten|_o. .
: . - . | Biosciences /
CD 19 laG aller  Reifestadien  exprimiert, fehlt  bei
g6, . ; .~ | Deutschland
Maus monoklonal | ausdifferenzierten Plasmazellen. Nicht
vorhanden auf T-Lymphozyten, Granulozyten
oder Monozyten
2D1 BD*
CD 45 19gG, Reagiert mit allen humanen Leukozyten Biosciences /
Maus monoklonal Deutschland
A8 Reagiert schwach mit ruhenden T-Zellen, stark BD*
CD 100 mit PHA-stimulierten T-Zellen, Naturlichen PharMinaen /
19G1 Killerzellen,  EBV infizierten  B-Zellen, Deutschl?and
Maus monoklonal | \1onozyten und Tumorassoziierten-T-Zell-Linien
MHC II EDU-1 Reagiert vor allem mit B-Zellen, Monozyten und :ilt?asrcr)]:;i%enall
19G2p Dendritischen Zellen
Maus monoklonal Deutschland
Tabelle 1: *: BD = Becton Dickinson

2.1.5 FITC konjugierte spezifische Antikdrper der Isotyp-Kontrolle

Isotyp Antikdrper (Klon) Quelle
Coulter Corporation /
Mouse IgG, MPC-11 USA
Coulter Corporation /
Mouse IgG; 2T8-2F5 USA
Mouse IgM R4A3-22-12 Coutter Corporation /

Tabelle 2:
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Diese Isotyp-Antikérper wurden in der klinischen Studie, zur Detektion und

Quantifizierung einer moglichen unspezifischen Bindung eingesetzt.

2.1.6 Patienten

Im Rahmen der von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat des
Universitatsklinikums  Tubingen genehmigten Studie wurde von 16
rickenmarksverletzte (SCI = Spinal Cord Injury) Patienten (n=16) die auf das
Trauma folgende Immunreaktion im Blut untersucht. Bei einer Studiendauer von
mehr als einem Jahr betrug der maximale Beobachtungszeitraum eines
Patienten 136 Tage. Das Verletzungsspektrum (s. Anhang 7.1) liegt bei einer
Verletzungshohe zwischen dem funften Halswirbelkdrper und dem ersten
Lendenwirbelkdrper. Zur Charakterisierung der angeborenen sowie der
adaptiven Entzindungsantwort wurden pro Patient maximal funf periphere
Vollblutproben zu unterschiedlichen Zeitpunkten abgenommen. Patienten mit
einem bevorstehenden elektiven Eingriff am Bewegungsapparat stellen die
Kontrollgruppe (n=10) dar (s. Anhang 7.2). In dieser Gruppe erfolgte die
Blutentnahme einmalig im Rahmen der operationsvorbereitenden
anasthetischen Malnahmen. Das gesamte Patientengut stellte uns die
Berufsgenossenschatftliche Unfallklinik Tubingen zur Verfigung.
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2.2 Material fur die tierexperimentelle Studie der zellularen

Entzindungsantwort im Blut der Ratte nach einer

Ruckenmarksverletzung

2.2.1 Medikamente und Reagenzien fur die operative Hemitranssektion

des Ruckenmarks der Tiere

Amynin
(Elektrolytldsung)
Oculotect Gel
(Augengel)

Ethanol 70%
(Desinfektion)
Diethylather
(Inhalationsnarkose)
Ketanest 50 mg/ml
(Ketaminhydrochlorid;

Injektionsnarkotikum)

NaCl 0,9%

(Spulung, Verdinnung)
Ringer-Lactat-Infusionslésung
(Volumensubstitution)

Rompun 2%
(Xilacylhydrochlorid;
Injektionsnarkotikum)

Temgesic 0,3 mg/ml
(Buprenorphinhydrochlorid;

Schmerzbehandlung)
ETHICON Vicryl 4,0
(Nahtmaterial)
SUGI-steril 31601

(sterile Saugkeile zur

Blutstillung)

Merial GmbH / Deutschland

Ciba Vision / Deutschland

Merck / Deutschland

Sigma/Aldrich / Deutschland

Parke Davis GmbH / Deutschland

Fresenius / Deutschland

Braun / Deutschland

Bayer Vital / Deutschland

Essex Pharma GmbH / Deutschland

Ethicon GmbH / Deutschland

Keltenbach / Deutschland
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2.2.2 Einmalartikel

5 ml FACS-Rundbodenrdéhrchen

9 ml NH4-Heparin-Monovette
Punktionssystem zur Blutentnahme:
Braunile 20 G

Monovettenmultiadapter

2.2.3 Reagenzien

PBS Dulbecco’s w/o Ca®* / Mg**
(phosphat bufferet saline)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Fetales Kalberserum (FCS)
PharmLyse Ammonium Chloride Lysing Reagent
Substanz A & B der FIX & PERM-Lésung
Histopaque-1077

Dimethylsufoxid (DMSO)
Paraformaldehyd (PFA) 4%

2.2.4 Gerate
FACScan (Flow Cytometer)
Zentrifuge GR422

Becton Dickinson / Deutschland
Sarstedt AG & G / Deutschland

Braun AG / Deutschland
Sarstedt AG & G / Deutschland

Gibco / Frankreich

Sigma Aldrich / Deutschland
Gibco / Frankreich

BD PharMingen / Deutschland
An der Grub / Osterreich
Sigma Aldrich / Deutschland
Merck / Deutschland

Gibco / Frankreich

Beckton Dickinson / Deutschland
Jouan / USA
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2.2.5 FITC konjugierte spezifische Antikorper zur Detektion der

hamatogenen Leukozytensubpopulationen der Ratte

Antigen |Antikorper |Spezifitat Quelle
IF4 Serotec Uber
CD3 IgM Reagiert mit reifen T-Lymphozyten BIOZOL /
Maus monoklonal Deutschland
MRC Serotec uUber
CD 45 0OX-33 Reagiert mit dem Leukozyten-Common-Antigen BIOZOL |
RA 19G1 auf B-Lymphozyten Deutschland
Maus monoklonal
CD 4 MRC OX-1 Reagiert mit dem Leukozyten-Common-Antigen Serotec Uber
S  |IgG BIOZOL /
1 der Leukozyten
Maus monoklonal Deutschland
HIS 48 BD*
HIS 48 IgM Reagiert mit allen Granulozyten PharMingen /
Maus monoklonal Deutschland
Reagiert mit der lysosomalen Membran von N
ED1 Myeloid-Zellen, sowie mit der Mehrzahl von Serotec Uber
ED1 oG : BIOZOL /
gG1 Gewebemakrophagen und schwach mit Blut- Deutschland
Maus monoklonal Granulozyten
MHC I-A OX-6 Reagiert mit B-Lymphozyten, gle(goztgcl_t;ber
[s]€31 Dendritischen Zellen und Makrophagen
Maus monoklonal Deutschland
dendritische OX-62 Reagiert mit dendritischen Zellen und gamma S%Oztgil;ber
Zellen 19G1 deltaT-Zellen
Maus monoklonal Deutschland

Tabelle 3:

*: BD = Becton Dickinson

2.2.6 FITC konjugierte spezifische Antikoérper der Isotyp-Kontrolle

Isotyp Antikdrper (Klon) Quelle

Coulter Corporation /

Mouse IgG,y, MPC-11 USA
Coulter Corporation /

Mouse IgG; 2T8-2F5 USA

Mouse IgM RAA3-22-12 Coulter Corporation /
USA

Tabelle 4:

Diese Isotyp-Antikérper wurden

Detektion und Quantifizierung einer

eingesetzt.

in der tierexperimentellen Untersuchung zur

mdoglichen unspezifischen Bindung
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2.2.7 Tiere

Fur den experimentellen Teil der Studie wurde das Blut von insgesamt 28
mannlichen Lewis-Ratten der Firma Harlan / Niederlande mit einem Gewicht
zwischen 230 bis 350 g und einem Alter von etwa acht bis zehn Wochen
untersucht. Die manuelle Ruckenmarksverletzung (SCI = Spinal Cord Injury)
wurde bei den SCI-Tieren (n=23) nach Entfernung des dorsalen Wirbelbogens
mittels Hemitranssektion durchgefuhrt. Bei den Kontrolltieren (n=5) wurde
lediglich die hintere Laminektomie vollzogen. In beiden Gruppen erfolgte jeweils
die Operation auf Hohe des 8. Brustwirbelkdrpers. Von jedem Tier konnte
daraufthin am entsprechenden Untersuchungszeitpunkt eine Vollblutprobe

mittels Herzbeutelpunktion entnommen werden.

3 Methoden

3.1 Zeitpunkte der Blutabnahme beim Patienten und bei den

Tieren

Um den dynamischen Verlauf der angeborenen und adaptiven Immunantwort
zu erfassen, wurde die Entztindung mit ihren unterschiedlichen Phasen zu den

unten aufgefuhrten Untersuchungszeitpunkten erfasst.

Mensch Ratte
" Unfalltag ny==5 |1d. p. SCI n=5
akute Phase der Entziindung 34 d. p. SCI =8 |3 d. p. SCI n=5
subakute Phase der Entzindung 6-8 d. p. SCI n,=1017 d. p. SCI n=>5

25-30 d. p. SCI ny=8
105-126 d. p. SCI np=7

Tabelle 5: nn: Anzahl der untersuchten humanen Proben

Chronische Phase der Entziindung 14 d. p. SCI n=7

n:: Anzahl der untersuchten Tiere

d. p. SCI: days post Spinal Cord Injury



Material und Methoden 29

3.2 Probengewinnung und Verarbeitung des

Patientenvollblutes

3.2.1 Blutentnahme beim Patienten

Die periphere Venenpunktion mit einer 9 ml NHj-Heparin-Monovette zur
Antikoagulation erfolgte bei riickenmarksverletzten Patienten sowie bei den
Kontrollpatienten stets nach Rucksprache und Einwilligung des Patienten im
Rahmen der anasthetischen Operationsvorbereitung, so dass keine zusatzliche
Punktion erforderlich war. Zusatzlich erfolgte eine Blutabnahme bei den SCI-
Patienten an den routinemalf3ig durchgefuhrten Laborkontrollen.

Das gewonnene Material wurde anschlieBend dem Institut fur Hirnforschung,
Tlbingen, zur Bestimmung der zellularen Immunantwort zur Verfigung gestellt

und dort weiterverarbeitet.

3.2.1 Isolierung der humanen Leukozyten und Inkubation mit dem
zellspezifischen Antikérper
Das Vollblut wurde entsprechend der Anzahl der Antikdrper zuzlglich der
entsprechenden Kontrollen in Becton Dickinson Rundbodenréhrchen zu jeweils
100 ul je Probenrohrchen aufgeteilt. AnschlielRend erfolgte nach der Zugabe
von jeweils 10 ul der unverdinnten Antikdrperreagenzien eine 15-minitige
Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur.
Fur ein deutlicheres Analyseergebnis empfiehlt es sich, die Erythrozyten zu
lysieren. Hierfir wurden zu jedem Probenansatz 100 ul Optilyse B Lysing
Solution von Immunotech / Coulter hinzugegeben und fir weitere 15 Minuten
inkubiert. Optilyse B zeigte gegenliber anderen Lyse-Verfahren die
vollstandigste Lysierung der Erythrozyten.
Nach Zugabe von 1 ml Aqua dest. und einer weiteren 15-minttigen Inkubation
erfolgte ein zweimaliger Waschvorgang mit 2 ml PBS ohne Ca*/Mg?* und
Zentrifugation bei 250 g fur 10 Minuten. Fiur die FACS-Analyse wurde das

Zellpellet anschlieRend in 500 ul PBS aufgenommen und resuspendiert. Fur die
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FACS-Analyse ist ein grindliches vortexen der hergestellten Zellsuspension
direkt vor jeder Messung noétig.

Fur mogliche weitere Fragestellungen konnten in der Mehrzahl der Blutproben
das Serum (konserviert bei —20 °C) und die mononukle&ren Zellen (separiert
mit Histopaque und durch Zugabe von FCS und DMSO im Verhéltnis 1:9 in
flissigen Stickstoff konserviert) vom Uberschissigen Vollblut gewonnen

werden.

3.3 Probengewinnung und Verarbeitung des

Rattenvollblutes

3.3.1 Ruckenmarksverletzung bei der Ratte

Die SCI-Tiere wurden unter operativ semisterilen Bedingungen einer
Hemitranssektion des Ruckenmarks unterzogen®. Die Tiere der Kontrollgruppe
erfuhren eine Entfernung des dorsalen Wirbelbogens ohne das Riuckenmark zu
verwunden. Den Ratten wurde hierzu am Vorabend der bevorstehenden
Operation ohne anasthetische Intervention das Rickenfell mittels eines
Elektrorasierers geschoren und ihr aktuelles Gewicht ermittelt. Am Tag der
Operation erhielten die Tiere primér eine Diethylatherinhalationsnarkose, um
das anschlieende Injektionsnarkotikum gezielt intraperitoneal verabreichen zu
konnen. Als Andasthetikum bekamen die Tiere eine Mischung aus Ketanest
(Ketaminehydrochlorid 100 mg/kg) und Rompun (Xyalzinhydrochlorid 2,4 mg
/kg) verabreicht. Diese Dosis erlaubt bei erhaltener Spontanatmung die
vollstandige Anasthesie der Ratten. Zur Kreislaufstabilisation unter der Narkose
wurde praoperativ ein Depot von 4 ml NaCl 0,9% subkutan injiziert. Bei der
Operation wird etwa 2/3 des Riickenmarks auf Hohe des 8. Brustwirbelkorpers
durchtrennt (Hemitranssektion)®.

Nach der Blutstillung unter zu Hilfenahme von SUGI steril 31601 und Spulung
mit NaCl 0,9% wurde die Haut mit einem 4,0 Vicryl-Faden bei enger Stichfolge

zugenaht. Die Ratten erhielten im Anschluss nach der Hautnaht jeweils
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subkutan 0,3 ml Temgesic (Buprenorphinhydrochlorid), sowie eine Mischung
von 4 ml Ringer-Lactat und 1 ml Amynin injiziert.

Um eine zu starke Auskihlung der Tiere zu vermeiden, wurden sie bis zum
vollstandigen Erwachen aus der Narkose auf Warmekissen gehalten.
Die Kontrolltiere erhielten gemaR diesem Protokoll dieselbe Behandlung jedoch

ohne das Rickenmark zu beeintrachtigen.

3.3.2 Pflege der Tiere

Bis zum funften Tag nach der Operation erhielten die Ratten einmal am Tag ein
Gemisch aus 4 ml Ringer-Lactat und 1 ml Amynin subkutan zur Unterstitzung
der Kreislaufsituation sowie zur Erndhrung verabreicht. Zusatzlich wurden
innerhalb der ersten drei Tage nach dem Eingriff taglich 0,3 ml Temgesic
(Buprenorphinhydrochlorid) als Schmerztherapeutikum subkutan injiziert.

Die manuelle Kompression von Blase und Mastdarm erfolgte morgens und
abends. Um erfolgreich aufsteigende Infektionen Uber die ableitenden
Harnwege zu verhindern, wurde im Rahmen dieses Geschehens die untere
Kdrperhélfte der Ratten unter einem sanften Wasserstrahl gebadet.

Die Tiere wurden gemald den Tierschutzrichtlinien des Regierungsprasidiums
Tubingen bei einer konstanten Temperatur von 22 + 2 °C, einer relativen
Luftfeuchtigkeit zwischen 50-60 %, einem Tag-Nacht-Rhythmus von zwolf
Stunden sowie der stetigen Gewébhrleistung von freiem Zugang zu Wasser und

Nahrung gehalten.

3.3.3 Blutentnahme bei der Ratte

Zur Darstellung des dynamischen Verlaufs der Immunreaktion auf eine
Ruckenmarksverletzung erfolgte die Blutentnahme an den definierten
Abnahmezeitpunkten. Die Euthanasie der Tiere erfolgte am Untersuchungstag
mit einer Diethylatherinhalationsnarkose, in deren unmittelbarer Fortsetzung
sich die bauchseitige Hautinzision zur Praparation des Herzens anschloss. Aus

der Punktion der rechten Herzkammer mit einer 9 ml NH4-Heparin-Monovette



Material und Methoden 32

zur Antikoagulanz konnte ein ausreichend groRes Blutvolumen gewonnen
werden. Den Tieren wurden das Rickenmark und Gehirn, nach der Perfussion
mit PFA 4 %, im Ganzen fur die Klarung zuklnftiger Fragestellungen
entnommen. Das ausgeléste Gewebe wurde fur die Weiterverarbeitung als
Paraffin-Praparat fir die Immunhistologie vorbereitet.

Das gewonnene Vollblut wurde anschlieBend im Institut fir Hirnforschung,

Tubingen, weiterverarbeitet.

3.3.4 Isolierung der Leukozyten der Ratte und Inkubation mit dem
zellspezifischen Antikorper

Das erhaltene Vollblut wurde gemalR der Antikdrperanzahl und entsprechenden
Kontrollen zu jeweils 100 ul auf die FACS-Rundbodenrdhrchen aufgeteilt. Fir
die Bindung des ED1-Antikdrpers an das lysosomale Antigen bedarf es der
Fixation und Permeabilisation der Zellen. Von der Substanz A der FIX & PERM
Reagenz sind 200 ul zur Fixation ausreichend. Nach einer 15-mindtigen
Inkubation bei Raumtemperatur mit anschlieendem Waschschritt mittels 5 ml
PBS ohne Ca*/Mg®" und Zentrifugation bei 300 g fir 5 Minuten wurde der
Uberstand verworfen und es wurden 200 ul der zellpermeabilisierenden
Substanz B der FIX & PERM Ldsung hinzugefiigt. Im nachsten Schritt erfolgte
die Zugabe von 10 ul des unverdinnten ED1 Antikorpers. Nach einer weiteren
Inkubation von 15 Minuten im Dunkeln mit anschlieRendem Waschschritt und
Verwerfen des Uberstandes wurden die Erythrozyten mit 2 ml 1X Lysing
solution der PharmLyse Reagenz zum Lysieren gebracht. Von den
Oberflachen-Antikdrpern wurden jeweils 10 pl unverdiinnt sowie 2 ml 1X Lysing
solution zum in die FACS-Rundbodenrohrchen aufgeteilten Vollblut
hinzupipetiert.

Ab diesem Zeitpunkt verlauft die Behandlung der Proben des lysosomalen ED1
und der Oberflachen-Marker identisch. Das Blut-Antikdrper-Lysing-solution-
Gemisch wurde stark gevortext und fur weitere 15 Minuten bei Raumtemperatur
im Dunkeln inkubiert. Nach der Zentrifugation fir 5 Minuten bei 200 g und dem
Verwerfen des Uberstandes wurde ein Waschschritt mit 2 ml 1X PBS-FCS (1%)
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—EDTA (ImM) vorgenommen, um nach nochmaligem Zentrifugieren die Zellen
in 500 ul 1X PBS-EDTA (1ImM) in Suspension zu bringen. Hierdurch wurden
die Voraussetzungen zur FACS-Analyse der Proben geschaffen. Die Schritte
zur Lysierung der Erythrozyten wurden stets wiederholt, um ein moglichst
vollstdndiges Auflésen der roten Blutkorperchen zu erzielen. Die PharmLyse-
Losung zeigte bei den Tieren die ausgepragtesten Lyse-Resultate.

Aus dem Uberschissigen Vollblut der Ratten konnten das Serum (konserviert
bei —20 °C) und die mononuklearen Zellen (separiert mit Histopaque-1077 und
durch Zugabe von FCS und DMSO im Verhaltnis 1:9 in flissigem Stickstoff
konserviert) gewonnen werden. Das konservierte Material von den Patienten
und den Tieren dient dem Aufbau einer Bank von humoralem und zellularem

Material hamatologischer Herkunft nach einer Ruckenmarksverletzung.

3.4 Die Fluoreszenz-Durchflusszytometrie

3.4.1 Die Funktionsweise des FACScan

Die Fluoreszenz-Durchflusszytometrie mit einem FACS-Gerat (Fluorescence
Activated Cell Sorting) ist in der hamatologischen Diagnostik eine gangige
Methode zur Bestimmung und Differenzierung einzelner Zellen oder Partikel.
Sie basiert auf dem Prinzip der Lichtstreuung sowie der Erfassung der Emission
eines spezifischen zellphéanotypischen, fluoreszierenden Antikérpers der zu
charakterisierenden Zellsuspension. Das zu analysierende Material muss
wegen technisch-mechanischer Erfordernisse in flissiger Form vorliegen,
weshalb sich Blut hierfir besonders gut eignet. Fur die FACS-Analyse ist das
Vorbeifihren einzelner Zellen an einem Laserstrahl nétig, um die
zellspezifischen Lichtsignale zu erhalten.

Das Gerét ist in der Lage, die zu analysierenden Populationen anhand von drei
zellspezifischen Eigenschaften - der ZellgroRe, der Granularitdit und der

Fluoreszensintensivitat - zu differenzieren.
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Das so genannte Vorwartsstreulicht (FSC-Height = forward scatter) mit einer
Wellenlange von 488 nm erfasst die ZellgroRe. Mit dem durch Lichtbeugung
und Reflexion entstandenen Seitwartsstreulicht von 488 nm Wellenlange (SSC-
Height = sideward scatter) wird die Granularitat einer Zelle gemessen.

Seitwértsstreulicht (488 nm)
=> Zellkomplexitat/-granularitat

Vorwartsstreulicht (488 nm)
=> ZellgréRe

Abbildung 5: schematische, modifizierte Darstellung des Vorbeifuhrens

und Emittierens der Lichtstrahlen, aus Betriebsanleitung des FACScan

Die registrierten Lichtstreuungen verhalten sich proportional zur Zellgréf3e und
deren Granularitat. Die Informationen des forward scatter und des sideward
scatter reichen bereits aus, um die drei gro3en Leukozytenpopulationen im
humanen Vollblut voneinander abzugrenzen. Fir eine qualitativ und quantitativ
prazisere Aussage Uber die Zelle und ihren Funktionszustand wird ein
fluoreszierender, spezifischer Antikorper eingesetzt. Die spezifische Bindung
des Antikdrpers ermdglicht, die verschiedenen Zellpopulationen zu identifizieren

und naher zu charakterisieren.
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Fir diese Studie wurden ausschlieBlich FITC
(Fluorescinisothiocyanat) konjugierte Antikdrper
verwendet, wodurch die potentiell falsch positive
Bindung durch den ZweitantikGrper vermieden
wird. Die Emission vom FITC liegt bei einer

Wellenlange von 585 nm nachdem der

fluoreszierende Antikoérper bei einem Laserlicht

Abbildung 6: schematische Darstellung von 488 nm angeregt wurde.
der spezifischen Bindung des FITC

konjugierten Antikorpers

Das gewonnene Probenmaterial ist nach der Inkubation mit seinem Antikorper,
sowie der Erythrozyten-Lysierung mit anschlieenden Waschschritten fir die
Analyse mit dem FACScan bereit.

00000000 ®0 Zur Detektion der Zellen bedient

Abfall

sich das FACScan unter

MeRkammer anderem einer diinnen Kapillare,

Argon-Laser

Unterdruck,  Tragerflisssigkeit

sowie eines Dblauen Argon-

Lasers. Fur die Messung reihen
Tragerflissigkeit H
=)

— H sich die Zellpopulationen aus

. Kapillare der  Suspension  kettenartig

Druckluft

aneinander und kénnen so vom

Laserstrahl einzeln erfasst

)OO0 00D POOOGT

werden.

Probenrdhrchen

O O O O Zellsuspension

Abbildung 7: schematische, modifizierte Darstellung des
Vorbeiflhrens einer einzelnen Zelle am Laserstrahl; FACScan

aus dessen Betriebsanleitung
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In der Messkammer werden die Lichtbeugungen der einzeln erfassten Zellen
sowie die Emission des angeregten Antikorpers Uber Filter und Reflektoren zu
ihrem Detektor gelenkt.

FL1 (Fluoreszenz: FITC)
Photodiode

SSC (seitwartsstreulicht)
Photodiode

Bandpass 1}

dp iter
530/30 ]

\ 90/10 Tellerspiegel

Bandpassfilter
488/10

Bandpassfilter \ OMS60SP

__________ ) Fluoreszenz-
Sammellinse

FL3 (Fluoreszenz. PE)
Photodiode
Blauer FokussierungslinseA Esag/(igassﬂner %
Argon-Laser
488 nm v \/ 1 @

FSC (vorwartsstreulicht)
Photodiode

Abbildung 8: schematische, modifizierte Darstellung der Detektion der Lichtstreuung und Emission des FITC Farbstoffs

Die miteinander verschalteten Photodioden wandeln das registrierte Licht in
einen elektrischen Impuls um. Das resultierende elektrische Signal entspricht
einer Zelle. Dadurch kann diese aufgrund ihrer populationsspezifischen
Lichtbeugungen und Antikdrper spezifischen Zellphanotypisierungen einer

Population zugeordnet werden.
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3.5 FACS-Analyse von lysiertem humanem Vollblut

Lysiertes humanes Vollblut:

Die Darstellung im zweiparameter

1023

Punktwolkendiagramm, sog. Dot

sranularitst

plot  (Vorwartsstreulicht  gegen

" Monozyten Seitwartsstreulicht), erlaubt beim
| Menschen bereits eine grobe

Unterscheidung  zwischen den

Setwartsstreulicht

Lymphozyten, Monozyten und den

Granulozyten. Die Lymphozyten

PR NV T N TR TR SN T TR SR TR T S S T T S ST

und die Granulozyten richten sich

S5C-Height

e e Lymphozyten P . .
0 1023 gemal ihrer annahernd gleichen
FZC-Height = Yorwartzstreulicht = Zellgranie

. . , ZellgréRe, aber unterschiedlichen
Abbildung 9: FACS-Schaubild von lysiertem

Patientenblut mit Darstellung der 3 Granulierung, Ubereinander an.
Hauptleukozytenpopulationen
Die Monozyten positionieren sich wegen ihrem grofdten Zellkérper
rechts von den beiden anderen Populationen. Zur Erleichterung der
Unterscheidung der drei Hauptleukozytenpopulationen beim Patienten wurden

diese gegatet und farbig visualisiert.

3.5.1 Qualitative Darstellung der Leukozytensubpopulationen beim
Patienten

Die Projektion der Fluoreszenzintensitat, logarithmisch auf der horizontalen

Achse, und der Vorwartslichtstreuung, linear auf der vertikalen Achse

aufgetragen, ermoglicht die Detektion der Antikdrper-spezifischen Populationen.

Die zellspezifische Bindung des eingesetzten fluoreszierenden Antikdrpers hebt

sich durch eine ausgepragtere zellulare Fluoreszenzintensitat gegeniber den

nicht Antikorper markierten Zellpopulationen ab.
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Exemplarische Darstellung der FACS-Schaubilder des Patienten

Das angeborene Immunsystem des Patienten
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Abbildung 10: Abbildung 11:

Das adaptive Immunsystem mit der MHC II*-Population des Patienten
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Abbildung 12: Abbildung 13: Abbildung 14:

Die CD 100*-Population und die Gesamtleukozyten des Patienten
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Abbildung 15: Abbildung 16:

Abbildung 10-16: Darstellung der ausgepragteren Immunfluoreszenz des spezifischen Antikdrpers

In diesen Schaubildern zeigt sich die naturlich vorkommende, unspezifische

Hintergrundfluoreszenz im Intensitatsbereich unter 10,
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3.5.2 Isotyp-Kontrollen in der klinischen Studie

Die Isotyp-Kontrolle l&sst eine Aussage Uber das Ausmal} einer unspezifischen
Bindung und somit eines falsch positiven Ergebnisses des eingesetzten

Antikorpers zu.
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Abbildung 17: Abbildung 18: Abbildung 19:

Abbildung 17-19: Darstellung der physiologisch vorkommenden Hintergrundbindung in der klinischen Studie

Anmerkung:

Fur den Umgang mit Vollblut, insbesondere Rattenblut, im Rahmen der zytometrischen
Messungen lagen keine Erfahrungswerte vor. Im Vorfeld der Untersuchungen war deshalb ein
umfangreiches Austesten der Lyseverfahren fir die Erythrozyten, der verwendeten Antikbrper
sowie der Einstellungen des FACScan notwendig.

Die oben beschriebenen Materialien und Verfahrensweisen lieferten die aussagekraftigsten

Ergebnisse.
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3.6 FACS-Analyse von lysiertem Vollblut der Ratte

Lysiertes Ratten-Vollblut
AR Bei der Dot plot Darstellung

1023

(Vorwartstreulicht gegen

sranularitst

Seitwartsstreulicht) von lysiertem

Rattenblut lassen sich die drei
Leukozytenhauptpopulationen nicht

eindeutig voneinander abgrenzen,

Setwartsstreulicht

weshalb die Kolorierung und

Eingrenzung der distinkten

S5C-Height

leukozytaren Populationen bei den

o ik -
FSH-Height = Yorwartsstreulicht = Zellgrinie Messungen nicht vorgenommen

Abbildung 20: FACS-Schaubild von lysiertem Rattenblut wurde.
als Vorwartsstreulicht gegen Seitwartsstreulicht

aufgetragen

Der dichte Streifen am linken Bildrand stellt mit hoher Wahrscheinlichkeit die

unvollstandige Lysierung der Rattenerythrozyten dar.

3.6.1 Qualitative Darstellung der Leukozytensubpopulationen im
Tiermodell

Analog zur Vorgehensweise in der Klinischen Studie wurde auch im
tierexperimentellen Teil die Fluoreszenzintensitat logarithmisch auf der X-
Achse, und die Vorwartslichtstreuung linear auf der vertikalen Achse
aufgetragen. Zur Detektion des lysosomalen ED1-Antigens war ein vorzeitiges
Permeabilisieren der Zellmembran notwendig. Die zellspezifische Bindung der
eingesetzten floureszierenden Antikérper hebt sich durch die ausgepragtere
zellulare Fluoreszenzintensitat gegenidber den nicht Antikérper markierten

Zellpopulationen ab.
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Exemplarische Darstellung der FACS-Schaubilder der Ratte
Das angeborene Immunsystem der Ratte
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Abbildung 21: Abbildung 22:

Das adaptive Inmunsystem mit der MHC II*-Population der Ratte
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Abbildung 23: Abbildung 24: Abbildung 25:

Die dendritischen Zellen und die Gesamtleukozyten der Ratte
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Abbildung 26: Abbildung 27:

Abbildung 21-27: Darstellung der ausgepragteren Immunfluoreszenz des spezifischen Antikdrpers

In diesen Schaubildern zeigt sich die naturlich vorkommende, unspezifische

Hintergrundfluoreszenz in einem Intensitéatsbereich unter 10,



Material und Methoden 42

3.6.2 Isotyp-Kontrollen in der tierexperimentellen Studie

Die mitgefuhrte Isotyp-Kontrolle lasst eine Aussage Uber das Ausmald einer
unspezifischen Bindung und somit falsch positives Ergebnis des eingesetzten

Antikorpers zu.
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Abbildung 28: Abbildung 29:

Lysiertes und
permeabilisiertes Vollblut
IgG1

1023

Abbildung 28-30: Darstellung der physiologisch vorkommenden
Hintergrundbindung in der tierexperimentellen Studie

“Worwartsstreulicht
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Abbildung 30:

Bei der Gegenuberstellung der visualisierten FACS-Ergebnisse der ED1'-
Monozyten mit der Isotyp-Kontrolle ist ein Uberwiegen der Bindung des ED1-

Antikorpers durch eine starkere Fluoreszenzintensitat zu erkennen.
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3.7 Quantitative Darstellung des Zellimmunphanotyps in der

klinischen und der tierexperimentellen Studie

Zur Quantifizierung der detektierten Leukozytensubpopulationen werden die
Messdaten in einer einparameter Projektion dargestellt. Dieses so genannte
Histogramm zeigt auf der X-Achse die logarithmisch aufgetragene
Fluoreszenzintensitat gegenuber der linearen Skala der ermittelten Events auf
der vertikalen Achse. Die Transformation der gemessenen
Zellimmunphanotypen in Kurvenwerte vom Menschen und Tier wurde unter

Anwendung des Computerprogramms WIN MDI 2.8 vorgenommen.

3.7.1 Beispielhafte Darstellung eines Histogramms fir die klinische und

tierexperimentelle Studie

Lysiertes humanes Vollblut Lysiertes humanes Vollblut
CD 15*-Granulozyten CD 15"-Granulozyten
als Dot-plot-Projektion als Histogramm
E - T
E -—
: > __ sCl-Patient
S_ e ok : ) e Kontrollpatient
10° 400 108 10° ot 107 10° 10° 107 10°
Fluoteszenzintensitst Fluoreszenzintensitat
Abbildung 31: Abbildung 32:
Lysiertes Vollblut der Ratte Lysiertes Vollblut der Ratte
OX-6"-Population OX-6"-Population
als Dot-pblot-Proiektion als Histoaramm
G w0
= -
E
B £ b1
[~ .
5 > 2 _~ SCI-Tier
= s O A P Kontrolltier
TR TR T T 10 10" 10° 107 10°
Fluoreszenzintensitst Fluoreszenzirtensitat

Abbildung 33: Abbildung 34:

Bei dieser Visualisierung, analog zur Dot-plot-Projektion, stellt der Wertebereich
unterhalb von 10' die physiologisch vorkommende, unspezifische
Hintergrundfluoreszenz dar. Die Auswertungssoftware ermdglicht die Ermittlung
und Anzeige der Kurvenwerte, so dass die gezadhlten Ereignisse im
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Wertebereich M1 (10* — 10% in die statistische Auswertung iibernommen
werden konnten. Erganzend zeigen die dargestellten Histogramme beispielhaft
die Differenz zwischen den rickenmarksverletzten Spezies und ihrer

entsprechenden Kontrollgruppe.

3.8 Statistische Auswertung der einzelnen Leukozytensub-
populationen fur die klinische und tierexperimentelle
Studie

Fur die statistische Auswertung wurden die angezeigten Kurvenwerte aus dem
Programm WIN MDI 2.8 unter Beratung von Herrn Professor Dietz, Institut fur
medizinische Biometrie, Tubingen in das Statistik-Programm JMP
Ubernommen. Fir die Berechnung einer statistischen Signifikanz wurden die
ermittelten Zahlereignisse in den nattrlichen Logarithmus Uberfihrt. Mit Hilfe
der Varianzanalyse nach ANOVA und einem Tukey-Test konnten bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von o=0,05 so genannt geschatzte Mittelwerte nach
der Methode REML (restricted maximum likelyhood) berechnet werden. Die
erhaltenen Mittelwerte (jeweils in Klammer angegeben) sind in den Grafiken als
Querbalken am jeweiligen Untersuchungstermin eingezeichnet. Die erhaltenen
unterschiedlichen Signifikanzniveaus beziehen sich auf diese Mittelwerte.

In dem nachfolgenden Kapitel 4 (Ergebnisse) werden alle Ergebnisse inklusive
der nicht Signifikanten  dargestellt. Im  Folgenden werden die
Leukozytenpopulationen in der klinischen Studie zusatzlich durch

gekennzeichnet.

Die Leukozytenpopulationen in der tierexperimentellen Studie sind zusatzlich
durch % gekennzeichnet.

Fir den Wertebereich < 10 werden die p-Werte in den folgenden Diagrammen

als p < 0,0001, bei Werten > 10™ als berechneter Wert, p = .... angebeben.
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4  Ergebnisse

4.1 Die Zeitkinetik der zellularen Immunantwort im Blut der

Patienten nach einer Rickenmarksverletzung

4.1.1 Die zellulare angeborene Immunantwort der humanen

CD15"-Granulozyten im Patientenblut
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Abbildung 35: Zeitkinetik der CD15"-Granulozyten im Patientenblut

Bei der CD 15"-Granulozytenpopulation konnte zu keinem
Untersuchungszeitpunkt ein statistisch signifikanter Unterschied berechnet
werden. Dennoch zeigen die CD 15"-Granulozytenzahlen eine interessante
Dynamik im Verlauf der Untersuchung. Die CD 15'-Granulozytenzahlen
scheinen bereits am Unfalltag einen Anstieg zu zeigen. Das erhohte
Zellzahlniveau wird bis zum darauffolgenden Untersuchungszeitpunkt (3-4 d. p.
SCI) aufrecht erhalten. Ein Riickgang der CD15"-Granulozytenzahlen ist dann

zwischen dem 6.-8. Tag nach dem Trauma zu beobachten. Nach einem Monat
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(25-30 d. p. SCI) sind die CD15'-Granulozytenzahlen wieder bis auf die
Referenzwerte der Kontrollpatienten abgesunken und verbleiben (105-136 d. p.

SCI) nahezu auf diesem Niveau.

4.1.2 Die zellulare angeborene Immunantwort der humanen

CD14"-Monozyten im Patientenblut
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Abbildung 36: Zeitkinetik der CD14*-Monozyten im Patientenblut

Die CD14'-Monozytenanzahl zeigt zu Beginn der Untersuchungsreihe
(Unfalltag und 3-4 d. p. SCI) eine deutliche Suppression gegenuber den
Untersuchungszeitpunkten 6-8 und 25-30 d. p. SCI. Ihr Maximum erreichen die
CD14"-Monozyten nach einem sprunghaften Anstieg am Ende der ersten
Woche (6-8 d. p. SCI). Nach einem Monat (25-30 d. p. SCI) kann ein erhdhtes
Niveau der CD14"-Monozytenzahlen gegenilber den vorausgegangenen

Messungen noch immer detektiert werden.
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Der Anstieg der CD14"-Monozytenzahlen vom Unfalltag auf die Messzeitpunkte
zwischen dem 6.-8. Tag sowie zwischen dem 25.-30. Tag post SCI
unterscheidet sich signifikant mit p-Werten von < 0,0001 und p = 0,0022. Die
Erhéhung der CD14"-Zellzahlen vom 3.-4. Tag auf die Tage 6-8 post SCI

unterscheidet sich signifikant mit einem p-Wert von 0,003.

4.1.3 Die zellulare adaptive Immunantwort der humanen

CD19"-B-Lymphozyten im Patientenblut
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Abbildung 37: Zeitkinetik der CD19*-B-Lymphozyten im Patientenblut

Die CD19"-B-Lymphozytenzahlen zeigen bereits am Unfalltag einen starken
Einbruch bis auf nahezu ein Drittel der Kontrollwerte. Am Untersuchungstermin
zwischen dem 3.-4. Tag post SCI ist eine weiterhin bestehende
Zellzahlsuppression zu messen. Das Maximum der CD19"-B-Lymphozyten wird
am Ende der ersten Woche (6-8 d. p. SCI) erreicht, wobei die Ausgangswerte
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der Kontrollpatienten deutlich Gberschritten werden. Bis zu einem Monat (25-30
d. p. SCI) ist ein erhohtes Niveau der CD19"-B-Zellzahlen zu beobachten. Am
letzten Beobachtungszeitpunkt (105-136 d. p. SCI) sind die erhéhten CD19*-B-
Lymphozytenzahlen wieder auf die Referenzwerte der Kontrollgruppe
abgesunken.

Fur die ermittelten Werte konnten unterschiedliche statistische Signifikanzen
berechnet werden. So zeigen die Werte vom Unfalltag mit p = 0,0009
gegenuber der Kontrollgruppe eine signifikante Zellzahlabnahme. Die Daten
zwischen dem 6.-8. und 25.-30.Tag post SCI dokumentieren jeweils mit
p < 0,0001 sowie einem p = 0,0025 zwischen dem 105.-136. Tag post SCI
einen signifikanten Anstieg der CD19"-B-Lymphozyten gegeniiber den Werten
vom Unfalltag. Dartber hinaus stellen die Werte vom 6.-8. und 25.-30. Tag post
SCI mit p < 0,0001 und p = 0,001 einen signifikanten Unterschied zum 3.-4. Tag

nach der Rickenmarksverletzung dar.
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4.1.4 Die zellulare adaptive Immunantwort der humanen
CD3"-Zellen im Patientenblut
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Abbildung 38: Zeitkinetik der CD3*-T-Lymphozyten im Patientenblut

Die CD3"-T-Lymphozytenzahlen zeigen einen dhnlichen Verlauf wie die CD19"-
B-Lymphozyten. Die CD3"-T-Zellanzahl fallt ebenso am Unfalltag auf etwa ein
Drittel im Vergleich zu den Werten der Kontrollgruppe ab. Am darauffolgenden
Untersuchungstermin (3-4 d. p. SCI) kann eine weiterhin bestehende dezimierte
CD3"-T-Lymphozytenanzahl gemessen werden. Am Ende der ersten Woche (6-
8 d. p. SCI) ist eine Erholung der T-Lymphozyten zu sehen, indem sie die
Ausgangswerte leicht Uberschreiten. Die maximale Anzahl der CD3'-T-
Lymphozyten wird zwischen dem 25.-30. Tag nach der Riickenmarksverletzung
beobachtet. Bis tber drei Monate (105-136 d. p. SCI) kann ein persistent
erhohtes Zellzahlniveau der CD3"-T-Zellen detektiert werden.

Die Werte des Unfalltags mit p < 0,0001 als auch die Resultate zwischen dem
3.-4. Tag p. SCI mit p = 0,003 unterscheiden sich signifikant von den
ermittelten Kontrollwerten. Dariiber hinaus steigen die CD3"-T-Zellzahlen vom
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6.-8. Tag, vom 25.-30. Tag sowie vom 105.-136. Tag post SCI mit jeweils p <
0,0001 signifikant gegenuber dem Unfalltag an. Ferner sind die Anstiege vom
3.-4. Tag nach dem Trauma zu den Zeitpunkten 6.-8. Tag und 25.-30. Tag
jeweils mit p < 0,0001 als auch zwischen dem 105.-136. Tag post SCI mit
p = 0,0006 als signifikant zu detektieren.

4.1.5 Die zellulare Immunantwort der humanen

MHC II*-Population im Patientenblut
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Abbildung 39: Zeitkinetik der MHC II*-Population im Patientenblut

Die MHC II*-Population zeigt einen ann&hernd parallelen Verlauf zu den
lymphozytéaren Entitaten. Die MHC 1I*-Zellzahlen fallen bereits am Unfalltag und
zur Wochenmitte (3-4 d. p. SCI) um nahezu 50% gegenuber den
Referenzwerten der Kontrollpatienten ab. Dann zeigt die MHC II*-Population am
Ende der ersten Woche (6-8 d. p. SCI) eine Erholung ihrer Zellzahlen. Der
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Gipfel der MHC II*-Zellzahlen wird nach einem Monat (25-30 d. p. SCI) erreicht.
Wie die CD19'-B-Lymphozyten sind die MHC II*-Zellzahlen am letzten
Untersuchungszeitpunkt wieder auf die Ausgangswerte der Kontrollgruppe
zuruckgekehrt.

Die MHC II*-Zellzahlen am Unfalltag sind mit p = 0,0001 gegeniiber den Werten
der Kontrollpatienten signifikant reduziert. Ferner steigen die Zellzahlen der
MHC II*-Population nach dem Unfalltag bis zum 6.-8. Tag, 25.-30. Tag sowie
105.-136. Tag (jeweils mit p < 0,0001) post SCI signifikant an. Ein weiteres
statistisch signifikantes Ergebnis liefert das Resultat des Anstiegs der MHC II*-
Zellanzahl vom 3.-4. Tag zu den Tagen 6-8 und 25-30 post SCI mit jeweils p <
0,0001 als auch zu den Tagen 105-136 post SCI mit p = 0,0017.

4.1.6 Die zellulare Immunantwort der humanen
CD100"-Population im Patientenblut
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Abbildung 40: Zeitkinetik der CD100"-Population im Patientenblut
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Fir die CD100"-Population konnten keine Signifikanzen berechnet werden. Es
scheint als wiirden die CD100*-Zellzahlen gleich zu Beginn der
Untersuchungsreihe (Unfalltag) ansteigen und ab diesem Zeitpunkt tber den
verbleibenden  Beobachtungszeitraum langsam abfallen, wobei die

Kontrollwerte im Verlauf der Studie stets Uberschritten werden.

4.1.7 Die zelluldre Immunantwort der humanen

CD45"-Gesamtleukozyten im Patientenblut
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Abbildung 41: Zeitkinetik der CD45"-Gesamtleukozyten im Patientenblut

Fur die CD 45'-Gesamtleukozyten konnten keine statistisch signifikanten
Unterschiede berechnet werden. Unsere Messergebnisse zugrundelegend
scheint es dennoch dass die Anzahl der CD45"-Gesamtleukozyten bereits am
Unfalltag ansteigt und ihr Maximum nach einer Woche (6-8 d. p. SCI) erreicht.
Einen Monat nach der Riuckenmarksverletzung (25-30 d. p. SCI) kann
moglicherweise ein Abfall der CD45"-Leukozytenzahlen detektiert werden.

Nochmals verringerte CD45"-Zellzahlen werden am letzten
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Untersuchungszeitpunkt gemessen. Uber die gesamte Studiendauer werden
jedoch die CD45'-Gesamtleukozytenzahlen der Kontrollpatienten scheinbar

Uberschritten.
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4.2 Die Zeitkinetik der zellularen Immunantwort im Blut der

Ratte nach einer Ruckenmarksverletzung

4.2.1 Die zellulare angeborene Immunantwort der

HIS 48*-Granulozyten im Rattenblut
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Abbildung 42: Zeitkinetik der HIS 48"-Granulozyten im Rattenblut

Die HIS 48"-Granulozytenzahlen scheinen einen Tag post SCI nahezu keinen
Anstieg im Vergleich zu den Ausgangswerten der Kontrolltiere aufzuzeigen.
Der Messzeitpunkt (3 d. p. SCI) ist durch ein Minimum der HIS 48*-Zellzahlen
gegenuber den nachfolgenden Messungen gekennzeichnet. Am Ende der
ersten Woche (7 d. p. SCI) ist eine Erholung der HIS 48"-Zellzahlen zu
beobachten. Spat, nach 14 Tagen post SCI, erreichen die HIS 48'-
Granulozytenzahlen ihren Maximalwert.

Der Anstieg der HIS 48"-Granulozytenzahlen vom 3. Tag auf den 7. und 14.

Tag post SCI zeigt eine statistische Signifikanz mit einem p-Wert von 0,0065;
und 0,0001.



Ergebnisse der tierexperimentellen Studie 55

4.2.2 Die zellulare angeborene Immunantwort der

ED1"-Monozyten im Rattenblut

20000 - p =0,0028 p =0,0016 p = 0,0057

- x l I \

= .

e

[&]

' 15000 " “ .

% (13479) (11676)

5 100004 (12097)

= . - . : “

g —As R

" (7615) (7268) ,

c 50004 . .

(O]

>

: -,

0 ) — — — —

N = O @) @) @)
% g (7)) (9p] 0p] 0p]
o 3 o o o o
> e yol yol o R
o) o
3 S - ™ N~ S,

Abbildung 43: Zeitkinetik der ED1"-Monozyten im Rattenblut

Die ED1"-Monozytenzahlen reagieren bereits am 1. Tag post SCI mit einem
deutlichen Anstieg auf ihr Maximum. Einen drastischen Einbruch erfahren die
ED1"-Monozytenzahlen daraufhin am Tag 3 nach der Riickenmarksverletzung.
Ein erhdhtes Zellzahiniveau wird bis 14 Tage post SCI aufrechterhalten.

Der sprunghafte Anstieg der ED1*-Monozytenzahlen am Tag 1 post SCI
unterscheidet sich signifikant zur Kontrollgruppe mit einem p-Wert von
0,0028; der Abfall am 3. Tag gegenuber dem 1. Tag post SCI weist eine
Signifikanz mit p = 0,0016 auf. Der erneute Anstieg der ED1"-Monozytenzahlen
vom 3. auf den 14. Tag post SCI ist mit einer statistischen Signifikanz von p =

0,0057 gekennzeichnet.
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4.2.3 Die zellulare adaptive Immunantwort der
CD45 RA™-B-Lymphozyten im Rattenblut
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Abbildung 44: Zeitkinetik der CD45 RA"-B-Lymphozyten im Rattenblut

Die CD45 RA'-B-Lymphozytenzahlen der Kontrolltiere wurden von den SCI-
Tieren bis zum Studienende stets unterschritten. Bis zum Tag 3 post SCI wird
eine deutliche Zellzahlminderung der CD45 RA*-Population bis auf weniger als
ein Drittel der Ausgangswerte der Kontrolltiere beobachtet. Nach einer Woche
(7 d. p. SCI) zeigen die CD45 RA™-B-Zellen der SCI-Tiere ihre hochsten
Zahlenwerte, die sich 14 Tage post SCI erneut starker reduziert darstellen.

Als signifikant zu unterscheiden sind die CD45 RA*-B-Lymphozytenzahlen des
Tages 1 und 3 mit jeweils p < 0,0001 sowie des Tages 14 post SCI mit p =
0,0003 gegenuber den Referenzwerten der Kontrolltiere. Der weitere CD45
RA'-B-Zellabfall am 3. Tag post SCI unterscheidet sich signifikant (p = 0,0029)
zum vorangegangenen Untersuchungszeitpunkt (1 d. p. SCI). Darlber hinaus
steigen die CD45 RA*-B-Lymphozyten ab Tag 3 zu den Tagen 7 (p < 0,0001)
und 14 (p < 0,0001) insgesamt signifikant an.
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4.2.4 Die zellulare adaptive Immunantwort der

CD3"-T-Lymphozyten im Rattenblut
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Abbildung 45: Zeitkinetik der CD3*-T-Lymphozyten im Rattenblut

Die CD3"-T-Lymphozytenzahlen unterschreiten dhnlich wie die CD45 RA'-B-
Lymphozytenzahlen an jedem Untersuchungszeitpunkt die Referenzwerte der
Kontrolltiere. Die CD3"-T-Lymphozytenzahlen fallen bereits am ersten Tag post
SCI auf etwa ein Drittel ihrer Ausgangswerte ab. Dieser und der Tag 3 nach der
Ruckenmarksverletzung markieren das Minimum der CD3*-T-Zellanzahl. Es
scheint als steigen die CD3"-T-Lymphozytenzahlen bis zum 7. Tag post SCI
leicht an. 14 Tage nach der Rickenmarksverletzung ist scheinbar ein erneuter
Zellzahleinbruch der CD3*-T-Zellen zu detektieren.

Eine signifikante Reduktion der CD3"-T-Lymphozytenzahlen gegeniiber den

Kontrolltieren ist am 1. und 3. Tag post SCI mit jeweils p = 0,0066 zu erkennen.
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425 Die zellulare Immunantwort der

MHC II"-Population im Rattenblut
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Abbildung 46: Zeitkinetik der MHC 1I"-Population im Rattenblut

Die MHC II*-Zellzahlen erreichen &hnlich wie die lymphozytaren Populationen
im Verlauf der Untersuchung die Ausgangswerte der Kontrolltiere nicht. Bereits
am 1. Tag post SCI wird eine deutliche Abnahme der MHC II*-Zellzahlen
gemessen, die sich bis zum Minimum am 3. Tag post SCI fortsetzt. Am Ende
der ersten Woche (7 d. p. SCI) ist ein Anstieg der MHC 1I*-Zellzahl gegeniiber
der vorausgegangenen Messungen zu beobachten. Dieses Zellzahlniveau der
MHC II*-Population ist bis 14 Tage nach der Riickenmarksverletzung erhéht.
Die ermittelten Zellzahlen der MHC II*-Population des 1. und des 3. Tages post
SCI unterscheiden sich mit p = 0,0031 und p = 0,0003 signifikant von den
gemessenen Zellzahlen der Kontrolltiere. Mit einem p-Wert von 0,0031 und
0,0029 unterscheidet sich der Anstieg der MHC 1I*-Zellzahlen am 7. und 14.
Tag post SCI signifikant von den Ergebnissen drei Tage post SCI.
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4.2.6 Die zellulare Immunantwort der

OX-62"-dendritischen Zellen im Rattenblut
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Abbildung 47: Zeitkinetik der OX-62"-Dendritischen Zellen im Rattenblut

Die Zeitkinetik der OX-62"-Population scheint (ber den gesamten
Beobachtungszeitraum einen anhaltenden Abfall der OX-62%-Zellzahlen zu
zeigen. Mit Ausnahme des 3. Tages post SCI (Minimum) zeigt der zeitliche
Verlauf der OX-62"-Zellen nur geringe dynamische Schwankungen.

Die gemessene Anzahl der OX-62"-dendritischen Zellen am 3. Tag post SCI
unterscheidet sich signifikant von den Resultaten der Kontrolltiere mit p =
0,0052.
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4.2.7 Die zellulare Immunantwort der

CD45"-Gesamtleukozyten im Rattenblut
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Abbildung 48: Zeitkinetik der CD45"-Gesamtleukozyten im Rattenblut

Die CD45'-Gesamtleukozytenzahlen der SCI-Tiere scheinen Uber den
gesamten Untersuchungszeitraum gegentber den Kontrolltieren geringere
Zellzahlen aufzuweisen. Die CD45"-Gesamtleukozytenzahlen der SCl-Tiere
zeigen lediglich am 3. Tag eine signifikante Reduzierung post SCI mit p =
0,0015 gegenilber den Referenzwerten der Kontrolltiere. Die CD45'-
Gesamtleukozytenzahlen scheinen sich nach einer Woche (7 d. p. SCI) leicht

erholt zu haben, ohne die Ausgangswerte der Kontrolltiere zu Uberschreiten.
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5 Diskussion

Mit dieser Studie wurde die hamatologische zellulare inflammatorische
Immunreaktion des angeborenen und adaptiven Immunsystems auf eine
Ruckenmarksverletzung zum einen mit einer klinischen Studie, zum anderen
mit einer tierexperimentellen Studie dargestellt.

Zur Charakterisierung der distinkten Zellpopulationen haben wir uns der in der
Hamatologie gebrauchlichen Methode der Fluoreszenzzytometrie (FACS) von
Leukozyten bedient. In der gegenwartigen Literatur liegen bislang keine
vergleichbaren Daten vor, die das Immungeschehen nach einer
Ruckenmarksverletzung im Blut charakterisieren. Wir etablierten deshalb ftr
eine Querschnittsverletzung die FACS-Analyse zur qualitativen und
quantitativen Bestimmung der hamatologischen, zellularen Immunreaktion im
Blut. Die Mehrheit der Erkenntnisse Uber die Wirkung und Funktion der
Entzindung nach der Traumatisierung des Riuckenmarks geht aus
experimentellen Untersuchungen an der Ratte hervor®. Die Ergebnisse aus
diesen Studien wurden bislang noch nicht mit dem Geschehen beim Menschen
verifiziert. Wir stellen deshalb den humanen Ergebnissen die Resultate des
experimentellen  Tiermodells  gegeniber, das die Option einer
entzindungsmodulierenden Intervention bietet. Die folgende Diskussion
konzentriert sich auf die Zellpopulationen des angeborenen und adaptiven
Immunsystems insbesondere die Ergebnisse, fur die ein statistisch signifikanter

Unterschied ermittelt werden konnte.

5.1 Die klinische Studie am Patienten

Das Ziel dieser Studie war nicht die singulare Darstellung oder Differenzierung
nach Verletzungsausmal3, Geschlecht oder Alter, sondern die Ermittlung der
Zeitkinetik der gesamten zellularen Entziindungsreaktion im Blut nach einer
Ruckenmarksverletzung. Unsere Ergebnisse zeigen die tatsachliche

stattfindende, inflammatorische Zeitkinetik nach einer Rickenmarksverletzung
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im Blut des Patienten, einschlie3lich der immunmodulatorisch wirksamen
Faktoren wie beispielsweise des operativen Eingriffs, der intensivmedizinischen
Betreuung sowie der standardisiert hochdosierten, immunsuppressiven

Methylprednisolon-Therapie.

5.1.1 Die zellulare hamatologische angeborene Immunantwort in der
klinischen Studie

Die Neutrophilen stellen die gro3te Subpopulation der Granulozytenspezies dar,
die nach einer Ruckenmarksverletzung als erste Entitat des unspezifischen
Immunsystems in die verletzte Region einwandern. Bereits am Unfalltag sind
erhohte CD15"-Granulozytenzahlen zu messen, die auf einem erhéhten Niveau
bis zu einer Woche verbleiben. Hingegen unter experimentellen Bedingungen
eine erhdhte Granzulozytenanzahl, beschrankt auf die ersten drei bis vier Tage
nach der Verletzung nachgewiesen werden konnte™®. Eine granulozytare
Linksverschiebung, wie sie sich beispielsweise bei einer akuten Infektion
einstellt, gilt fir unsere gemessenen CD15'-Granulozytenzahlen als nahezu
ausgeschlossen, da Granulozytenvorlauferzellen keine CD15-
Oberflachenepitope exprimieren.

Ebenfalls unterscheidet sich der zeitliche Verlauf der hAmatogenen Monozyten
in der akuten Phase von dem Auftreten der Monozyten / Makrophagen im
Parenchym. Wahrend die parenchymalen Monozyten / Makrophagen in der
Lasion bereits ab dem zweiten Tag nach einer Rickenmarksverletzung deutlich
ansteigen®**, zeigen unsere Messungen der hamatogenen CD14"-
Monozytenzahlen gar einen deutlichen Abfall (bis auf die Halfte der
Referenzwerte) zu den frihen Untersuchungszeitpunkten (Unfalltag, 3-4 d. p.
SCI). Den Gipfel der CD14"-Monozytenzahlen im Blut bildet der Messzeitpunkt
zwischen dem sechsten bis achten Tag post SCI, wobei das Zellzahlniveau
nach einem Monat gegenuber den Ausgangswerten der Kontrollpatienten noch
erhoht ist. In Ubereinstimmung dazu konnte im Jahr 2003, Popovich et al
allerdings unter experimentellen Versuchsbedingungen das zahlenmalige
Uberwiegen von aus dem Blut stammenden Monozyten am siebten Tag, nach
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Ruckenmarkskontusion gegeniber den ortsstandigen parenchymalen
monozytaren Zellen im Entziindungsherd demonstrieren®. Demzufolge wird
insbesondere am Ende der ersten Woche nach einer Querschnittsverletzung
der Anteil parenchymaler monozytarer Populationen durch die Invasion aus
dem Blut stammender Monozyten angereichert, was durch das erhéhte
Angebot der hamatogenen CD14"-Monozyten unterstitzt werden kdnnte.

Eine erhohte Anzahl CD14"-Monozyten ist im Vollblut bis zu einem Monat nach
dem Ruckenmarkstrauma detektierbar. Die Rolle der infiltrierenden und
ortsstandigen monozytaren Zellen wird bis heute kontrovers diskutiert. So steht
einer toxischen Wirkung (Sezernierung von proinflammatorisch wirksamen
Mediatoren) eine proregenerative Wirkung (Freisetzung von
Wachstumsfaktoren) gegenuber. Insbesondere wird den ha&matologischen
Monozyten eine proentzindliche Wirkung zugeschrieben, weshalb bei ihrer
Depletion eine abgeschwachte Demyelinisierung manifestiert werden kann®**°*,
Dartiber hinaus konnte im Serum von Querschnittsgelahmten bis in das
chronische Stadium (> zwo6If Monate) ein persistent erhohter Spiegel von TNFo
nachgewiesen werden®*. TNFo, das uUberwiegend von Monozyten /
Makrophagen freigesetzt wird, gilt als Haupteffektor der stattfindenden
Demyelinisierung. Im Gegensatz zu diesen Wirkungen steht der
axonregenerative Effekt von in vitro aktivierten und anschlieRend autolog
transplantierten Makrophagen®*°**® sowie eine Neuroprotektion des TNFo im
subakuten Stadium nach einer Rlckenmarksverletzung'. Unsere ermittelten
CD14"-Monozytenzahlen besonders im chronischen Zeitraum nach einer
Ruckenmarksverletzung deuten auf ein prolongiertes Entziindungsgeschehen
unter Teilnahme der adaptiven zellularen Abwehr hin.

5.1.2 Die zellulare hamatologische adaptive Immunantwort und seiner
Korezeptoren in der klinischen Studie

Das adaptive Immunsystem zeigt dhnlich wie die CD14'-Monozyten an den

beiden ersten Untersuchungszeitpunkten (Unfalltag, 3-4 d. p. SCI) eine

deutliche Zellzahlsubpression auf. Daraufhin erreichen die CD19"-B-
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Lymphozytenzahlen ihr Maximum bereits friih nach ihrer Subpression zwischen
dem sechsten bis achten Tag nach einer Rickenmarksverletzung. Den Gipfel
der CD3"-T-Lymphozytenzahlen bilden erst die Tage 25-30 post Trauma.

Die Patienten unterliegen aufgrund ihrer Verletzungsschwere zumeist dem
.Post-Aggressions-Syndrom*“. Kennzeichnend fir dieses Syndrom sind seine
katabole Stoffwechsellage, Stérungen des Zellstoffwechsels mit Azidose und
Kaliumausscheidung sowie Durchblutungsstérungen und
Blutgerinnungsstorungen. Dadurch werden aufgrund der reaktiv erhghten
Nebennierenrindenaktivitdat vermehrt Glukokortikoide ausgeschittet. Die
verstarkte Freisetzung des endogenen Kortisols und Kortisons kann deshalb
zur Lymphozytopenie mit daraus folgender Immunsuppression beitragen. Mit
tierexperimentellen Untersuchungen konnte eine bis zu 28 Tage bestehende
Immunsuppression durch anhaltend erhdhte endogene Kortikosteroid-Spiegel
nachgewiesen werden®. Unsere gemessene supprimierte Anzahl der CD19"-B-
Zellen und der CD3*-T-Lymphozyten an den frilhen Untersuchungszeitpunkten
beim Patienten kann einen mdoglichen Hinweis auf eine transiente
Immunsuppression nach einer Riickenmarksverletzung geben™. Vergleichbare
Immunsuppressions-Effekte  kénnen auch durch die Aktivierung des
sympathischen Nervensystems nach experimentellem Hirnarterienverschluss
beobachtet werden®®. Der supprimierende Prozess wird durch die standardisiert
hochdosierte Gabe von Methylprednisolon (Glukokortikoid) unterstitzt, das das
neurologische Regenerationspotential durch Neuro- und Gliaprotektion
verbessern soll. Dieses exogen zugefuhrte Medikament Ubt wie oben
beschrieben seine Schutzfunktion unter anderem mittels Hemmung der
Lipidperoxidation des Kalzium-Einstroms, der Ischamie, der Entzindung und
des Odems aus*®'**, Unsere Resultate erlauben keine Unterscheidung der
Effekte des endogenen oder exogenen Glukokortikoids. Zur Beantwortung
dieses Aspekts wurden die tierexperimentellen Ansatze durchgefihrt (s. Seite
54). Andere Gruppen beobachteten ebenfalls eine signifikante Abnahme der B-
Zellen, hier aus dem Lymphknoten am Tag sieben nach einer experimentellen
Kontusionsverletzung des Ruckenmarks entnommen®. Die minimierten

Zellzahlen im Lymphknoten kénnten durch das Einwandern der Lymphozyten in
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zentralnervose Strukturen erklart werden. Dadurch kdnnte das Maximum der
CD19"-B-Lymphozyten nach der ersten Woche, durch die sich auf dem Weg ins
Gewebe befindlichen B-Lymphozyten erklaren lassen.

Die T-Lymphozyten erreichen ihre maximalen Zellzahlen in der verletzten
Ruckenmarksregion bereits am siebten Tag nach experimenteller
Kontusionsverletzung und verbleiben bis zu 28 Tage® auf einem erhohten
Zellzahlniveau. Die CD3*-T-Lymphozyten im Blut erreichen dagegen ihr
Maximum erst am Ende des ersten Monats (25-30 d. p. SCI) um daraufhin Uber
mehrere Monate auf einem erhdhten Niveau zu verbleiben. Das ZNS zahlt
neben Augen, Hoden und Uterus zu den immunprivilegierten Organen, die
unter physiologischen Bedingungen aufgrund dieser Eigenschaft nicht von
Lymphozyten attackiert werden®. Im Rahmen eines ZNS-Traumas werden
infolge der Gewalteinwirkung neuronale Gewebestrukturen sowie das basische
Myelinprotein freigelegt und von Antigen prasentierenden Populationen, den
Makrophagen, phagozytiert. Dartiber hinaus kommt es zur Aufhebung der Blut-
Hirn-Schranke (BHS)- Barriere-Funktion, wodurch es hdmatogenen Leukozyten
ermaoglicht wird, in die geschadigte ZNS-Region einzudringen. Die Verletzung
von zentralnervosen Strukturen gestattet es nun, dass aktivierte T-Lymphozyten
am Lasionsort akkumulieren koénnen und auf die ihnen von Mikroglia /
Makrophagen prasentierten Autoantigene treffen®**“°*> und daraufhin zu
autoreaktiven T-Lymphozyten werden. Diese autoreaktiven T-Zellen kdnnen
das ZNS direkt attackieren oder indirekt durch Monozyten- / Makrophagen-
Stimulation schadigen, weshalb ihnen eine stark destruierende Komponente im
Rahmen des Sekundarprozesses zugeschrieben wird®*****, Der Beitrag von
autoreaktiven T-Lymphozyten zur Entwicklung des Sekundarschadens nach
einer Querschnittsverletzung konnte noch nicht vollstandig geklart werden. Man
geht davon aus, dass autoreaktive, gegen MBP gerichtete T-Lymphozyten eine
entscheidende Rolle bei der T-Zell-vermittelten Demyelinisierung spielen*. Im
Gegensatz dazu belegen Studien uber T-Zell-vermittelte
Autoimmunerkrankungen, dass nur weniger als 5% der lymphozytaren Zellen
Myelin autoreaktiv sind™ sowie diese neuroprotektive Eigenschaften tragen*®®,
Uberdies gelang es, die T-Zell vermittelte Immunantwort als eine niitzliche,
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jedoch insuffiziente, physiologisch vorkommende  Autoimmunreaktion
darzustellen, die im Stande ist, den Sekundarschaden einzudammen’.

Eine Option, den sekundaren Schaden zu minimieren, um das neurologische
Regenerationspotential zu verbessern, besteht durch eine aktive therapeutische
Immunisierung mit MBP, die die neuroprotektive Eigenschaft der MBP-
reaktiven-T-Lymphozyten propagiert®®®'. Die Uber mehrere Monate im
Patientenblut erhdohten CD3"-T-Lymphozytenzahlen stellen eine persistierende
Immunreaktion dar.

Die MHC 1I*-Zellpopulation (Korezeptor des adaptiven Immunsystems) erfahrt
als Immunkompetenzindikator zunachst einen Zellzahlriickgang am Unfalltag
und 3-4 d. post SCI. Nach der primaren Subpression steigen die MHC®-
Zellzahlen daraufhin auf ein erhohtes Zellzahiniveau an, welches bis zu einem
Vierteljahr (105-136 d. p. SCI) nach der Verletzung aufrecht erhalten wird.
Unser Ergebnis deutet auf die Moglichkeit hin, dass die anwesenden,
gemessenen CD14"-Monozyten, dendritischen Zellen sowie CD19"-B-
Lymphozyten eine Uber mehrere Monate persistierende Antigenprasentation
unterhalten  kdnnen. Diese These unterstitzen zudem  erh6hte
Neuroantikorpertiter (anti-MAG, anti-GM1) im Blut bis zu einem Jahr nach

Rickenmarksverletzung®.

5.2 Die tierexperimentelle Studie an Ratten

Experimentelle Tierstudien zeichnen sich durch ihre gute Reproduzierbarkeit,
standardisierte  Untersuchungsbedingungen  sowie ihren  vielfaltigen
Interventionsmdoglichkeiten aus. Die genetische Identitat der Tiere erlaubt es,
homogene Ergebnisse zu erwarten, die den Einsatz einer kleineren Anzahl von
Versuchstieren ermdglicht. Bereits geringe Differenzen der Messparameter
konnen deshalb als signifikant detektiert werden. Im experimentellen Teil der
Studie verzichteten wir auf die beim Patienten Ubliche hochdosierte,
immunsupprimierende Glukokortikoid-Therapie. Die Tiere erhielten lediglich

gegen Schmerzen (Temgesic) sowie zur Unterstitzung ihrer Kreislaufsituation
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(Plasmaexpander) und Ernahrung (essentielle Vitamine und Aminosauren)
Medikamente, von denen keine immunologischen Nebenwirkungen bekannt
sind.

Mit dieser Untersuchung stellen wir das naturlich ablaufende, unbeeinflusste,
physiologische, zellulare Entztindungsgeschehen des angeborenen und
adaptiven Immunsystems nach einer Rickenmarksverletzung im Blut der Ratte
komplementar zu der Untersuchung beim Menschen dar.

Der operative Eingriff bedeutet fur die Tiere eine starke stressbedingte
Belastung. Unter Berucksichtigung der tierexperimentellen Ergebnisse mit ihrer
Uber den gesamten Beobachtungszeitraum ausgepragten Leukopenie kann
man eine Entwicklung vergleichbar mit der des ,Systemischen
Inflammatorischen Syndroms* (engl. SIRS) annehmen. Dieses Syndrom kann
beim Menschen nach schwerwiegenden Traumen oder Infektion mit Fieber oder
Hypothermie, Tachykardie, Tachypnoe, Leukozytose oder Leukopenie
auftreten. Als Ausdruck eines moglichen vorhandenen Inflammatorischen
Syndroms* zeigen die Tiere unter unserer visuellen Kontrolle am dritten Tag
nach der operativen Hemitranssektion des Ruckenmarks noch bestehende
Zeichen von Tragheit und einen zusatzlichen Zellzahleinbruch aller

gemessenen Parameter an diesem Tag.

5.2.1 Die zellulare hamatologische angeborene Immunantwort in der
tierexperimentellen Studie

Die HIS48"-Granulozytenzahlen zeigen einen Tag post SCI keine Veranderung.
Das erst sehr spate HIS48"-Granulozytenmaximum im Blut nach 14 Tagen ist
Uberraschend, da deren Anstieg im lasionalen Gewebe bereits am Tag 1
stattfindet'>*®".

Monozyten sind in der Lage, neutrophile Granulozyten mittels sezernierter
proinflammatorischer Mediatoren aus dem Knochenmark herauszutreiben®. Die
ermittelte Zeitkinetik der ED1"-Monozyten mit erhtéhtem Zellzahlniveau zu den
spaten Untersuchungszeitpunkten kénnte so zu dem spéaten Gipfel der HIS48"-

Granulozytenzahlen im Blut beitragen.
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Die ED1"-Monozytenzahlen weisen ein Maximum bereits einen Tag nach der
Ruckenmarkshemitranssektion auf. Am darauffolgenden Blutabnahmezeitpunkt
fallt die Anzahl der ED1%-Monozyten auf nahezu Ausgangswertniveau der
Kontrolltiere, um bis am Tag 14 auf einem erhohten Zellzahiniveau zu
persistieren. Tierexperimentelle Studien konnten einen Anstieg der lasionalen
parenchymalen Monozyten / Makrophagen erst ab dem 2. Tag nach
Rickenmarksverletzung demonstrieren®*>*’. Im Blut hingegen wird bereits 1 d.
p. SCI das ED1'-Monozytenmaximum erreicht. Der anhaltend destruierende
Sekundar-Prozess mit seiner progressiven Demyelinisierung, der vorwiegend
von den parenchymalen Monozyten / Makrophagen des Entziindungsherdes
verursacht wird, geht bereits aus zahlreichen experimentellen Beobachtungen
hervor**%, Insbesondere die persistent erhohte Anzahl der ED1'-Monozyten in
der subakuten Entziindungsphase im Blut sind Kandidaten, die nach ZNS
Besiedlung einen Beitrag zur Unterhaltung des progressiv schadigenden
Sekundarschadens leisten kénnen. Im Gegensatz dazu beweisen Studien,
dass aktivierte  Makrophagen neuroregenerative Effekte  aufweisen
konnen®**%%  Die gemessenen ED1*-Monozytenzahlen lassen wie in der
klinischen Studie keine Aussage uber inre Aktivitat oder einem Uberwiegen der
neuroprotektiven oder neurodegenerativen Komponente zu. Jedoch sollten
entgegen bisherigen Untersuchungen pharmakologische tierexperimentelle
Interventionsstudien das chronische Stadium nach einer Querschnittsverletzung
in ihrem Therapieschema zuklnftig berlcksichtigen, da lasionsinduzierte
pathopysiologische Veranderungen in diesem Zeitraum bislang keine

Beachtung fanden.

5.2.2 Die zellulare hamatologische adaptive Immunantwort und seinen
Korezeptoren in der tierexperimentellen Studie

Das adaptive Immunsystem mit seinen Korezeptoren der Antigen

prasentierenden  Zellen der Ratte zeigt (Uber den gesamten

Beobachtungszeitraum eine Suppression der CD45 RA"-B-Lymphozyten, CD3"-

T-Lymphozytenzahlen, MHC II*-Zellen und der OX-62*-dendritischen Zellen.
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Bereits am ersten und dritten Tag nach der Rickenmarksverletzung fallen die
Zellzahlen bis auf weniger als ein Drittel der Referenzwerte ab. Der
Untersuchungszeitpunkt am Ende der ersten Woche (7 d. p. SCI) markiert far
die CD45 RA'-B-Zellzahlen, die CD3"-T-Zellzahlen und die MHC II*-Zellzahlen
der SCI-Tiere das Maximum, in dem sie bis auf mehr als die Halfte der
Ausgangswerte der Kontrolltiere ansteigen.

Mit Hilfe tierexperimenteller Untersuchungen konnte bedingt durch vermehrte
Freisetzung von  Stresshormonen eine  Immunsuppression  bereits
nachgewiesen werden'**®. Die Ratten mit einer operativen Hemitranssektion
des Ruckenmarks unterliegen demnach  aufgrund des  hohen
Verletzungsausmalfies einer gesteigerten Ausschittung von Stresshormonen
und somit einer Immunsuppression. Die supprimierten Zellzahlen in unserer
tierexperimentellen Studie insbesondere des spezifischen Immunsystems und
der Antigen prasentierenden Populationen koénnten demnach auf einen
immunsupprimierenden Effekt nach einer Rickenmarksverletzung hindeuten.
Zusétzlich wird die These der Immunsuppression durch die Beobachtung von
bis zu vier Wochen erhéhtem endogenen Kortikosteroidspiegel im Serum von
Ratten  unterstiitzt®®. Die im Blut supprimierten CD45 RA'-B-
Lymphozytenzahlen, CD3*-T-Lymphozytenzahlen, MHC II*-Zellzahlen und die
OX-62"-dendritischen Zellzahlen im Tiermodell geben entgegen der Studie am
Patienten keinen Hinweis auf eine persistierende Entzindung. Beispielhaft
lassen sich mit Hilfe der hamatologisch zellularen Immunantwort betrachtliche
Unterschiede zwischen dem Nager und dem Menschen darstellen. Fur den Fall
einer Uberwiegend protektiven Rolle der Lymphozyten kdnnten besonders Tiere
mit langzeitig ausgepragter Immunsuppression durch die aktive therapeutische
Immunisierung mit MBP profitieren. Es gilt daher, in weiterfihrenden
Untersuchungen den protektiven Wirkungsmechanismus der MBP-reaktiven-T-
Zellen aufzuschlisseln. Als ein Effektormechanismus gilt die Ausschittung von
Neurothrophinen®*"", die neuroregenerative Eigenschaften moderieren konnen.
Die hamatogenen MHC II*-Zellzahlen zeigen nach einem anféanglichen
Ruckgang (1. und 3. Tag post SCI) zum Ende der ersten Woche (7 d. p. SCI)
einen Anstieg bis auf ca. drei Viertel der Referenzwerte, ohne diese jedoch zu
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Uberschreiten. Die MHC 1I*-Population kann dieses Zellzahlniveau dann bis
zum Studienende aufrecht erhalten. Die lasionale Akkumulation der MHC II*-
Population im Parenchym erreicht nach experimenteller Riickenmarkslasion am
dritten Tag das Maximum und verbleibt auf diesem Niveau bis zu 14 Tage®'. Im
Gegensatz zu der ermittelten Zeitkinetik beim Patienten geben die
Tierergebnisse mit der supprimierten MHC II*- Zellzahl im Blut keinen Hinweis
auf eine persistente Antigenprasentation dieser Population.

Eine Zellzahlsuppression ist auch bei den OX-62*-dendritischen Zellen im Blut
der Tiere Uber den gesamten Beobachtungszeitraum zu detektieren, die am
dritten Tag post SCI das Minimum erreicht. Unser Ergebnis der erniedrigten
Anzahl hamatogener  OX-62"-dendritischer ~ Zellen als  potente
Antigenprasentatoren spricht deshalb nur fur eine geringe Chance der
Entwicklung einer autoreaktiven Erkrankung nach einer

Ruckenmarksverletzung®“*®.

5.2.3 Die zellulare hamatologische Immunantwort der CD45-
Gesamtleukozyten in der tierexperimentellen Studie

Die CDA45"-Gesamtleukozyten zeigen an jedem Untersuchungszeitpunkt
verringerte Zellzahlen gegeniiber den Kontrolltieren. Die Anzahl der CD45"-
Gesamtleukozyten fallt am 3. Tag post SCI auf das Minimum (bis auf 1/3 der
Referenzwerte der Kontrolltiere), was als Ausdruck des oben beschriebenen
inflammatorischen Syndroms angesehen werden kann. Die Immunreaktion der
CD45"-Gesamtleukozyten im tierexperimentellen Teil unserer Studie mit den
supprimierten Zellzahlen im Blut zeigt im Vergleich zur Untersuchung am

Patienten eine schwachere Auspragung.
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5.3 Schlussfolgerung

Bei akut riickenmarksverletzten Patienten und Tieren (Unfalltag bis Mitte der
ersten Woche) im Besonderen ist die adaptive Immunreaktion mit ihren
Korezeptoren supprimiert (selektive zellulare Suppression des adaptiven
Immunsystems durch die verminderte Anzahl von B- und T-Lymphozyten
inklusive der MHC II*-Population im Blut). Auf der einen Seite stellt die
Immunsuppression eine Gefahr fur eine schwere Infektion (Pneumonie, Zystitis)
durch Mikroorganismen der Traumatisierten dar, auf der anderen Seite
verringert sie die Chance einer Autoantigen gesteuerten Demyelinisierung.
Unsere Daten geben mdoglicherweise einen Hinweis darauf, dass eine in der
akuten Phase der Verletzung einsetzende, das adaptive Immunsystem
stimulierende, insbesondere Monozyten / Makrophagen und T-Lymphozyten,
Therapie einen Vorteil fir den Patienten, haben konnte. Insbesondere durch
aktivierte Monozyten / Makrophagen und T-Lymphozyten kdnnen
neuroprotektive und neuroregenerative Effekte erzielt werden ***%%* Unsere
Daten deuten auf eine denkbare, friihzeitig einsetzende, prophylaktische Gabe
von antibakteriell ~wirksamen Substanzen, die mdgliche infektibse
Komplikationen eindammen kdnnen. Die Vermeidung dieser Komplikationen
wirde unweigerlich zu einer Senkung der Hospitalisierung und damit Senkung
der Kosten filhren. Die Zellzahlen der angeborenen als auch der adaptiven
Immunantwort im humanen Vollblut zeigen einen deutlichen Anstieg zwischen
dem sechsten und achten Tag nach Rickenmarksverletzung. Ebenso kann
nach einer experimentellen Rlckenmarkslasion in Folge supprimierter
Zellzahlen eine leichte Erholung der Zellzahlen des angeborenen und adaptiven
Immunsystems im Blut sieben Tage nach der Operation beobachtet werden.
Der dynamische Verlauf der Entzindungsreaktion im Blut eilt somit der im
Parenchym nicht voraus (welcher in experimentellen Studien mit einem
Maximum der Immunantwort zwischen dem dritten und siebten Tag nach der
Querschnittsverletzung klassifiziert werden konnte), sondern eilt diesem gar

hinterher*8*,
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Unsere Daten geben einen moglichen Hinweis auf die hierfir wesentliche
Barriere-Funktion der BHS, da sie fur die Passage aus dem Blut stammender,
in das ZNS-Parenchym infiltrierender Zellen entscheidend ist. Die BHS, die im
Rahmen des Verletzungsmechanismus stark geschadigt wird, weist am 3. und
28. Tag nach  einer  Kontusionsverletzung  des Ruckenmarks
Permeabilitatsspitzen auf*®. Demnach scheint das frilhe Auftreten
immunkompetenter Zellen im ZNS-Parenchym weitestgehend abgekoppelt vom
hamatologischen Verlauf zu sein.

Der Anstieg der CD100*-Population bereits am Unfalltag sowie deren
persistierend erhdhtes Zellzahlniveau stellt somit einen Teil der
gesamtzellularen Entzindungsantwort dar, die von den Zellen des
angeborenen und adaptiven Immunsystems moderiert wird. Die Hochregulation
und Anwesenheit ,Guidance" aktiver Mitglieder der Semaphorin-Familie auf den
Immunzellen im Blut kann damit nach einer Ruckenmarksverletzung erstmals
dargestellt werden.

Der Nachweis von erhbéhten Autoantikdrpern gegen Myelin und
proinflammatorisch wirksamer Zytokine bei chronisch querschnittgelahmten
Patienten fihrt zur Uberlegung, ob eine Rickenmarksverletzung einen
Auslésemechanismus einer spateren Autoantigen gesteuerten
Demyelinisierung darstellt. Die anhaltend schwache Erhdéhung der
Gesamtleukozyten beim Menschen spricht fir eine diskrete persistierende
Entzindungsreaktion. Bis zum heutigen Zeitpunkt konnte jedoch noch keine
Autoimmunerkrankung nach einer Ruckenmarksverletzung diagnostiziert
werden, was auf eine mdogliche noch nicht naher identifizierte Resistenz-
Entwicklung gegen eine Autoimmunerkrankung hindeuten konnte*. Die
chronische Entziindungsreaktion im Besonderen ist dennoch putativ mit einer
neurodegenerativen Wirkung vergesellschaftet. Die vorliegende Arbeit liefert
daher erste grundlegende Daten Uber den wesentlichen Spezies spezifischen

Unterschied der Immunreaktion im Blut nach einer Rickenmarksverletzung.



Zusammenfassung 73

6 Zusammenfassung

Die Entzindungsantwort nach einer traumatischen Rickenmarksschadigung
(SCI) kann das neurologische Regenerationspotenial maf3geblich beeinflussen.
Unsere Studie untersucht die hamatologische, inflammatorische, zellulare
Immunreaktion nach einer Querschnittsverletzung.

Wir untersuchten qualitativ und quantitativ Zellzahlen des angeborenen und
adaptiven Immunsystems in einem Zeitraum zwischen 24 Stunden und 105-136
Tagen beim Patienten sowie zwischen 1 Tag und 14 Tagen nach einer
Ruckenmarksverletzung bei der Ratte. Patienten mit einem bevorstehenden
elektiven Eingriff am Bewegungsapparat und scheinoperierte Tiere ohne
Ruckenmarksverletzung dienten als Kontrollgruppen. Mittels
Fluoreszenzzytometrie wurden die distinkten Leukozytensubpopulationen
identifiziert.

Die humane CD15"-Granulozytenanzahl steigt als erste Zellpopulation an und
erreicht ihr Maximum innerhalb der ersten drei bis vier Tage post SCI. Der
Gipfel der CD14"-Monozytenzahl wird eine Woche nach dem Trauma erreicht
und verbleibt auf einem erhdhten Zellzahlniveau bis zu einem Monat. Die
adaptive Immunreaktion des Patienten zeigt wéhrend der ersten Woche
reduzierte CD3"-T-Lymphozytenzahlen und CD19"-B-Zellzahlen. Die adaptive
Immunantwort der Tiere zeigt ahnlich wie des Menschen reduzierte Zellzahlen
der CD3*-T-Lymphozyten, CD45 RA*-B-Lymphozyten, MHC II*-Zellen in der
akuten Phase nach der experimentellen Rickenmarksverletzung.

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass die hamatogene inflammatorische
Reaktion, der im Parenchym nicht vorauseilt. Im Gegenteil, es kommt zu einer
Suppression des adaptiven Immunsystems in der akuten Phase nach
Ruckenmarksverletzung. Unsere Studie stellt damit die Spezies spezifische

Immunreaktion nach einer Rickenmarksverletzung im Blut dar.
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7 Anhang

7.1 Verletzungsspektrum der rickenmarksverletzten

Patienten
Alter Messzeitpunkte
Patient | in Geschlecht Vgrletzungs- n'?Ch der Nebendiagnose
Jahren hohe Rickenmarks-
verletzung
6-8 d. p. SCI Klavikulafraktur i
Q1 29 | Mannlich THA4 25-30 d. p. SCI Rippenserienfraktur der
105-136 d. p. SCI 2.-6. Rippe re
annlic - . p.
2 51 [ Mannlich C5 105-136 d. p. SCI
- Schizzoaffektive
Q3 61 |Weiblich TH7 105-136 d. p. SCI Psychose
Sternumfraktur
Fraktur 3. Rippe li
annlic - . p. arpaltunnel-Syndrom
4 36 [ Mannlich TH4 105-136 d. p. SCI K I [-Synd
Posttraumatischer
Diabetes mellitus
;-4214dh. p.Siclll Posttraumatischer
Q5 47 | Ménnlich L1 6-8 d. B SC Diabetes mellitus
25-30 d. p. SCI
Klavikulafraktur re
I i Rippenserienfraktur der
Q6 27 | Mannlich TH12 25-30 d. p. SCI 9.-11. Rippe re
Lungenkontusion
Q7 32 | Mannlich C4 105-136 d. p. SCI | Pneumonie rechtsbasal
3-4d. p. SCI o
08 | 30 |weiblich |c7 6-8 d. p. SCI Adipositas
25-30 d. p. SCI
<24 h. p. SCI
3-4d. p. SCI .
Q9 | 32 |Mannlich |TH4 6-8 d. p. SCI g:g"t‘fg;f‘sﬁ‘;rk[ﬁr .
25-30 d. p. SCI P
105-136 d. p. SCI
T 6-8 d. p. SCI . .
Q10 69 [Mannlich Cc7 25-30 d. p. SCI Arterielle Hypertonie
3-4d. p. SCI
Q11 22 [ Mannlich C6 6-8 d. p. SCI
25-30 d. p. SCI
<24 h p. SCI Rippenserienfraktur der
R 3-4 d. p. SCI 5.-6. Rippe re und 6.-8.
Q12 37 |Mannlich TH10 6-8d. p. SCI Rippe i
25-30 d. p. SCI Arterielle Hypertonie
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Q13 | 22 [Mannlich TH12 105-136 d. p. SCI Oberarmkopffraktur
<24 h.p. SCI Rippenserienfraktur
Q14 | 44 |Mannlich L1 3-4d. p. SCI
6-8 d. p. SCI
Q15 | 30 |Mannlich TH10 gg g S gg: Lungenkontusion
<24 h. p. SCI
Q16 | 37 [Mannlich |C6 3-4d. p. SCI
6-8 d. p. SCI
Tabelle 6: C: cervical
TH: thorakal
L: lumbal
h. p. SCI: hours post Spinal Cord Injury
d. p. SCI: days post Spinal Cord Injury

7.2 Kontrollpatienten

Patient |Alter | Geschlecht | Elektiveingriff Neben-
Tehren diagnose
K1 23 [ Mannlich Osteosynthese nach
Sprunggelenksluxationsfraktur le
K2 34 [Mannlich Kniearthroskopie li
K3 47 | Mannlich Arthrodese des Sprunggelenks li
K4 70 [Weiblich Kniearthroskopie re
K5 41 | Méannlich Innenmeniskusresektion Kniegelenk li
K6 66 | Weiblich Metallentfernung i Tibia Z. n. Herzinfarkt
Osteoporose
K7 50 |Mannlich Kniearthroskopie re Penicillin-Allergie
K8 63 | Weiblich Osteotomie des Metatarsale 1
K9 53 | Mannlich Metallentfernung li Unterschenkel Z. n. Koronar-
Bypass
K10 69 | Mannlich Spondylodese von Adipositas
Lendenwirbelkérper 1-
Lendenwirbelkérper 3

Tabelle 7:
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