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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Nach traumatischer Verletzung des Rickenmarks bleibt bei betroffenen Patienten
eine lebenslange sensorische und/oder motorische Funktionseinschrankung zurtck,
da eine Regeneration der langen auf- und absteigenden Bahnen im Ruckenmark
nicht erfolgt. Ziel der vorliegenden Arbeit ist, den zeitlichen Ablauf nach einer
Hemitranssektion des Ruckenmarks auf zellularer Ebene in einem Mausmodell der
Ruckenmarkslasion zu charakterisieren. Da bei regenerativen Prozessen im
Ruckenmark das Immunsystem eine funktionelle Rolle spielen soll, werden in dieser
Arbeit das regenerative Potential der angeborenen immunsupprimierten severe
combined immunodeficiency (scid) Maus mit ihrem immunkompetenten Wildtyp
BALB/c verglichen.

Folgende Fragen sollen im Einzelnen geklart werden:

B Wie verhalten sich die ortsstandigen Zellen des Ruckenmarks nach

traumatischer Verletzung?

B Welche Reaktion zeigen die ortsstandigen Zellen des Ruckenmarks nach

traumatischer Verletzung im zeitlichen Ablauf?

B Wie verhalten sich die Zellen des spezifischen und des unspezifischen

Immunsystems nach traumatischer Verletzung des Ruckenmarks?

B Welche Reaktion zeigen die Zellen des spezifischen und des unspezifischen
Immunsystems nach traumatischer Verletzung des Riickenmarks im zeitlichen
Ablauf?

B BeeinfluBt eine fehlende spezifische Immunantwort die Reaktion der

ortsstandigen Zellen des Rickenmarks nach traumatischer Verletzung?

B Fordert eine fehlende spezifische Immunantwort die Regenerationsfahigkeit
zentraler Neurone und dessen Axone im Rickenmark nach traumatischer

Verletzung?



2 Einleitung

2 Einleitung

Allein in Deutschland erleiden jahrlich etwa 1800 Menschen eine traumatische
Querschnittslahmung (McKay et al. 1997). Vergleichsweise dazu ist die Inzidenz in
den USA, vor allem bedingt um den Anteil der dort haufigeren Schussverletzungen,
auf ca. 10000 Falle pro Jahr erhoht (DeVivo et al. 1997). Etwa 40 Prozent der
Patienten haben als Folge eine Tetra-, 60 Prozent eine Paraplegie. Bei wiederum 60
Prozent ist die Lahmung in unterschiedlichem Ausmal} sensorisch und/oder
motorisch inkomplett (Schwab et al. 2004). Ohne adaquate Therapie lag die
Uberlebensrate bei einer akuten traumatischen Querschnittslahmung bis zum Beginn
des Zweiten Weltkrieges bei unter 5 Prozent. Bis Mitte der 1970er Jahre bestand die
Behandlungsstrategie in zumeist konservativer Frakturausheilung und den damit
verbundenen Komplikationen aufgrund der bis zu 12 Wochen langen Liegezeiten.
Seit Beginn der 1980er Jahre haben sich moderne Osteosyntheseverfahren an der
Wirbelsaule mit weitgehend anatomischer Rekonstruktion der knéchernen Strukturen
und fruher Mobilisation mit weiterfUhrender Rehabilitation etabliert, so dass heute die
Uberlebensrate nach akuter Riickenmarksschadigung bei tber 95 Prozent liegt
(Schwab et al. 2004). Ein groBer Teil der Ruckenmarksverletzten kann in ein
weitgehend selbstandiges Leben zurlckkehren, behalt jedoch aufgrund der

Ruckenmarksschadigung ein lebenslanges Handicap.

Pathophysiologisch kommt es im Rahmen eines akuten Ruckenmarkstraumas zu
einer lokalen Schadigung des Ruckenmarks durch Axonzerreissung oder
Axonquetschung mit nachfolgender Einblutung, Ischamie und Odembildung (Tator et
al. 1995). Folge dieser Schadigung ist der Untergang von Neuronen und Gliazellen.
Deafferierte Axonstumpfe retrahieren, bilden sogenannte ,retraction bulbs®, wahrend
die distalen Axonenden im Sinne der Wallerschen Degeneration (nach A. Waller,
1850) zugrunde gehen. Zentral in der Verletzung gelegen bildet sich die Syrinx, eine
Pseudozyste, um die sich die beginnende Narbe aus reaktiven Astrozyten,
Fibroblasten und aktivierter Mikroglia, sowie extrazellularen Anteilen wie Laminin und
Kollagen bildet (Stichel et at. 1998, Fawcett 1999, Grimpe et al. 2002). Propagiert
wird ein Sekundarschaden durch wechselseitige lasionale Phanomene wie
Exotoxizitat, Odembildung, Radikalbildung und Entziindung. Die Entziindung setzt
sich aus der aktivierten ortsstandigen Mikroglia, sowie aus den durch die defekte

Bluthirnschranke eingewanderten Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten
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zusammen (Schwab et al. 1996). Diese Zellen sezernieren eine Reihe von
Chemoattraktoren, die zu einer Lymphozytenakkumulation in der Lasion flhren
(Fitch und Silver et al. 1997).

Die Abwehrlage im Zentralnervensystem (ZNS) unterscheidet sich grundsatzlich von
den Gegebenheiten im Ubrigen Korper, da zentralnervése Neurone vom
Blutgefallsystem durch die Bluthirnschranke getrennt sind. Abwehrzellen des Blutes
wie beispielsweise Makrophagen oder Lymphozyten treten nur langsam und in sehr
geringer Anzahl in das gesunde ZNS Uber (Hickey et al. 1991, Lawson et al 1992,
Lassmann et al. 1993). Nach Verletzung des ZNS ist die mechanische Barriere der
Bluthirnschranke jedoch zerstort, so dass es zu einer Einwanderung von

Entzindungszellen in die Lasion kommt (Perry et al. 1987, Andersson et al. 1991).

Grundsatzlich sind die Axone von adulten Neuronen im Zentralnervensystem in der
Lage nach Verletzung wiederauszusprossen, allerdings nur fur kurze Zeit (Schwab et
al. 1996), welches durch den schnellen Kontakt mit der sich in der Lasion bildenden
inhibitorischen  Umgebung bedingt ist. Diese besteht aus der mechanischen
Komponente der sich bildenden Narbe (Stichel et at. 1998, Fawcett 1999) und
verschiedenen chemischen Inhibitioren wie das Myelin (Schwab et al. 1988) und die
darin befindlichen myelin-assoziierten Inhibitoren (Caropi et al. 1988, Chen et al.
2000, GrandPre et al. 2000, Prinjha et al. 2000) und in der Narbe verankerten
Proteinen (Davies et al. 1997). Dazu zahlen das NOGO-A (Huber und Schwab 2000,
Chen et al. 2000), als erster beschriebener Inhibitor, desweiteren das Myelin-
assoziierte-Glycoprotein (MAG, Filbin et al. 1995), Chondroitin Sulfat Proteoglykane
(CSPG) und Teascin-C und —R (Faissner 1997, Fawcett 1997, Becker et al. 2000),
sowie die Guidance-Molekule Ephrin-B3 (Miranda et al. 1999) und die Semaphorine
der Klasse 3 (Grimpe et al. 2002, De Winter et al. 2002).

Aber auch den Zellen des Immunsystems, die nach Verletzung des Ruckenmarks in
die Lasion und das umliegende Gewebe einwandern, werden sowohl
regenerationsfordernde, als auch inhibitorische Eigenschaften zugesprochen (Lotan
und Schwartz 1994, Merrill und Jonakait 1995). So zeigten aktiviererte Makrophagen
neben der neuroprotektiven, antiexzitatorischen Eigenschaft (David et al. 1990), eine
Myelin-Inhibition und eine daraus resultierende Forderung der Axonregeneration
(Rapalino et al. 1998, Gras et al. 2003). Durch die Produktion von
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Nervenwachtumsfaktor (NGF) fordern Makrophagen zusatzlich das Aussprossen von
Axonen (Heumann et al. 1987).

Im Gegensatz zu den Makrophagen scheint das lymphatische System die
Nervenzellregeneration aber eher zu hemmen (Teichner et al. 1993). Nach Lasion
des ZNS kommt es zu einer massiven Immunreaktion gegen ZNS-eigene
EiweilRbestandteile (Palladini et al. 1987, Kelly et al. 1988). Fur die Immunreaktion
verantwortlich sind B- und T-Lymphozyten, wobei B-Lymphozyten fur die
Immunglobulinproduktion verantwortlich sind, wahrend T-Lymphozyten fur die
zellgebundene Immunantwort (zytotoxische T-Zellen) und die Regulation der
Immunantwort (T-Helfer-Zellen) verantwortlich sind. Durch Hemmung der T-Helfer-
Zellfunktion, beispielsweise durch das Medikament Cyclosporin A, konnte die
Regenerationsfahigkeit im ZNS entscheidend verbessert werden (Ryba et al. 1992,
Teichner et al. 1993).

Diesen Befunden wiederspricht die Tatsache, dass Lymphozyten durch ihre
Produktion von Antithrombin 3 und somit durch die Inhibition von Thrombin, auch
eine neuroprotektive Wirkung nachgewiesen werden konnte, da Thrombin
konzentrationsabhangig neurotoxisch wirkt (Schori et al. 2001, Schwartz et al. 2003).
Auch die zuweilen umstrittene hochdosierte Gabe von Methyprednisolon in der
FrGhphase nach einer Ruckenmarkslasion, wie sie in den USA flachendeckend
angewandt wird, wirkt immunsuppriemierend, mit dem Ziel, das zytotoxische Odem,
die Entzindung, sowie die Radikalbildung zu beeinflussen (Bracken et al. 1992,
Short et al. 2000). Auch fur Zyklooxygenasehemmer (COX-Hemmer) ist eine glia-
und neuroprotektive Wirkung bei der Anwendung nach einer akuten
Ruckenmarksschadigung  nachgewiesen. Auch die  Reduktion des
Sekundarschadens durch COX-Hemmer, unter anderem durch Radikalreduktion,
konnte belegt werden (Schwab et al. 2000, Hurlbert et al. 2001).

Die Unterbindung der spezifischen Entziindungsreaktion durch Immunsuppression
der Lymphozyten, sowie eine intakte, unspezifische Inflammation durch
Makrophagen, stellt somit eine gute Moglichkeit dar, das regenerative Potential des

Korpers nach einer traumatischen Ruckenmaksverletzung zu erhohen.

Die severe combined immunodeficiency (scid) Maus erfullt genau diese
Voraussetzungen der Immunsuppression aufgrund eines angeborenen

Immundeffekts und bedarf keiner immunsuppressiven medikamentdsen Therapie.
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Sie stellt ein ldeales Modell zur Analyse des Einflusses des Immunsystems auf die
Regenerationsfahigkeit neuronaler Strukturen im Bereich des Rickenmarks nach

traumatischer Lasion dar.

Die scid Maus ist aus einer spontan aufgetretenen scid-Mutation in einer
pathogenfrei gehaltenen C.B-17 Mausekolonie, einem  BALB/c-Stamm,
hervorgegangen und wurde von Bosma et al. (1983) erstbeschrieben. Die scid-
Mutation ist auf Chromosom 16 lokalisiert (Bosma et al. 1989) und wird durch einen
VDJ-Rekombinase-Defekt (Variable-, Diversity-, Joining-gene) in scid-Lymphozyten
(Bosma und Carroll 1991) hervorgerufen. Diese Gene sind wichtig fur die
Codesequenzenbildung der variablen Regionen der Immunglobuline und der T-Zell-
Rezeptoren (Bosma und Carroll 1991). Dieser Defekt flihrt zu einer fehlerhaften
Verknupfung von VDJ und VJ Sequenzen in der fruhen Differenzierungsphase der B-
und T-Lymohozyten, was eine Beeintrachtigung der Produktion von
Immunglobulinen und T-Zell-Rezeptoren zur Folge hat (Bosma und Carroll 1991).
Bosma et al. zeigten 1989), dass die Mause aufgrund einer
Hypogammoglobulinamie sehr infektanfallig sind. Sie haben nachgewiesen, dass
Mause, die eine genetische, homozygote scid-Mutation haben, einen schweren
Mangel an funktionsfahigen B- und T-Lymphozyten aufweisen (Bosma et al. 1989).
Die restlichen lymphoiden Blutzellen wie Monozyten, Granulozyten, Megakaryozyten,
Erythrozyten und natural-killer-cells (NK-Zellen) sind durch die scid-Mutation nicht
betroffen und haben eine normale Funktion (Bosma und Carroll 1991). Die scid

Maus stellt somit ein ideales Modell der angeboreren Immunsuppression dar.
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3 Material und Methoden

3.1 Tierexperimenteller Anteil

3.1.1 Tierzucht

25 erwachsene pathogenfreie scid Mause (homozygote Tiere mit severe combined
immunodeficiency mit einem BALB/c Hintergrund, von M&B, RY, Danemark) und 26
erwachsene Wildtyp-BALB/c Mause (aus eigener Zucht) wurden in der Tierhaltung
des Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf unter Standardbedingungen gehalten
(21° Cx1° C; relative Luftfeuchtigkeit 50%; 12 Stunden zirkadianer Rhythmus). Unter
pathogenfreien Bedingungen wurden die Tiere in Einzelkafigen gehalten und mit
Standardfutter ad libitum (ssniff® M-Z Alleindiat extrudiert, ssniff Spezialdiaten
GmbH, Soest, Deutschland) und sterilem Wasser gefuttert. Die Tiere sind beiden
Geschlechtes und 90 Tage %14 Tage alt mit einem Gewicht von 21-26 ¢
(durchschnittliches Gewicht 24,1 g). Es wurden keine Unterschiede bezuglich der
Haltung, Fltterung und sonstigen Behandlung zwischen scid Mausen und Wildtyp
BALB/c Mausen gemacht.

Alle Prozeduren die den experimentellen Teil des Tierversuchs betreffen wurden mit
Einvernehmen und unter Aufsicht der Tierschutzbehorde der Freien Hansestadt

Hamburg durchgeflhrt (Tierversuchsnummer 62/00).

3.1.2 Operation

Die Tiere wurden mit Ketamin/Xylazin, 0,1 ml/10 g Korpergewicht intraperitoneal
(i.p.) anasthesiert (Ketamin 10, Atarost GmbH & Co., Twistingen, Deutschland;
Rompun 2%, Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) und anschlieRend das
Fell im Operationsgebiet mit Cutasept (Bode Chemie, Hamburg, Deutschland)
behandelt und nachfolgend rasiert. Die Augen wurden vor Austrocknung mit Vidisic

(Dr. Mann Pharma, Berlin Spandau, Deutschland) geschutzt.

Auf einer sterilen Unterlage wurden die Tiere fixiert. Unter aseptischen Bedingungen
wurde die Haut uber dem Lendenwirbelsegmenten L3/L4 mit einem Langsschnitt
uber 12 mm nach kranial eroffnet. Nach Eréffnung der thorakolumbalen Faszie

wurde der M. erector spinae an den Dornenfortsatzen langs eingeschnitten und nach
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lateral gelost. Die Wirbelgelenke Uber dem Segment L2/L3 wurden unter
Zuhilfenahme eines Stereomikroskops (Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland)
freiprapariert und im Rahmen einer bilateralen Laminektomie, d.h. durch beidseitige
Durchtrennung der Processus transversii, der Spinalkanal eroffnet. Mit einer
Skalpellklinge (#11, Bruno Bayha GmbH, Tuttlingen, Deutschland) wurde nun
vorsichtig das Ruckenmark auf der rechten Seite vom medio-dorsalen Septum nach
lateral halbseitig durchtrennt. Die Hemitranssektion erfolgte in einer Bewegung und
ebenfalls unter Benutzung des Operationsmikroskops. Ricksicht wurde auf die A.
spinalis anterior genommen, um diese nicht zu verletzen. Der M. erector spinae
wurde reponiert und Uber dem Iasionierten Gebiet mit einer Naht verschlossen
(Vicryl, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland) und anschliefend die Haut mit
demselben Nahtmaterial mit vier bis funf Stichen genaht. Die Operationszeit betrug
zwischen 6 und 15 Minuten. Postoperativ erhielten die Tiere 0,02 ml Metamizol
(WDT, Garbsen, Deutschland) subkutan (s.c.) in die Nackenfalte. In Einzelkafigen
wurden die Tiere anschlieBend fur 24 Stunden auf eine Warmeplatte bei 37° C
platziert und ihnen 0,2 ml Novalgin (Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) in 75 ml
Trinkwasser bis zum Tag ihrer T6tung verabreicht.

3.2 Histologie

Die Tiere wurden 1, 3, 7 und 14 Tage postoperativ getdtet, wobei der Tag der
Operation nicht mitgezahlt wurde (Tag 0). Von den ursprunglich 51 Tieren Uberlebten
42 die Operation und die Tage bis zur Tétung. Funf scid Mause und 4 Wildtyp
BALB/c Mause erwachten nicht aus der Narkose oder Uberlebten die Tage bis zur
Toétung nicht und gelangten so nicht in die Auswertung. Insgesamt 20 scid Mause
und 22 Wildtyp BALB/c Mause wurden zur histologischen Analyse verwendet. Die
Tiere wurden tief mit einer Uberdosis Ketamin/Xylazin anasthesiert (0,15 ml/10 g
Korpergewicht i.p.). Die Uberdosis des Anasthetikums flhrte schnell zum
funktionellen Herzstillstand der Maus. In Rlckenlage fixiert wurde das Fell in der
Medianlinie vom Abdomen bis zum Hals eroffnet und der Brustkorb mit Schere und
Pinzette freiprapariert und die Jugularvenen freigelegt. Mit einem Schnitt unterhalb
des Processus xiphoideus und anschlieBender Durchtrennung des Zwerchfells
wurde der Thorax eroffnet, um sich Zugang zum Herzen zu verschaffen. Der

Brustkorb wurde beidseits entlang der Medioaxillarlinie thorakotomiert und das
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Sternum mit Rippenansatz hochgeklappt. Nach Eintreten des Todes der Maus und
Durchtrennung der linken Jugularvene, wurde der rechte Vorhof eingeschnitten und
das Gefallsystem der Tiere durch Einbringen einer Kanule (G18, B. Braun
Melsungen AG, Melsung, Deutschland) in den linken Ventrikel transkardial mit
Ringer-Losung (Apotheke, Universitasklinikum Hamburg-Eppendorf, Deutschland)
mit einem Druck von 90 mm Hg gespult. Die Spulung erfolgte flr 30 Sekunden oder
bis die Leber der Tiere blutleer erschien. Daraufhin erfolgte die Perfusion mit 4%
gepuffertem Paraformaldehyd (PFA) fir 10 Minuten.

Nach bilateraler Laminektomie Uber die gesamte Lange der Wirbelsaule wurde das
gesamte Ruckenmark von der Cauda equina bis zur Medulla oblongata freigelegt
und vorsichtig entnommen. Die Spinalnerven wurden eng am Ruckenmark
abgetrennt. Das Gewebe wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur weiter in 4% PFA
nachfixiert und anschliefend fur einen weiteren Tag in 0,1 M Natrium-
Phosphatpuffer (pH 7,4) bei 4° C gespult. Zur Stabilisierung wurde das Gewebe in
4% Agar (AgarNoble, DIFCO, Detroit, USA) eingebettet bevor es in einer
aufsteigenden Isopropanol-Reihe (50%, 70%, 90%, absolutes Isopropanol)
dehydriert und in Paraplast eingelegt wurde. AbschlieRend wurde das Gewebe in
Paraffinblocke gegossen und das so konservierte Rickenmark in longitudinalen
Schnitten, von dorsal nach ventral, mit dem Schlittenmikrotom (Microm, Heidelberg,
Deutschland) als 5 uym dicke Schnitte auf beschichtete Objekttrager (Histobond,
Marienfeld, Deutschland) aufgezogen und entparaffiniert (Xylol mit anschlieRender
absteigender Alkoholreihe zur Rehydratation, absoluter Alkohol, 96%, 79%, 50%,

aqua dest.), bevor sie fur die Farbungen verwendet wurden.

3.3 Morphologie

Um alle morphologischen Veranderungen des gesamten Rlckenmarks nach
Lasionierung beurteilen zu konnen, wurden funf Regionen des Riuckenmarks fest
definiert (siehe Abb. 3.3-1). Die Lasion als Region wurde als Bereich zwischen den
Wundrandern definiert. Die angrenzenden (ipsilateralen), die Lasion unmittelbar
umgebenden Gebiete, wurden als kraniale und kaudale Grenzregion definiert und
beschreiben die Regionen cirka 0,05 mm kranial bzw. kaudal der Lasion. Als weitere
Region wurde das ipsilaterale, restliche Ruckenmark betrachtet (kranial und kaudal

der Lasion) und zuletzt beschreibt die kontralaterale Seite die funfte Region. Die
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kontralaterale Seite zeigte durchweg zu allen Zeitpunkten nach Lasion und
unabhangig von der betrachteten Zellgattung und Farbung keine morphologische
Veranderung und wurde somit als unlasioniert definiert und als intraindividuelle
Kontrolle herangezogen.

Als weitere Unterteilung wurde in den funf Regionen jeweils noch die weil3e
Substanz von der grauen Substanz des Rickenmarks unterschieden.

Die einzelnen Routinefarbungen und die immunhistochemischen Farbungen wurden
in drei fest definierten Regionen des Rluckenmarks durchgefuhrt (Region um den
Zentralkanal, Region ventral des Zentralkanals, Region dorsal des
Zentralkanals/Kortikospinaltrakt; siehe Abb. 3.3-2) und zur Auswertung verwendet.

In den Routinefarbungen wurden alle drei Regionen des Ruckenmarks betrachtet, da
sie u.a. als Ubersichtsfarbungen fungierten, zur Auswertung kamen jedoch die
Schnitte auf HOhe des Zentralkanals (Zentralkanal musste auf HOhe der Lasion
sichtbar sein), ebenso wie die immunhistochemischen glialen Marker. Die
immunhistochemischen Bindegewebsfarbungen gegen extrazellulare Matrixproteine
wurden ventral des Zentralkanals ausgewertet (jeweils 8-12 Schnitte ventral des
Zentralkanals auf HOhe der Lasion) und die neuronalen und axonalen
immunhistochemischen Marker wurden dorsal des Zentralkanals auf Hohe des
Kortikospinalen Traktes (CST) gefarbt. Identifiziert wurde der CST indem in den
longitudinalen, von dorsal nach ventral geschnittenen Schnitten, vom dorsal an den
Meningen befestigten Lissauer'schen Trakt (Nach Sidman et al., 1971 identifiziert)
weiter nach ventral geschnitten wurde, bis weille Substanz medial und lateral mit
dazwischenliegender grauer Substanz sichtbar wurde. Der mediale Trakt wurde als
CST identifiziert (Bregman et. al., 2002) und die laterale wei3e Substanz stellt den
rubrospinalen Trakt oder wahlweise den Lissauer’schen Trakt dar (Bregman et. al.,
2002).
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Abb. 3.3-1: Regionen des
lasionierten Riickenmarks. A
Lasion B Kraniale Grenzregion
C Kaudale Grenzregion D
Restliches ipsilaterales Gewebe
(kranialer und kaudaler Anteil) E
Unlasionierte kontralaterale
Seite; H.E.-Farbung.

Substantia gelatinosa

Nuc. proprius cornus dorsalis

Nuc. posteromarginalis

Nuc. cornucommisuralis dorsali

Nuc. dorsalis (Clarke)

Abb. 3.3-2: Riickenmarks-
querschnitt Hohe L2. A
Region um den Zentralkanal B
Region ventral des

Nuc. cornucommisuralis ventra

ot

Nuc. dorsomedialis

Nuc. ventromedialis

Zentralkanals C Region dorsal
des
Zentralkanals/Kortikospinaler

Nuc. centralis MR .
3 .
A sy

Nuc. dorsolateralis ¢ he ' =
el

Trakt, The Mouse Brain Atlas,
Sidman et al., 1971.

Nuc. ventrolateralis

3.4 Routinefarbungen

An den 5 um dicken Paraffinschnitten, die auf beschichteten Objekttragern

aufgezogen waren, wurden folgende Standardfarbungen durchgefuhrt:

3.4.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Nach der Entparaffinierung der Schnitte und anschlieBender Rehydrierung in einer
absteigenden Alkoholreihe (Xylol, absoluter Alkohol, 96%, 70%, 50%, Aqua
destillata) wurde an den Schnitten zur Orientierung und zur weiteren histologischen
Analyse Routinefarbungen durchgefihrt. Mit einer leicht in den Farbezeiten
modifizierten Hamatoxylin-Eosin (H.E.) Farbung nach Romeis (1989) wurden die

Schnitte jedes Ruckenmarks in Serie durchgefarbt (Hamatoxylin und Eosin jeweils
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fur 1 Minute), wobei jeder 12. Schnitt eines Ruckenmarks gefarbt wurde um jede
Region beurteilen zu kdnnen. Anschlieiend wurde nach Dehydratation mit Eukitt (O.

Kindler GmbH, Freiburg, Deutschland) der Schnitt mit einem Deckglas eingedeckelt.

3.4.2 Kresyl-Violett- Farbung nach Nissl

Zur spezifischen Darstellung des Zellkerns und des rauhen endoplasmatischen
Retikulums von Neuronen und zur Orientierung im Gewebe, wurde an einigen
Paraffinschnitten die Kresyl-Violett-Farbung nach Nissl vorgenommen.

Far 30 Sekunden wurden die Paraffinschnitte nach Entparaffinierung wahrend der
Kresyl-Violett-Farbung nach Nissl mit einer 0,5% Kresyl-Violett (Fluka, Buchs,
Schweiz) in 0,1 M Natriumacetat-Losung, pH 3,5, gefarbt (0,5 g Cresyl Fast Violett in
100 ml 0,1 M Natriumacetat, Einstellung pH mit Essigsaure). Nach spilen in Aqua
dest. und dehydrieren in einer aufsteigenden Alkoholreihe in schneller Abfolge (70%,
80%, 96%, absoluter Alkohol), folgte zur Differenzierung der Farbung 5 Minuten
absoluter Alkohol und Xylol zur Fixierung. AnschlieRend wurden die Schnitte mit

Eukitt eingedeckelt.

3.4.3 Kombinierte Elastika van Gieson-Farbung

Zur Darstellung bindegewebiger Strukturen wurden die Paraffinschnitte nach
Entparaffinierung aus dem 80% Alkohol in Resorcinfuchsin nach Weigert (bei 56° C)
fur 30 Minuten gefarbt. Nach der Differenzierung in 1% HCI-Alkohol folgte die
Kernfarbung in Eisenhamatoxylin nach Weigert fir 5 Minuten und nach Abspdlen in
Leitungswasser die van Gieson-Farbung fur 3 Minuten mit anschlieBendem Spulen
in 70% Alkohol und eindeckeln der Schnitte mit Eukitt nach Dehydratation.

3.4.4 Masson Goldner-Farbung

Die Masson Goldner-Farbung wurde in Serie an den Paraffinschnitten durchgefuhrt
und ist eine Modifikation der Masson'schen Trichromfarbung. Anstelle von Anilinblau
wurde zur besseren Kontrastierung Lichtgrun als Bindegewebsfarbstoff eingesetzt.
Nach Entparaffinierung wurden die Paraffinschnitte aus dem 96% Alkohol
entnommen und fur 13 Minuten die Kernfarbung nach Weigert in Eisenhamatoxylin

durchgefuhrt, gefolgt von kurzem Spulen und Fixieren in HCI-Alkohol und
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anschlieBendem Wassern. Fur 4 Minuten wurden die Schnitte nun in Saurefuchsin-
Ponceau gefarbt und nach kurzen Spilen in 1% Essigsdure wurde in
Phoshomolybdansaure-Orange G gebeizt bis das Bindegewebe entfarbt war (15
Minuten). Nach erneutem Spllen in 1% Essigsaure folgte die Farbung in
Lichtgranldsung far 9 Minuten mit abschlieBendem erneutem Spulen in 1%

Essigsaure und schneller Entwasserung und Eindeckeln mit Eukitt.

3.5 Immunhistochemische Farbungen

Ebenfalls an den 5 uym dicken Paraffinschnitten, auf beschichteten Objekttragern

aufgezogen, wurden folgende immunhistochemischen Farbungen durchgefuhrt:

Primare Antikorper gegen extrazellulare Matrix Proteine

Goat-anti-collagen |Verdlnnung: Southern Biotech, Birmingham, USA, Cat.
\Y, 1:200 no. 1340-01
Verdinnung:
Rabbit-anti-Laminin | 1:200 Sigma, St. Louis, USA, Prod. no. L9393
Primare Antikorper gegen Makroglia
Rabbit-anti-cow- Verdunnung: Dako, Hamburg, Deutschland, Code no.
GFAP 1:1000 70334
Mouse-anti- Verdunnung:
CNPase 1:200 Sigma, St. Louis, USA, Prod. no. C5922
Primare Antikorper gegen axonale und neuronale Strukturen
Rabbit-anti- Verdinnung:
neurofilament 1:1500 Sigma, St. Louis, USA, Prod. no. N4142
Verdinnung: Dako, Hamburg, Deutschland, Code no.
Rabbit-anti-PGP 9.5 | 1:400 25116

Mindestens vier Paraffinschnitte wurden pro Antikorper, Region und postoperativen
Tag gefarbt. Um die Vergleichbarkeit zwischen scid Mausen und Wildtyp BALB/c
Mausen zu gewahrleisten, wurden die Paraffinschnitte der einzelnen Tiere stets
gleich behandelt und in einem Farbevorgang mit denselben Materialien verblindet

gefarbt und ausgewertet.

3.5.1 Antikorper gegen extrazellulare Matrix-Proteine

3.5.1.1  Anti-Kollagen Typ IV- und anti-Laminin-Farbungen
Nach der Entparaffinierung der Schnitte und anschlieRender Rehydrierung in einer
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absteigenden Alkoholreihe (Xylol, absoluter Alkohol, 96%, 70%, 50%, Aqua dest.)
wurden die Schnitte durch Kochen in Citratpuffer (pH 6,0) in der Mikrowelle (3 x 2
Minuten bei 500 Watt) vorbehandelt. Nach der Vorbehandlung wurden die Schnitte
in 0,1% H»O, (Merck, Darmstadt, Deutschland) in Methanol (Merck, Darmstadt,
Deutschland) fur 20 Minuten inkubiert, um die endogene Peroxidase zu blockieren,
gefolgt von Spllen in TrisPuffer (TBS) fur 3 x 5 Minuten.

Es folgt eine 30 minutige Inkubation mit 2% Kaninchenserum Normal (Dako,
Glostrup, Danemark, Code no. X0902) in Dako Antibody Diluent (Dako, Glostrup,
Danemark, Code no. S3022) fur den Goat-anti-collagen IV Antikorper und 2%
Schweineserum Normal (Dako, Glostrup, Danemark, Code no. X0901) ebenfalls in
Dako Antibody Diluent fir den Antikbrper gegen Laminin bei Raumtemeratur.

Als primare Antikérper wurden der polyklonale Goat-anti-Collagen IV purified (UNLB)
Antibody und der polyklonale Rabbit-anti-Laminin-Antibody eingesetzt und ohne
vorheriges Spulen Uber Nacht bei 4° C in einer Verdinnung von 1:100 fur Goat-anti-
Collagen IV und 1:200 fur Rabbit-anti-Laminin in Dako Antibody Diluent inkubiert.

Am nachsten Tag folgte nach Spilen in TBS (3 x 5 Minuten) die Inkubation mit
Rabbit-anti-Goat-sekundar-Antikorper (biotinylated, Dako, Glostrup, Danemark,
Code no. E0466) fur anti-Collagen IV bzw. Swine-anti-Rabbit-sekundar-Antikérper
(biotinylated, Dako, Glostrup, Danemark, Code no. E0353) fur anti-Laminin fur 30
Minuten bei Raumtemeratur mit einer Verdinnung von 1:200 in Dako Antibody
Diluent.

Nach anschlielendem Spilen in TBS (3 x 5 Minuten) wurde ein Avidin-Biotin-
Peroxidase Komplex Detektionssystem (Elite Vectastain ABC Kit, Vector
Laboratories, Burlingame, USA) in TBS fur 40 Minuten bei Raumtemperatur
eingesetzt mit anschlielendem Spulen in TBS (3 x 5 Minuten). Entwickelt wurde die
gebundene Peroxidase mit 0,05% DAB, 3'3'- Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid
(Sigma, St. Louis, USA, Code no. D5637-5G) in TBS mit 0,01% H>O, fur 13 Minuten
fur Collagen IV und 8 Minuten fur Laminin. Nach Spullen in Aqua dest. fur 5 Minuten
folgte eine Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 96%, absoluter
Alkohol, Xylol) und Eindeckeln mit Eukitt. Das Ergebnis zeigte eine starke
spezifische, braunliche Farbung ohne Anfarbung des unspezifische Hintergrundes.
Die Spezifitat der Farbung wurde mit jeweils mit einer Negativkontrolle (keine
Inkubation mit einem primaren Antikorper) kontrolliert. Bei diesen Kontrollen wurde

keine Anfarbung von spezifischen und unspezifischen Strukturen im Gewebe
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gefunden. Die gleichen Reaktionsschritte wurden fur die anderen Antikdrper benutzt,
nur variierten Vorbehandlung und teilweise wurden bei der Entwicklung

Verstarkungsmethoden wie im Folgenden beschrieben eingesetzt.

3.5.2 Antikorper gegen Makroglia

3.5.21  Anti-GFAP-Farbung

Anti-GFAP (Anti-Glial-Fibrillary Acidic Protein) ist ein aus Mausen stammender
monoklonaler Antikorper gegen das astrozytenspezifische Intermediarfilament
GFAP, ein Filament des Zytoskeletts. Vorbehandelt wurden die Schnitte ebenfalls
mit der Mikrowelle (2 x 2 Minuten in Citratpuffer pH 6,0). Der primare Antikorper
wurde 1:1000 verdlnnt. Als sekundarer Antikérper wurde Swine-anti-Rabbit-
sekundar-Antikorper verwendet. Anstelle der normalen Entwicklung mit DAB wurde
zur Verstarkung der Entwicklung die Glucose-Oxidase-Verstarkung fur 12 Minuten
verwendet. Anschlie3end erfolgten die Dehyrdierung und das Eindeckeln mit Eukitt.
Die Glukose-Oxidase zeigte als Ergebnis eine starke, schwarze, spezifische
Farbung, wohingegen der unspezifische Hintergrund nur schwach bis nicht gefarbt

erschien.

3.5.2.2 Anti-CNPase-Farbung

Zur Markierung der Oligodendrozyten diente Anti-CNPase als primarer monoklonaler
Antikorper. Anti-CNPase (Anti-2°,3 -zyklische Nukleotid 3'-Phosphodiesterase,
monoklonal) ist ein fast ausschlieBlich in Myelin-produzierenden Zellen
vorkommendes Enzym und dient somit spezifisch zur Anfarbung von
Oligodendrozyten und Schwann-Zellen im ZNS und PNS (Nishizawa et al. 1985,
Kornack und Rakic 1999, Gross 2000). Mikrowellen-Vorbehandlung (3 x 2 Minuten in
Citratpuffer pH 6,0) und eine Verdinnung des primaren Antikérpers von 1:200 und
als sekundarer Antikorper Rabbit-anti-Mouse (biotinylated, Dako, Glostrup,
Danemark, Code no. E0464) zeigten das spezifischste Ergebnis und die
homogenste Anfarbung. Auch hier diente die Glucose-Oxidase als Verstarkung der
Entwicklung (15 Minuten). AnschlieRend wurde nach Dehydratation mit Eukitt
eingedeckelt.
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3.5.3 Antikorper gegen neuronale und axonale Strukturen
3.5.3.1  Anti-Neurofilament- und anti-PGP 9.5-Farbung

Anti-Neurofilament 200 ist ein aus Kaninchen gewonnener, polyklonaler Antikrper
gegen Neurofilament, ein Intermediarfilament aus dem Zytoplasma neuronaler
Zellen, welches sich bis in die Dendriten und das Axon fortsetzen kann. Es eignet
sich somit zur Darstellung axonaler Strukturen. Die Vorbehandlung erfolgte mit
0,06% Protease (Protease 24, Sigma, St. Louis, USA, Prod. no. P8038) bei 37° C in
TBS fur 7 Minuten. Eine Verdinnung von 1:1500 far den primaren Antikdrper und
Swine-anti-Rabbit-Sekundar-Antikérper, sowie die Verstarkung der Entwicklung mit

Glukose-Oxidase (25 Minuten), zeigten gute Resultate.

Anti-PGP 9.5 (Protein gene product 9.5) ist ein polyklonaler, aus Kaninchen
gewonnener Antikdrper. Anti-PGP 9.5 markiert als panneuronaler Marker neuronale
Zellen und diente in den letzten Jahren als genereller Marker fur Neurone und Zellen
neuronalen und neuroendokrinen Ursprungs, sowie fir deren Axone und Dendriten.
Die entparaffinierten Schnitte wurden ebenfalls mit 0,06% Protease bei 37° C in TBS
fur 7 Minuten vorbehandelt. Bei einer Verdinnung des primaren Antikdrpers von
1:400, sowie Swine-anti-Rabbit-Sekundar-Antikorper zeigten sich nach Entwicklung
mit Glucose-Oxidase fur 20 Minuten gute Ergebnisse. Beide Farbungen wurden

nach der Entwicklung nach Dehydratation mit Eukitt eingedeckelt.

3.6 Methodische Voruntersuchungen

Fir die Ermittlung der besten Farbeergebnisse fur unsere Untersuchungen wurden
eine Reihe von Voruntersuchungen notwendig. Alle sechs Antikorper wurden mit
verschiedenen Methoden ausgetestet, wobei jeweils alle drei bereits beschriebenen
Vorbehandlungsmethoden (Vorbehandlung mit der Mikrowelle,
Trypsinvorbehandlung, Proteasevorbehandlung) verwendet wurden. So zeigte sich
fur die Antikorper gegen extrazellulare Matrix-Proteine wie Anti-Collagen IV und Anti-
Laminin, dass nur die Mikrowellen-Vorbehandlung in Citratpuffer (pH 6,0) flr 4 bis 6
Minuten eine spezifische Immunreaktion (spezifische Anfarbung versus Hintergrund)
zeigte. Trypsin-Vorbehandlung zeigte aufgrund der Enzymdenaturierung des

Gewebes ein eher diffuses Farbebild mit viel Hintergrund. Gleiches galt fur die
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Vorbehandlung mit Protease. Die glialen Marker Anti-GFAP und Anti-CNPase
zeigten ebenfalls mit Mikrowellen-Vorbehandlung das beste Ergebnis. Fur die
axonalen und neuronalen Marker Anti-Neurofilament 200 und Anti-PGP 9.5, waren
nur durch die Protease-Vorbehandlung spezifische Anfarbung zu erreichen.
Ebenfalls methodisch wurde die Entwicklung der gebundenen Peroxidase
untersucht. Neben der reinen DAB-Entwicklung wurden drei Verstarkungsmethoden
ausgetestet. Zur Auswahl standen Glucose-Oxidase, Ammonium-Nickel und
Osmium-Verstarkung. Es zeigte sich, dass fur Anti-Collagen IV und Anti-Laminin die
Entwicklung mit DAB und die Verstarkung mit Ammonium-Nickel gleich gute
Ergebnisse lieferte, aufgrund des besseren Kontrasts wurde aber der DAB-
Entwicklung der Vorzug gegeben. Anti-GFAP und Anti-CNPase zeigten
hervorragende Ergebnisse mit der Verstarkung durch Glucose-Oxidase, so dass sich
Astrozyten und Oligodendrozyten schwarz gefarbt gegen weil3en Hintergrund scharf
kontrastiert abzeichneten.

Auch Anti-Neurofilament und Anti-PGP 9.5 zeigten mit DAB-Entwicklung gute
Ergebnisse, einen besseren Kontrast, aufgrund der schwarzen und nicht braunen
Entwicklung, zeigte jedoch die Glucose-Oxidase, so dass diese zur Auswertung
verwendet wurde.

Auch die Verdlinnung der primaren Antikorper (1:50 bis 1:1500) und das Medium in
dem die Verdlinnung vorgenommen wurde, wurden methodisch voruntersucht. Dako
Antibody Diluent wurde mit einer Antikorper-Verdunnung in TBS, TBS und 0,1%
Triton X-100 (Serva Feinbiochemica GmbH & Co., Heidelberg, Deutschland) und
TBS mit 0,3% Tween 20 (Sigma, St. Louis, USA, Prod. no. P1379) verglichen. Da
sich jedoch kaum Unterschiede bezuglich des unspezifischen Hintergrundes
zwischen den einzelnen Medien zeigte, wurde Dako Antibody Diluent, aufgrund der
leichten hintergrundunterdriickenden Wirkung und der einfachen Handhabung, der
Vorzug gegeben.

Bei einer Schnittdicke von 5 ym der Paraffinschnitte mit dem Schlittenmikrotom,
zeigte sich beim Aufziehen auf die beschichteten Objekttrager leichte Faltenbildung,
woraufhin jeweils ein Paraffinblock pro postoperativem Tag auf 8 pm in Serie
geschnitten wurden. Jedoch brachte auch diese Mallnahme nicht den gewlnschten
Effekt und auch die Einbettung in 4% Agar (AgarNoble, Difco, Detroit, USA) konnte

dieses Phanomen nicht vollstandig beseitigen.
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3.7 Verwendete Losungen und Materialien

—

PFA (4% Paraformaldehyd, gepuffert in 0,2 M PB Phosphatpuffer)

40 g Paraformaldehyd (Merk, Darmstadt, Deutschland)
ad 400 ml Aqua dest.
Erwarmung auf 80°C

Ad 1 N NaOH (Merk, Darmstadt, Deutschland) bis Losung von
milchiger zu klarer Losung umschlagt, nach Abkuhlung wurden 500 ml

0,2 M phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) hinzugefugt.

0,2 M PB Phosphatpuffer (pH 7,2-7,4)

65,84 g Na;HpO4 x 2 H,O (Merk, Damstadt, Deutschland)

5,62 g NaH,HPO4 x H20O

Glucose

10 mg Glucose (Merk, Darmstadt, Deutschland)

ad 100 ml Aqua dest.

Glucose-Oxidase-Verstarkung

90 ml 0,1 M PB-Puffer pH 7,4
DAB 45 mg
Ammoniumchlorid 36 mg

1,8 ml Nickelsulfat 0,05 M

1,8 ml Glucose 10%

Glucoseoxidase 300 ul
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Glucose-Oxidase

1,2 mg Glucose-Oxidase (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland)

ad 1 ml Aqua dest.

0,1 M PB-Puffer (pH 7,4)

4,03 g KH2PO4 (Merk, Damstadt, Deutschland)
17,8 g Na;HPO4 x 2 H,0O (Merk, Damstadt, Deutschland)
ad 1000 ml Aqua dest.

Einstellen des pH-Wertes mit Na;HPO4 x 2 H,0

DAB (33 - Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid)

(SIGMA, St. Louis, USA, Code no. D5637-5G)
2,25 g DAB
ad 100 ml TrisPuffer (TB)

Losung eingefroren und gelagert bei —20° C

TrisPuffer (TB, 0,05 M TrisPuffer, pH 7,6)

3,02 g Trizma Base (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland)

4,5 g NaCl (J.T.Baker, Deventer, Holland)
ad 500 ml Aqua dest.

Einstellen des pH-Wertes mit HCI
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4 Ergebnisse

4.1 Morphologie

Die drei Regionen des Ruckenmarks, in denen die verschiedenen Farbungen
durchgefuhrt wurden, stellten sich in der H.E.-Farbung und in der Masson Goldner-
Farbung unterschiedlich dar. In den Routinefarbungen wurden alle Regionen des
Riickenmarks betrachtet, da sie u.a. als Ubersichtsfarbungen fungierten, zur
Auswertung kamen jedoch die Schnitte auf Hohe des Zentralkanals (Zentralkanal
musste auf Hohe der Lasion sichtbar sein), ebenso wie die immunhistochemischen
glialen Marker. Die immunhistochemischen Bindegewebsfarbungen gegen
extrazellulare Matrixproteine wurden ventral des Zentralkanals ausgewertet (16-24
Schnitte ventral den Zentralkanals auf Hohe der Lasion), die neuronalen und
axonalen immunhistochemischen Marker dorsal des Zentralkanals (16-24 Schnitte
dorsal den Zentralkanals auf Hohe der Lasion) auf Hohe des Kortikospinalen Traktes
(CST) gefarbt (siehe auch Material und Methoden).

4.1.1 Morphologie des unverletzten Rickenmarks bei der
Wildtyp BALB/c Maus

Die Region um den Zentralkanal zeigte in der H.E.-Farbung und in der Masson
Goldner-Farbungen von lateral nach medial betrachtet folgende Befunde.

Lateral, dem Rluckenmark aufliegend, stellten sich die Meningen in der Masson
Goldner-Farbung dar. Das Kollagen der Meningen war stark grin gefarbt und somit
leicht vom Rickenmark abzugrenzen. Deutlich erkannte man rotbraunlich gefarbt die
in den Meningen eingebettet liegenden Zellkerne der Fibroblasten. Weiter medial
folgte das Gewebe des Ruckenmarks mit der aullen liegenden weilden Substanz.
Deutlich erkannte man in der H.E.-Farbung die rétlich gefarbten Faserblndel von
Axonen, die sich gut gegeneinander abgrenzen liellen, mit meist longitudinalem
Verlauf. Zwischen den Axonbundeln, die in geringer Anzahl auch wellig und
spiralférmig erschienen, lieRen sich die blau-schwarz gefarbte Zellkerne der
Astrozyten und Oligodendrozyten erkennen. Vereinzelt waren auch quer
angeschnittene, kleine GefalRe zu erkennen. In der Masson Goldner-Farbung sah

man das grun gefarbte kollagene Bindegewebe der Gefallwande und die
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braunrétlich gefarbten Endothelzellen mit schwarzlichem Kern. Die auf3en liegende
weille Substanz nahm zirka ein Drittel der Breite einer Rickenmarkshalfte ein.

Weiter nach innen (medialwarts) folgte die graue Substanz des Rickenmarks. In der
H.E.-Farbung zeigten sich lateral in der grauen Substanz stark dunkelblau gefarbte,
grole Neurone mit ihren Dendriten (Ncl. retrodorsalis). Folgte man der grauen
Substanz weiter medialwarts, nahm die Grolde der Neurone auf etwa die Halfte ab
und auch die Dendriten der einzelnen Neurone waren nicht mehr gut zu erkennen.
Zwischen den Neuronen erkannte man die blau-schwarz gefarbten Zellkerne von
Astrozyten und Oligodendrozyten. In der grauen Substanz lieRen sich ebenfalls
kleine Gefalte (Kapillaren) darstellen. Teilweise waren auch wenige grollere Gefalde
angeschnitten, die sich gleichartig darstellten. Die graue Substanz endete in der
Medianebene mit erreichen des Zentralkanals, welcher sich in der H.E.-Farbung als

Kanal parallel angeordneter, blau-schwarzlich angefarbter, kubischer Ependymzellen

darstellte. Das Lumen des Kanals war frei.

Abb. 4.1.1-1: Morphologie des
unverletzten Riickenmarks beim
BALBI/c Wildtyp. Region
Zentralkanal. Der geschichtete
Aufbau des Rlckenmarks in der
longitudinalen  Schnittfihrung st
gut zu erkennen. Gezeigt ist eine
Ruckenmarkshalfte inklusive
umhdallender Meningen. A
Umhillende Meningen B Weilke
Substanz C Kernhaltige graue
Substanz D Zentralkanal. H.E.-
Farbung.

Die Region ventral des Zentralkanals, in der die immunhistochemischen Farbungen
der extrazellularen Matrixproteine vorgenommen wurden, stellte sich morphologisch
von lateral nach medial betrachtet in dhnlicher Weise dar. Zunachst wurden auch
hier lateral das grin gefarbte Kollagen und die rotbraunlichen Fibroblasten der
Meningen in der Masson Goldner-Farbung gut darstellbar. Die sich anschlieRende
weille Substanz zeigte in der H.E.-Farbung ebenfalls rétlich gefarbte, teils

voneinander differenzierbare Blndel von Axonen und die blau-schwarz gefarbte
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Zellkerne der Astrozyten und Oligodendrozyten. Kleinere Gefalie lielen sich in der
weillen Substanz darstellen.

In der grauen Substanz waren auch in dieser Region lateral zunachst grofde
dunkelblau gefarbte Neurone mit ihren Dendriten sichtbar (Ncl. ventralis und Ncl.
centralis). Weiter medialwarts nahm die Gro3e der Neurone ebenfalls ab. Auch hier
lieRen sich kleinere Gefalke und die Zellkerne von Astrozyten und Oligodendrozyten
in der grauen Substanz darstellen.

Die graue Substanz in der Region ventral des Zentralkanals reichte allerdings nicht
bis zur Mitte des Schnittes, sondern wurde in der Medianebene erneut von weil3er
Substanz abgeldst. Diese stellten sich gleich der lateralen weilen Substanz dar.

Mittig kamen in dieser Region grof3e, quer angeschnittene Gefalde zur Anfarbung.

Abb. 4.1.1-2: Morphologie des
unverletzten Riickenmarks
beim BALB/c Wildtyp. Region
ventral des Zentralkanals. Der
geschichtete Aufbau des
Rickenmarks in der
longitudinalen Schnittfiihrung ist
gut zu erkennen. Gezeigt ist
eine Rickenmarkshalfte
inklusive umhdallender
Meningen. Deutlich zeigen sich
die Motoneurone (t)der grauen
Substanz. H.E.-Farbung.

Die Region dorsal des Zentralkanals, auf Héhe des CST, zeigte morphologisch, von
lateral nach medial, zunachst einen ahnlichen Aufbau. Auch hier lagerten die
Meningen dem Rickenmark auf und das darin enthaltene Kollagen stellte sich in der
Masson Goldner-Farbungen wie in den anderen Regionen dar. Die weile Substanz
des Rickenmarks bildete sich in der H.E.-Farbung ebenfalls als rétliche Faserziige
von Axonen ab. Auch liel3en sich hier Kapillaren in den Trakten der weil3en Substanz
darstellen.

Die sich anschlieRende graue Substanz zeigte lateral zunachst ebenfalls grolde, blau
gefarbte Neurone mit schwarzlichem Zellkern. Auch hier lieRen sich die Dendriten

gut darstellen. Weiter medial nahm die GroRe der Neurone ebenfalls ab. In der
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gesamten grauen Substanz lielen sich auch in dieser Region die Zellkerne von
Astrozyten und Oligodendrozyten darstellen. Gefalde in der grauen Substanz stellten
sich in der H.E.-Farbung und der Masson Goldner-Farbung in gleicher Weise dar.

In der Medianebene wurde die graue Substanz auch in dieser Region von Trakten
weiller Substanz abgeldst. Diese Axone stellen sich gleich der lateralen weil3en
Substanz als rétlich gefarbte Faserziige mit dazwischen liegenden, blau gefarbten,
Zellkernen der Astrozyten und Oligodendrozyten dar. Die mediale weile Substanz
stellte den CST dar. In der Mitte des Schnittes, an dem sich die weil3e Substanz

beider Seiten traf, waren viele grof3e, quer angeschnittene, Gefalle zu sehen.

Abb. 4.1.1-3: Morphologie
des unverletzten
Riickenmarks beim BALB/c
Wildtyp. Region dorsal des
Zentralkanals,
Korticospinaler Trakt (CST).
Der geschichtete Aufbau des
Rickenmarks in der
longitudinalen Schnittfihrung
ist gut zu erkennen. A Der
CST ist medial erneut als
Schicht weiler Substanz zu
erkennen. H.E.-Farbung.

4.1.2 Morphologie des unverletzten Riickenmarks bei der scid
Maus

Das Ruckenmark der scid Mause zeigte in der H.E.-Farbung und in der Masson
Goldner-Farbung im Vergleich zu den Wildtyp BALB/c Mausen denselben Aufbau
mit  derselben Zellmorphologie. Insgesamt zeigten sich keine anatomischen
Unterschiede zwischen Wildtyp BALB/c und scid Maus. Der Schichtaufbau von
weiller und grauer Substanz und die Zytoarchitektonik des Rlckenmarks
unterschieden sich bei den scid Mausen nicht im Vergleich zum Wildtyp BALB/c. So
zeigten die Trakte und Nervenstrange der weillen Substanz der scid Mause

denselben Aufbau und Verlauf wie beim Wildtyp.
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Die graue Substanz und die darin enthaltenen multipolaren Nervenzellen sowie die
Makrogliazellen des Ruckenmarks, unterschieden sich ebenfalls nicht zwischen
Wildtyp und scid Mutante.

In allen Regionen des Rickenmarks fanden sich keine strukturellen Anomalien,
morphologische Auffalligkeiten wie Zellatypien, Apoptosen, Nekrosen oder Zeichen

einer Entziindung bei den scid Mausen.

4.2 Allgemeine zellulare und inflammatorische Reaktion
auf die Lasion bei der Wildtyp BALB/c Maus

Die H.E.-Farbung und die Masson Goldner-Farbung wurden herangezogen, um die
allgemeine zellulare Reaktion des Ruckenmarks im zeitlichen Ablauf nach der Lasion
zu beurteilen. Beurteilt wurden die Infiltration von Entzindungszellen (neutrophile
Granulozyten, Lymphozyten, Makrophagen), Fibroblasten, neuronale und axonale
Strukturen und die Gewebsschwellung (Odem).

Beurteilt wurden jeweils die fest definierten Regionen zu allen Zeitpunkten nach

Lasion auf Hohe des Zentralkanals.

4.2.1 Erster postoperativer Tag BALB/c Maus

Die Lasion selbst stellte sich als aufgehellte Zone (weniger Eosin-Anfarbung), mit
unterschiedlich groRen Einblutungen (Ansammlung von Erythrozyten) und
Zellfragmenten als Ausdruck der Gewebszerstorung dar. Ein sich bildendes
interstitielles Odem in der Umgebung und eine Ansammlung von Fliissigkeit im
Lasionsspalt zeigten sich. Ein Untergang von Nervenzellen und Makroglia war zu
beobachten. Eine Reaktion der Fibrozyten war nicht zu beobachten.

Die Infiltration von neutrophilen Granulozyten in die Lasion erfolgte hauptsachlich
von lateral, aus der Umgebung der Meningen. Die Einwanderung von Lymphozyten

in die Lasion blieb deutlich hinter der Anzahl von Granulozyten zurtck.
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Abb. 4.2.1-1: Lasion des
Riickenmarks, erster
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. A In der
Lasion erkennt man das
locker zerstorte Gewebe
und die massive
Einblutung (1). B Die
kraniale Grenzregion zeigt
die Infiltration von
neutrophilen Granulozyten
(«). Die Inflammation
erfolgte am ersten
postoperativen Tag
Uberwiegend aus  der
Umgebung der Meningen.

B HE-Farbung.

In der kranialen Grenzregion standen ebenfalls die Flussigkeitsansammlung und
Aufquellung des Gewebes als Ausdruck des sich bildenden Odems und die
Einblutung im Vordergrund. In der lateralen weilRen Substanz waren Einblutungen
als regelmaRiges Muster zu beobachten. Die Nervenbindel und Faserzige zeigten
sich schwacher gefarbt (weniger eosinophil) als auf der unlasionierten Gegenseite
und einzelne Bundel von Axonen waren gut gegeneinander abgrenzbar. Vereinzelt
wurden auch kleine Zysten in den Trakten der lateralen weilen Substanz sichtbar.
Diese Veranderungen waren Ausdruck der 6dematésen Schwellung und der

beginnenden Traktdegeneration der Axone der weillen Substanz. Einzelne Axone
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erschienen dagegen eosinophiler gefarbt und zeigten einen vergroRRerten
Querschnitt als Ausdruck einer Axondystrophie.

Die graue Substanz in der kranialen Grenzregion bot nur wenige Veranderungen im
Vergleich zur kontralateralen Seite. Bis auf dezente Einblutungen und ebenfalls sehr
dezente granulotzytare Infiltration und selten einer neuronalen Reaktion in Form
einer eosinophilen, ischamischen Neurodegeneration, waren kaum Auffalligkeiten in
dieser Region zu beobachten.

Insgesamt fiel auf, dass die inflammatorische Reaktion, in Form einer Einwanderung
von neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten, bei den BALB/c Mausen in der

kranialen Grenzregion im Vergleich zur Lasion sehr gering ausfiel.

Die kaudale Grenzregion bot ein vergleichbares Bild wie die kraniale Grenzregion.
Ebenfalls fielen dezente Einblutungen und eine axonale Schwellung mit
Zystenbildung im aul3en gelegenen lateralen Trakt der weiRen Substanz auf.

Das Kerngebiet der grauen Substanz zeigte kaum pathologische Veranderungen im
Vergleich zur kontralateralen Seite, bis auf wenige Neurone, die ebenfalls eine
eosinophile, ischamische Neurodegeneration zeigten. Das Bild glich stark der
kranialen Grenzregion, auch bezlglich der Farbeintensitdt und der geringen
Inflammation.

Der ipsilaterale Rest des Ruckenmarks, also der Teil des Rickenmarks von der
kranialen und kaudalen Grenzregion bis jeweils zum Ende des Schnittes, machte die
Auswirkung der Lasion auf das gesamte Rickenmark sichtbar. Kranial der kranialen
Grenzregion bot der laterale Trakt der weillen Substanz weiterhin fur eine gewisse
Distanz (in direkter Nahe zur Lasion) das Bild der édematésen Schwellung der
Faserzige und Axone, teils mit Zysten durchsetzt, welche aber mit zunehmender
Entfernung zur Lasion nachliel3.

Die graue Substanz zeigte sich ohne pathologisch Auffalligkeiten zur unlasionierten
Gegenseite. Eine neuronale Reaktion auf die Lasion oder die Inflammation von
Entzindungszellen wurde nicht beobachtet. Kaudal der kaudalen Grenzregion
dagegen fuhrten die axonale Schwellung und die Zystenbildung im Bereich des
lateralen Traktes der weiRen Substanz bis weit kaudal, teilweise bis zum Ende des
Schnittes. Die graue Substanz unterschied sich hier ebenfalls nicht von der

Gegenseite und erschien somit ohne pathologische Veranderung zu sein. Auch der
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kaudale Teil des restlichen ipsilateralen Rickenmarks erschien frei von

EntzGndungszellen.

Abb. 4.2.1-2: Lasion des
Riickenmarks, erster
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. A In der
kaudalen. Grenzregion sind
ipsilateral in der weil3en

Substanz zystische
Veranderungen (<) als
Ausdruck der
Traktdegeneration zu

erkennen. H.E.-Farbung. B
Deutlich ist das locker
zerstorte Gewebe des
Riickenmarks und die
massive Einblutung («) in
das Gewebe entlang der
Schnittfihrung zu erkennen.

B Masson Goldner-Farbung.

Die kontralaterale Seite zeigte keinerlei morphologische Veranderung am ersten

postoperativen Tag nach Setzen der Lasion.

4.2.2 Dritter postoperativer Tag BALB/c Wildtyp

Die Lasion wirkte am dritten postoperativen Tag insgesamt aufgeraumter und besser

organisiert als am ersten postoperativen Tag. Die Wundrander zeigten sich besser

adaptiert. Auch am dritten postoperativen Tag waren noch Reste der Einblutung in
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die Lasion zu sehen. Die Erythrozyten zeigten sich aber in der H.E.-Farbung
schwacher gefarbt und imponierten nicht mehr als runde Zellen, sondern eher in
Form von Fragmentozyten. In der L&sion zeigten sich nun kleine Zysten, im
Unterschied zum 1. postoperativen Tag, und insgesamt erschien das Gewebe
starker o0dematds geschwollen als am ersten postoperativen Tag nach Lasion.
Neutrophile Granulozyten zeigten sich am dritten postoperativen Tag weniger als am
ersten postoperativen Tag nach Setzen der Lasion. Nur wenige Granulozyten waren
in der Lasion auszumachen und diese schienen eher perivaskular gelegen und nicht
mehr frei in der Lasion verstreut zu liegen. Dafir nahm die Anzahl der Lymphozyten,
im Vergleich zum ersten postoperativen Tag, zu, wobei es sich nur um vereinzelt,
oder in kleinen Gruppen liegende Lymphozyten handelte.

Neu im Vergleich zum ersten postoperativen Tag war das Auftreten von
Schaumzellen. Diese Monozyten imponierten als groRRe, stark rot gefarbte Zellen mit
randstandigem, dunklen Kern und schaumig vakuolisiertem Zytoplasma. Besonders
medial, also in der Nahe des Zentralkanals, zeigten sich diese Schaumzellen in der
Lasion. Zusatzlich war eine leichte, fibrozytare Reaktion zu beobachten. Schlanke
Fibrozyten mit ihren spindelférmigen Zellleibern und ihrem langovalen Kern waren zu
erkennen. Besonders meningeal zeigten sich leichte Ansammlungen von grin

(Masson Goldner-Farbung) gefarbtem kollagenem Bindegewebe, die entlang der

Schnittfihrung teilweise bis zum Zentralkanal reichten.

Abb. 4.2.2-1: Lasion
des Riickenmarks,
dritter postoperativer
Tag, BALB/c Wildtyp. A
Die Lasion und die gut
adaptierten Wundrander,
sowie das interstitielle
Odem sind deutlich zu
erkennen. H.E.-Farbung.
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Abb. 4.2.2-1: Lasion
des Riickenmarks,
dritter postoperativer
Tag, BALB/c Wildtyp. B
Starkere VergroRerung
der Lasion. Neutrophile
Granulozyten und
Lymphozyten als Zellen
einer akuten
Entziindungsreaktion
zeigen sich. H.E.-
Farbung. C Einblutung
entlang der
Schnittfihrung.
Bindegewebe beginnt
sich entlang der Lasion
zu formieren («).
Masson Goldner-
Farbung.

Auch in der kranialen Grenzregion zeigten sich noch die Residuen der Einblutung.
Die 6dematdse Schwellung des Gewebes war deutlich zu erkennen, wodurch
besonders der laterale Trakt der weilRen Substanz aufgelockert erschien. Man
konnte einzelne, spiralformige Axonbundel gut gegeneinander abgrenzen. Die Trakte
der lateralen weilRen Substanz boten ebenfalls ein 6dematds verandertes, mit Zysten
durchsetztes Bild. Auch hier waren die Traktveranderungen aber segmental begrenzt
und reichten nicht weit Gber die kraniale Grenzregion hinaus.

In der grauen Substanz zeigte sich ein verandertes Bild zum ersten postoperativen
Tag nach Lasion. Viele Neurone schienen untergegangen zu sein oder zeigten das

Bild einer schweren peripheren Chromatolyse (Tigrolyse). Die Uberlebenden
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Neurone wiesen sich in der H.E.-Farbung weniger stark gefarbt aus als auf der
unlasionierten Gegenseite. Die Neurone zeigten eine deutliche Zellschwellung in
Form eines Zellddems. Im Vergleich zum ersten postoperativen Tag nach Lasion,
prasentierten sich am dritten postoperativen Tag viele kleine Gefalde in der kranialen
Grenzregion.

Die Infiltration von neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten in diese Region
erwies sich auch am dritten postoperativen Tag nach Lasion als dezent. Vereinzelt
waren Granulozyten und Lymphozyten zu beobachten. Teilweise wurden auch
vereinzelt Monozyten in Form von Schaumzellen beobachtet. Die Fibrozyten in der

kranialen Grenzregion zeigten sich vermehrt im Vergleich zum ersten postoperativen

Tag nach Lasion.

Abb. 4.2.2-2: Lasion
des Riickenmarks,
dritter postoperativer
Tag, BALB/c Wildtyp. A
Ischamisch, eosinophile
Neurodegeneration in
der kranialen
Grenzregion («<). H.E.-
Farbung. B Infiltration
der Lasion mit
Schaumzellen («).
Deutlich sind die groRen
Phagozyten mit ihrem
roten Zytoplasma und
dem kleinen,
randstandigen Kern zu
erkennen. H.E.-Farbung.
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Auch in der kaudalen Grenzregion zeigten sich noch die Residuen der Einblutung.
Die Trakte der lateralen weilen Substanz boten ebenfalls ein 6dematés verandertes,
mit Zysten durchsetztes Bild und reichten weit Uber die kaudale Grenzregion hinaus.
Die graue Substanz zeigte ebenfalls den Untergang von Neuronen und ischamische
Veranderungen sowie eine Tigrolyse. Ebenfalls waren vermehrt das Einsprossen
kleiner Gefalle zu beobachten. Auch die Fibrozyten in der kaudalen Grenzregion
zeigten sich vermehrt und auch Schaumzellen wurden in dieser Region vereinzelt

gesichtet.

Die Region des restlichen ipsilateralen Ruckenmarks zeigte kranial kaum
pathologische Veranderungen. Die Region kranial der kranialen Grenzregion zeigte
in unmittelbarer Nahe zur Lasion noch eine zystische Veranderung des lateralen
Traktes der weil3en Substanz.

Die graue Substanz zeigte, mit Ausnahme eines Tieres, keine pathologischen
Veranderungen. Eines von funf Tieren zeigte eine ahnliche, wie zuvor in den
Grenzregionen beschriebene Zystenbildung des medial, nahe dem Zentralkanal,
gelegenen Gewebes, von Lasionshohe aufsteigend bis weit kranial. Fraglich lag hier
eine intraoperative Verletzung der A. spinalis anterior vor.

Kaudal der kaudalen Grenzregion zeigte sich eine Aufhellung des lateralen Traktes
in der H.E.-Farbung (weniger Eosin) der weilen Substanz. Dieser laterale Trakt war
zystisch verandert und zeigte diese Veranderung auch weit kaudal noch, die graue

Substanz zeigte keine pathologischen Veranderungen.

Die kontralaterale Seite zeigte auch am dritten Tag nach Lasion Kkeinerlei

morphologische Veranderungen.

4.2.3 Siebter postoperativer Tag BALB/c Wildtyp

Die Lasion imponierte am siebten postoperativen Tag kompakter und insgesamt
bindegewebiger durchsetzt als an den Vortagen. Eine beginnende Narbenbildung
(Ansammlung von kollagenem Bindegewebe und Fibrozyten/Fibroblasten) war in der
Lasion sichtbar und das Odem und die Ansammlung von Fliissigkeit im Lasionsspalt
schienen rucklaufig. Die Wundrander der Lasion waren insgesamt gut adaptiert und
von bindegewebigen Faserzugen, die hauptsachlich in Richtung der SchnittfUhrung

zu verlaufen schienen, durchbaut. Die Anzahl und die Form der Fibrozyten anderten
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sich am siebten postoperativen Tag. Vermehrt wurden Fibroblasten identifiziert. Viele
kollagen-produzierende Fibroblasten waren mit ihren verdickten, zigarrenférmigen
Zellleibern zu erkennen. Besonders meningeal befanden sich vermehrt Fibroblasten.
Diese schienen von den Meningen ausgehend, in die Lasion einzuwandern.
Vermehrt war in der Masson Goldner-Farbung stark griin gefarbtes Kollagen in der
Lasion, besonders an den Meningen gelegen, zu beobachten. Der am ersten und
dritten postoperativen Tag nach Lasion, bis auf Erythrozyten und Zellen der
Inflammation, noch fast zellfreie Lasionsspalt war somit durch Fibroblasten und das
von ihnen produzierte kollagene Bindegewebe ausgefllt.

Neutrophile Granulozyten waren in der Lasion bei keinem Tier mehr auszumachen.
Wenige Lymphozyten saumten die Lasion, allerdings deutlich weniger als am dritten
postoperativen Tag. Bei einem von funf Tieren waren noch Schaumzellen
zentralkanalnah zu sehen. Kleinere Gefalle wurden, im Vergleich zum dritten
postoperativen Tag, am siebten postoperativen Tag, auch in der Lasion sichtbar. Nur

vereinzelt waren auch wieder Zysten in der Lasion zu beobachten.

Abb. 4.2.3-1: Lasion des
Riickenmarks, siebter
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. A Die
Lasion und die beginnende
bindegewebige Organisation
und Vernarbung sind gut
erkennbar («).

A H.E.-Farbung.
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Abb. 4.2.3-1: Lasion des
Riickenmarks, siebter
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. B In der
Lasion sind viele
Fibrozyten und
Fibroblasten zu
identifizieren. H.E.-
Farbung C Besonders
meningeal ist neu
gebildetes kollagenes
Bindegewebe in  der
Lasion zu erkennen. Es
finden Verwachsungen mit
umliegendem Gewebe
statt (1). Masson Goldner-
Farbung.

Die kraniale Grenzregion zeigte eine stark vermehrte Anzahl von Fibrozyten mit ihren
spindelférmigen Zellleibern. Auch Fibroblasten waren in geringerer Zahl zu
beobachten. In den Trakten der lateralen weillen Substanz waren, nur direkt der
Lasion anschliel’end, ebenfalls Zysten sichtbar.

Auch die graue Substanz der kranialen Grenzregion zeigte diese zystischen
Veranderungen vereinzelt. Die Neurone in dieser Region erschienen am siebten Tag
nach Lasion ohne Veranderungen zur unlasionierten Gegenseite.

Neutrophile Granulozyten und auch Lymphozyten waren in der kranialen
Grenzregion nicht zu beobachten. Kleine Gefalze zeigten sich dagegen auch in

dieser Region am siebten postoperativen Tag.
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Die kaudale Grenzregion zeigte ebenfalls, besonders meningeal, eine stark
vermehrte Anzahl von Fibrozyten und Fibroblasten. Die weiRe Substanz lateral war
wie schon am dritten postoperativen Tag zystisch aufgetrieben und verandert.

In der grauen Substanz waren die Neurone, auch in der kaudalen Grenzregion, ohne
pathologische Veranderungen zur Gegenseite. Kleinere, aber im Vergleich zum
dritten postoperativen Tag, auch gréliere Gefalle, waren zu sehen und Anzeichen

einer akuten Inflammation zeigten sich in dieser Region ebenfalls nicht.

Das restliche ipsilaterale Gewebe zeigte kranial in der lateralen weillen Substanz
vereinzelt noch Zysten, die von der Lasion an kranialwarts, fur eine gewisse Distanz
aufstiegen. Weiter kranialwarts waren diese Zysten in der weillen Substanz nicht
mehr zu beobachten.

Die graue Substanz enthielt kranial der Lasion ipsilateral viele kleine Gefalde, die auf
der gesamten Lange, bis zum Ende der Schnitte zu sehen waren. Ebenfalls zu
beobachten waren quer angeschnittene, geschwollene, degenerative Axone in der
grauen Substanz. Diese zeigten sich als kleine, runde Vakuolen mit einem stark
eosinophil rot gefarbten Gewebe im Inneren. Viele solcher degenerativen Axone
waren zu beobachten.

Kaudal zeigten sich diese axonalen Veranderungen nicht, dafur aber dieselben
zystischen Veranderungen im lateralen Traktgebiet der weillen Substanz wie am
dritten postoperativen Tag nach Lasion, die teilweise weit nach kaudal reichten.

Die graue Substanz zeigte kaudal der Lasion, auch bezlglich der Neurone, keine
pathologischen Veranderungen im Vergleich zur unlasionierten Gegenseite.

Die kontralaterale Seite bot auch am siebten postoperativen Tag nach Lasion keine
morphologischen Veranderungen. Nur bei einem der funf Tiere zeigte sich auch
kontralateral, in der grauen Substanz, eine axonale Degeneration mit zystischen

Kavernen und dem darin enthaltenen, stark eosinophilen Gewebe.

4.2.4 Vierzehnter postoperativer Tag BALB/c Wildtyp

Die Lasion bei den BALB/c Mausen am vierzehnten postoperativen Tag erschien
insgesamt feiner und dezenter als an jedem anderen untersuchten postoperativen
Tag zuvor. Gut erkannte man die feste, bindegewebige Narbe entlang der
ehemaligen Schnittfthrung. Die ehemaligen Wundrander erschienen fest

verwachsen und waren gut adaptiert. Das Odem im Interstitium und die Ansammlung
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von freier FlUssigkeit in der Lasion waren fast vollstdndig zurlickgegangen. Die
bindegewebige Narbe, welche in der Masson Goldner-Farbung gut zu beurteilen war,
zeigte eine hohe und etwa ausgewogene Anzahl von Fibrozyten und Fibroblasten.
Die Meningen zeigen am vierzehnten postoperativen Tag die bisher starkste
Reaktion in Form einer Erhohung der Anzahl von Fibroblasten und Fibrozyten und
von produziertem Kollagen. Die abgehenden Spinalnerven, und somit Teile des
peripheren Nervensystems (PNS), waren bei mehreren Tiere, auf Héhe der Lasion,
mit den Meningen teilweise fest verwachsen. Neutrophile Granulozyten waren in der
Lasion nicht mehr auszumachen. Vereinzelt wurden in wenigen Tieren Lymphozyten,
in geringer Menge, in der Lasion beobachtet. Bei zwei von funf Tieren wurden
erneut Schaumzellen in der Lasion beobachtet. Diese zeigten sich entlang der
bindegewebigen Narbe zentralkanalnah als auch lateral in der Nahe der Meningen.

Die Anzahl kleiner Gefalle veranderte sich nicht im Vergleich zum siebten

postoperativen Tag.

Abb. 4.2.4-1: Lasion des
Riickenmarks,
vierzehnter
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. A Die
Lasion und die verfestigte
bindegewebige Narbe sind
deutlich abgrenzbar ().
H.E.-Farbung.
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Abb. 4.2.4-1: Lasion des

Riickenmarks,
vierzehnter
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. B In der
Lasion sind viele
Fibrozyten zZu

identifizieren, die sich in
der bindegewebigen Narbe
befinden.  Blutgefa® in
Néhe der Lasion (*). H.E.-
Farbung C Gut ist die
bindegewebige Narbe zu
erkennen, die sich wie ein
Keil in der Lasion befindet.
Masson Goldner-Farbung.

Die kraniale Grenzregion enthielt am vierzehnten postoperativen Tag sehr viele

Fibrozyten und auch Fibroblasten. Die Meningen reagierten ebenfalls stark mit

Verwachsungen mit der Umgebung und enthielten ebenfalls eine erhdhte Zahl an

Fibrozyten und Fibroblasten.

Besonders in der lateralen weilen Substanz fielen feinste, eosinophil gefarbte

Granula auf. Viele kleine Zysten zeigten sich auch hier im lateralen Traktgebiet in der

Nahe zur Lasion. Eine axonale Degeneration in der weillen sowie in der grauen

Substanz war zu beobachten.
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Die graue Substanz zeigte unterschiedlich in ihrer Farbeintensitat gefarbte Neurone
(Chromatolyse), von denen einige degenerativ geschrumpft zu sein (Zellsklerose)
erschienen.

Wenige Schaumzellen fanden sich bei einem der finf Tiere auch in der kranialen
Grenzregion. Ansonsten erschien diese Region ohne Zeichen einer weiteren

Entzindung. Kleine Kapillaren und auch groRere Gefalde waren anzutreffen.

Die kaudale Grenzregion stellt sich ahnlich der kranialen Grenzregion dar. Eine
starke meningeal-fibroblastare Reaktion war festzustellen. Viele Fibrozyten und
Fibroblasten und das von ihnen produzierte Kollagen lieRen sich darstellen. Die
laterale weilde Substanz beinhaltete ebenfalls viele groRere Zysten.

Die graue Substanz zeigte ebenfalls Zysten, Axondegeneration und eine
Chromatolyse. Auch hier waren viele kleine und teilweise auch grof3ere Gefalde zu
sehen. Die kaudale Grenzregion erschien am vierzehnten postoperativen Tag frei

von Granulozyten, Lymphozyten und Makrophagen.

Das restliche ipsilaterale Ruckenmarksgewebe stellte sich kranial ebenfalls mit
axonaler Degeneration dar. In der weil3en sowie der grauen Substanz zeigte sich
das Bild der axonalen Degeneration mit Zystenbildung und eosinophilem Inhalt.
Ansonsten erschienen weil’e und graue Substanz kranial ohne Veranderungen zur
Gegenseite. Kaudal zeigte sich ipsilateral wieder die zystische Veranderung der

lateralen weilen Substanz.

Die kontralaterale Seite zeigte am vierzehnten Tag nach der Lasion keine

pathologisch-morphologischen Veranderungen.

4.3 Allgemeine zellulare und inflammatorische Reaktion
auf die Lasion bei der scid Maus

4.3.1 Erster postoperativer Tag scid Maus

Auch hier stellte sich die Lasion als aufgehellte Zone (weniger Eosin-Anfarbung) mit
Einblutungen und Zellfragmenten als Ausdruck der Gewebszerstorung dar. Ein sich
bildendes, interstitielles Odem in der Umgebung und eine Ansammlung von freier

Flussigkeit im Lasionsspalt zeigten sich auch bei der scid Maus. Ein Untergang von
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Nervenzellen und Makroglia war ebenfalls zu beobachten. Eine fibrozytare Reaktion
zeigte sich auch bei der scid Maus am ersten postoperativen Tag nicht. Die
Infiltration von neutrophilen Granulozyten in die Lasion erfolgte auch in der scid
Maus hauptsachlich von lateral, aus der Umgebung der Meningen. Vereinzelt
wurden auch Zellen mit rundem, chromatinreichem Kern und sehr schmalem, stark

basophilem Zytoplasmasaum beobachtet. Diese Zellen imponierten in der H.E.-

Farbung wie Lymphozyten.

Abb. 4.3.1-1: Lasion
des Riickenmarks,
erster postoperativer
Tag, scid Maus. A In
der Lasion sind locker
zerstortes Gewebe und
die ddematdse
Schwellung zu sehen.
H.E.-Farbung. B Die
kraniale Grenzregion
zeigt die Infiltration von
neutrophilen

Granulozyten und
lymphozytendhnlichen
Zellen («)- Die

Inflammation erfolgte am
ersten postoperativen
Tag auch bei der scid
Maus Uberwiegend aus
der Umgebung der
B Meningen. H.E.-Farbung.
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Die angrenzenden Regionen kranial und kaudal zeigten bezuglich der Reaktion auf
die Lasion ebenfalls keine Unterschiede. Hier standen ebenfalls die ddematdse
Schwellung und die Einblutung im Vordergrund. Auch hier zeigte die laterale weille

Substanz eine axonale Schwellung mit Zystenbildung.

50 um

Abb. 4.3.1-2: Lasion
des Riickenmarks,
erster postoperativer
Tag, scid Maus. A In
der kaudalen
Grenzregion ist
ipsilateral in der weillen
Substanz  wie  beim
Wildtyp die vakuolose
Traktdegeneration zu
erkennen («). H.E.-
Farbung. B Deutlich ist
auch bei der scid
Mutante das  locker
zerstorte Gewebe des
Ruckenmarks und die
massive Einblutung (<)
in das Gewebe entlang
der Schnittfihrung zu
erkennen. Masson
B Goldner-Farbung.

Das Kerngebiet der grauen Substanz zeigte kaum pathologische Veranderungen im
Vergleich zur kontralateralen Seite, bis auf wenige Neurone, die ebenfalls eine
eosinophile, ischamische Neurodegeneration zeigten. Die Infiltration von

neutrophilen Granulozyten war aufderst sparlich in diesen Regionen.
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Das restliche ipsilaterale Rickenmark zeigte sich ohne Unterschiede zwischen scid
Maus und BALB/c Wildtyp. Die laterale weilde Substanz bot kranial ebenfalls fir eine
gewisse Distanz (in direkter Nahe zur Lasion), das Bild der 6dematosen Schwellung
der Faserzlige und Axone, teils mit Zysten durchsetzt, welche aber mit zunehmender
Entfernung zur Lasion nachlief3en.

Kaudal war diese Schwellung mit Zystenbildung weit nach kaudal zu beobachten.
Auch bei der scid Maus erschien das restliche ipsilaterale Gewebe frei von Zellen
einer akuten Entzindung. Es wurden keine neutrophilen Granulozyten oder

Lymphozyten beobachtet.

Die kontralaterale Seite zeigte auch bei der scid Maus keinerlei morphologische

Veranderung am ersten postoperativen Tag nach Setzen der Lasion.

4.3.2 Dritter postoperativer Tag scid Maus

Die Lasion bei der scid Maus, am dritten postoperativen Tag, stellte sich gleich der
Lasion bei der Wildtyp BALB/c Maus dar.

Insgesamt erschien die Lasion auch hier geordneter und organisierter als am ersten
postoperativen Tag. Die Residuen der Einblutung in Form von Erythrozyten und
Fragmentozyten konnten beobachtet werden. Die Inflammation gestaltete sich
ahnlich der des Wildtyps. Auch hier wurden nur wenige neutrophile Granulozyten,
hauptsachlich perivaskular gelegen, beobachtet und Schaumzellen traten ebenfalls
hauptsachlich medial, in Zentralkanalnahe, auf. Auch am dritten postoperativen Tag
zeigten sich ganz vereinzelt noch lymphozyten-ahnliche Zellen in der Lasion.
Monozyten waren sichtbar und infiltrierten die Lasion von meningeal. Zusatzlich war
ebenfalls eine leichte, fibrozytare Reaktion zu beobachten, die besonders meningeal
eine leichte Ansammlungen von grin gefarbtem Bindegewebe zeigte, das entlang

der Schnittfuhrung nach medial gelangte.
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Abb. 4.3.2-1: Lasion des
Riickenmarks, dritter
postoperativer Tag, scid
Maus. A Lasion. Residuen
der Einblutung sind in Form
von Fragmentozyten in der
Lasion zu identifizieren.
H.E.-Farbung. B Graue
Substanz der kranialen
Grenzregion. Auch bei der
scid Maus erkennt man am
dritten postoperativen Tag
eine eosinophile,
ischamische

Neurodegeneration («).

p H-E.-Farbung.

Abb. 4.3.2-2: Lasion des
Riickenmarks, dritter
postoperativer Tag, scid
Maus. C Einblutung und
Odembildung entlang der
Schnittfihrung. Beginnende
bindegewebige

Narbenbildung (<)

C Masson Goldner-Farbung.
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Die kraniale und die kaudale Grenzregion unterschieden sich nicht von dem Wildtyp.
Der laterale Trakt der weil3en Substanz zeigte, wie bei dem Wildtyp, eine zystische
Veranderung und Spiralisierung einzelner Bundel von Axonen. Die graue Substanz
bot dieselben Veranderungen mit neuronalem Zelluntergang, ischamischer
Zellveranderung und Tigrolyse. Spindelférmige Fibroblasten zeigten sich in beiden
Regionen vermehrt in Nahe der Meningen. Zellen einer akuten Entziindung zeigten

sich in diesen Regionen nicht.

Das restliche ipsilaterale Gewebe unterschied sich bei der scid Maus ebenfalls nicht
vom Wildtyp. Auffallig waren auch hier die kaudale Traktdegeneration der lateralen

weillen Substanz mit Zystenbildung und die Intaktheit der grauen Substanz.

Die kontralaterale Seite zeigte auch bei der scid Maus am dritten postoperativen Tag

nach Lasion keine morphologischen Veranderungen.

4.3.3 Siebter postoperativer Tag scid Maus

Auch bei der scid Maus erschien die Lasion am siebten postoperativen Tag zellreich
und beginnend narbig organisiert. Viele Fibrozyten und Fibroblasten waren in der
Lasion, auch hier vorwiegend in Nahe der Meningen, zu sehen. Ebenfalls zeigten
sich in der Masson Goldner-Farbung starke, grun gefarbte, bindegewebige
Faserziuge entlang der SchnittfUhrung, mit den darin eingebetteten Fibrozyten und
Fibroblasten. Neutrophile Granulozyten und Lymphozyten waren auch in der scid
Maus nicht auszumachen. Dafur zeigten zwei von vier Tieren eine Infiltration der
Lasion mit Schaumzellen, ebenfalls meist in Nahe des Zentralkanals.

Viele kleinere Gefalde waren auch bei der scid Mutante in der Lasion zu beobachten

und vereinzelt zeigten sich auch Zysten in der Lasion.
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Abb. 4.3.3-1: Lasion
des Riickenmarks,
siebter postoperativer
Tag, scid Maus. A
Lasion und
bindegewebige

Organisation und
Vernarbung. H.E.-
Farbung B In der Lasion
sind viele Fibrozyten und
Fibroblasten zZu
identifizieren (<). Viele
kleine Gefale (*) sind in
und um die Lasion zu
identifizieren. H.E.-

B Féarbung.

Abb. 4.3.3-2: Lasion
des Riickenmarks,
siebter postoperativer
Tag, scid Maus. C
Besonders  meningeal
erkennt man neu
gebildetes  kollagenes
Bindegewebe (<) in der

Lasion mit
Verwachsungen mit
umliegendem Gewebe.
Masson Goldner-

C Farbung.
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Die kraniale und die kaudale Grenzregion zeigten bei den scid Mausen ebenfalls das
Bild einer stark vermehrten Anzahl von Fibrozyten und Fibroblasten, die
hauptsachlich meningeal anzutreffen waren, aber entlang der SchnittfUhrung nach
medial einwuchsen. Die weile Substanz zeigte lateral dieselben Zysten von der
Lasion absteigend wie der BALB/c Wildtyp. Auch hier war die graue Substanz frei
von pathologischen Veranderungen, zeigte aber ebenfalls eine vermehrte
Angioneogenese mit kleinen Blutgefallen. Zellen einer akuten Entzindung zeigten

sich in diesen Regionen nicht.

Das restliche ipsilaterale Rickenmarksgewebe war kranial der Lasion in der lateralen
weillen Substanz frei von Veranderungen zur unlasionierten Gegenseite. Die graue
Substanz zeigte ebenfalls axonale Degeneration in Form von kleinen Zysten mit
zentralem rot gefarbtem Gewebe. Eines der vier Tiere zeigte eine zystsische
Degeneration des medial gelegenen axonalen Gewebes, in Nahe des Zentralkanals
kranialwarts aufsteigend. Auch hier lag fraglich eine intraoperative Verletzung der A.
spinalis anterior vor. Kaudal der La&sion zeigten sich kaum pathologische
Veranderungen im Vergleich zur Gegenseite. Die laterale weil3e Substanz zeigte die
zuvor beobachtete, kaudale, zystische Veranderung nicht mehr. Die Trakte der
weillen Substanz erschienen unverandert zur Gegenseite. Auch die graue Substanz

bot keine lichtmikroskopisch auffalligen Veranderungen.

Die kontralaterale Seite zeigte am siebten postoperativen Tag bei einem der vier
Tiere ebenfalls kranial der Lasion eine axonale Degeneration. Auch hier waren die
typischen Zysten in der grauen Substanz zu sehen. Die restlichen Tiere zeigten

keine pathologischen Veranderungen.

4.3.4 Vierzehnter postoperativer Tag scid Maus

Die Lasion der scid Maus stellte sich am vierzehnten postoperativen Tag nach
Setzen der Lasion gleich der des Wildtyps dar. Auch hier war eine starke
fibroblastére Reaktion mit Bildung einer festen Narbe festzustellen. Ein Odem wurde
ebenfalls nicht mehr beobachtet, wodurch auch hier die Lasion sehr dezent und
geschlossen wirkte. Die Meningen zeigten auch bei der scid Maus eine starke
Reaktion mit Verwachsungen mit ihrer Umgebung und vielen Fibrozyten und

Fibroblasten. Die Lasion selbst bot, wie schon bei dem Wildtyp beschrieben, wenige
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Zysten und ebenfalls einige kleinere Gefalle. Schaumzellen zeigten sich bei einem

von funf Tieren und da besonders zentral, perivaskular gelegen. Andere Zellen einer

akuten Entzindung zeigten sich sonst nicht.

Abb. 4.3.4-1: Lasion des
Riickenmarks,
vierzehnter
postoperativer Tag, scid
Maus. A Lasion und die
verfestigte bindegewebige
Narbe. H.E.-Farbung B In
der kranialen Grenzregion
finden sich bei der scid
Maus auch am vierzehnten
postoperativen Tag noch
perivaskular gelegene
Schaumzellen («). H.E.-
B Farbung.
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Abb. 4.3.4-2: Lasion des
Riickenmarks, vierzehnter
postoperativer Tag, scid
Maus. Gut ist die
bindegewebige Narbe zu
erkennen, die sich wie ein
Keil in der Lasion befindet.
Masson Goldner-Farbung.

In der kranialen und kaudalen Grenzregion standen ebenfalls die starke meningeal-
fibroblastare Reaktion und die Zystenbildung in der lateralen weiflen Substanz im
Vordergrund. Auch bei der scid Maus zeigten sich in der grauen Substanz
inhomogen gefarbte Neurone (Chromatolyse) und neuronale Zellsklerose. Vereinzelt

wurden auch hier Schaumzellen beobachtet.

Das restliche ipsilaterale Gewebe des Ruckenmarks zeigte sich kranial in der weilen
Substanz ohne pathologische Veranderungen zur Gegenseite. In der grauen
Substanz waren neuronale Schwellungen und Axondegeneration sichtbar. Kaudal
war die Degeneration mit Zystenbildung der lateralen weillen Substanz

vordergrundig.

Die kontralaterale Seite als Region erschien auch in der scid Maus und am

vierzehnten postoperativen Tag ohne morphologische Auffalligkeiten.

4.4 Extrazellulares Matrixprotein Laminin

4.4.1 Morphologie der anti-Laminin-Farbung am Riuckenmark der
unverletzten BALB/c Maus

Die immunhistochemische anti-Laminin-Farbung zeigte eine spezifische Farbung der
Basallamina der GefalRwande und der Meningen. Betrachtete man die unlasionierte,

kontralaterale Seite der Tiere, zeigte sich von lateral nach medial betrachtet, zuerst



46 Ergebnisse

eine selektive Darstellung der meningealen Basalmembran. Diese imponierten durch
ihre spezifische Anfarbung und lieRen sich so gut vom restlichen Gewebe
differenzieren. Die weille und graue Substanz stellten sich nicht gefarbt dar und
waren somit schlecht differenzierbar. Selektiv farbten sich nur die Gefallwande in
beiden Substanzen an. Die Gefale erschienen gleichmaRig verteilt, homogen
schwach gefarbt und besalRen unterschiedlich grof3e Lumina. Es zeigten sich keine
Unterschiede im Farbeverhalten der Gefallwande bezuglich der Regionen des
Ruckenmarks. In der Medianebene traf man auf die zentralen Gefalle, die ebenfalls

schwach positiv gefarbt erschienen.

4.4.2 Morphologie der anti-Laminin-Farbung am Riickenmark der
unverletzten scid Maus

Morphologisch betrachtet zeigte die scid Maus keine Unterschiede in der Darstellung
der Gefalle und Meningen in der immunhistochemischen anti-Laminin-Farbung.
Gefalke und Meningen stellten sich genau wie beim Wildtyp dar und zeigten sich
auch gleichmafig in weiller und grauer Substanz verteilt, mit unterschiedlich grof3en
Lumina. Bezuglich Farbeverhalten und selektiver Darstellbarkeit ergaben sich keine

Unterschiede.

4.4.3 Anti-Laminin-Farbung in der BALB/c Maus nach Lasion
4431 Erster postoperativer Tag BALB/c Maus

Am ersten postoperativen Tag nach Setzen der Lasion zeigte sich eine deutlich
starkere Anfarbbarkeit der Gefalwande in der L&sion und der kranialen und
kaudalen Grenzregion, beruhend auf einer Hochregulation der Lamininexpression.
Viele Laminin-positive Gefalde unterschiedlicher Grole, lieRen sich in der Lasion und
den beiden angrenzenden Gebieten darstellen. Die restlichen Regionen des
Ruckenmarks (ipsilateraler, kranialer und kaudaler Rest und kontralaterale Seite)
zeigten keine Veranderung im Farbeverhalten und somit in der Expression von
Laminin. Sie zeigten sich gleichmalig homogen gefarbt, ohne Veranderungen im

Vergleich zur unlasionierten Gegenseite.
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Dritter postoperativer Tag BALB/c Maus

Abb. 4.4.3.1-1: Lasion des
Riickenmarks, erster
postoperativer Tag, BALB/c
Wildtyp. Das zerstorte
Gewebe des Rilckenmarks
und die selektive Anfarbung
der GefaBwande in der
Lasion und der kranialen und
kaudalen Grenzregion sind

zu erkennen. Deutlich
sichtbar ist eine
Hochregulation der
Lamininexpression der

GefaRwande
Immunhistochemische
Laminin-Farbung.
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Am dritten postoperativen Tag zeigte sich ein ahnliches Bild, ebenfalls mit einer noch

bestehenden Hochregulation des Laminins

in der

Lasion und den beiden

Grenzregionen. Auch hier lie3en sich die Gefalle aufgrund ihrer starkeren Farbung

gut von der Umgebung abgrenzen. Die Farbeintensitat und die Anzahl der Gefalle

unterschieden sich nicht merklich zum ersten postoperativen Tag. Einzelne Gefalie

zeigten eine Zunahme des Gefalldurchmessers. Die restlichen Regionen des

Ruckenmarks erschienen auch am dritten postoperativen Tag unverandert homogen

gefarbt.
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Abb. 4.4.3.2-1: Lasion des
Riickenmarks, dritter
postoperativer Tag, BALB/c
Wildtyp. Die Lé&sion des
Ruckenmarks und die selektiv
gefarbten Gefalwande in der
Lasion und der kranialen und
kaudalen Grenzregion sind zu
erkennen. Deutlich sichtbar ist
eine Hochregulation der
Lamininexpression der
Gefallwande auch am dritten
postoperativen Tag.
Immunhistochemische  anti-
Laminin-Farbung.
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4.4.3.3 Siebter postoperativer Tag BALB/c Maus

Am siebten postoperativen Tag zeigte sich dagegen eine deutlichte Abnahme der
Farbeintensitat der Gefallwande in der Lasion. Die Grenzregionen zeigten kaum
noch Laminin-positiv gefarbte GefalRe. GroRere Gefalle waren als solche gar nicht
mehr zu identifizieren. Vielmehr zeigten sich punktférmige, Laminin-positive Granula
entlang der sich bildenden Narbe, die nicht mehr an Gefalle assoziiert zu sein
schienen, sondern frei im Interstitium lagen. Auch hier waren in den restlichen

Ruckenmarksregionen keine Veranderungen zu beobachten.

\l{i Yy ¥ Abb. 4.4.3.3-1: Lasion des
8 i 4 Riickenmarks, siebter
et ¥ postoperativer Tag,
5 b BALB/c Wildtyp. In der
e Lasion sind am siebten

3 i postoperativen Tag weniger

W7 selektiv gefarbte

i el I ; GefaBwéande als an den
Vortagen zu  erkennen.
P % Vielmehr ist anti-Laminin-
positive Granula in der
Lasion und der kranialen und
kaudalen Grenzregion zu
identifizieren, die frei im
Interstitium liegt und nicht
mehr an Gefallwande
assoziiert ist(«).
Immunhistochemische anti-
T Laminin-Farbung.

o
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4.4.3.4 Vierzehnter postoperativer Tag BALB/c Maus

Der vierzehnte postoperative Tag zeigte ebenfalls wenig Laminin-positive Granula
entlang der Narbe. Auch hier erschienen diese punktférmigen Ablagerungen nicht an
Gefalle assoziiert zu sein. Gefalle waren in der Lasion und den Grenzregionen
kaum zu identifizieren. Insgesamt erwies sich die L&sion am vierzehnten
postoperativen Tag jedoch starker Laminin-positiv als am siebten postoperativen
Tag. Die restlichen Regionen des Rickenmarks erwiesen sich auch am vierzehnten

postoperativen Tag unverandert.
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Abb. 4.4.3.4-1: Lasion des
Riickenmarks, vierzehnter
postoperativer Tag, BALB/c
Wildtyp. Die Lasion zeigt am
vierzehnten postoperativen
Tag keine Hochregulation der
Lamininexpression in  den
Gefallwanden mehr. Anti-
Laminin-positive Granula sind
frei im Interstitium der Narbe
verteilt. Deutlich sind hier die

Verwachsungen der
Lasionsnarbe und der
Meningen mit dem
umliegenden  Gewebe zu
erkennen(«).

Immunhistochemische anti-
Laminin-Farbung.

4.4.4 Anti-Laminin Farbung in der scid Maus nach Lasion

4441

Erster postoperativer Tag scid Maus

Am ersten postoperativen Tag nach Lasion zeigte die scid Maus dieselbe Reaktion

wie der Wildtyp. Es zeigte sich ebenfalls eine deutliche Hochregulation des Laminins

in der Lasion selbst, sowie in den beiden Grenzregionen. Auch hier waren somit

stark gefarbte, unterschiedlich groRe Gefalle zu sehen. Die anderen Regionen

waren ebenfalls ohne Veranderungen zur Gegenseite und zeigten eine homogene

Anfarbung der Gefallwande und der meningealen Basalmembran.

Abb. 4.4.41-1: Lasion des
Riickenmarks, erster
postoperativer Tag, scid
Maus. Zerstortes Gewebe des

Ruckenmarks und die
selektive ~ Anfarbung  der
GefaRwande und der

Meningen in der L&sion und
der kranialen und kaudalen
Grenzregion sind zu
erkennen. Auch bei der scid
Maus ist eine Hochregulation
der Lamininexpression der
Gefallwande deutlich
auszumachen(«).

Immunhistochemische  anti-
Laminin-Farbung.
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4.4.4.2 Dritter postoperativer Tag scid Maus

Der dritte postoperative Tag bot dasselbe Bild bei der scid Maus wie beim Wildtyp.
Auch hier war eine bestehende Hochregulation des Laminins in der Lasion und den
beiden Grenzregionen auffallig. Gut waren grol3ere, stark gefarbte Gefalde, in der
Lasion und den Grenzregionen sichtbar, wohingegen sich die restlichen

Ruckenmarksregionen unverandert darstellten.

Abb. 4.4.4.2-1: Lasion des

Riickenmarks, dritter

- postoperativer Tag, scid

NS - —_— Maus. Die Lasion des

: : A Riickenmarks und die selektiv

o S YoboRe o D - geféarbten Gefalwande in der

; b o\ o Lasion und der kranialen und

e TS e SRR SR e kaudalen Grenzregion sind zu

i SR B » ,f@' ; P 4 y erkennen. Deutlich sichtbar ist

Wil - s R 5 / x eine  Hochregulation  der

2 o 3 / =2 B Lamininexpression der

ol - Gefallwande auch am dritten

e 2 postoperativen Tag («).

, 3 : Immunhistochemische  anti-
o z 45,9 { o Laminin-Farbung.

4.4.4.3 Siebter postoperativer Tag scid Maus

Am siebten postoperativen Tag nach Lasion war ebenfalls bei der scid Maus eine
deutliche Abnahme der Expression von Laminin zu beobachten. Die beiden
Grenzregionen zeigten kaum noch Laminin-positiv gefarbte Gefalte. Vielmehr
zeigten sich hier ebenfalls punktférmige, Laminin-positive Granula entlang der sich
bildenden Narbe, die nicht mehr an Gefalie assoziiert zu sein schienen, sondern frei
im Interstitium lagen. Die restlichen Regionen des Rlckenmarks zeigten keine

Auffalligkeiten.
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Abb. 4.4.4.3-1: Lasion des
Riickenmarks, siebter
‘ postoperativer Tag, scid
Maus. In der Lasion sind am
i siebten postoperativen Tag

! weniger  selektiv  gefarbte
‘ Gefalwande als an den

Vortagen zu erkennen.

Vielmehr ist anti-Laminin-
| positive Granula in der Lasion
\ und der kranialen und
i kaudalen  Grenzregion zu
\ identifizieren, die frei im
f Interstitium liegt und nicht
mehr an Gefallwande

| assoziiert ist («).
f Immunhistochemische  anti-
L. Laminin-Farbung.

4444 Vierzehnter postoperativer Tag scid Maus

Vierzehn Tage postoperativ bot sich ebenfalls ein, dem Wildtyp gleiches, Bild. Es
zeigte ebenfalls wenig Laminin-positive Granula entlang der Narbe und die
Grenzregionen zeigten sich auch hier ohne verstarkte Anfarbung. Auch die restlichen
Regionen des Rickenmarks waren am vierzehnten postoperativen Tag frei von

pathologischen Veranderungen.

Abb. 4.4.4.4-1: Lasion des
Riickenmarks,
vierzehnter
postoperativer Tag, scid
Maus. Die Lasion zeigt am
vierzehnten postoperativen
Tag keine Hochregulation
der Lamininexpression in
den Gefallwanden mehr.
Anti-Laminin-positive
Granula sind frei im
. e Interstitum  der  Narbe
. 3 T verteilt. Deutlich sind hier

4 - o ' die Verwachsungen der
é T e Lasionsnarbe ~ und  der
L{-’ T % Meningen mit dem
Th - \ umliegenden Gewebe zu
) \\f’ - erkennen.

Immunhistochemische anti-
Laminin-Farbung.
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Insgesamt zeigte die scid Maus keine morphologischen oder quantitativen
Unterschiede bezlglich der Lamininexpression und der Darstellung der Gefallwande

und Meningen im Vergleich zum Wildtyp, im zeitlichen Ablauf nach Lasionierung.

4.5 Extrazellulares Matrixprotein Kollagen Typ IV

4.5.1 Morphologie der anti-Kollagen Typ IV-Farbung am
Riickenmark der unverletzten BALB/c Maus

Von lateral nach medial betrachtet farbten sich auf der kontralateralen,
unlasionierten Seite der Wildtyp BALB/c Maus zunachst spezifisch das Kollagen Typ
IV der Meningen an. Diese erschienen aufgrund ihrer starken spezifischen
Anfarbung gut abgrenzbar zum restlichen Gewebe. In der weillen und grauen
Substanz waren selektiv die Kollagennetze der Gefallwande angefarbt. Die Gefalle
erschienen gleichmallig verteilt, besallen unterschiedlich grofe Lumina und waren
insgesamt schwach homogen gefarbt. Es zeigten sich keine Unterschiede in der
Anfarbbarkeit der Gefallwande bezlglich der Regionen des Rickenmarks. In der
Medianebene traf man auf die ebenfalls schwach homogen gefarbten zentralen

Gefalle des Rickenmarks.

4.5.2 Morphologie der anti-Kollagen Typ IV-Farbung am
Riickenmark der unverletzten scid Maus

In der anti-Kollagen Typ IV-Farbung zeigten sich bei der scid Maus ebenfalls keine
morphologischen oder quantitativen Unterschiede. Die Gefale lieRen sich in gleicher
Art und Weise darstellen und zeigten keine Unterschiede bezuglich Anzahl, GroRRe
und Verteilung. Auch die Meningen stellten sich in gleicher Weise wie beim Wildtyp

dar.

4.5.3 Anti-Kollagen Typ IV-Farbung in der BALB/c Maus
4.5.3.1 Erster postoperativer Tag BALB/c Maus

Auch am ersten postoperativen Tag nach Lasion zeigte sich eine selektive
Anfarbung von Gefallwanden und der kollagenen Fasern der Meningen. Besonders
in der Lasion zeigten sich anti-Kollagen Typ IV gefarbte Gefalie, die deutlich starker

gefarbt erschienen als in den anderen Regionen des Ruckenmarks, beruhend auf
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einer Hochregulation der Expression von Kollagen Typ IV. Die Gefalle erschienen

unterschiedlich gro3. Auch in den Grenzregionen waren stark Kollagen Typ IV-

positive Gefalle sichtbar. In samtlichen anderen Regionen des Ruckenmarks

erschienen die Gefalle homogen und

weniger

unlasionierten, kontralateralen Seite.

stark gefarbt,

T

4.5.3.2

Dritter postoperativer Tag BALB/c Maus

gleich der

Abb. 4.5.3.1-1: Lasion des
Riickenmarks, erster
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. Das
zerstorte Gewebe des
Ruckenmarks und die
selektive  Anfarbung des
Kollagens Typ IV  der
Gefallwande in der Léasion
und der kranialen und
kaudalen Grenzregion sind
sichtbar. Deutlich erkennt
man eine Hochregulation der
Expression von Kollagen Typ
IV in den GefalRwanden («).
Immunhistochemische anti-
Kollagen Typ IV-Farbung.

Im Vergleich zum ersten postoperativen Tag zeigte sich am dritten postoperativen

Tag in der Lasion keine weitere Hochregulation der Expression von Kollagen Typ IV.

Eher stagnierte die Farbeintensitat, bzw. war sogar leicht rickgangig. Weniger, dafur

aber grollere Gefalle, zeigten sich positiv gefarbt. Die restlichen Regionen des

Ruckenmarks erschienen ohne pathologische Veranderungen.
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kA Abb. 4.5.3.2-1: Lasion des
g ' Riickenmarks, dritter
* 2 5% ‘ postoperativer Tag,
: e s y BALB/c Wildtyp. Die Lasion
4 s § des Rlckenmarks und die
Ve selektiv anti-Kollagen Typ IV
B e gefarbten Gefallwande in

_ der Lasion und der kranialen
B , \ * und kaudalen Grenzregion
= e ‘ : sind sichtbar («). Deutlich
| e : \ \ erkennt man eine
. : E % Hochregulation der Kollagen
P : " IV-Expression der
b GefalRwande auch am dritten
ik o o { postoperativen Tag.

| 7 'R

Immunhistochemische anti-
Kollagen Typ IV-Farbung.

4.5.3.3 Siebter postoperativer Tag BALB/c Maus

Am siebten postoperativen Tag zeigten sich kaum noch groRere Gefalle selektiv
anti-Kollagen 1V gefarbt. Vielmehr zeigten sich, wie beim Laminin, auch hier schwach
gefarbte Kollagen Typ IV-positive Granula in der Lasion. Diese Granula waren nicht
gefalRgebunden, sondern lagen frei im Interstitium. Die beiden Grenzregionen
zeigten keine verstarkt angefarbten GefalRwande mehr. Auch die restlichen

Regionen des Ruckenmarks erschienen ohne Auffalligkeiten.

4.5.3.4 Vierzehnter postoperativer Tag BALB/c Maus

Am vierzehnten postoperativen Tag waren ebenfalls viele Kollagen Typ IV-positive
Granula im Interstitium der Narbe zu identifizieren. Die Gefallwande grofRerer
Gefalie zeigten sich auch hier nicht mehr selektiv mit anti-Kollagen Typ IV gefarbt.
Dafur waren viele kleine Gefalle zu sehen. Die beiden Grenzregionen und die
Regionen des restlichen Rickenmarks zeigen am vierzehnten postoperativen Tag
keine Veranderungen im Farbeverhalten im Vergleich zur unlasionierten,

kontralateralen Seite.
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Abb. 4.5.3.4-1: Lasion des

: «f Riickenmarks, vierzehnter
: sl ; postoperativer Tag, BALBI/c
i B e Wildtyp. Die Lasion zeigt am
- : > = vierzehnten postoperativen Tag
: ‘; keine Hochregulation der

A Expression von Kollagen Typ IV
: in den GefaBwanden mehr. Anti-
Kollagen Typ IV-positive Granula
ist frei im Interstitium der Narbe
verteilt. Immunhistochemische
R anti-Kollagen Typ IV-Farbung.

4.5.4 Anti-Kollagen Typ IV-Farbung in der scid Maus

4.5.4.1 Erster postoperativer Tag scid Maus

Am ersten postoperativen Tag zeigten sich auch bei der scid Maus, besonders in der
Lasion und den kranialen und kaudalen Grenzregion, selektiv anti-Kollagen Typ VI-
gefarbte Gefallwande unterschiedlich groRer GefalRe, die deutlich starker gefarbt
erschienen als der homogen gefarbte Rest der GefalRe der restlichen

Ruckenmarksregionen.

Abb. 4.5.4.1-1: Lasion des
Riickenmarks, erster
postoperativer Tag, scid
Maus. Die Lasion und das
zerstorte Gewebe des
Rickenmarks sind sichtbar.
Die selektive anti-Kollagen Typ
IV-Anférbung der GefalRwande
in der Lasion und der kranialen
und kaudalen Grenzregion ist
deutlich zu sehen und man
erkennt eine Hochregulation
der Expression von Kollagen
Typ IV in den GefalRwanden
(«). Immunhistochemische
anti-Kollagen Typ IV-Farbung.




56 Ergebnisse

4.5.4.2 Dritter postoperativer Tag scid Maus

Am dritten postoperativen nach Lasion war ebenfalls keine weitere Hochregulation
der Expression von Kollagen Typ IV in der Lasion oder den beiden Grenzregionen zu
beobachten. Auch bei der scid Maus zeigten sich am dritten postoperativen Tag
besonders die groReren Gefalle starker selektiv anti-Kollagen Typ IV gefarbt. Die
restichen Regionen des Ruluckenmarks zeigten keine Veranderung im

Farbeverhalten.

Wl , .. Y Abb. 4.5.4.2-1: Lision des
o 5 ' Riickenmarks, dritter
postoperativer Tag, scid
Maus. Die Lasion des
Ruckenmarks und die
selektiv anti-Kollagen Typ IV
ag gefarbten Gefallwande in der
e 32 Mo Lasion und der kranialen und
AR ¥ , - kaudalen Grenzregion sind
LI i WA zu sehen («<). Deutlich
: , : : erkennt man eine
A gat . il Hochregulation der Kollagen
el £ s Typ  IV-Expression  der
S ol L N A GefalRwande auch am dritten
G ’ ¥ i, § postoperativen Tag.

T3 SRR

Immunhistochemische anti-
Kollagen Typ IV-Farbung.

4.5.4.3 Siebter postoperativer Tag scid Maus

Am siebten postoperativen Tag nach der Lasionierung des Rlckenmarks waren
weniger grole Gefalle gefarbt, sondern auch hier fielen Kollagen Typ IV-positive
Granula in der sich bildenden Narbe auf. Die beiden Grenzregionen zeigten keine
verstarkte Anfarbbarkeit von Kollagen Typ IV in den Gefallwanden mehr. Auch am
siebten postoperativen Tag erschienen die restlichen Regionen des Rickenmarks

ohne Auffalligkeiten.
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Abb. 4.5.4.3-1: Lasion des
Riickenmarks, siebter
postoperativer Tag, scid
Maus. In der Lasion sind am
siebten  postoperativen Tag
auch bei der scid Maus kaum
noch selektiv anti-Kollagen Typ
IV gefarbte  GefalRe zu
erkennen. Kollagen Typ IV
positive Granula liegen vielmehr
frei im Interstitium der sich
bildenden Narbe («) und waren
nicht mehr an GefaBwande
assoziiert.
Immunhistochemische anti-
Kollagen Typ IV-Farbung.
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4.5.4.4 Vierzehnter postoperativer Tag scid Maus

Vierzehn Tage postoperativ waren diese anti-Kollagen Typ IV-positive Granula
ebenfalls noch zu beobachten. Sie lagen frei im Interstitium der sich mittlerweile
verfestigten Narbe. Grof3ere Gefalle waren nicht mehr abgrenzbar, daflr waren auch
in der scid Maus viele kleinere Gefale in der Lasion zu beobachten. Die beiden
Grenzregionen zeigten kein verandertes Farbeverhalten als die restlichen Regionen

des Ruckenmarks. Es erschienen schwach homogen gefarbte Gefalie.

Insgesamt zeigte die scid Maus keine morphologischen oder quantitativen
Unterschiede bezuglich der Kollagenexpression und der Darstellung der
Gefalkwande und der kollagenen Fasern der Meningen im Vergleich zum Wildtyp, im

zeitlichen Ablauf nach Lasionierung.

4.6 Makroglia

4.6.1 Morphologie der Astrozyten am Rickenmark der
unverletzten BALB/c Maus in der anti-GFAP-Farbung

In der anti-GFAP-Farbung lieRen sich Astrozyten spezifisch darstellen. Sie waren
sowohl in der wei3en als auch in der grauen Substanz darstellbar. Die Astrozyten
der weillen Substanz zeigten zahlreiche, schlanke und wenig verzweigte Fortsatze

(fibrillare Astrozyten), die der grauen Substanz erschienen weiter verzweigt und
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dicker (protoplasmatische Astrozyten). Insgesamt erschienen die Astrozyten
gleichmalig verteilt und homogen angefarbt. Es zeigten sich keine Unterschiede

bezuglich des Farbeverhaltes in den unterschiedlichen Regionen des Ruckenmarks.

4.6.2 Morphologie der Astrozyten am Rickenmark der
unverletzten scid Maus in der anti-GFAP-Farbung

Die Astrozyten stellten sich bei der scid Maus gleich den Astrozyten der BALB/c
Maus dar. Ebenfalls waren sie in der weilden und grauen Substanz zu identifizieren
und zeigten sich morphologisch identisch. Auch quantitativ war kein Unterschied
zwischen scid Maus und Mutante zu erkennen. Auch hier waren die Astrozyten

homogen gefarbt und regionale Unterschiede nicht auszumachen.

4.6.3 Anti-GFAP-Farbung in der BALB/c Maus

4.6.3.1 Erster postoperativer Tag
In der Lasion waren kaum GFAP-positive Astrozyten zu identifizieren. Es zeigten
sich locker zerstortes Gewebe mit teilweise stark GFAP-positiven Zelltrimmern und

Granula im Lasionsspalt.

In der kranialen und kaudalen Grenzregion waren ruhende Astrozyten zu
identifizieren. Diese zeigten sich mit relativ kleinem Zellkérper und vielen verzweigten
Fortsatzen. Vereinzelt waren aktivierte Astrozyten (reaktive Astrozyten), auch
Gemistozyten genannt, auszumachen. Diese imponierten durch einen vergréRerten
Zellkorper mit mehr Zytoplasma, langeren Fortsatzen und durch die vermehrte
Expression von GFAP und die daraus resultierende starkere Anfarbbarkeit in der
immunhistochemischen Farbung. Besonders lateral in der weil3en Substanz und im

lateralen Bereich der grauen Substanz waren Gemistozyten zu beobachten.

Das restliche ipsilaterale Rickenmarksgewebe zeigte ruhende Astrozyten sowohl

kranial als auch kaudal der Lasion.

Auf der kontralateralen Seite waren ebenfalls ausschlie3lich ruhende Astrozyten zu

sehen.
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Abb. 4.6.3.1-1: Lasion des
Riickenmarks, erster
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. A Die
Lasion und den annahernd
zellfreien Lasionsspalt (<)
sind zu erkennen. Astrozyten
saumen die Lasion in der
kranialen und  kaudalen
Grenzregion. B Sichtbar sind
der Lasionsspalt und die
kaudale Grenzregion. Die
Astrozyten in der kaudalen
Grenzregion zeigen sich am
ersten postoperativen Tag
als ruhende Astrozyten(«).
B Anti-GFAP-Farbung.

4.6.3.2 Dritter postoperativer Tag

In der Lasion waren stark GFAP-positive Granula und vereinzelt stark reaktive

Gemistozyten auszumachen.

In der kranialen und kaudalen Grenzregion fanden sich in der weilRen und grauen
Substanz viele, stark GFAP-positive Gemistozyten entlang des Schnittrandes. Die
Lasion wirkte wie ummauert von reaktiven Astrozyten. Die Zellzahl der Astrozyten

erschien im Vergleich zum ersten postoperativen Tag erhoht (Astrogliose).
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Im restlichen ipsilateralen Ruckenmarksgewebe nahm kranial die GrolRe der
Zellleiber der Astrozyten, sowohl in der wei3en als auch in der grauen Substanz,
schnell ab. Die Astrozyten erschienen weniger reaktiv, auch die Farbeintensitat
nahm mit zunehmender Entfernung zur Lasion ab. Im Vergleich zum ersten
postoperativen Tag waren die Astrozyten des gesamten Rickenmarks am dritten
postoperativen Tag jedoch starker GFAP-positiv und starker somit gefarbt.

Im kaudalen Anteil des restlichen ipsilateralen Ruckenmarkgewebes waren ebenfalls
uberwiegend ruhende Astrozyten zu finden, aber auch hier waren sie im Vergleich
zum ersten postoperativen Tag starker gefarbt. In der weilRen Substanz waren auch
Gemistozyten zu sehen. Diese waren in der weillen Substanz bis weit kaudal zu
beobachten.

Auch die kontralaterale Seite zeigte eine verstarkte Anfarbbarkeit der Astrozyten.
Auch wenn die kontralateralen Astrozyten morphologisch wie ruhende Astrozyten

aussahen, waren sie insgesamt starker gefarbt als am ersten Tag nach

Lasionierung.

Abb. 4.6.3.2-1: Lasion des
Riickenmarks, dritter
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. A Die
Lasion und die umliegende
Reaktion der Astrozyten in
der kranialen und kaudalen
Grenzregion sind zZu
erkennen. Anti-GFAP-
A Farbung.




61 Ergebnisse

& Abb. 4.6.3.2-1: Lasion des
% T l(_s’ : Riuickenmarks, dritter
B N ‘\\C/ ol | postoperativer Tag,

- *. “. :
1y 4 ( BOF 4 ot ) S tgisd . .
F Vi Y /)4:4 195 BALB/c Wildtyp. B Sichtbar
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v ' g e AR (Gemistozyten) (<)  mit
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4.6.3.3 Siebter postoperativer Tag
Die Lasion erschien am siebten postoperativen Tag nach Lasionierung kleiner und
dezenter. In der Lasion waren keine Astrozyten und auch keine GFAP-positive

Granula mehr zu identifizieren.

In der kranialen und kaudalen Grenzregion zeigte sich eine deutlich erhohte Anzahl
von schwach GFAP-positiven Astrozyten, die die Lasion fest ummauerten. Die
Immunreaktivitat der Astrozyten am siebten postoperativen Tag war deutlich geringer
als am dritten postoperativen Tag und ahnelte eher wieder dem Bild am ersten
postoperativen Tag. Einzelne Gemistozyten waren zu identifizieren, die sich auch nur
schwach GFAP-positiv zeigten und besonders um Blutgefalle angeordnet

erschienen.

Das restliche ipsilaterale Ruckenmark zeigte ruhende Astrozyten sowohl kranial als
auch kaudal der Lasion. Insgesamt waren die Astrozyten hier von ihrer

Immunreaktivitat gleich den Astrozyten der beiden Grenzregionen.

Die kontralaterale Seite bot ebenfalls das Bild ruhender Astrozyten ohne

pathologische Veranderungen.
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Abb. 4.6.3.3-1: Lasion des
Riickenmarks, siebter
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. A Zu
erkennen ist die Lasion (<)
und die umliegende Reaktion
der Astrozyten in den
Grenzregionen. Es findet
eine Vermehrung der
Astrozyten statt (Astrogliose).
B Sichtbar sind die L&sion
und die kraniale und kaudale
Grenzregion. Die Astrozyten
in der Grenzregion zeigen
am siebten postoperativen
Tag eine Vermehrung. Es
zeigen sich sowohl ruhende
als auch reaktive Astrozyten
(Gemistozyten). Anti-GFAP-
B Farbung.

4.6.3.4 Vierzehnter postoperativer Tag

Im Vergleich zum siebten postoperativen Tag nach Lasion fiel auf, das GFAP-
positive Astrozyten am vierzehnten postoperativen Tag auch in der Lasion
anzutreffen waren. Inseln stark GFAP-positiver Astrozyten waren in der

bindegewebigen Narbe zu erkennen.

In beiden Grenzregionen war die Anzahl der Astrozyten nochmals gestiegen. Auch
erschienen diese Astrozyten wieder starker GFAP zu exprimieren als am siebten

postoperativen Tag nach Lasion. Morphologisch erschienen sie jedoch als ruhende
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Astrozyten. In der kaudalen Grenzregion waren diese Astrozyten besonders in der
lateralen weillen Substanz vorhanden und vereinzelt lieRen sich hier auch

Gemistozyten identifizieren.

Das restliche ipsilaterale Gewebe des Rickenmarks zeigte sich kranial der Lasion
ruhende Astrozyten. Kaudal waren besonders in der lateralen wei3en Substanz noch

Gemistozyten zu identifizieren, die teilweise bis weit kaudal reichten.

Die kontralaterale Seite zeigte ruhende Astrozyten.

Abb. 4.6.3.4-1: Lasion

des Riickenmarks,
vierzehnter
postoperativer Tag,

BALB/c Wildtyp. A Zu
erkennen ist die Lasion
und die umliegende
Reaktion der Astrozyten in
den Grenzregionen.
Deutlich erkennt man die
stattgefundene Astrogliose.
B Sichtbar sind die Lasion
und die kraniale und
kaudale Grenzregion. Die
Astrozyten ummauern die
Lasion und beginnen den
Gewebsdefekt auszufillen.
B  Anti-GFAP-Farbung.
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4.6.4 Anti-GFAP Farbung in der scid Maus
4.6.4.1 Erster postoperativer Tag

Gleich der BALB/c Maus reagierte die Lasion der scid Maus am ersten
postoperativen Tag nach Lasion. Der Lasionsspalt erschien frei von Astrozyten. Es
lieRen sich jedoch stark GFAP-positive Granula darstellen.

In der kranialen und der kaudalen Grenzregion war eine lokale Aktivierung von

Astrozyten zu beobachten. Gemistozyten liel3en sich identifizieren.

Das restliche ipsilaterale Gewebe des Riuckenmarks und die unlasionierte,

kontralaterale Seite zeigten ruhende Astrozyten.

Abb. 4.6.4.1-1: Lasion
des Riickenmarks, erster
postoperativer Tag, scid
Maus. A In der Lasion (<)
erkennt man auch bei der
scid Maus keine
Astrozyten. Astrozyten
saumen die Lasion in der
kranialen und kaudalen
Grenzregion B Sichtbar ist
der Lasionsspalt. Man
erkennt dass keine
Astrozyten in der Lasion
anzutreffen  sind.  Anti-
GFAP-positive Zelltrimmer
liegen in dem zerstdrten
Gewebe. Anti-GFAP-
B Farbung.
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4.6.4.2 Dritter postoperativer Tag

Auch hier war die Lasion selbst frei von Astrozyten. Ebenfalls waren GFAP-positive
Granula zu erkennen.

Die beiden Grenzregionen zeigten wie die BALB/c Maus eine starke Reaktion der
Astrozyten. Viele Gemistozyten waren zu sehen und insgesamt waren die Astrozyten

in Umgebung der Lasion stark GFAP-positiv in ihrer Immunreaktivitat.

Auch das restliche ipsilaterale und das kontralaterale Gewebe erschienen verstarkt
GFAP-positiv im Vergleich zum ersten Tag nach Lasion, wenngleich in diesen

Regionen ebenfalls Gberwiegen ruhende Astrozyten anzutreffen waren.

Abb. 4.6.4.2-1: Lasion des
Riickenmarks, dritter
postoperativer Tag, scid
Maus. A Zu erkennen ist die
Lasion (<) und die
umliegende Reaktion der
Astrozyten in den
Grenzregionen. B Sichtbar
ist die kaudale Grenzregion.
Die  Astrozyten in der
Grenzregion zeigen am
dritten postoperativen Tag
eine Aktivierung. Sie zeigen
sich als reaktive Astrozyten
(Gemistozyten)  («) mit
vergroRertem Zellleib und
verlangerten Auslaufern und
vermehrter Expression von
B GFAP. Anti-GFAP-Farbung.
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4.6.4.3 Siebter postoperativer Tag

Der Lasionsspalt erschien am siebten postoperativen Tag nach Lasion bei der scid
Maus ebenfalls fest verschlossen. Astrozyten wurden in der sich bildenden Narbe
nicht beobachtet.

Die astrozytare Reaktion blieb lokal begrenzt auf die beiden Grenzregionen und es
zeigte sich eine vermehrte Anzahl von schwach GFAP-positiven Astrozyten und

Gemistozyten, die die Lasion umschlossen.

Das restliche ipsilaterale Gewebe und die unlasionierten kontralaterale Seite zeigten

ruhende Astrozyten.

Abb. 4.6.4.3-1: Lasion des
Riickenmarks, siebter
postoperativer Tag, scid
Maus. A Zu erkennen ist
die Lasion und die
umliegende Reaktion der
Astrozyten in den
Grenzregionen. Es findet
eine  Vermehrung der
Astrozyten statt
(Astrogliose). B Sichtbar
sind die Lasion und die
kraniale und kaudale
Grenzregion. Die
Astrozyten in der
Grenzregion zeigen am
siebten postoperativen Tag
eine  Vermehrung. Es
zeigen sich sowohl ruhende
als auch reaktive
Astrozyten (Gemistozyten).
B Anti-GFAP-Farbung.
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4.6.4.4 Vierzehnter postoperativer Tag
Die Lasion erschien am vierzehnten postoperativen Tag gut bindegewebig
organisiert und auch in der scid Maus zeigten sich Inseln stark GFAP-positiver

Astrozyten und Gemistozyten in der Narbe.

Auch in den Grenzregionen zeigten sich starker GFAP-positive Astrozyten, die die
Lasion fest umschlossen und gegen das restliche Gewebe zu isolieren schienen.
Insgesamt war die Astrogliose fortgeschritten, was sich in einer weiteren Erhdhung

der Zellzahl der Astrozyten aul3erte.

Die ipsilaterale weilde Substanz zeigte kaudal der Lasion eine verstarkte Expression
von GFAP, teilweise bis weit kaudal reichend.
Das restliche ipsilaterale Gewebe und die kontralaterale Seite zeigten ruhende

Astrozyten.

Zwischen Wildtyp BALB/c Maus und scid Maus zeigten sich zu keinem Zeitpunk
Unterschiede in der astrozytaren Reaktion auf die Lasion beziglich der Morphologie,

der Anzahl und der zeitlichen Abfolge der Reaktion der Astrozyten.

Abb. 4.6.4.4-1: Lasion des
Riickenmarks, vierzehnter
postoperativer Tag, scid
Maus. A Zu erkennen ist die
Lasion und die umliegende
Reaktion der Astrozyten in
den Grenzregionen. Deutlich
erkennt man die
stattgefundene Astrogliose.
Anti-GFAP-Farbung.
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Abb. 4.6.4.4-1: Lasion des
Riickenmarks, vierzehnter
postoperativer Tag, scid
Maus. B Sichtbar sind die
Lasion und die kraniale und
kaudale Grenzregion. Ein
bindegewebiger Keil (<)
trennt die ehemaligen
Wundrander. Astrozyten
B ummauern die Lasion. Anti-
GFAP-Farbung.

4.6.5 Morphologie der Oligodendrozyten am Rickenmark der
unverletzten BALB/c Maus in der anti-CNPase-Farbung

In der anti-CNPase-Farbung lieRen sich Oligodendrozyten in der wei3en und in der
grauen Substanz spezifisch darstellen. Auch das von ihnen produzierte Myelin war
spezifisch angefarbt und brachte so indirekt axonale Strukturen zur Darstellung,
wodurch sich weilde und graue Substanz gut voneinander differenzieren liel3en.
Axone selbst zeigten keine spezifische Anfarbbarkeit. In der lateralen weilken
Substanz erkannte man gut das spezifisch gefarbte, umhullende Myelin der Axone
mit ihrem longitudinalen Verlauf. In der grauen Substanz waren Axone und
Oligodendrozyten spezifisch gefarbt und dazwischen liegend erkannte man
regelmalig CNPase-positive Substanz. Es zeigten sich keine Unterschiede
bezluglich des Farbeverhaltes der Oligodendrozyten und der Axone in den

unterschiedlichen Regionen des Rickenmarks.

4.6.6 Morphologie der Oligodendrozyten am Riickenmark der
unverletzten scid Maus in der anti-CNPase-Farbung

In der anti-CNPase-Farbung bei der scid Maus lieRen sich Oligodendrozyten und das
von ihnen produzierte Myelin ebenfalls spezifisch in der weil’en und in der grauen
Substanz darstellen. Die weille Substanz zeigte Oligodendrozyten und die

longitudinal angefarbten myelinhaltigen Axon-Scheiden. In der grauen Substanz
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waren bei der scid Maus ebenfalls Oligodendrozyten, die Myelin-Scheide der Axone
und CNPase positive Substanz gefarbt. Unterschiede in der Immunreaktion der
Oligodendrozyten und Axone in den verschiedenen Regionen des Ruckenmarks
zeigten sich auch bei der scid Maus nicht.

Zwischen scid Mausen und dem BALB/c Wildtyp zeigten die Oligodendrozyten und

das Myelin der Axone keine morphologischen oder quantitativen Unterschiede.

4.6.7 Anti-CNPase-Farbung in der BALB/c Maus

4.6.7.1 Erster postoperativer Tag

Die Lasion war in der anti-CNPase Farbung gut zu erkennen. In der Lasion zeigte
sich eine Unterbrechung der myelinisierten Axone in der lateralen weilden Substanz
und in der grauen Substanz. Das Myelin der durchtrennten Axone zeigten an ihren
Schnittenden eine starke CNPase-positive Anfarbung und machten so die zerstorten
Axone der Trakte indirekt sichtbar. Oligodendrozyten waren in der Lasion nicht zu

identifizieren.

In den beiden Grenzregionen kranial und kaudal der Lasion zeigten sich in der
lateralen weilRen Substanz stark mit CNPase-positiver Substanz ummantelte Axone.
Deutlich waren auch hier die durchtrennten Enden der Axone zu erkennen, da sich
das Myelin hier ebenfalls starker CNPase-positiv angefarben. Viele der bereits
vorbeschriebenen Zysten (siehe auch H.E.-Farbung) waren in beiden Grenzregionen
in der weilRen und teilweise in der grauen Substanz zu erkennen. Diese waren von
CNPase-positivem Myelin umgeben, enthielten aber keine CNPase-positive
Substanz im Inneren, so dass es sich bei diesen Zysten um dystrophe, geschwollene
Axone (Axondystrrophie, Axonswelling) und um eine Demyelinisierung der Zugrunde
gehenden Axone handelt. Die Oligodendrozyten zeigten in beiden Grenzregionen
weder in der weil3en noch in der grauen Substanz eine Reaktion auf die Lasion am

ersten postoperativen Tag.

Das restliche ipsilaterale Ruckenmark erschien kranial der Lasion ohne
pathologische Auffalligkeiten. Kaudal der Lasion zeigten sich ebenfalls stark
CNPase-positive Zysten in der lateralen weillen Substanz, die teilweise bis weit

kaudal reichten.
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Die kontralaterale Seite erschien am ersten postoperativen Tag ohne pathologisch-

morphologische Veranderungen.

Abb. 4.6.7.1-1: Lasion des
Riickenmarks, erster
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. A Zu
erkennen ist die Lasion mit
dem Lasionsspalt (<) und
die kraniale und kaudale
Grenzregion. B Sichtbar sind
der Lasionsspalt und die
beiden Grenzregionen. Das
Myelin der durchtrennten
Axone zeigt an ihren Enden
eine starke anti-CNPase-
positive Anfarbung («). Die
Oligodendrozyten zeigen in
der  anti-CNPase-Farbung
keine Reaktion auf die
Lasion am ersten
postoperativen Tag. Anti-
B CNPase-Farbung.

4.6.7.2 Dritter postoperativer Tag

Am dritten postoperativen Tag war in der weilen und der grauen Substanz ebenfalls
noch das Myelin der freien Schnittenden der durchtrennten Axone zu erkennen.
Insgesamt erschien die Lasion aber weniger scharf begrenzt als am ersten

postoperativen Tag. Das Myelin der freien Schnittenden der Axone zeigte sich
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weniger stark CNPase-positiv gefarbt als am ersten postoperativen Tag.

Oligodendrozyten zeigten sich nicht in der Lasion.

In den beiden Grenzregionen zeigten sich Zysten in der lateralen weif3en und in der
grauen Substanz, die ebenfalls von CNPase-positivem Myelin umgeben waren und
keine Anfarbung im Inneren zeigten. Auch am dritten postoperativen Tag zeigten die

Oligodendrozyten keine morphologischen Veranderung auf die Lasion.

In dem restlichen ipsilateralen Rickenmarksgewebe waren kranial in der wei3en und
grauen Substanz keine Veranderungen in der Expression von CNPase in den
Oligodendrozyten zu beobachten. Kaudal zeigten sich die myelin-ummantelten

Zysten in der lateralen weilen Substanz, die teilweise bis weit kaudal reichten.

Die kontralaterale Seite des Ruckenmarks blieb auch am dritten postoperativen Tag

ohne morphologische und immunreaktive Veranderungen.

Abb. 4.6.7.2-1: Lasion des
Riickenmarks, dritter
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. A Zu
erkennen ist die Lasion und
die kraniale und kaudale
Grenzregion. Anti-CNPase-
A Farbung.
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Abb. 4.6.7.2-1: Lasion des
Riickenmarks, dritter
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. B Das
Myelin der Axone zeigt sich
am dritten postoperativen
Tag weniger stark anti-
CNPase-positiv gefarbt an

den durchtrennten
Axonenden als Zeichen des
Untergangs von

Oligodendrozyten und der
einhergehenden

Demyelinisierung. Die Zysten
(«) in der weillen Substanz
zeigen sich von  anti-
CNPase-positivem Myelin

umgeben

B (Axondystrophie/Demyelinisi
erung). Anti-CNPase-
Farbung.

4.6.7.3 Siebter postoperativer Tag

Am siebten postoperativen Tag war die Lasion als solche kaum noch zu erkennen.
Es fand fast keine Immunreaktivitat mehr in der Lasion statt. Insgesamt war deutlich
weniger CNPase-positive Substanz auszumachen als am ersten und dritten
postoperativen Tag als Zeichen der Apoptose von Oligodendrozyten und der damit
einhergehenden Demyelinisierung von Axonen. Die laterale weille Substanz zeigte
weiterhin indirekt unterbrochene axonale Strukturen, die jedoch geordneter verliefen
als noch am dritten postoperativen Tag und meist einen longitudinalen Verlauf
aufwiesen.

Die Lasion selbst erschien frei von Oligodendrozyten und zeigte vereinzelt CNPase-
positive Substanz in der beginnenden bindegewebigen Narbe.

In den Grenzregionen zeigte sich ebenfalls eine deutlich geringere Immunreaktivitat
auf die Lasion als noch am dritten postoperativen Tag. Einzelne Axon zeigten
indirekt eine Schwellung und imponierten mit vergroRertem Durchmesser und waren
zystisch verandert. Die Zahl und Morphologie und Zellanzahl der Oligodendrozyten
anderte sich in den Grenzregionen in der weilen und grauen Substanz auch am
siebten postoperativen Tag nach Lasion nicht. Das restliche ipsilaterale Gewebe des
Ruckenmarks zeigte kranial, in Nahe zur Lasion, kleine Zysten in der lateralen
weillen Substanz. Kaudal der Lasion waren diese Zysten im lateralen Trakt teilweise

bis weit kaudal zu beobachten.
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Die kontralaterale Seite wies auch am siebten postoperativen Tag keine

morphologischen Veranderungen auf.

Abb. 4.6.7.3-1: Lasion des
Riickenmarks, siebter
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. A Zu
erkennen ist die Lasion und
die kraniale und kaudale
Grenzregion. Der
A Lasionsspalt (<) erscheint
frei von Oligodendrozyten
und anderer anti-CNPase-
positiver Substanz. B Das
Myelin der Axone zeigt sich
am siebten postoperativen
Tag homogen anti-CNPase-
positiv gefarbt. Deutlich sind
die durchtrennten Enden der
Axone in beiden
Grenzregionen zu erkennen.
Die beginnende Narbe trennt
die freien Enden der Axone.
Im Lasionsspalt erkennt man
wenig anti-CNPase- positive
Granula. Die Zysten in der
weillen Substanz zeigen sich
von anti-CNPase positivem

Myelin umgeben
(Axondystrophie und
Apoptose von
Oligodendrozyten). Anti-

B CNPase-Farbung.

4.6.7.4 Vierzehnter postoperativer Tag

Die Lasion zeigte sich am vierzehnten postoperativen Tag verfestigt. Die Trakte der
lateralen weil3en Substanz blieben, von der starken bindegewebigen Narbe getrennt,
unterbrochen. Die Distanz zwischen den durchtrennten Enden der Axone nahm

durch das zunehmende Bindegewebe zu. Die Lasion erschien frei von CNPase-
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positiver Substanz und somit auch von Oligodendrozyten, bedingt durch ihren
Zelluntergang in der Lasion.

In den Grenzregionen zeigte sich kranial das Myelin der durchtrennten Axone an
ihrem Schnittende abgerundet. Die Anzahl der Oligodendrozyten und ihre
Morphologie zeigten sich auch am vierzehnten postoperativen Tag unverandert.

Es zeigte sich eine scharfe Grenze zwischen Axonen, grauer Substanz und
bindegewebiger Narbe. Am Ubergang der abgerundeten Axone zur Narbe waren
feine, stark CNPase-positive Granula zu sehen. Viele myelin-ummantelte Zysten
waren in der weifden und grauen Substanz kranial der Lasion auszumachen. Auch
fielen viele groRere Blutgefal’e in der grauen Substanz auf, die in Umgebung der
Narbe anzutreffen waren.

Kaudal der Lasion zeigten sich in der lateralen weilen Substanz ebenfalls feine
CNPase-positive Granula. Die Axone waren als solche nur noch schlecht zu
differenzieren und groRe Zysten zeigten sich in Lasionsnahe. Auch in der grauen
Substanz waren diese Zysten kaudal der Lasion zu beobachten.

Das restliche ipsilaterale Gewebe des Ruckenmarks zeigte sich kranial ohne
Veranderungen zu den postoperativen Vortagen. Kaudal zeigte die laterale weil3e

Substanz bis weit kaudal der Lasion CNPase-positive granulése Einschlisse und

Zysten.

Abb. 4.6.7.4-1: Lasion des
Riickenmarks, vierzehnter
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. A Zu
erkennen ist die Lasion und
die kraniale und kaudale
Y. A Grenzregion. Anti-CNPase-
Farbung.
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4.6.8 Anti-CNPase Farbung in der scid Maus

4.6.8.1 Erster postoperativer Tag

Abb. 4.6.7.4-1: Lasion des
Riickenmarks, vierzehnter
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. B Das
Myelin der Axone zeigt sich
am vierzehnten
postoperativen Tag homogen
anti-CNPase-positiv gefarbt.

Deutlich sind die
durchtrennten Enden der
Axone in beiden

Grenzregionen zu erkennen.
Die bindegewebige Narbe
(«) trennt die freien Enden
der Axone deutlich. Im
Lasionsspalt erkennt man
wenig anti-CNPase positive
Granula. Auch am
vierzehnten postoperativen
Tag zeigen die
Oligodendrozyten in  den
Grenzregionen keine
Reaktion auf die La&sion.
Anti-CNPase-Farbung.

Auch bei der scid Maus standen am ersten postoperativen Tag die Unterbrechung

und Zerstorung der Trakte der weilden Substanz mit verstarkter Immunreaktivitat des

Myelins der freien Axonenden im Vordergrund. Eine oligodendrozytéare Reaktion in

den Grenzregionen war auch bei der scid Maus weder in der weilden, noch in der

grauen Substanz auszumachen. Zystische Veranderungen im Bereich der Lasion

und der Grenzregionen waren wie bei der BALB/c Maus beschrieben vorhanden. Die

restlichen Regionen des Ruckenmarks erschienen frei von Veranderungen.

Es zeigten sich keine Unterschiede in der Reaktion auf eine Lasion zwischen der

scid Mutante und dem Wildtyp.
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Abb. 4.6.8.1-1: Lasion des
Riickenmarks, erster
postoperativer Tag, scid
Maus. A Zu erkennen ist
die Lasion mit dem
Lasionsspalt (<) und die
kraniale und kaudale
Grenzregion. B Sichtbar
sind der Lasionsspalt und
die beiden Grenzregionen.
Die durchtrennten Axone
zeigen an ihren Enden eine
starke anti-CNPase-positive
Anfarbung des
umhdllenden Myelins. Die
Oligodendrozyten zeigen in
den Grenzregionen in der
anti-CNPase-Farbung auch
bei der scid-Mutante keine
Reaktion auf die Lasion am
ersten postoperativen Tag.
B Anti-CNPase-Farbung.

4.6.8.2 Dritter postoperativer Tag

Am dritten postoperativen Tag war bei der scid Maus ebenfalls eine leichte
Abschwachung der Immunreaktivitat der anti-CNPase-Farbung zu erkennen. Wie
beim Wildtyp zeigten sich in der scid Maus weiterhin die Unterbrechung der Trakte
der weilen Substanz und die verstérte graue Substanz mit einer Abnahme der
Anzahl von Oligodendrozyten in der Lasion. Zystische Veranderungen besonders der
weilden Substanz waren in den Grenzregionen sichtbar. Die restlichen Regionen des

Ruckenmarks erschienen frei von Veranderungen.
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Es zeigten sich keine Unterschiede in der Reaktion auf eine L&sion zwischen der

scid Mutante und dem Wildtyp.

Abb. 4.6.8.2-1: Lasion
des Riickenmarks, dritter
A postoperativer Tag, scid
Maus. A Zu erkennen ist
die Lasion und die kraniale
und kaudale Grenzregion.
B Das Myelin der Axone
zeigt sich am dritten
postoperativen Tag
weniger stark anti-
CNPase-positiv gefarbt an
den durchtrennten
Axonenden. Die Zysten
(«) in der weillen
Substanz zeigen sich von
anti-CNPase-positivem

Myelin umgeben
(Axondystrophie und
Apoptose von

Oligodendrozyten).  Auch
am dritten postoperativen

Tag zeigen die
Oligodendrozyten der
Grenzregionen keine

Reaktion auf die Léasion.
Anti-CNPase-Farbung.

4.6.8.3 Siebter postoperativer Tag

Der siebte postoperative Tag zeigte bei der scid Maus ebenfalls eine deutliche
Abschwachung der anti-CNPase Anfarbung. Die Lasion war als solche kaum noch
auszumachen. Die Trakte der lateralen weillen Substanz wurden durch die
beginnende bindegewebige Narbe getrennt. Die Axone wirkten indirekt geschwollen

und waren zystisch verandert.
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Die Grenzregionen zeigten ebenfalls geschwollene und zystisch veranderte Axone

kranial und kaudal in der weillen Substanz. Auch in der grauen Substanz zeigten

sich myelin-ummantelte Zysten. In wei3er und grauer Substanz waren viele kleinere

Gefalke auszumachen. Ipsilateral zeigte sich am restlichen Rickenmarksgewebe

eine zystische Veranderung der weilden Substanz die bis weit kaudal reichte.

Die kontralaterale Seite zeigte sich weiterhin unverandert.

L, T
s
'.«u’
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Abb. 4.6.8.3-1: Lasion des
Riickenmarks, siebter
postoperativer Tag, scid
Maus. A Zu erkennen ist die
Lasion und die kraniale und
kaudale Grenzregion. Der
Lasionsspalt (<) erscheint
frei von Oligodendrozyten
und anderer anti-CNPase-
positiver Substanz. B Das
Myelin der Axone zeigt sich
am siebten postoperativen
Tag homogen anti-CNPase
positiv gefarbt. Deutlich sind
die durchtrennten Enden der
Axone in beiden
Grenzregionen zu erkennen.
Die beginnende Narbe trennt
die freien Enden der Axone.
Im Lasionsspalt sind wenig
anti-CNPase-positive
Granula, aber keine
Oligodendrozyten zu
erkennen. Die Zysten in der
weillen Substanz zeigen sich
auch bei der scid Maus
deutlich von anti-CNPase-
positivem Myelin umgeben
(Axondystrophie und
Apoptose von
Oligodendrozyten). Auch am
siebten postoperativen Tag
zeigen die Oligodendrozyten
in den Grenzregionen keine
Reaktion auf die La&sion.
Anti-CNPase-Farbung.
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4.6.8.4 Vierzehnter postoperativer Tag

Die Lasion stellte sich auch in der scid Maus gleich dem Wildtyp dar. Die
Schnittenden der Axone waren von der bindegewebigen Narbe weit auseinander
gedrangt. Die Lasion selbst erschien frei von CNPase-positiven Substanzen und
somit auch von Oligodendrozyten. In den Grenzregionen waren ebenfalls CNPase-
positive Granula zu sehen, die in Nahe zu den abgerundet erscheinenden
Schnittenden der Axone der weil’en Substanz zu finden waren. Die graue Substanz
zeigte sich ohne Veranderungen in der Anzahl und Immunreaktivitat der
Oligodendrotyzen. Kaudal der Lasion zeigte sich ipsilateral eine weit kaudal
reichende zystische, axonale Traktveranderung in der weilden Substanz.

Die kontralaterale Seite zeigte sich weiterhin unverandert und zwischen scid Maus
und Wildtyp BALB/c zeigten sich auch am vierzehnten postoperativen Tag keine

morphologischen oder immunreaktiven Unterschiede bezlglich des Myelins der

Axone oder der Oligodendrozyten selbst.

Abb. 4.6.8.4-1: Lasion des
Riickenmarks, vierzehnter
postoperativer Tag, scid
Maus. Zu erkennen ist die
Lasion und die kraniale und
kaudale Grenzregion. Deutlich
sind die durchtrennten Enden
der Axone in beiden
Grenzregionen zu erkennen. Die
bindegewebige  Narbe (<)
trennt die freien Enden der
Axone deutlich. Im Lasionsspalt
sind wenig anti-CNPase-positive
Granula zu erkennen. Es zeigen
sich keine Oligodendrozyten
mehr im Bereich der Lé&sion.

Auch am vierzehnten
postoperativen Tag zeigen die
Oligodendrozyten in den

Grenzregionen keine Reaktion
auf die Lasion. Anti-CNPase-
Farbung.

4.7 Neuronale Strukturen

4.7.1 Morphologie der Axone am Ruckenmark der unverletzten
BALB/c Maus in der anti-Neurofilament 200-Farbung

Der Antikdrper gegen Neurofilament 200 markiert das Intermediarfilament

Neurofilament, das hauptsachlich in Zellen neuronalen Ursprungs exprimiert wird.



80 Ergebnisse

Neurone und besonders die dazugehdrigen axonalen Strukturen kommen so zur
Darstellung.

So stellten sich, bei Betrachtung des Ruckenmarks auf Hohe des CST, von lateral
nach medial betrachtet zuerst stark anti-Neurofilament 200 gefarbte Axone in der
lateralen weillen Substanz dar. Sie hatten meist einen longitudinalen Verlauf und
erschienen teils geradlinig im Verlauf, teils spiralférmig. Nicht alle Axone der weil3en
Substanz waren gleich stark gefarbt. Einzelne Axone ragten, deutlich starker gefarbt,
aus der homogen gefarbten Menge von axonalen Fasern heraus. In der grauen
Substanz zeigten Neurone homogene, starke, spezifische Anfarbung. In der
Medianebene, in der weilRen Substanz des CST, waren ebenfalls einzelne Axone
starker gefarbt als der homogene Rest. Es zeigte sich kein Unterschied in der
Immunreaktivitat der Axone und Neurone bezuglich der unterschiedlichen Regionen

des Ruckenmarks.

4.7.2 Morphologie der Axone am Riickenmark der unverletzten
scid Maus in der anti-Neurofilament 200 Farbung

Die scid Maus zeigte, auf Hohe des CST, ebenfalls zuerst einzelne, starker gefarbte
Axone, teils gerade, teil spiralformig, in der weifden Substanz. Auch hier farbten sich
in der grauen Substanz spezifisch Neurone unterschiedlicher GroRe an. Der medial
gelegene CST zeigte auch das Bild unterschiedlich stark gefarbter axonaler
Strukturen, bei denen einzelne Axone in der Immunreaktivitdt hervorstachen. Ein
Unterschied bezuglich der unterschiedlichen Regionen des Ruckenmarks zeigte sich
bei der Immunreaktivitat der Neurone und Axone nicht.

Zwischen scid Maus und BALB/c Wildtyp lieRen sich keine morphologischen oder
quantitativen Unterschiede erkennen. Neurone und Axone erschienen gleichartig
gefarbt und in gleicher Anzahl vorhanden wund in gleicher Weise im

Ruckenmarksgewebe verteilt.

4.7.3 Anti-Neurofilament-200 Farbung in der BALB/c Maus

4.7.3.1 Erster postoperativer Tag
Am ersten postoperativen Tag nach Lasionierung zeigten sich die in der lateralen
weillen Substanz gelegenen Trakte und Axone durchtrennt und zerstort. Viele Axone

waren durch die SchnittfUhrung nach lateral herausgerissen. In der Lasion waren
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keine durchgehenden Axone mehr zu identifizieren. Einzelne, stark Neurofilament
200 positive Zelltrimmer, zeigten sich in der Lasion angefarbt. In der grauen
Substanz waren keine immunreaktiven Neurone auszumachen. Der medial gelegene
CST zeigte ebenfalls zerstorte Axone die ebenfalls nach lateral abwichen. Die
Schnittenden der zerstorten Axone zeigten sich besonders stark anti-Neurofilament

200-positiv angefarbt.

In den Grenzregionen zeigten sich, kranial und kaudal der Lasion, die frei endenden
durchtrennten Axone. An ihren freien Schnittenden zeigten sie ebenfalls eine
verstarkte Immunreaktion. Einzelne Axone zeigten stark Neurofilament 200-positive
kurze, tropfenformige Strukturen. Die graue Substanz zeigte homogen gefarbte
Neurone, ohne pathologische Veranderungen zur unlasionierten Gegenseite. Die
mediale weille Substanz auf HOhe des CST =zeigte sich ebenfalls ohne
Veranderungen zur unlasionierten Gegenseite.

Das restliche ipsilaterale Ruckenmarksgewebe bot kranial der La&sion keine
morphologischen Unterschiede zur Gegenseite. Weille und graue Substanz
erschienen unauffallig. Auch der mediale CST zeigte sich ohne Veranderungen zur
Gegenseite. Die kaudal der Lasion in der lateralen weil3en Substanz bestehenden
Zysten zeigten sich nicht immunreaktiv. Weder ihr Inhalt noch die Hulle zeigten sich

anti-Neurofilament 200-positiv gefarbt.

Die kontralaterale Seite zeigte sich am ersten postoperativen Tag nach Lasion ohne

morphologische Veranderungen.
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Abb. 4.7.3.1-1: Lasion des
B Riickenmarks, erster
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. A Zu
erkennen ist die Lasion mit
dem Lasionsspalt («) und
die kraniale und kaudale
Grenzregion. B Sichtbar
sind der Lasionsspalt und
die kraniale Grenzregionen.
Die durchtrennten Axone
(«) zeigen an ihren Enden
eine starke anti-
Neurofilament 200-positive
Farbung. C Zu sehen ist
der CST. Auf ipsilateraler
(A) und kontralateraler (B)
Seite erkennt man jeweils
mehrere spiralférmige,
starker angefarbte Axone.
Anti-Neurofilament 200-
C Farbung.
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4.7.3.2 Dritter postoperativer Tag
Am dritten postoperativen Tag zeigte sich die Lasion frei von Neurofilament 200-
positiven Axonen und Neuronen. Der Lasionsspalt war gut zu erkennen. Einzelne

Zelltrimmer zeigten sich in der Lasion stark Neurofilament 200-positiv gefarbt.

Die Grenzregionen zeigten kranial und kaudal der Lasion in der lateralen weil3en
Substanz teils spiralférmige Axone mit tropfenférmig aufgetriebenen Enden. Die

freien Enden farbten sich stark Neurofilament 200-positiv an.

Das restliche ipsilaterale Gewebe des Rickenmarks zeigte kranial in der lateralen
weillen und der grauen Substanz keine morphologischen Unterschiede zur
Gegenseite. Der medial gelegene CST bot weit kranial der Lasion, auf Hohe des
zerviko-thorakalen Ubergangs, eine starke Spiralisierung einzelner Axone, welche
sich stark anti-Neurofimanet 200-positiv darstellten und deutlich von der Gegenseite
unterschieden. Kaudal der Lasion zeigten sich die beschriebenen Zysten in der
lateralen weillen Substanz. Graue Substanz und CST zeigten keine

morphologischen Veranderungen.

Die kontralaterale Seite zeigte sich unverandert und ohne morphologische

Auffalligkeiten.

Abb. 4.7.3.2-1: Lasion des
Riickenmarks, dritter
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. A Zu
erkennen ist die Lasion mit
dem Lasionsspalt («) und
die kraniale und kaudale
Grenzregion. Anti-
Neurofilament 200-
Farbung.
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Abb. 4.7.3.2-1: Lasion des
Riickenmarks, dritter
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. B
Sichtbar sind der
Lasionsspalt und die
kraniale Grenzregionen.
Die durchtrennten Axone
zeigen an ihren Enden eine
starke  anti-Neurofilament
200-positive Anfarbung
(«). C Zu sehen ist der
CST. Auf ipsilateraler (A)
und kontralateraler (B)
Seite erkennt man jeweils
mehrere spiralférmige
starker angefarbte Axone.

c Anti-Neurofilament 200-
Farbung.

4.7.3.3 Siebter postoperativer Tag

Am siebten postoperativen Tag nach Lasion zeigte sich eine generelle
Hochregulation des Neurofilaments in Axonen. Vereinzelt waren auch stark anti-
Neurofilament-positive Neurone in der grauen Substanz sichtbar. In der Lasion
selbst waren in dem, bis zu diesem Zeitpunkt zellfreien, Lasionsspalt angefarbte

Neurone zu erkennen.

In der kranialen Grenzregion zeigten sich die frei endenden Axone nicht mehr so
stark positiv gefarbt wie noch am dritten postoperativen Tag. Die tropfenférmigen

Auftreibungen der freien Enden der Axone zeigten sich weiterhin stark Neurofilament
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positiv gefarbt, wobei jedoch die Spitze von Neurofilament 200 ausgespart erschien
(Growth cones). Die graue Substanz erschien ohne wesentliche Veranderungen,
vereinzelt waren starker Neurofilament 200-positive, grolte Neurone sichtbar. Kaudal
der Lasion waren starker gefarbte, spiralférmige Axonbundel in der lateralen weil3en

Substanz sichtbar. Die graue Substanz zeigte kaudal keine Auffalligkeiten.

Das restliche ipsilaterale Gewebe des Rickenmarks zeigte kranial in der weil3en
Substanz keine Veranderungen zur Gegenseite. In der grauen Substanz waren
vereinzelt grofere Neurone starker Neurofilament 200-positiv gefarbt. Der mediale
CST zeigte eine deutlich geringere Anfarbbarkeit als die der Gegenseite. Deutlich
weniger stark Neurofilament 200-positive Axone lie3en sich weit kranial der Lasion
darstellen.

Kaudal der Lasion waren bis auf einzelne Zysten in der lateralen weilen Substanz

keine Veranderungen zu beobachten.

Die kontralaterale Seite zeigte sich ohne morphologische Auffalligkeiten zu den

anderen postoperativen Tagen.

Abb. 4.7.3.3-1: Lasion des
Riickenmarks, siebter
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. A Zu
erkennen ist die Lasion mit
dem Lasionsspalt und die
kraniale Grenzregion. Die
durchtrennten Axone zeigen
an ihren Enden eine starke
anti-Neurofilament 200-
positive Anfarbung. Growth
cones («) sind vereinzelt als
tropfenférmige Auftreibungen
der Axonenden stark anti-
Neurofilament 200-positiv
gefarbt, wobei die distale
Spitze des Cones von der
Farbung ausgespart bleibt.

A Anti-Neurofilament 200-
Farbung.
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Abb. 4.7.3.3-1: Lasion des
Riickenmarks, siebter
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. B Zu
sehen ist der CST. Auf
ipsilateraler (A) und
kontralateraler (B) Seite
erkennt man jeweils mehrere
spiralférmige starker
angefarbte Axone.

Anti-Neurofilament 200-

B Farbung.

4.7.3.4 Vierzehnter postoperativer Tag

Generell zeigten sich nur wenige Veradnderungen zwischen dem siebten
postoperativen Tag und dem vierzehnten postoperativen Tag. Die Lasion erschien
ebenfalls mit Neurofilament 200-positiven Zellen ausgefillt. Axone waren in der

Lasion nicht zu identifizieren.

Die kraniale Grenzregion zeigte in der lateralen weillen Substanz noch vereinzelt
stark Neurofilament-200 positive Blndel von Axonen. Vereinzelt waren growth
cones zu sehen. Die graue Substanz erschien ohne Veranderungen zu den
Vortagen und zu der Gegenseite. Kaudal der Lasion waren viel Neurofilament 200-
positive Substanz und vereinzelt auch kurze, starker Neurofilament 200-positive
Axone zu beobachten. Die graue Substanz erschien ebenfalls ohne Veranderungen

zu den Vortagen und zu der Gegenseite.

Das restliche ipsilaterale Gewebe des Riuckenmarks zeigte kranial mehr der
Neurofilament 200-positive Neurone angefarbt als am siebten postoperativen Tag.
Auch am vierzehnten postoperativen Tag bot der CST ipsilateral eine deutlich
geringere Anfarbung. Der Trakt erschien insgesamt aufgehellt, enthielt jedoch
einzelne, starker Neurofilament 200-positive Bundel von Axonen als die Gegenseite.

Zudem waren vereinzelt zystische Strukturen zwischen den einzelnen Axonen zu
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identifizieren, als Ausdruck der axonalen Schwellung (axonal swelling). Kaudal war

das restliche ipsilaterale Gewebe ohne besondere Auffalligkeiten.

Die kontralaterale Seite zeigte sich auch am vierzehnten postoperativen Tag ohne

morphologische Auffalligkeiten zu den anderen postoperativen Tagen.

Abb. 4.7.3.4-1: Lasion des
Riickenmarks, vierzehnter
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. A Zu
erkennen ist die Lasion mit
dem Lasionsspalt (<) und
die kraniale und kaudale
Grenzregion. B Sichtbar ist
die kraniale Grenzregion.
Die durchtrennten Axone
zeigen an ihren Enden eine
starke  anti-Neurofilament
200-positive Anfarbung.
Vereinzelt sind  Growth
cones («) zu identifizieren.
Anti-Neurofilament 200-
Farbung.
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Abb. 4.7.3.4-1: Lasion des
Riickenmarks, vierzehnter
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. C Die
kaudale Grenzregion zeigt
viel anti-Neurofilament 200
positive Granula. Vereinzelt
sind kurze, stark gefarbte
Axone zu identifizieren.
Anti-Neurofilament 200-
Farbung D Zu sehen ist der
CST. Auf ipsilateraler (A)
Seite fallt auf, dass im
Vergleich zu den Vortagen
bei allen Tieren nur noch
wenige stark anti-
Neurofilament  200-positiv
gefarbte Axone zu sehen
sind. Zystische
Veranderungen zeigen sich
im ipsilateralen CST kranial
der Lasion («). Auf
kontralateraler (B) Seite
bleibt die Anzahl und
Farbeintensitat der
spiralférmigen starker
angefarbten Axone gleich.
Anti-Neurofilament 200-

D Farbung.

4.7.4 Anti-Neurofilament 200 Farbung in der scid Maus

4.7.41  Erster postoperativer Tag

Auch bei der scid Maus zeigten sich am ersten postoperativen Tag die zerstoérten

Trakte in der lateralen weillen Substanz. In der Lasion waren keine Axone oder

Neurone angefarbt. Neurofilament 200-positive Zelltrimmer zeigten sich auch hier

im Lasionsspalt.

Die Grenzregionen zeigten kranial und kaudal starker gefarbte frei endende axonale

Fasern und in der grauen Substanz waren homogen gefarbte Neurone, ohne
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pathologische Veranderungen zur unlasionierten Gegenseite zu sehen. Der mediale

CST zeigte ebenfalls keine pathologischen Veranderungen.

Das restliche ipsilaterale Riuckenmarksgewebe, einschlielllich des medialen CST,
bot kranial der Lasion auch bei der scid Maus keine morphologischen Unterschiede
zur Gegenseite. Die kaudal der Lasion in der lateralen weillen Substanz

bestehenden Zysten zeigten sich auch hier nicht immunreaktiv.

Die kontralaterale Seite zeigte sich am ersten postoperativen Tag nach Lasion ohne

morphologische Veranderungen.

Abb. 4.7.4.1-1: Lasion des
Riickenmarks, erster
postoperativer Tag, scid
Maus. A Zu erkennen ist die
Lasion mit dem
Lasionsspalt (<) und die
zur  Seite  ausgelenkten
Axone (*) der kranialen und
kaudalen Grenzregionen. B
Sichtbar sind der
Lasionsspalt und die
kraniale Grenzregionen. Die
durchtrennten Axone (<)
zeigen an ihren Enden eine
starke  anti-Neurofilament
200-positive Anfarbung.
Anti-Neurofilament 200-
Farbung.
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Abb. 4.7.4.1-1: Lasion des
Riickenmarks, erster
postoperativer Tag, scid
Maus. C Zu sehen ist der
CST. Auf ipsilateraler (A)
und kontralateraler (B) Seite
erkennt man jeweils
mehrere spiralférmige
stérker angefarbte Axone.
Anti-Neurofilament 200-
Farbung.

4.7.4.2 Dritter postoperativer Tag

Auch am dritten postoperativen Tag zeigte sich die Lasion bei der scid Maus frei von

Neurofilament 200-positiven Axonen und Neuronen.

Die Grenzregionen zeigten kranial und kaudal der Lasion in der lateralen weil3en
Substanz ebenfalls spiralférmige Axone mit tropfenformig aufgetriebenen Enden, die

sich stark Neurofilament 200-positiv anfarbten.

Das restliche ipsilaterale Gewebe des Rickenmarks zeigte kranial ebenfalls starker
angefarbte, spiralféormige Axone im CST. Laterale weille und graue Substanz
erschienen unauffallig. Kaudal der Lasion zeigten sich die beschriebenen Zysten in

der lateralen weillen Substanz.

Die kontralaterale Seite zeigte sich unverandert und ohne morphologische

Auffalligkeiten.
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Abb. 4.7.4.2-1: Lasion des
Riickenmarks, dritter
postoperativer Tag, scid
Maus. A Zu erkennen ist
die Lasion mit dem
Lasionsspalt («) und die
kraniale  und kaudale
Grenzregion. B Sichtbar
sind der Lasionsspalt und
die kraniale Grenzregionen.
Die durchtrennten Axone
zeigen an ihren Enden eine
starke  anti-Neurofilament
200-positive Anfarbung
(«). C Zu sehen ist der
CST. Auf ipsilateraler (A)
und kontralateraler (B)
Seite erkennt man jeweils
mehrere spiralférmige
starker angefarbte Axone.
Anti-Neurofilament 200-
C Farbung.
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4.7.4.3 Siebter postoperativer Tag

Am siebten postoperativen Tag nach Lasion zeigte auch die scid Maus eine
generelle Hochregulation des Neurofilaments und auch hier waren einzelne stark
anti-Neurofilament-positive Neurone in der grauen Substanz sichtbar, die sich auch

in der Lasion zeigten.

Die frei endenden Axone in der kranialen Grenzregion zeigten sich nicht mehr so
stark positiv gefarbt wie noch am dritten postoperativen Tag. Growth cones waren
auch hier zu identifizieren. Ein Unterschied in Anzahl und Form zu den Wildtyp
BALB/c Mausen zeigte sich nicht. Die graue Substanz erschien ohne wesentliche
Veranderungen, vereinzelt waren auch hier starker Neurofilament 200-positive,
groRe Neurone sichtbar. Kaudal der Lasion waren starker gefarbte, spiralformige
Axonbundel in der lateralen weilen Substanz sichtbar, die graue Substanz zeigte

kaudal keine Auffalligkeiten.

Der mediale CST zeigte im restlichen ipsilateralen Gewebe kranial der Lasion
ebenfalls eine deutlich geringere Anfarbbarkeit als auf der Gegenseite. Zahlenmalig
deutlich weniger stark Neurofilament 200-positive Axone lieRen sich weit kranial der
Lasion darstellen. Vereinzelt waren zystische Veranderungen im CST zu beoachten,
als Ausdruck der axonalen Schwellung (axonal swelling).

Kaudal der Lasion waren bis auf einzelne Zysten in der lateralen weillen Substanz

keine Veranderungen zu beobachten.

Die kontralaterale Seite zeigte sich auch am siebten postoperativen Tag ohne

morphologische Auffalligkeiten zu den anderen postoperativen Tagen.
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Abb. 4.7.4.3-1: Lasion des
Riickenmarks, siebter
postoperativer Tag, scid
Maus. A Zu sehen ist der
CST. Auf ipsilateraler (A)
A und kontralateraler (B) Seite
erkennt man jeweils mehrere
spiralféormige starker
angefarbte Axone, wobei auf
der ispilateralen Seite am
siebten postoperativen Tag
bereits weniger Axone zur

Darstellung kommen.
Vereinzelt zeigen sich
zystische

Traktveranderungen («)

durch axonale Schwellung. B
In der kranialen Grenzregion
sind Growth cones (<)
vereinzelt als tropfenférmige
Auftreibungen der
Axonenden stark anti-
Neurofilament 200-positiv
gefarbt, wobei die distale
Spitze des Cones von der
Farbung ausgespart bleibt.
Anti-Neurofilament 200-
Farbung.

4.7.4.4 Vierzehnter postoperativer Tag

Die Lasion erschien am vierzehnten postoperativen Tag ebenfalls mit Neurofilament
200-positiven Zellen ausgefullt. Axone waren in der Lasion auch bei der scid Maus

nicht zu identifizieren.

In der kranialen Grenzregion waren in der lateralen weillen Substanz vereinzelt
growth cones zu sehen. Kaudal der Lasion war ebenfalls viel positiv gefarbte

Substanz und vereinzelt auch kurze, starker Neurofilament 200-positive Axone zu
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beobachten. Die graue Substanz erschien ebenfalls ohne Veranderungen zu den

Vortagen und zu der Gegenseite.

Das restliche ipsilaterale Gewebe des Riuckenmarks zeigte kranial bei der scid Maus
ebenfalls mehr der Neurofilament 200-positiven Neurone als am siebten
postoperativen Tag und auch am vierzehnten postoperativen Tag bot der CST
medial eine deutlich geringere Anfarbung, wobei einzelne Axone starker
Neurofilament 200-positiv erschienen als auf der Gegenseite. Kaudal war das

restliche ipsilaterale Gewebe ohne besondere Auffalligkeiten.

Die kontralaterale Seite zeigte sich auch am vierzehnten postoperativen Tag ohne

morphologische Auffalligkeiten zu den anderen postoperativen Tagen.

Abb. 4.7.4.4-1: Lasion des
Riickenmarks, vierzehnter
postoperativer Tag, scid
Maus. A Lasion mit dem
Lasionsspalt und kranialer
und kaudaler Grenzregion.
Anti-Neurofilament 200-
Farbung.
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Abb. 4.7.4.4-1: Lasion des
B Riickenmarks, vierzehnter
postoperativer Tag, scid
Maus. B Sichtbar ist die
kraniale Grenzregion. Die
durchtrennten Axone zeigen
an ihren Enden eine starke
anti-Neurofilament 200
positive Farbung («+) C Zu
sehen ist der CST. Auf
ipsilateraler (A) Seite erkennt
man keine stark gefarbten
Axone mehr. Es zeigt sich
eine zunehmende zystische

Traktverandeung im
ipsilateralen CST kranial der
Lasion («). Auf

kontralateraler (B) Seite
bleibt die Anzahl und
Farbeintensitat der
spiralférmigen, starker
angefarbten Axone gleich.
Anti-Neurofilament 200-
Farbung.

4.7.5 Morphologie der Neurone und Axone am Riuckenmark der
unverletzten BALB/c Maus in der anti-PGP 9.5-Farbung

Der Antikérper gegen das Proteine Gene Product 9.5 (PGP 9.5) ist ein polyklonaler
pannneuronaler Marker und richtet sich gegen ein Isoenzym der Carboxyl-Hydralase
fur Ubiquitin und wird als Marker flr neuronale und neuroendokriene Zellen
verwendet. Es ist in allen Neuronen und dessen axonalen Strukturen vorzufinden.

So stellten sich, bei Betrachtung des Rickenmarks auf Héhe des CST, von lateral
nach medial betrachtet zuerst stark anti-PGP 9.5 gefarbte Axone in der lateralen

weillen Substanz dar. Sie hatten meist einen longitudinalen Verlauf und erschienen
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teils geradlinig im Verlauf, teils spiralformig. Nicht alle Axone der weilRen Substanz
waren gleich stark gefarbt. Einzelne Axone ragten, deutlich starker gefarbt, aus der
homogen gefarbten Menge von axonalen Fasern heraus. In der grauen Substanz
zeigten Neurone homogene, starke, spezifische Anfarbung, mit Aussparung der
Kerne. In der Medianebene, in der weillen Substanz des CST, waren ebenfalls
einzelne Axone starker gefarbt als der homogene Rest. Es zeigte sich kein
Unterschied in der Immunreaktivitdt der Axone und Neurone bezuglich der

unterschiedlichen Regionen des Rickenmarks.

4.7.6 Morphologie der Neurone und Axone am Ruckenmark der
unverletzten scid Maus in der anti-PGP 9.5-Farbung

Die scid Maus zeigte, auf HOhe des CST, ebenfalls zuerst einzelne, starker gefarbte
Axone, teils gerade, teil spiralférmig, in der weillen Substanz. Auch hier farbten sich
in der grauen Substanz spezifisch Neurone unterschiedlicher GroRe an. Der medial
gelegene CST zeigte auch das Bild unterschiedlich stark gefarbter axonaler
Strukturen, bei denen einzelne Axone in der Immunreaktivitdt hervorstachen. Ein
Unterschied bezlglich der unterschiedlichen Regionen des Rickenmarks zeigte sich
bei der Immunreaktivitat der Neurone und Axone nicht.

Zwischen scid Maus und BALB/c Wildtyp lieRen sich keine morphologischen oder
quantitativen Unterschiede erkennen. Neurone und Axone erschienen gleichartig
gefarbt und in gleicher Anzahl vorhanden und gleicher Weise im

Ruckenmarksgewebe vorkommend.

4.7.7 Anti-PGP 9.5-Farbung in der BALB/c Maus
4.7.71 Erster postoperativer Tag

Am ersten postoperativen Tag nach Lasionierung zeigten sich in der lateralen
weillen Substanz zerstorte Trakte und durchtrennte axonale Strukturen. Viele Axone
waren durch die Schnittfihrung nach lateral herausgerissen. In der Lasion waren
keine durchgehenden Axone mehr zu identifizieren. Einzelne, stark anti-PGP 9.5-
positive Zelltrimmer, zeigten sich angefarbt. In der grauen Substanz waren keine
immunreaktiven Neurone auszumachen. Der medial gelegene CST zeigte ebenfalls

zerstorte Axone die ebenfalls nach lateral abwichen.
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In den Grenzregionen zeigten sich, kranial und kaudal der Lasion, die frei endenden
durchtrennten Axone. An ihren freien Schnittenden zeigten sie eine verstarkte
Immunreaktion. Die graue Substanz zeigte homogen gefarbte Neurone, ohne
pathologische Veranderungen zur unlasionierten Gegenseite. Die mediale weilde
Substanz auf Hohe des CST =zeigte sich ebenfalls ohne Veradnderungen zur

unlasionierten Gegenseite.
Das restliche ipsilaterale Rickenmarksgewebe bot kranial der Lasion keine
morphologischen Unterschiede zur Gegenseite. Weille und graue Substanz

erschienen unauffallig.

Die kontralaterale Seite zeigte sich am ersten postoperativen Tag nach Lasion ohne

morphologische Veranderungen.

Riickenmarks, erster
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. A Lasion
mit dem Lé&sionsspalt (<)

Grenzregion. Es zeigt sich
die Gewebszerstorung mit
interstitiellem Odem. Deutlich

ausgelenkten Axonblndel im
Bereich der Lasion.
. A Anti-PGP 9.5-Farbung.

Abb. 4.7.7.1-1: Lasion des

und kranialer und kaudaler

sichtbar die nach lateral
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Abb. 4.7.7.1-1: Lasion des
Riickenmarks, erster
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. B
Kerngebiet im Bereich der
grauen Substanz in der
ipsilateralen
Rickenmarkshalfte, weit
kranial der Lasion. Deutlich
sichtbar stark gefarbte groRe
Neurone. Schnitthéhe im
Bereich des CST. Anti-PGP
B 9.5-Farbung.

4.7.7.2 Dritter postoperativer Tag

Am dritten postoperativen Tag zeigte sich die Lasion fast frei von anti-PGP 9.5-
positiven Axonen und Neuronen. Einzelne Zelltraimmer zeigten sich in der Lasion
stark PGP 9.5-positiv angefarbt.

Die Grenzregionen zeigten kranial und kaudal der Lasion in der lateralen weilen
Substanz teils spiralférmige Axone mit tropfenférmig aufgetriebenen Enden. Die

freien Enden farbten sich teils sich stark positiv an.

Das restliche ipsilaterale Gewebe des Riuckenmarks zeigte kranial in der lateralen
weillen und der grauen Substanz keine morphologischen Unterschiede zur
Gegenseite. Der medial gelegene CST zeigte ebenfalls keine morphologischen

Veranderungen.

Auch die kontralaterale Seite zeigte sich unverandert und ohne morphologische

Auffalligkeiten.
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Abb. 4.7.7.21: Lasion
des Riickenmarks, dritter
postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp. Lasion
mit dem Lasionsspalt und
kranialer und kaudaler
Grenzregion. Wenig stark
anti-PGP 9.5 angefarbte
Granula («) im
Lasionsspalt. Anti-PGP
9.5-Farbung.

4.7.7.3 Siebter postoperativer Tag

Am siebten postoperativen Tag nach Lasion zeigte sich die das Ruckenmark
morphologisch relativ unverandert zum dritten postoperativen Tag. In der Lasion
waren wenig anti-PGP 9.5 gefarbte Granula zu sehnen. Der Lasionsspalt selbst

erschien organisierter als Ausdruck der beginnenden Narbenbildung.

In der kranialen und kaudalen Grenzregion zeigten sich die frei endenden Axone
nicht mehr so stark positiv gefarbt wie noch am dritten postoperativen Tag. Die graue
Substanz erschien ohne wesentliche Veranderungen zum dritten postoperativen Tag
und zur Gegenseite, vereinzelt waren starker anti PGP 9.5-positive, grole Neurone
sichtbar.

Das restliche ipsilaterale Gewebe des Ruckenmarks, sowie der CST zeigten keine

Veranderungen zur Gegenseite oder zum dritten postoperativen Tag.

Auch die kontralaterale Seite zeigte sich ohne morphologische Auffalligkeiten zu den

anderen postoperativen Tagen.
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Abb. 4.7.7.3-1: Lasion
des Riickenmarks,
siebter postoperativer
Tag, BALB/c Wildtyp.
Lasion mit dem
Lasionsspalt und kranialer
und kaudaler Grenzregion.
Wenig stark anti-PGP 9.5
angefarbte Granula («) im
Lasionsspalt. Anti-PGP
9.5-Farbung.

4.7.7.4 Vierzehnter postoperativer Tag

Generell zeigten sich nur wenige Veranderungen zwischen dem siebten
postoperativen Tag und dem vierzehnten postoperativen Tag. Die Lasion erschien
ebenfalls mit anti-PGP 9.5-positiver Granula ausgefillt. Axone waren in der Lasion

nicht zu identifizieren.

Die kraniale und kaudale Grenzregion zeigten in der lateralen weilRen Substanz noch
vereinzelt anti-PGP 9.5-positive Blndel von Axonen. Die graue Substanz erschien

weiterhin ohne Veranderungen zu den Vortagen und zu der Gegenseite.

Das restliche ipsilaterale Gewebe des Ruckenmarks zeigte weit kranial der Lasion im
Bereich der lateralen weilten Substanz bindelférmig zusammengezogene Axone als
sogenannte ,retraction bulbs“ im Rahmen der Degeneration der deafferierten
Axonstimpfe. Die graue Substanz zeigte wie an den Vortagen homogen stark

gefarbte Neurone.

Die kontralaterale Seite zeigte sich auch am vierzehnten postoperativen Tag ohne

morphologische Auffalligkeiten zu den anderen postoperativen Tagen.



101 Ergebnisse

Abb. 4.7.7.4-1: Lasion
des Riickenmarks,
vierzenhter

postoperativer Tag,
BALB/c Wildtyp.
Ipsilaterales Rickenmark,
weit kranial der Lasion. In
der lateralen weillen
Substanz erkennt man
sretraction bulbs® (<) als
Zeichen der Degeneration

deafferieter kranialer
Axone. Anti-PGP  9.5-
Farbung.

4.7.8 Anti-PGP 9.5 Farbung in der scid Maus
4.7.8.1 Erster postoperativer Tag

Es zeigten sich keine morphologischen Unterschiede in Anzahl, Form und
Lokalisation der anti-PGP 9.5 gefarbten Neurone und Axone im Vergleich zu der
BALB/c Wildtyp Maus nach Lasionierung im Bezug auf alle untersuchten Regionen

des Riuckenmarks.

4.7.8.2 Dritter postoperativer Tag

Auch am dritten postoperativen Tag zeigten sich keine morphologischen
Unterschiede in Anzahl, Form und Lokalisation der anti-PGP 9.5 gefarbten Neurone
und Axone im Vergleich zu der BALB/c Wildtyp Maus nach Lasionierung im Bezug

auf alle untersuchten Regionen des Rickenmarks.
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Abb. 4.7.8.2-1: Lasion
des Riickenmarks, dritter
postoperativer Tag, scid
Maus. Lé&sion mit dem
Lasionsspalt (<) und
kranialer und kaudaler
Grenzregion. Sichtbar sind
anti-PGP 9.5 angefarbte
Granula im La&sionsspalt.
Anti-PGP 9.5-Farbung.

4.7.8.3 Siebter postoperativer Tag

Auch am siebten postoperativen Tag =zeigten sich keine morphologischen
Unterschiede in Anzahl, Form und Lokalisation der anti-PGP 9.5 gefarbten Neurone
und Axone im Vergleich zu der BALB/c Wildtyp Maus nach Lasionierung im Bezug

auf alle untersuchten Regionen des Rickenmarks.

4.7.8.4 Vierzehnter postoperativer Tag
Die Lasion und die Grenzregionen stellten sich am vierzehnten postoperativen Tag

nach Setzen der Lasion bei der scid Maus gleich der Wildtyp-Kontrolle dar.

Das restliche ipsilaterale Gewebe zeigte bei der scid Maus jedoch im Unterschied zu
der BALB/c Wildtyp Maus in der grauen Substanz kranial der Lasion eine deutliche
Hochregulation der Expression von PGP 9.5 in den groRen Motoneuronen. Dies
zeigte sich nur im Bereich der ipsilateralen grauen Substanz direkt angrenzend an
die kraniale Grenzregion. CST und kaudales ipsilaterales Gewebe zeigten sich ohne

Veranderungen zu den Vortagen.

Auch die kontralaterale Seite zeigte sich am vierzehnten postoperativen Tag ohne

morphologische Auffalligkeiten zu den anderen postoperativen Tagen.
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Abb. 4.7.8.4-1: Lasion
des Riickenmarks,
vierzehnter

postoperativer Tag, scid
Maus. A Lasion mit dem
Lasionsspalt und kranialer
Grenzregion und nach
kranial anschlieflendes
ipsilaterales Gewebe. In
der grauen Substanz sind
stark anti-PGP 9.5
angefarbte  Motoneurone

als Zeichen einer
Hochregulation der
Expression von PGP 9.5
sichtbar («).

B Starkere VergroRerung
der deutlich angefarbten
Motoneurone  mit ihren
dendritischen  Auslaufern
(). Anti-PGP 9.5-
Farbung.
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5 Diskussion

5.1 Kontrolltier BALB/c Wildtyp Maus

5.1.1 Allgemeine Reaktion auf Verletzung des Riuckenmarks

Der allgemeine zeitliche Ablauf nach einer akuten Schadigung des Riuckenmarks im
Sinne einer Hemitranssektion zeigt auf zellularer Ebene einen bekannten und bereits
vorbeschriebenen Ablauf (Tator et al. 1995, Zhang et al. 1996, Jakeman et al. 2000,
Ma et al. 2001, Sroga et al 2003). Wie schon Tator et al. (1995) beschrieben, kommt
es bei unseren Versuchen auch durch die Axonzerreissung und Axonquetschung zu
einer nachfolgenden Einblutung (Tag 1,3) mit Odembildung (bis Tag 7) und lokaler
Ischamie der ortsstandigen Zellen. Folge ist der Untergang von Neuronen und
Gliazellen (ab Tag 1). Deafferierte Axonstumpfe retrahieren, bilden sogenannte
sretraction bulbs®, wahrend dessen die distalen Axonenden im Sinne der
Wallerschen Degeneration zugrunde gehen. Zentral in der Verletzung bildet sich die
Syrinx, eine Pseudozyste, um die sich die beginnende Narbe aus reaktiven
Astrozyten, Fibroblasten und aktivierter Mikroglia, sowie extrazellularen Anteilen wie
Laminin und Kollagen bildet (Fawcett et al. 1999, Grimpe et al. 2002, Stichel et at.
1998). Die Hautanteile der Narbe setzen sich aus einem zentral gelegenen
bindegewebigen Anteil zusammen und einem darum gelegenen Anteil aus
aktivierten Astrozyten und der von ihnen gebildeten Astrogliosenarbe (Shearer und
Fawcett 2001, Klapka et al. 2002). Auch wir kdnnen in unseren Untersuchungen die
allgemeine Reaktion des ZNS auf eine traumatische Verletzung und deren zeitlichen
Ablauf darstellen und bestatigen. Bei der BALB/c Maus zeigen sich in unseren
Untersuchungen keine wesentlichen Unterschiede zu den oben beschriebenen
Befunden im zeitlichen Ablauf nach Lasion des ZNS bezuglich der von uns

untersuchten Zellarten.

5.1.2 Makroglia

Reaktive Astrozyten zeigen sich bei der BALB/c Maus bereits ab dem dritten Tag
nach Hemitranssektion in der Umgebung der Lasion und ab Tag sieben zeigt sich
die beginnende Astrogliosenarbe um die Syrinx und die sich bildende bindegewebige
Narbe (siehe Abb. 4.6.3.3-1). Das Zentrum der Lasion selbst wird im Verlauf durch
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die bindegewebige Narbe ausgefullt und bleibt frei von anti-GFAP-positiven
Astrozyten (s.a. Klapka et al. 2002).

Einen vom zeitlichen Ablauf der Astrogliose identischen Befund beschrieben auch
Manhong et al. (2004) in einem Ruckenmarkskontusions-Modell bei der C57Black/6
Maus und der 129X1/SvJ Maus und lieen sich in unseren Untersuchungen an der
BALB/c Maus bestatigen.

Astrozyten sind Zellen mit umstrittener Funktion in Bezug auf regenerative Prozesse
im ZNS (Reiner et al. 1989, Hatten et al. 1991, Eddleston und Mucke 1993, Ridet et
al. 1997). In den meisten Modellen einer ZNS-Lasion (Kontusion/Transsektion) bei
Ratten und Mausen wird Astrozyten die strukturelle Wiederherstellung des verletzten
Gewebes durch Astrogliose zugesprochen. Axonale Regeneration ist eng mit der
Dichte von reaktiven Astrozyten und der Dichte der Astrogliosenarbe
zusammenhangend (Inman und Steward, 2003).

Regionen mit einer dichten Astrogliosenarbe zeigten sich bisher in fast allen
Untersuchungen als Hindernis fur erfolgreiche axonale Regeneration nach
Verletzung (Davies et al. 1999, Lemons et al. 1999, Plant et al. 2001, Jones et al.
2002, Tang et al. 2003). Astrozyten exprimieren zudem auch Molekule, die
inhibitorisch auf axonales Wachstum wirken koénnen, wie beispielsweise das
Tenascin (Faissner 1997, Fawcett 1997, Becker et al. 2000), CD44 (Mansour et al.
1990), Brevican und Neurocan (Fawcett und Asher 1999). Wie auch schon
Manhong et al. (2004) fur die C57/Black/6 Maus beschrieben, zeigt die BALB/c Maus
kein Wiederauswachsen (sprouting) von Axonen in oder gar Uuber die

Astrogliosenarbe, auch nicht vierzehn Tage nach Setzen der Lasion.

Die Oligodendrozyten zeigen bei der BALB/c Maus ab dem dritten Tag nach
Lasionierung im Bereich der Lasion einen Zelluntergang. Der Lasionsspalt erscheint
am siebten und vierzehnten postoperativen Tag fast frei von anti-CNPase positiven
Zellen und Granula. Die apoptotischen Zellen und die Myelinreste werden von
aktivierten Makrophagen phagozytiert. Die Oligodendrozyten in den Grenzgebieten,
sowie in dem restlichen ispilaterale Gewebe und im Bereich des kontralateralen
Ruckenmarks zeigen sich zu allen Zeiten postoperativ unbeeintrachtigt. Auch

Shuman et al. (1997) zeigten, dass bei Ratten nach Verletzung des Rickenmarks
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viele Oligodendrozyten im Bereich der Lasion zugrunde gehen mit einem Maximum
der Apoptose um den achten Tag post Trauma. Dieses fuhrt zu einer
Demyelinisierung umliegender Axone und deren Untergang. Als Ursache fur die
Apoptose der Oligodendrozyten wird die Mikrogliaktivierung diskutiert (Stoll et al.
2002). Die Demyelinisierung ist auch bei der BALB/c Maus zu identifizieren. Schon
am dritten postoperativen Tag sind von CNPase-positivem Material umgebene
Zysten in den degenerierenden Trakten der weillen Substanz in der Nahe der
Lasion, als Ausdruck der Demyelinisierung, zu erkennen. Auch den
Oligodendrozyten wird eine eher inhibitorische Funktion bezuglich der axonalen
Wiederaussprossung zugesprochen. Das von ihnen produzierte Myelin und die darin
enthaltenen myelin-assoziierten Inhibitoren und in der sich bildenden Narbe
verankerte Proteine wie das NOGO-A, MAG, CSPG, Tenascin, Ephrine und

Semaphorine (siehe Einleitung) wirken inhibitorisch auf axonale Regeneration.

5.1.3 Extrazellulare Matrixproteine

Das Laminin als Protein der extrazellularen Matrix verhalt sich bei der BALB/c Maus
in unseren Untersuchungen wie von Manhong et al. (2004) fur die C57Black/6 und
die 129X1/Svd Maus beschrieben. Auch hier sieht man Laminin nur in der
Basallamina von Meningen und Gefallen bis Tag drei nach Lasionierung. Ab dem
siebten Tag nach Lasion kommt frei im Interstitium liegendes, nicht mehr
gefallgebundenes Laminin vor. Auch bei unseren Untersuchungen zeigt sich ein
deutlicher Rickgang der Immunreaktivitat dieser freien interstitiell liegenden laminin-
positiven Granula am vierzehnten postoperativen Tag. Wie schon Frisen et al. (1995)
zeigten, besteht eine enge Korrelation zwischen Ilaminin-positiver Matrix, der
Astrogliosenarbe und regenerierenden Axonen. Sie zeigten, dass regenerierende
Axone in der Astrogliosenarbe mit einer dinnen Schicht aus laminin-positivem
Gewebe umgeben sind, welches fraglich von Astrozyten gebildet wird. Es wird
vermutet, das Laminin somit eine Rolle bei der Regeneration und Guidance von
regenerierenden Axonen hat. Die BALB/c Maus zeigt, wie die von Manhong et al.
(2004) fur die C57Black/6 und die 129X1/SvJd Maus beschrieben, dieselbe und
zeitaquivalente Reaktion bezlglich der Laminindeposition auf eine Lasion des

Ruckenmarks.
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Die fibrose Narbe im Lasionszentrum besteht zu einem grof3en Teil aus Kollagen des
Typs IV, ebenfalls ein extrazellulares Matrixprotein. Dieses Kollagen ist ein
Bestandteil von Basalmembranen wie sie auch in BlutgefalRen vorkommen (Stichel
et al. 1999, Shearer und Fawcett 2001). Kollagen Typ IV Immunreaktivitat zeigt sich
bei der BALB/c Maus ahnlich dem Laminin gefalRgebunden und im Bereich der
Meningen. Ab dem siebten postoperativen Tag nach Lasion liegt das Kollagen
jedoch nicht mehr nur gefallgebunden vor. Es zeigen sich anti-Kollagen Typ IV
positive Granula direkt im Lasionsspalt, welche auch am vierzehnten postoperativen
Tag noch sichtbar sind. Kollagen Typ [V ist der Hauptbestandteil der
Extrazellularmatrix und wird von verschiedenen Zellen des ZNS wie Fibroblasten
(Berry et al. 1983), Astrozyten (Liesi und Kauppila 2000) und Endothelzellen
(Schwab et al. 2001) produziert. Es wurde in friheren Untersuchungen festgestellt,
dass Kollagen Typ IV-haltige Narben im ZNS Wachstumsbarrieren fur Axone nach
Verletzungen darstellen (Stichel und Muller 1998). Diese Befunde bestatigen sich in
unseren Untersuchungen. Zu keinem Zeitpunkt geling es aussprossenden Axonen

(growth cones) die bindegewebige Narbe zu durchdringen.

5.1.4 Neurone und Axone

Die direkt durch die Lasion betroffenen Neurone in der grauen Substanz und direkt
zerstorte axonale Strukturen der Trakte zeigen bei der BALB/c Maus schon am
ersten postoperativen Tag einen Zelluntergang. Dieser offenbart sich am dritten und
siebten postoperativen Tag, nach Abklingen des interstitiellen Odems und
beginnender Resorption des traumatischen Hamatoms, in seinem vollen Umfang. In
den Grenzregionen, besonders kranial, ist ab dem dritten postoperativen Tag eine
ischamische, eosinophile Degeneration betroffener Neurone zu sehen. Bereits ab
dem ersten postoperativen Tag zeigt sich die beginnende Traktdegeneration der
lateralen weiRen Substanz auf Hohe des Zentralkanals und des CST nach kranial
und kaudal. Die Trakte zeigen sich teils zystisch aufgetrieben durch den direkten
Zelluntergang von Neuronen und Oligodendrozyten und die Retraktion der rostalen
Axone, sowie der beginnenden Wallerschen Degeneration der kaudalen
Axonstumpfe. Die sich bildenden Zysten in den Trakten zeigen sich anti-CNPase-
positiv gefarbt als Hinweis auf demyelinisierende Prozesse der zugrunde gehenden
Axone und den sie umgebenden Oligodendrozyten. Der Kortikospinaltrakt (CST)

zeigt ab dem siebten postoperativen Tag ebenfalls stark degenerative Prozesse im
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ipsilateralen, kranialen Anteil. Auch hier sind zystische Veranderungen als Hinweis
auf die Traktdegeneration und das axonale Swelling ersichtlich mit einem Maximum

um den vierzehnten Tag nach Trauma.

5.1.5 Reaktion des Immunsystems auf Verletzung des
Riuckenmarks

In der Inflammation als Immunantwort auf die Lasion zeigt die BALB/c Wildtyp Maus
ein ebenfalls bereits beschriebenes Muster. Neutrophile Granulozyten zeigen sich
bereits nach 24 Stunden nach Trauma in ihrer grofRten Anzahl im Bereich der Lasion
und den Grenzregionen. Carlson et al. (1998) beschrieben ebenfalls das
inflammatorische Maximum durch neutrophile Granulozyten in der Ratte nach
traumatischer Ruckenmarksverletzung 24 Stunden post Trauma, so dass unsere
Befunde mit denen von Carlson et al. (1998) erhobenen Befunden uUbereinstimmen.
Bereits am dritten Tag nach Lasion ist die Anzahl an neutrophilen Granulozyten bei
der BALB/c Maus deutlich reduziert. Die Lymphozyteninfiltration erreicht bei der
BALB/c Maus am dritten postoperativen Tag ihnen zahlenmalligen Hohepunkt, bleibt
jedoch hinter der Anzahl der Granulozyten zurick. Popovich et al. (1998)
beschrieben einen aquivalenten Befund. Sie zeigten, dass die T-Lymphozyten-
Infiltration zwischen Tag drei und Tag sieben bei der Ratte nach traumatischer
Ruckenmarksverletzung am starksten ist. Auch Schaumzellen als Zeichen aktiver
Makrophagen zeigen sich bei der BALB/c Maus in unseren Untersuchungen am
dritten postoperativen Tag in ihrer grof3ten Anzahl. Carlson et al. (1998) beschrieben
die grofdte Anzahl von phagozytierenden Makrophagen um 48 Stunden post Trauma.
Eine direkte Korrelation dieser Befund ist nicht modglich, da wir den zweiten
postoperativen Tag (48 Stunden) nicht untersucht haben. Bereits am siebten
postoperativen Tag sind in unseren Untersuchungen bei der BALB/c Maus keine
Granulozyten in der Lasion und den Grenzregionen mehr auszumachen. Die Anzahl
an Lymphozyten ist am siebten postoperativen Tag deutlich gesunken.
Schaumzellen sind vereinzelt noch identifizierbar. Am vierzehnten Tag werden in
der Lasion und den Grenzregionen nur noch vereinzelt Lymphozyten identifiziert und
nur noch bei zwei Tieren kdbnnen Schaumzellen in der Lasion beobachtet werden.
Die Ubrigen Regionen des Ruckenmarks bleiben von einer Infiltration von

Entzindungszellen zu jedem Zeitpunkt nach Lasion weitgehend unbehelligt.
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5.2 scid Maus

5.2.1 Aligemeine Reaktion auf Verletzung des Rickenmarks

Die allgemeine Reaktion der scid Maus auf die Hemitranssektion des Ruckenmarks
ist gleich dem der Wildtyp Kontrolletiere. Es kommt zu derselben Reaktion auf die
Axonverreissung und Axonquetschung mit Einblutung (Tag 1,3), Odembildung (bis
Tag 7) und lokaler Ischamie der ortsstandigen Zellen (ab Tag 1). Folge ist ebenfalls
der Untergang von Neuronen und Gliazellen. Auch in der sich bildenden Narbe gibt
es im zeitlichen Ablauf und der Zellmorphologie im Bezug auf die untersuchten
Marker  keine  Unterschiede. Die  bindegewebige @ Narbe und die
Fibroblastenproliferation sind gleichwertig. Auch die im Verlauf sich zeigende
reaktiver Astrogliose zeigt keinen Unterschied zwischen Wildtyp BALB/c Maus und
scid Maus. Im Bezug auf die Proteine der extrazellularen Matrix (Laminin und
Kollagen), und der Makroglia (Astrozyten und Oligodendrozyten) gibt es keine
Unterschiede in der Reaktion, Form und Anzahl der Zellen auf eine Verletzung des

Ruckenmarks zwischen BALB/c Windtyp Maus und scid Maus.

5.2.2 Reaktion des Immunsystems auf Verletztung des
Riuckenmarks

Die Inflammation in der scid Maus gestaltet sich jedoch entsprechend anders. Die
primare Antwort auf die Lasion besteht auch in der scid Maus in einer Infiltration von
neutrophilen Granuloyzten. Zeitlich und in ihrer Anzahl zeigen sie sich gleich dem
Windtyp BALB/c bereits nach 24 Stunden. Im Unterschied zu der Wildtyp BALB/c
Maus sind am ersten postoperativen Tag in der Lasion und den Grenzregionen aber
bereits lymphozyten-ahnliche Zellen sichtbar. Unsere Vermutung ist, dass es sich
hierbei um unreife Lymphozyten-Vorlauferzellen und NK-Zellen (natural-killer-cells)
handelt. Die Zellanzahl erscheint hoher als die, am ersten postoperativen Tag,
vereinzelt vorkommenden Lymphozyten bei der BALB/c Maus, was auf eine
funktionierende Chemotaxis bezuglich lymphoider Zellen schliessen lasst. Da sich
diese Zellen im Unterschied zur BALB/c Windtyp Maus bereits am ersten
postoperativen Tag zeigen, besteht der Verdacht, dass der chemotaktische
Feedbackmechanismus bei der scid Maus bezlglich der spezifischen
Neuroinflammation sogar erhoht ist. Am dritten postoperativen Tag ist die Anzahl

der lymphozyten-ahnlichen Zellen bereits reduziert. Hier zeigen sich gleich der
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Wildtyp Maus Monozyten/Schaumzellen in der Lasion. Auch bei der scid Maus sind
am siebten postoperativen Tag noch bei zwei Tieren Schaumzellen in der Lasion zu
identifizieren. Granulozyten und lymphozyten-ahnliche Zellen sind am siebten
postoperativen Tag bei der scid Maus nicht mehr auszumachen. Am vierzehnten Tag
nach Lasion sind bei einem Tier noch Schaumzellen in der Lasion identifiziert ohne

dass sich andere Zellen der akuten Inflammation zeigten.

5.2.3 Reaktion zentraler Neurone und Axone auf Verletzung des
Riickenmarks

Die zentralen Neurone bei der scid Maus zeigen mit ihren Axonen dasselbe
Reaktionsmuster auf die Lasion wie bei der Wildtyp Maus. Auch hier kommt es initial
zu einer Neurodegeneration und dem Zelltod der Neurone in der Lasion. Am dritten
Tag zeigen sich beim Wildtyp und bei der scid Maus eine eosinophile, ischamische
Degeneration umliegender Neurone in den Grenzregionen. Die Traktdegeneration im
distalen und proximalen Bereich der Lasion zeigt sich identisch zwischen Wildtyp
und scid Maus im postoperativen Verlauf. In der anti-PGP 9.5-Farbung fallt jedoch
ein gravierender Unterschied auf. Am vierzehnten postoperativen Tag zeigen sich
deutlich mehr stark anti-PGP 9.5 gefarbte grof3e Neurone (Motoneurone) im Bereich
der grauen Substanz im ipsilateralen, kranialen Rlickenmark bei der scid Maus im
Vergleich zur Windtyp BALB/c Maus am gleichen postoperativen Tag. Das Protein-
Genprodukt (PGP 9.5) ist ein zytosolisches Protein mit 24,8 kDa und gehdrt zur C-
terminalen Hydrolase-Untergruppe des Ubiquitins. Es wird in starkem Ausmal} in
Neuronen und neuroendokrinen Zellen von Wirbeltieren exprimiert, wo es 1-5 % der
Gesamtpopulation Ioslicher Proteine ausmacht. PGP 9.5 entfernt Ubiquitin von
anderen Proteinen und schuitzt sie vor dem Abbau durch Proteasen (Rode et al.
1985, Piccinini et al. 1996, Leong et al. 1999). Li et al. (1997) entdeckten, dass die
Héhe der Expression von PGP 9.5 in Neuronen und ihren Axonen nach
Verletzungen des Ruckenmarks bei Ratten abhangig von der Starke des Traumas
istt Sie mutmaldten, dass die Hohe der PGP 9.5 Expression die
Regenerationsfahigkeit von Axonen anzeigt und somit ihre Fahigkeit den retrograden
axonalen Transport wiederaufzunehmen und abnormale Proteine Uber den, bislang
nicht ganz verstandenen, ubiquitin-vermittelten, proteolytischen Stoffwechselweg

abzubauen.
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In wieweit diese Hochregulation von PGP 9.5 bei der scid Maus auf veranderte oder
gar verbesserte Regenerationsfahigkeit zurlickzufuhren ist, bleibt unklar und musste

durch weitere Untersuchungen geklart werden.

Es zeigt sich auch bei der scid Maus kein Wiederauswachesen (sprouting) von
Axonen in die Lasion zu keinem Zeitpunkt nach Setzen des Traumas. Auch ist die
Anzahl oder Morphologie der ,growth cones® als Zeichen wiederaussprossender
Axone nicht verandert im Vergleich zum Wildtyp. Das spezifische Immunsystem fuhrt
in unseren Untersuchungen somit nicht zu einer spezifischen Reaktion oder
Modifikation bezlglich der Regenerationsfahigkeit zentraler Neurone im Rickenmark
von Mausen. Zusammenfassend kann nach der vorliegenden Untersuchung
festgestellt werden, dass die Regenerationsfahigkeit nach traumatischer
Ruckenmarkstranssektion  weitgehend unbeeinflusst von der spezifischen
Immunantwort durch B- und T-Lymphozyten erscheint, wenn man scid Mause mit

ihrem immunkompetenten Wildtyp BALB/c vergleicht.
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6 Zusammenfassung

Pathophysiologisch kommt es im Rahmen eines akuten Rickenmarkstraumas zu
einer lokalen Schadigung des Ruckenmarks durch Zerstérung der axonalen
Leitungsbahnen zwischen Gehirn und Peripherie mit nachfolgender Einblutung,
Ischamie und Odembildung. Folge ist der Untergang von Neuronen und deren
Axonen, sowie von Gliazellen mit folgender lebenslanger Funktionseinschrankung
bis hin zum vollstandigen Funktionsverlust von peripherer Sensorik und Motorik oder
ein Kombinationausfall dieser Qualitaten.

Grundsatzlich sind die Axone von adulten Neuronen im Zentralnervensystem in der
Lage, nach Verletzung wiederauszusprossen und den entstandenen Defekt zu
uberbrucken, allerdings nur inkomplett. In vorangegangenen Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass auch die mit einer Verletzung des Rickenmarks, durch die
Zerstorung der Blut-Hirn-Schranke, einhergehende, allgemeine und spezifische
Entzindungsreaktion eine wichtige, meist aber inhibitorische Rolle bezuglich
axonaler Regeneration spielt.

Um die genaue Auswirkung der spezifischen Immunantwort auf die axonale
Regenerationsfahigkeit nach traumatischer Ruckenmarksverletzung zu untersuchen,
haben wir ein Mausemodell eingesetzt, indem wir immundefiziente scid (severe
combined immunodeficiency) Mause mit deren immunkompetenten Wildtyp, BALB/c
Mausen, in einem Hemildsions-Modell des Ruckenmarks untersucht haben. Es
zeigte sich, dass trotz fehlender spezifischer Immunantwort in der scid Maus, keine
histologischen Unterschiede bezlglich der axonalen Regenerationsfahigkeit des
ZNS bis zum untersuchten vierzehnten postoperativen Tag zu identifizieren waren.
Einzig ein immunhistochemischer Marker gegen das Protein-Genprodukt 9.5 (PGP
9.5) zeigte im Ruckenmarksgewebe der scid Maus eine deutlich erhohte Expression
von PGP 9.5 am vierzehnten postoperativen Tag an. Die Hohe der PGP 9.5-
Expression steht in engem Zusammenhang mit der axonalen Fahigkeit des
retrograden axonalen Transports und dem Abbau abnormaler Proteine Uber den
ubiquitin-vermittelten, proteolytischen Stoffwechselweg. Dies sehen wir als indirekten
Hinweis auf eine dem Wildtyp Uberlegene Regenerationsfahigkeit des ZNS. Diese
Feststellung bedarf jedoch weiterer Untersuchungen, um den genauen Hintergrund
der bei den scid Mausen erhdhten PGP 9.5-Expression und dessen Bedeutung

bezuglich regenerativer Prozesse im ZNS zu verstehen.
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