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1  Zusammenfassung

Nach einer traumatischen QuerschnitttAhmung kdnnen durchtrennte Axone nicht re-
generieren. Trotzdem kann es, insbesondere bei Patienten mit inkompletter Schadi-
gung des Ruckenmarks, zu einer spontanen funktionellen Erholung kommen. Die
zugrunde liegenden Mechanismen sind bisher nicht geklart. Basierend auf der Tat-
sache, dass das erwachsene (adulte) zentrale Nervensystem in der Lage ist, neue
Nervenzellen (Neurone) und Gliazellen aus einem Pool an endogenen Vorlauferzel-
len zu generieren (Neurogenese/Gliogenese) und dass neurale Stammzellen in |&a-
sionierte Bereiche des zentralen Nervensystems rekrutiert werden, soll in der vorlie-
genden Studie herausgefunden werden, ob ein endogener Zellersatz (Neuro- oder
Gliogenese) im Gehirn (Subventrikularzone, Corpus Callosum, Motorkortex) oder in
bestimmten Riuckenmarkbereichen entfernt von der L&sion ein strukturelles Korrelat
fur die spontane funktionelle Erholung darstellt. Ratten zeigen auch nach traumati-
scher Querschnittverletzung das Phanomen der spontanen funktionellen Erholung,
das heil3t, nach kurzer Zeit kénnen sie ihre zuvor gelahmten Hinterlaufe wieder be-
wegen und funktionell einsetzen.

Erwachsene weibliche Ratten erhielten eine standardisiert durchgefuhrte Kon-
tusion des thorakalen Rickenmarks. Nicht lasionierte Ratten dienten als Kontroll-
gruppe. In den darauffolgenden 6 Wochen wurde wdchentlich die Bewegungsfahig-
keit der Tiere mit einer semiquantitativen Skala erfasst. Post mortem wurden die Tie-
re strukturell hinsichtlich  Zellproliferation und Zelldifferenzierung in der
Subventrikularzone, dem Corpus Callosum, dem Motorkortex und dem zervikalen
Ruckenmark mittels Immunhistochemie untersucht.

Schon wenige Tage nach Kontusion mit daraus resultierender Paraplegie der
Hinterlaufe begannen die Ratten, sich spontan zu erholen, das heil3t ihre gelahmten
Hinterlaufe zunehmend funktionell relevant wieder einzusetzen. Ab dem 36. postope-
rativen Tag war ein nahezu intaktes Bewegungsverhalten zu beobachten.

Strukturell ergab sich auf der Ebene des neuronalen Ersatzes in den unter-
suchten Regionen des Gehirns (Subventrikularzone, Corpus Callosum, Motorkortex)
lediglich ein Hinweis auf vermehrten Nervenzellersatz in der Subventrikulérzone.
Hingegen wurden signifikant mehr gliale Zellen im zervikalen Rickenmark gefunden.

Hier ist es mdglich, dass der Ersatz degenerierter Oligodendroglia, die auch weit ent-



fernt von einer Rickenmarklasion absterben, zumindest partiell zur spontanen funk-

tionellen Erholung beigetragen hat.



2  Einleitung

Bei einer traumatischen Rickenmarkschadigung handelt es sich um ein dramati-
sches Krankheitsbild aus traumatologischer und neurologischer Sicht. Eine entspre-
chende Schadigung fuhrt zur inkompletten bis kompletten Durchtrennung des Ri-
ckenmarks, die sich klinisch in einem Querschnittsyndrom mit mehr oder weniger
kompletter Lahmung der Extremitaten, Sensibilitatsausfall und vegetativen Ausfallen
manifestiert. Da das Ruckenmarkgewebe unwiederbringlich zugrunde geht, kommt
es beim Menschen zu keiner spontanen Restitution. Klinisch anwendbare regenera-
tionsfordernde therapeutische Verfahren existieren bis zum heutigen Tag nicht.
Warum ist diese schwere funktionelle Beeintrachtigung nicht spontan umkehrbar?
Zum einen kommt es zu einem Gewebeuntergang des Rickenmarks im Bereich der
Verletzung, der nicht adaquat ersetzt werden kann. Im Gegensatz zu einer Hautver-
letzung, bei der entsprechende Epithelzellen ersetzt werden und auf diesem Weg die
Haut regeneriert, kann das abgestorbene Rickenmarkgewebe des Menschen nicht
ersetzt werden, das heifl3t, untergegangene Nervenzellen (Neurone) und gliale Stitz-
zellen (Astro- und Oligodendroglia) werden nicht oder nur in unzureichendem Malf3
ersetzt. Betroffene Neurone sind nicht mehr in der Lage, ihre durchtrennten Axonpro-
jektionen wieder aussprossen zu lassen und in der Folge urspringliche Zielneurone
Zu re-innervieren. Zum anderen ist neben der fehlenden Regenerationsbereitschaft
der Neurone beziehungsweise deren Degeneration das wachstumsinhibierende Mi-
lieu im Bereich der Riickenmarklasion fur die mangelnde axonale Aussprossung ver-
antwortlich (Tuszynski and Kordower, 1999).

Trotz aller Widrigkeiten kommt es beim Menschen wie auch bei Ratten, vor al-
lem nach inkompletter Ruckenmarklasion, zumindest zu einer partiellen Erholung.
Zugrunde liegende Mechanismen der spontanen Erholung sind unklar.

Da im Bereich der Lasion, wie beschrieben, kein ausreichender Zellersatz
stattfindet, soll hier untersucht werden, ob entfernt von der thorakalen Rickenmark-
verletzung (Motorkortex, subkortikale Strukturen, zervikales Rickenmark) Zellersatz
stattfindet, der ein Korrelat der beobachteten spontanen funktionellen Erholung dar-
stellen kénnte.

Ein mdglicher Kompensationsmechanismus stellt die sogenannte adulte Neu-
rogenese dar, die im Rahmen dieser Doktorarbeit untersucht werden soll. In den

letzten 10 bis 15 Jahren konnte nachgewiesen werden, dass auch beim adulten



Saugetier kontinuierlicher Zellersatz von Gliazellen (Gliogenese) und Nervenzellen =
Neuronen (Neurogenese) stattfindet. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es nun, zu
untersuchen, ob Neurogenese und/oder Gliogenese in Bereichen, in denen Zell-
untergang nach spinalem Trauma passiert, einen Kompensationsmechanismus fur
die beobachtete spontane funktionelle Erholung der Ratte darstellen. Sollte ein ent-
sprechender Mechanismus nachweisbar sein, kdnnte dies die Grundlage fur einen

regenerativen Therapieansatz beim Menschen darstellen.

2.1 Neuroanatomische Grundlage

2.1.1 Steuerung der Willkirmotorik

Willkurlich gesteuerte Bewegungen nehmen ihren Ursprung im Motorkortex (MK).
Dort liegen bestimmte Motoneurone, sogenannte (sog.) Betz'sche Riesenzellen (1.
Motoneuron), deren Axone durch die Capsula interna, den Hirnstamm und das
Ruckenmark zu motorischen Vorderhornzellen (2. Motoneuron) auf segmentalem
Niveau projizieren. Das 2. Motoneuron innerviert letztendlich das Effektororgan — die
quergestreifte Skelettmuskulatur. Diese Axone sind im kortikobulbaren Trakt (Projek-
tion zu motorischen Hirnnervenkernen) und dem kortikospinalen Trakt (Projektion zu
motorischen Vorderhornzellen im Rickenmark) zusammengefasst. Die dadurch ge-
steuerte Willkiirmotorik wird durch das extrapyramidale System (Stammganglien,
Nucleus ruber, Formatio Reticularis) moduliert (Brosamle and Schwab, 1997; Her-
manns, 2001; Klapka, 2003; Trepel, 2004). Innerhalb des Ruckenmarks sind unter-
schiedliche Ruckenmarksegmente durch sog. propiospinale Axonprojektionen ver-

schaltet.

2.1.2 Orte der Neurogenese

Im adulten Gehirn findet Neurogenese auf3er im Hippokampus vor allem (v.a.) im
Bereich der Subventrikuldarzone (SVZ), die an die lateralen Wande der Seitenventri-
kel grenzt, statt (Alvarez-Buylla et al., 2000; Conover and Allen, 2002). Hier entste-
hende unreife neuronale Vorlauferzellen, sog. Neuroblasten, wandern Uber den
rostralen migratorischen Strom bis in den Bulbus olfactorius, um dort in reife Neurone
zu differenzieren. In veroffentlichten Studien konnte gezeigt werden, dass neugebo-
rene Neurone nicht nur zu einem entsprechenden Ersatz im Bulbus olfactorius bei-

tragen. Nach experimentell und ischamisch bedingter Neuronendegeneration in La-



mina V und VI des MK differenzierten endogene neurale Vorlauferzellen zu Neuro-
nen und wanderten in die geschadigten Areale (Magavi et al., 2000; Nakatomi et al.,
2002). Nach selektiver Lasion von Betz'schen Riesenzellen mit konsekutivem Zelltod
konnte gezeigt werden, dass in der SVZ neu entstandene Neurone Uber das Corpus
Callosum (CC) in den MK migrieren und von dort Axonprojektionen in das zervikale
Ruckenmark aussenden (Chen et al., 2004). Diese Beobachtung lasst vermuten,

dass Neurone tatsachlich spezifisch ersetzt werden kénnen.

2.2 Klinische Aspekte des spinalen Traumas

2.2.1 Epidemiologische und sozio6konomische Aspekte

Die Inzidenz akuter traumatischer Rickenmarklasionen liegt in industrialisierten
Staaten bei 10 bis 30 Fallen pro 1 Million Einwohner pro Jahr. Die Pravalenz in der
Bundesrepublik Deutschland betragt circa (ca.) 500 Falle pro 1 Million Einwohner
(Masuhr and Neumann, 2005; Dietz et al., 2008). Rickenmarkverletzungen betreffen
v.a. junge Erwachsene (Durchschnittsalter 40 Jahre), in einem Verhaltnis von drei zu
eins zwischen Mannern und Frauen. Rund die Halfte aller spinalen Traumen ist
durch Verkehrsunfalle bedingt, ein weiteres Viertel durch Stirze. Die ubrigen 25 %
sind hauptsachlich Sportverletzungen zuzuschreiben (Masuhr and Neumann, 2005).
Die Konsequenzen einer Ruckenmarkverletzung hangen von der Lage und Schwere
der Verletzung ab, so dass in unterschiedlichem Ausmal} Tetra- oder Paraparese mit
kompletter oder inkompletter Lahmung resultieren. Bedingt durch das tUberwiegend
junge Durchschnittsalter der in der Regel voll erwerbsfahigen jungen Patienten sind
neben der nicht unerheblichen psychosozialen Belastung der Verletzten und ihrer
Familien betrachtliche volkswirtschaftliche Ausféalle zu beklagen. Die volkswirtschaft-
liche Auswirkung wird durch die nicht wesentlich eingeschrankte Lebenserwartung
bei aufwendiger Rehabilitation noch verstarkt (Berkowitz, 1993). Die Kosten im
Gesundheitswesen auf Grund spinaler Traumen (Krankenhausaufenthalte, &arztli-
che/medizinische Versorgung, hausliche/langfristige Pflege) werden unterschiedlich
hoch angegeben. Im Mittel betragen sie pro Patient mit komplettem spinalen Trauma
309.320 US-Dollar (ca. 245.000 Euro) im ersten Jahr und in den Folgejahren jahrlich
38.500 US-Dollar (ca. 30.500 Euro). Bei Patienten mit inkomplettem spinalen Trauma
betragen die Kosten durchschnittlich 130.300 US-Dollar (ca. 103.220 Euro) im ersten



Jahr und 9060 US-Dollar (ca. 7.170 Euro) jahrlich in den Folgejahren (Dryden et al.,
2005; Priebe et al., 2007).

2.2.2 Pathophysiologie des Rickenmarktraumas

In den meisten Fallen verursacht ein stumpfes Trauma, zum Beispiel (z.B.) durch
einen Verkehrsunfall, eine Wirbelfraktur mit Dislokation von Knochenfragmenten in
den Wirbelkanal und damit eine Kompression des Rickenmarks. Zuséatzlich zu die-
ser mechanischen Komponente fihren sekundare Mechanismen, z.B. ischamische
oder hamorrhagische Prozesse, zu einer Durchtrennung langer aszendierender und
deszendierender Axonprojektionen im Riuckenmark. Diese Prozesse fihren zu einem
sofortigen Absterben von Oligodendro- und Astroglia im Bereich der Lasion mit Aus-
bildung einer zystischen L&sion (Syrinx) (Grossman et al., 2001; Zai and Wrathall,
2005). In der chronischen Verletzungsphase kommt es zu einem anhaltenden Zelltod
vorwiegend glialer Zellen (Astroglia, Oligodendroglia) in Bereichen des Rucken-
marks, die rostral und kaudal an die Lasion angrenzen (Kao et al., 1977). Das Ab-
sterben der Oligodendrozyten im Verlauf fuhrt zu einer Demyelinisierung, so dass
selbst noch intakte Axone keine adaquate Nervenleitung mehr aufbauen kdnnen
(Bunge et al., 1997; Dewar et al., 2003; Vroemen, 2006). Neben Veranderungen im
Bereich des Rickenmarks finden auch in entfernten Arealen Umbauprozesse statt.
So kommt es nach Durchtrennung des kortikospinalen Traktes auf Ruckenmark-
Niveau zum Absterben der dazugehdrigen Neurone (Pyramidenzellen) im MK. Dort
sterben innerhalb von 14 Tagen nach Lasion bis zu 50 % der Neurone ab (Hains et
al., 2003).

Auf molekularer Ebene tragen Entziindungsvorgange, Aktivie-
rung/Einwanderung von Mikroglia, Makrophagen und Leukozyten sowie fibrogliale
Narbenbildung, die Anwesenheit myelin-assoziierter wachstumsinhibierender Mole-
kile und der Mangel an wachstumsférdernden Faktoren zur anhaltenden strukturel-
len und funktionellen Schéadigung bei (Schwab and Bartholdi, 1996; Grill et al., 1997).
Eine Hochregulation endogener Wachstumsinhibitoren (z.B. Nogo-A: Protein der Oli-
godendrozyten-Myelinscheide, Chondritinsulfat-Proteoglykan: Komponente der ex-
trazellularen Matrix) limitiert die Plastizitat und das Ausmalfd funktioneller Erholung
nach spinalem Trauma (Caroni and Schwab, 1988; Diaz-Martinez and Velasco,
2009).



2.2.3 Klinisches Erscheinungsbild

In Abhangigkeit von der Schadigungshohe (zervikal, thorakal, lumbal, sakral) kommt
es zu einer Tetraparese (in 46 % der Falle) oder Paraparese (in 52 % der Falle) mit
entsprechenden sensiblen und vegetativen Ausféllen (Kraus et al., 1996; Dietz,
2001). Eine Verletzung im zervikalen Ruckenmark unterbricht Axonprojektionen zu
den oberen und unteren Extremitaten und fuhrt zu sensiblen, motorischen und vege-
tativen Defiziten in allen vier Extremitaten. Eine Schadigung ab dem Thorakalmark
kaudalwarts fihrt zu entsprechenden Ausfallen der Beine. Bei der kompletten Ri-
ckenmarkschéadigung fallen sensible, motorische und vegetative Funktionen unter-
halb der Lasion komplett aus. Eine funktionell relevante Erholung tritt hier in der Re-
gel nicht auf. Im Gegensatz dazu sind sensible, motorische und vegetative Funktio-
nen bei einem inkompletten Trauma unterhalb der Lasion zumindest teilweise noch
erhalten (Schurch and Dietz, 2005; Vroemen, 2006; Dawodu, 2007). Diese Patienten
zeigen oft eine partielle Erholung, das heif3t (d.h.), durch intensive neurorehabilitative
MalRnahmen (Physiotherapie, Ergotherapie, neurourologische Versorgung) kann der
Patient motorische Funktionen (Gehen, Stehen), Sensibilitdt sowie Stuhl- und Harn-

kontinenz wiedererlangen.

2.2.4 Etablierte Therapieverfahren

Nach den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fir Neurologie wird zur Akutbehand-
lung der akuten traumatischen Ruckenmarkschadigung durch Wirbelkorperfraktur,
diskoligamentare Instabilitit oder eine traumatische Diskushernie mit Para-
/Tetraparese folgendes Vorgehen empfohlen: Die akute traumatische und nicht-
traumatische Querschnittlahmung erfordert initial eine intensivmedizinische Uberwa-
chung, da sie zu kardiovaskularen, pulmonalen und gastrointestinalen Komplikatio-
nen fuhren kann. Dazu zahlen Kontrolle der Vitalkapazitat, Schmerzmedikation,
Thromboembolieprophylaxe, Kontrolle neurologischer Ausfélle, kontrollierte Blasen-
drainage und Stuhlgangsentleerung sowie Dekubitusprophylaxe. Bei isolierter trau-
matischer Ruckenmarkschédigung soll eine hochdosierte Kortikosteroidgabe dem
medullarem Odem entgegenwirken. Hierzu wird Methylprednisolon innerhalb von 8
Stunden nach dem Trauma verabreicht (Dietz et al., 2008). Auf Grund mdglicher
Nebenwirkungen der hochdosierten Koritkosteroidgabe (besonders pulmonal) und

eventuell unzureichenden Effekts wird dieses Schema nur bei isolierten Ricken-



markverletzungen empfohlen, jedoch nicht bei Polytrauma-Patienten (Hurlbert,
2000).

Bei nachweisbarer Kompression des Rickenmarks soll eine rasche chirurgi-
sche Dekompression erfolgen. Ein absolutes Zeitfenster fir diese therapeutische
Mal3nahme ist bisher nicht nachgewiesen. Bei Instabilitat besteht die Wahl zwischen
operativer Stabilisierung oder konservativer Lagerungsbehandlung (Extensionsbe-
handlung) (Dietz et al., 2008).

Der Schwerpunkt der Therapie liegt bisher auf rehabilitativen MaRnahmen.
Durch passive und aktive physiotherapeutische Ubungen sollen verbliebene motori-
sche Fahigkeiten erhalten und Komplikationen wie z.B. Kontrakturen, Fehlhaltung

und Fehlbelastung vermieden werden (Dietz, 2001).

2.3 Experimentelle Therapieansatze des spinalen Tra umas

2.3.1 Applikation von Wachstumsfaktoren

Eine Substitution von Wachstumsfaktoren soll die spontane Plastizitat unterstitzen
und zur strukturellen und funktionellen Erholung nach spinalem Trauma flhren
(Weidner and Tuszynski, 2002). Nach inkomplettem Rickenmarktrauma kompensie-
ren die intakt gebliebenen absteigenden Axonprojektionen durch Kollateralbildung zu
den unterbrochenen Axonen die funktionellen Defizite und tragen so zur spontanen
funktionellen Erholung bei. Wachstumsfaktoren, d.h. Proteine, die neuronales Uber-
leben, axonales Wachstum und synaptische Plastizitat férdern, beeinflussen die Ner-
venregeneration sowohl wahrend der Entwicklung als auch nach Lasionen. Beispiel-
haft sei der Wachstumsfaktor Neurotrophin-3 (NT-3) genannt. NT-3 fordert die kolla-
terale Aussprossung kortikospinaler Projektionen und in der Folge eine funktionelle
Verbesserung nach Ruckenmarklasion bei Ratten (Grill et al., 1997). Die Applikation
der Wachstumsfaktoren muss lokal erfolgen, da bei systemischer Verwendung das

Nebenwirkungsspektrum zu grof3 ist.

2.3.2 Zellersatz und Biomaterialien

Der irreversible Verlust des Ruckenmarkparenchyms (Neurone, Astroglia, Oligodend-
roglia) fuhrt zur Ausbildung einer zystischen L&sion im unmittelbaren Bereich des
Traumas sowie in weiter rostral gelegenen Arealen. Diese muss Uberbriickt werden,

damit durchtrennte Axone wieder zu ihren Zielneuronen aussprossen kénnen und



eine Remyelinisierung verletzter Axone geschehen kann. Verschiedene Zelltypen wie
Fibroblasten, olfaktorische Hullzellen, Schwannzellen und neurale Stammzellen kon-
nen als Baugerist zur Uberbriickung des Defekts, als Leitstrukturen fir regenerie-
rende Axone oder als Ausgangssubstanz zur Differenzierung von Astro- und Oligo-
dendroglia dienen (Tuszynski et al., 1994; Xu et al., 1995; Ramon-Cueto et al., 2000;
Pfeifer et al., 2004). Astroglia sezerniert Wachstumsfaktoren, die das Auswachsen
von Axonen und Synapsenbildung induzieren; Oligodendroglia vermag beschadigte
Axone zu remyelinisieren (Pfeifer et al., 2006; Vroemen et al., 2007).

Biomaterialien wie Alginate oder Agarose sowie synthetisch hergestellte
Polymere (Polyvinylchloride, Poly a-Hydroxy S&uren) kénnen die axonale Regenera-
tion fordern. Zum Beispiel beeinflussen Alginate das Ein- und Auswachsen lasionier-
ter Axone und induzieren zudem eine hochspezifische Innervation zu deren ur-
sprunglichen Zielneuronen (Friedman et al., 2002; Novikova et al., 2003; Prang et al.,
2006). Inwieweit diese strukturellen Vorgange auch die funktionelle Erholung beein-

flussen, ist noch nicht bekannt.

2.3.3 Neutralisierung von Wachstumsinhibitoren

Die Neutralisierung von Wachstumsinhibitoren steigert die Axonaussprossung in vivo
nach inkompletter Riickenmarkschadigung und bewirkt funktionelle Verbesserungen
bei Ratten und Primaten (Schwab, 2004; Freund et al., 2009). Antikdrper gegen
Nogo werden aktuell im Rahmen einer europaweiten multizentrischen Phase-1-
Studie bei Patienten mit sensomotorisch kompletter Rickenmarkverletzung erprobt.
Die Applikation von Chondroitinase ABC zur enzymatischen Spaltung des
Extrazellularmatrix-Molekils Chondroitinsulfatproteoglykan fuhrt zu vermehrter
axonaler Aussprossung und funktioneller Verbesserung (Bradbury et al., 2002; Gar-
cia-Alias et al., 2009).

2.4 Spontane Erholung nach spinalem Trauma bei Mens  ch und
Nager

Beim Menschen kann nach inkompletter Querschnittiahmung eine funktionelle Erho-
lung stattfinden. Unterstutzt durch rehabilitative Mal3hahmen kdnnen Patienten Funk-
tionen (Gehfahigkeit, Armfunktion) wiedererlangen (Bracken et al., 1992; Frankel,

1998). Spontane Erholung findet sich noch ausgepragter bei Ratten mit inkompletten



spinalen Lasionen. Hier zeigt sich schon nach kurzer Zeit eine funktionelle Erholung
der Lokomotion bis zu einem bestimmten Grad (Basso et al., 1996; Muir and
Whishaw, 1999; Weidner et al., 2001; Ballermann and Fouad, 2006). Strukturelle
Mechanismen, die mdglicherweise zur spontanen Erholung beitragen, sollen im Fol-

genden erklart werden.

2.4.1 Plastizitatsphanomene durch axonale und / ode  r synaptische

Reorganisation

Nach einem spinalen Trauma kénnen unversehrte Axone die Grundlage fur spontane
funktionelle Erholung sein, indem sie an Stelle durchtrennter Axone Kollateralen
kaudal der Lasion ausbilden. Diese neu gebildeten Axonkollateralen bilden neue Sy-
napsen mit den deafferenzierten Neuronen und kdnnen so die Durchtrennung be-
nachbarter Axone kompensieren (Weidner et al., 2001; Loy et al.,, 2002; Soares et
al., 2007). So wurde bei der Ratte gezeigt, dass nach Durchtrennung des dorsalen
Hauptanteils des kortikospinalen Traktes der verbliebene intakte ventrale Anteil des
kortikospinalen Traktes neue Kollateralen ausbildet, die neue Synapsen mit Moto-
neuronen bilden und dadurch funktionelle Defizite kompensieren kénnen (Weidner et
al., 2001). Auf kortikaler Ebene kénnen axotomierte Pyramidenzellen Kollateralen zu
unversehrten Pyramidenzellen ausbilden sowie auf Hirnstamm-Ebene zu motori-
schen Kernen, dessen deszendierende Projektionen intakt geblieben sind (Weidner
and Tuszynski, 2002; Bareyre et al., 2004).

2.4.2 Spontaner Zellersatz im Ruckenmark

Ein Ruckenmarktrauma fuhrt innerhalb von 24 Stunden zu einem Absterben von Oli-
godendrozyten, Astrozyten, Neuronen und Vorlauferzellen im Lasionszentrum (Horky
et al., 2006). Die Apoptose von v.a. Oligodendrozyten halt Tage bis Wochen an und
findet auch in lasionsentfernten Rickenmarkarealen statt. Dies kann zu Demyelini-
sierung urspringlich intakt gebliebener Axone fihren (Shuman et al., 1997). Das
Ruckenmark einer adulten Ratte enthalt einen Pool an proliferierenden Vorlauferzel-
len, die zu einem limitierten Zellersatz fuhren kdnnten (Zai and Wrathall, 2005). Nach
24 Stunden zeigt sich eine signifikant erhdhte Proliferationsrate von Stamm- und
Gliazellen rostral und kaudal der Lasion in der grauen Substanz (gS) und am Zent-
ralkanal (Horky et al., 2006). Neurogenese im Rickenmark — tatsé&chlicher Ersatz
von Nervenzellen — findet weder im intakten Zustand noch nach spinalem Trauma
statt (Frisen et al., 1995; Horner et al., 2000; Horky et al., 2006). Unter den ersetzten
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Gliazellen im Rickenmarkparenchym dominiert die Oligodendroglia, die ca. 10 bis 14
Tage nach dem Trauma l&sionierte Axone remyelinisieren kann (McTigue et al.,
2001; Zai and Wrathall, 2005; Horky et al., 2006). Remyelinisierung beginstigt sehr
wahrscheinlich spontane Regeneration. Der Anteil an neugebildeten Astrozyten im
Ruckenmarkparenchym ist gering (Frisen et al., 1995; Meletis et al., 2008). Die
Astrozyten sollen in der Fruhphase nach Verletzung einen neuroprotektiven Effekt
aufweisen und kénnten als zellulares Stitzgerist eine axonale Aussprossung be-
gunstigen. Dariliber hinaus tragen Astrozyten wahrscheinlich zur glialen Narbenbil-
dung bei und behindern somit auch spontane axonale Regeneration (Frisen et al.,
1995). Inwieweit sie zur funktionellen Erholung beitragen, ist bisher unklar.

2.4.3 Zellersatz im Gehirn

Spinale Traumen mit Schéadigung des kortikospinalen Trakts fihren zum Zellunter-
gang der zugehdorigen Motoneurone in der Schicht V des MK (Hains et al., 2003). Im
Gegensatz zum Ruckenmark ist im Gehirn der Zellersatz von Neuronen, die sog.
Neurogenese, moglich. Hierfir missen (i) endogene neurale Stammzellen aktiviert
werden, (ii) dann proliferieren, differenzieren und als unreife Neurone, den sog.
Neuroblasten, zu ihrem Zielort wandern, (iii) dort Gberleben und in das bestehende
neuronale Netzwerk integriert werden (Nakatomi et al., 2002; Okano et al., 2007).
Die neugebildeten Nervenzellen stammen von neuralen Vorlauferzellen ab, die ne-
ben den Neuronen auch Astrozyten und Oligodendrozyten generieren kénnen (Gage,
2000; Kennea and Mehmet, 2002). Im adulten Gehirn von Tier und Mensch existie-
ren zwei Regionen, in denen bis in das hohe Alter Neurogenese stattfindet (Eriksson
et al., 1998; Lennington et al., 2003). Die SVZ funktioniert als grof3ter Ort der Neuro-
genese im adulten Gehirn (Alvarez-Buylla et al., 2000; Conover and Allen, 2002). Sie
liegt den lateralen Wanden der Seitenventrikel an. Neuroblasten der SVZ wandern
durch den rostral migratorischen Strom in den Bulbus olfactorius, wo sie zu Inter-
neuronen differenzieren (Okano et al., 2007). In der Subgranularzone des Hippo-
kampus werden aus unreifen neuronalen Vorlauferzellen standig neue Neurone (sog.
Kornerzellen) gebildet (Cameron et al., 1993; Seki and Arai, 1993; Gheusi and
Rochefort, 2002). Eine Vielzahl an Faktoren wurde identifiziert, welche die Neuroge-
nese beeinflussen. Reizreiche Umgebung, sog. enriched environment (Kempermann
et al., 1997), korperliche Aktivitat (van Praag et al., 1999) oder Antidepressiva-
Einnahme, um nur einige wenige Faktoren zu nennen, steigern die Neurogenese.
Stress, hohes Alter (Kuhn et al., 1996) oder bestimmte molekulare Faktoren wie z.B.
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der transformierende Wachstumsfaktor beta 1 (vermehrt produziert bei neurodegene-
rativen Krankheiten wie Morbus (M.) Parkinson oder M. Alzheimer) (Wachs et al.,
2006) inhibieren sie. Sie kénnen neuronale Verluste, wie sie bei Gehirn- oder Ri-
ckenmarkverletzungen auftreten, kompensieren (Temple and Alvarez-Buylla, 1999;
Gage, 2000; Temple, 2001). Wachstumsfaktoren, Krankheits- und Verletzungsmo-
delle modulieren die Migrationsrichtung der Neuroblasten, so dass sie zu den verletz-
ten Arealen statt zum Bulbus olfactorius wandern (Goings et al., 2004). Nach einem
ischamischen Insult des Gehirns sind in den geschadigten Regionen, z.B. im
Striatum und cerebralen Kortex, neue Neurone nachweisbar (Nakatomi et al., 2002;
Okano et al., 2007). Experimentell und ischamisch bedingte Neuronendegeneration
in verschiedenen Hirnarealen (Lamina V, VI des MK) fihrt dazu, dass endogene
neurale Vorlauferzellen zu Neuronen differenzieren, funktionale Synapsen ausbilden
und in das bestehende Netzwerk integriert werden, obwohl primar in diesen Regio-
nen keine Neurogenese stattfindet. Eine intraventrikulare Gabe von Wachstumsfak-
toren stimuliert zusatzlich die Neurogenese (Magavi et al., 2000; Nakatomi et al.,
2002). Induzierte Apoptose kortikospinaler Motoneurone in Lamina V des MK bewirkt
in der SVZ eine kompensatorische Neurogenese. Die neugebildeten Neuroblasten
wandern von der SVZ durch den CC in die lasionierte Lamina V des MK. Hier erfolgt
die Ausreifung zu kortikospinalen Motoneuronen. Eine Differenzierung in Neurone
findet nur in den Regionen statt, in denen gezielt Apoptose induziert wurde. Sehr be-
eindruckende Daten zeigen, dass diese Neurone ihre Axonprojektionen sogar bis in

das zervikale Riuckenmark aussprossen lassen (Chen et al., 2004).

2.5 Fragestellung

Der Mensch kann nach funktionell inkompletter Querschnittiahmung spontan regene-
rieren, d.h., er kann z.B. seine Gehfahigkeit zurtickerlangen. Dasselbe Phanomen
zeigt die Ratte, die nach zugefligtem Querschnitt mit initial paraplegischen Hinterlau-
fen nach wenigen Wochen diese wieder funktionell einsetzen und normal laufen
kann.

Nach einem spinalen Trauma gehen Nervenzellen im MK, deren Axone durch-
trennt worden sind, zu Grunde. Neurogener Zellersatz im MK und dessen Ausspros-
sen ins Ruckenmark ist bei Lasionen in direkter Nachbarschaft prinzipiell mdglich.

In dieser Studie wird nun im Krankheitsmodell an der Ratte erforscht, ob nach thora-

12



kaler Rickenmarklasion eine relevante Zellneubildung (Neurone, Glia) in verschie-
denen Bereichen des Gehirns (SVZ, CC, MK) und im zervikalen Ruickenmark, d.h. in
raumlicher Distanz zu der experimentell beeinflussten Region, stattfindet. Daher wird
ein thorakales Ruckenmarktrauma durch Kontusion induziert und im Anschluss die
Zellproliferation und -differenzierung in der SVZ, im CC, im MK und im zervikalen
Ruckenmark analysiert.

Ziel der Studie ist, zu analysieren, ob in der SVZ eine erhdhte Neurogenesera-
te in Folge des spinalen Traumas auftritt, ob im CC, der Verbindung zwischen
Neurogenesezone und Zielregion MK, die Zellproliferation erhoht ist und ob im MK
tatséachlich ein Ersatz degenerierter Motoneurone stattfindet. Das Ruckenmark wird
auf zervikaler Ebene analysiert, um einen mdglichen Zellersatz festzustellen, der fur

die spontane Regeneration funktionell relevant sein kénnte.
Die Hypothese der vorliegenden Dissertation lautet daher:
.Glialer und neuronaler Zellersatz im Gehirn und zervikalen Rickenmark stellt einen

maoglichen Kompensationsmechanismus zur spontanen funktionellen Erholung nach

thorakaler Riickenmarkschadigung dar.”
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Fur diesen Versuch wurden 20 weibliche adulte Fischer-344-Ratten (Alter 4 —6
Monate, Gewicht 160 — 180g) verwendet (Charles River Deutschland GmbH,
Sulzfeld, Deutschland). Die Tiere wurden in zwei Gruppen a 10 Tiere aufgeteilt
(Haupt-/Kontrollgruppe) und in 5er Standardkafigen gehalten. Die Tiere hatten wéh-

rend der gesamten Studie freien Zugang zu Nahrung und Wasser.

3.2 Experimentelles Design

Die folgende Abbildung (Abb.) 1 zeigt den zeitlichen Ablauf der Studie.

BBB-Verhaltenstestung 1x/Woche
Thorakale ———
Rickenmark- BrdU-Injektion ip -
kontusion 50mg/kg taglich Pgrfusm_n &
Histologie
Tag 0 Tag 4 - 14 Tag 42
Tagl-41

Abb. 1: Zeitlicher Ablauf des Tierexperiments

3.2.1 Spinale Kontusion

10 Tiere erhielten eine spinale Kontusion (L&s.), weitere 10, welche nicht lasioniert
wurden, dienten als Kontrolle (Kontr). Die Ratten wurden fur die thorakale Rucken-
markkontusion mit einer Mischung aus Ketamin (62,5 mg/kg Korpergewicht (KG);
100 mg/l; WDT, Garbsen, Deutschland), Rompun (3,125 mg/kg KG; 20 mg/ml; Se-
rumwerk Bernburg AG, Bernburg, Deutschland) und Acepromazin (0,625 mg/kg KG;
13,56 mg/ml; Sanofi-Ceva GmbH, Dusseldorf, Deutschland) in 0,9%iger steriler
Kochsalz (NaCl) - Losung nach intramuskulérer Applikation narkotisiert. Der Haupt-
gruppe der Ratten wurde eine thorakale Ruckenmarkkontusion zugefigt. Hierfir
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wurden sie auf Hohe des 10. Thorakalsegments (Th 10) laminektomiert. Dabei wurde
der Wirbelbogen mit dem Dornfortsatz dieses Wirbels entfernt. Die Kontusion erfolgte
standardisiert mit dem Infinite Horizon Impactor (Precision Systems & Instrumentati-
on LLC, Lexington, Kentucky, USA) und einer Kraft von 200 Kilodyne (Weber et al.,
2006). Zur Minimierung von Bewegungsartefakten, v.a. atemabhéangige
Thoraxbewegungen, wurden die Tiere mittels Adson-Pinzetten, welche an den
rostralen Th 9- und kaudalen Th 11-Wirbelkoérpern fixiert wurden, suspendiert. Dar-
aufhin wirkte ein Metallzylinder mit einer definierten Kraft (200 Kilodyne) auf die ex-
ponierte dorsale Oberflache des Ruckenmarks ein, was zu einer reproduzierbaren
und gut definierten Kontusionsverletzung fuhrt (Scheff et al., 2003). Anschlie3end
wurden Muskel und Haut verndht. Der Kontrollgruppe wurde keine Ruckenmarklasi-
on zugeflgt.

Von Tag 1 — 10 erfolgte eine manuelle Blasenentleerung 2x/Tag bei den lasio-
nierten Tieren. Eine subkutane Cotrimoxazol-Injektion von 0,2 ml (Ratiopharm
GmbH, Ulm, Deutschland) erfolgte 1x/Tag zur Infektionsprophylaxe bei beiden Grup-
pen. Zwei der operierten Tiere sind nach der spinalen Kontusion verstorben.

Bromodeoxyuridin (BrdU) wurde bei allen Ratten (Las. + Kontr.) ab dem 4.
postoperativen Tag fur die folgenden 10 Tage einmal taglich gewichtsabhangig intra-

peritoneal (ip) injiziert (50 mg/kg KG; 10 mg/ml, gel6st in 0,9%iger NaCl-Lésung).

3.2.3 Verhaltenstest

Der Basso, Beattie, Bresnahan (BBB) - Test stellt einen standardisierten semiquanti-
tativen lokomotorischen Verhaltenstest dar. Er dient der Erfassung der Beweglichkeit
von Ratten, speziell der Beurteilung der Hinterlaufe, nach spinalem Trauma (Basso
et al., 1995; Ferguson et al., 2004). Zur Ermittlung und Auswertung der Ergebnisse
wurde die von Ferguson modifizierte 12-Punkte-BBB-Skala verwendet, da dessen
Fehlervarianzen reduziert und so die EffektgroRe und statistische Aussagekraft ver-
bessert sind (Ferguson et al., 2004). Die operierten Tiere wurden hierflr einzeln in
eine ca. 1,5 m? grol3e runde Kunststoffwanne mit glatter Oberflache gesetzt; sie
konnten sich darin frei bewegen. Fir eine objektive Datenerhebung wurde der BBB-
Test durch zwei Personen durchgefihrt. In den folgenden sechs Wochen wurde die-
ser Test einmal wéchentlich (Tag 2, 9, 15, 22, 29, 37, 41) wiederholt. Die den Punkt-
werten zugeordneten Definitionen sind in der Tabelle (Tab.) 1 gelistet.
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Tab. 1: BBB Locomotor Rating Scale fiir moderate und schwere Ruckenmarkkontusionen

Score Description

0 No observable hindlimb (HL) movement
1 Slight movement of one or two joints, usually the hip and/or knee
2 Extensive movement of one or two joints
or
Extensive movement of one joint and slight movement of one other
joint
or
Slight movement of all three joints

3 Slight movement of two joints and extensive movement of the third

4 Extensive movement of two joints and slight movement of the third

5 Extensive movement of all three joints of the HL

6 Sweeping with no weight support
or
Plantar placement of the paw with no weight support

7 Plantar placement of the paw with weight support in stance only (i.e.,
when stationary)
or
occasional, frequent, or consistent weight supported dorsal stepping
and no plantar stepping

8 Occasional weight supported plantar steps, no forelimb (FL)-HL coor-
dination

9 Frequent to consistent weight supported plantar steps and no FL-HL
coordination

10 Frequent to consistent weight supported plantar steps and occasional
FL-HL coordination

11 Frequent to consistent weight supported plantar steps and frequent
FL-HL coordination

12 Consistent weight supported plantar steps, consistent FL-HL coordina-
tion
or
frequent plantar stepping, consistent FL-HL coordination, and occa-
sional dorsal stepping

Definitions

Slight: Partial joint movement through less than half the range of joint motion

Extensive: Movement through more than half of the range of joint motion

Sweeping: Rhythmic movement of HL in which all three joints are extended, then fully flex and extend
again; animal is usually sidelying, the plantar surface may or may not contact the ground; no weight
support across the HL is evident

No weight support: No contraction of the extensor muscle of the HL during plantar placement of the
paw; or no elevation of the hindquarter

Weight support: Contraction of the extensor muscle of the HL during plantar placement of the paw;
or elevation of the hindquarter

Plantar stepping: The paw is in plantar contact with weight support then the HL is advanced forward
and plantar contact with weight support is re-established

Dorsal stepping: Weight is supported thorough the dorsal surface of the paw at some point in the
step cycle

FL-HL coordination: For every FL step an HL step is taken and the HLs alternate

Occasional: Less than or equal to half; 50%

Frequent: More than half, but not always: 51-94%

Consistent: Nearly always or always; 95-100%

(Ferguson et al, 2004)
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3.3 Gewebepraparation

Sechs Wochen nach der Kontusion wurden alle Tiere in tiefer Narkose mit 1 ml einer
Mischung aus 10 ml 0,9%igem NaCl, 3,75 ml Ketamin (62,5 mg/kg KG; 100 mg/ml),
4,25ml  Rompun (3,125mg/kg KG; 20mg/ml) und 0,4 ml Acepromazin
(0,625 mg/kg KG; 13,56 mg/ml) transkardial perfundiert. Nach 100 ml 0,9%igem
NaCl wurde mit 400 ml 4%iges Paraformaldehyd (gel6st in 0,1 molarem (M) Phos-
phatpuffer, pH = 7,4) 15 Minuten lang perfundiert. Gehirn und Ruckenmark wurden
nach der Entfernung des umgebenden Knochens zunachst 24 Stunden in 4%igem
Paraformaldehyd fixiert und danach bei 4 Grad Celsius (°C) fur mindestens 24 Stun-
den in 30%iger Sucroseldsung (geldst in 0,1 M Phosphatpuffer, pH = 7,4) nachfixiert.

Mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms wurden von den Gehirnen 40 ym dicke ko-
ronare Schnitte angefertigt und bei - 20 °C in ein er Kryoprotektionsldsung (Glycerin,
Ethylenglycol, 0,1 M Phosphatpuffer pH = 7,4, im Verhaltnis 1:1:2) bis zur weiteren
Verwendung aufbewahrt.

Vom Ruckenmark wurden 35 um dicke koronare Schnitte aus einem Block auf
Hohe des 4. Zervikalsegments (C 4), der in OCT (Agens zur Sicherung einer optima-
len Schnitttemperatur, Optimal Cutting Temperature) eingelegt und tiefgefroren wur-
de, mit einem Kryostat (Leica) angefertigt und bei -20°C in einer Kryo-
protektionslosung (Glycerin, Ethylenglycol, 0,1 M Phosphatpuffer pH = 7,4, im Ver-

haltnis 1:1:2) bis zur weiteren Verwendung aufbewabhrt.

3.4 Immunhistochemische Untersuchungen

Der Nachweis neu entstandener Zellen sowie die Zelldifferenzierung erfolgten mittels

Immunhistochemie. Folgende Antikorper wurden verwendet:

Tab. 2: Priméarantikorper

Primarant ikorper Spezies | Verdlinnung Hersteller Nachweis von
BrdU Ratte 1:500 Harlan SeralLab, Neugeborenen
Bromodeoxyuridin Loughborough, UK Zellen
DCX Ziege 1:1000 Santa Cruz Bio- Neuroblasten (un-
Doublecortin technology, Hei- reife Neurone)
delberg, Deutsch-
land
GFAP Hase 1:1000 Dako, Hamburg, Astroglia
Glial fibrillary acidic Deutschland
protein
APC Maus 1:500 Calbiochem, Oligodendroglia
Adenomatous poly- (19G2) Darmstadt,
posis coli Deutschland
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Tab. 3: Sekundarantikérper

Sekundarantikoé rper | Spezies | Fluoreszenzmarki erung | Verdlnnung Hersteller

Anti-Ratte Esel Rhodamin 1:500 Dianova,
Hamburg,
Deutschland

Anti-Ziege Esel Alexa 488 1:1000 Molecular
Probes,
Karlsruhe,
Deutschland

Anti-Hase Esel Cyanin 5 1:500 Dianova,
Hamburg,
Deutschland

Anti-Maus (1gG2) Esel Alexa 488 1:1000 Molecular
Probes,
Karlsruhe,
Deutschland

Alle Schnitte wurden aus der Kryoprotektionslosung in eine Tris-gepufferte Salzl6-
sung (TBS) umgesetzt und drei Waschschritten unterzogen. Darauf folgte eine 30-
mindtige Inkubation in 0,6%igem H,O, bei Raumtemperatur, um die gewebseigene
Peroxidase zu blockieren. Ziel folgender Schritte war die DNA-Denaturierung, damit
BrdU-markierte Zellkerne fur den spezifischen Antikdrper detektierbar wurden. Nach
erneutem Waschen wurden die Schnitte 2 Stunden lang bei 65 °C in 50% Formamid
inkubiert. Ein Waschschritt in 2x Standard Saline Citrate (0,3 M NacCl, 0,03 M Sodium
Citrate) Uber 5 Minuten folgte. Nach Inkubation tGber 30 Minuten bei 37 °C in 2 M
HCL-LOsung erfolgte ein Neutralisierungsschritt (Inkubation bei Raumtemperatur in
0,1 M Boratpuffer-Losung tber 10 Minuten). Nach einem weiteren Waschschritt in
TBS folgte die Inkubation fur 2 Stunden in einer Fischhaut-Gelatine-Puffer- und
0,1%iger Tritonlésung (Sigma, St. Louis, Missouri, USA), um unspezifische Antikor-
perbindungen zu verhindern. Alle folgenden Antikérperschritte wurden ebenfalls in
dieser Lésung durchgefiihrt. Zunachst wurden die Schnitte mit dem Primarantikdrper
gegen BrdU (Spezies Ratte, Verdinnung 1:500) Uber Nacht bei 5°C auf einem
Schuttler inkubiert. Am zweiten Tag wurde das Gewebe nach einem weiteren
Waschschritt mit TBS 1 Stunde lang mit dem entsprechenden Sekundarantikérper
gegen BrdU (Anti-Ratte, Spezies Esel, Verdinnung 1:500) inkubiert. Nach erneutem
Waschen wurden die Schnitte mit einem Avidin-Biotin-Peroxidase-Kit fur 1 Stunde
inkubiert. Fur die Visualisierung mittels Peroxidasereaktion und Quantifizierung von
antikorpermarkierten Zellkernen (BrdU) mittels lichtmikroskopischer Untersuchung
wurde Diaminobenzotetrahydrochlorid (DAB) (geldst in TBS mit 30%igem H,O, und

8%igem Nickelchlorid) verwendet. Anschlie3end wurden die Schnitte nach erneutem
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Waschen in Leitungswasser mit Neo-Clear® (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
gespult, auf beschichtete Objekttrager gezogen und mit Neo-Mount® (Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland) eingedeckelt.

Zur  Untersuchung der Zelldifferenzierung wurde fur  Zweifach-
/Dreifachfarbungen die Fluoreszenz-Immunhistochemie herangezogen. Hierzu wur-
den die aufgelisteten Antikorper verwendet: BrdU als Marker fur neugeborene Zellen,
DCX als Marker fiur unreife Neurone, sog. Neuroblasten, GFAP fur Astroglia und
APC fur Oligodendroglia. Der immunfluoreszentische Antikérper APC markiert nicht
nur Oligodendrozyten, sondern im geringen Mal3e auch Astrozyten (McTigue et al.,
2001). Um diesen Anteil auszuschlieen, wurden nur die Zellen als Oligodendroglia
gewertet, die APC-positiv und gleichzeitig GFAP-negativ waren.

Die einzelnen Farbeschritte sind der oben ausfihrlich beschriebenen
Immunhistochemie mit DAB-Visualisierung sehr &hnlich mit folgenden Ausnahmen:
Die Blockierung der endogenen Peroxidase fallt weg. Fur die Zweifach- und Drei-
fachfarbungen wurden die Schnitte zeitgleich mit jeweils zwei bzw. drei primaren
Antikdrpern (Tab. 2) Gber Nacht bei 5 °C auf einem Schiittler inkubiert. Am zweiten
Tag wurden die Schnitte mit den jeweils korrespondierenden Fluorophor-
gekoppeltem Sekundarantikérpern (Tab. 3) fir 2 Stunden lichtgeschiitzt inkubiert.
Nach mehreren Waschschritten wurden die Schnitte auf beschichtete Glasobjekttra-
ger aufgezogen und mit ProLong® Antifade (Molecular Probes, Karlsruhe, Deutsch-

land) eingedeckelt.

3.5 Quantitative Analyse

Die Gesamtzahl an BrdU-markierten Zellen im MK, CC und in der SVZ wurde stereo-
logisch bestimmt (Leica DMR Mikroskop, Spot CCD Camera Model 2.2.1, Diagnostic
Instruments Inc., Sterling Heights, Michigan, USA). Stereologie dient der rAumlichen
Interpretation von zweidimensionalen Schnitten und kann daher optimal zur Quantifi-
zierung von Zellen in Schnittpraparaten verwendet werden. Nicht nur bei Zellteilung,
sondern auch bei Reparaturvorgdngen an der DNA wird der Zellkern punktuell mit
BrdU markiert (Cooper-Kuhn and Kuhn, 2002). Findet der BrdU-Einbau in die DNA
wahrend der Zellteilung statt, so zeigt sich der Zellkern dicht und uniform gefarbt. Nur
Zellkerne mit letzterem morphologischem Erscheinungsbild wurden fur die Auswer-

tung herangezogen.
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Von jedem Tier wurde jeder 12. Schnitt (= 480 um Intervall) aus den jeweiligen
Regionen angefarbt. Die Anzahl neu entstandener Zellen (BrdU-positiv) wurde in 3
verschiedenen Gehirnregionen ausgewertet: im MK (jeweils 7 Schnitte), in der SVZ
(jeweils 3 Schnitte) und im CC (jeweils 5 Schnitte). Ausgewertet wurden die Schnitte
mit Hilfe des oben genannten halbautomatischen Stereologie-Mikroskops (Confocal
Software Leica Lite, Leica Microsystems Heidelberg GmbH, Mannheim, Deutschland;
Leica DMR Mikroskop, Spot CCD Camera Model 2.2.1). Das Referenzvolumen (Abb.
2) wurde mit dem Cursor am Bildschirm umfahren. Um positive Zellen in der z-Achse
nicht zu tbersehen, wurden die Schnitte jeweils durchfokussiert. Da der MK struktu-
rell nicht eindeutig von den angrenzenden kortikalen Arealen abgrenzbar ist, wurde
wie folgt verfahren: Am Knie des CC wurde eine horizontale Linie ausgerichtet, das
davon apikal liegende Areal wurde zur Auswertung des MK herangezogen (Abb. 2
A). Das Referenzvolumen fiur die SVZ und das CC konnte an den jeweiligen anato-
mischen Grenzen festgelegt werden (Abb. 2 B & C).
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Abb. 2: Referenzareale (Gehirn). (A) MK (B) SVZ (C) CC

Die Gesamtzahl der BrdU-positiven Zellen in den einzelnen untersuchten Regionen
wurde jeweils mit dem Faktor 12 multipliziert, da zuvor nur jeder 12. Schnitt ausge-
wertet wurde und somit das Ergebnis extrapoliert werden musste. Angegeben wird
die absolute Anzahl BrdU-positiver Zellen in den genannten Strukturen.
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Im zervikalen Rickenmark (C 4) wurde die Anzahl der BrdU-positiven Zellen
im Zentralkanal und in der umgebenden wei3en Substanz (wS) bzw. grauen Sub-
stanz (gS) quantifiziert (Abb. 3). Dabei wurden jeweils 14 Schnitte, die 560 um vo-

neinander entfernt waren, ausgewertet.

A B

@ - Zentraikanal WS - weille Substanz
03 © graue Substanz

Abb. 3: Referenzareale (zervikales Rickenmark). (A) Zentralkanal (B) weiRe (wS)/graue (gS)
Substanz

3.6 Analyse der Zelldifferenzierung

Die Zelldifferenzierung wurde immunfluoreszenzhistochemisch an einem Laser-
Konfokal-Mikroskop wie oben beschrieben in der SVZ, im CC und im MK quantifi-
ziert. Die neuronale Differenzierung wurde durch DCX-Immunreaktivitat analysiert.
Da DCX neugeborene Neurone im Neuroblasten-Stadium transient darstellt, war in
diesem Fall keine Kolokalisation mit BrdU notwendig. Astrogliale Differenzierung
wurde durch Kolokalisation von BrdU mit GFAP, oligodendrogliale Differenzierung
durch Kolokalisation von BrdU mit APC, welche gleichzeitig GFAP-negativ waren,
identifiziert.

Fur die Analyse der Zelldifferenzierung wurden aus jeder Gruppe die 5 Tiere
mit der hdchsten Anzahl BrdU-positiver Zellen verwendet. Die Zelldifferenzierung
wurde fur jeden einzelnen Marker in der SVZ, im CC und im MK quantifiziert (in jeder
Region jeweils drei 40 um dicke koronare Schnitte, 480 um voneinander entfernt),
indem jeweils ein Gesichtsfeld (40-fache VergréRerung) der linken und rechten He-
misphare mit den meist enthaltenden BrdU-positiven Zellen ausgewahlt wurde. Jede
im Gesichtsfeld befindliche BrdU-positive Zelle wurde mit dem jeweils gefarbten glia-
len Differenzierungsmarker im Fall der Kolokalisierung als neu entstandener Astrozyt
oder Oligodendrozyt gewertet. DCX-positive Zellen wurden in absoluten Zahlen aus-
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gewertet. Die gliale Differenzierung im Ruckenmark wurde an insgesamt 40 BrdU-
positiven Zellen in der wS und gS pro Tier untersucht. Aul3erdem wurden jeweils 4
BrdU-positive Zellen aus dem Zentralkanal mit den zugehérigen Differenzierungs-

markern korreliert.

3.7 Statistik

Alle Ergebnisse sind als Mittelwert £ Standardfehler prasentiert. Vergleiche zwischen
der Kontrollgruppe und den lasionierten Tieren bzgl. der Analysen der Hirnareale
sowie des Rickenmarks wurden anhand des Mann-Whitney-Tests erhoben. P < 0,05

wurde als einfache Signifikanz angenommen.
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4  Ergebnisse

4.1 Spontane Erholung der Lokomotion nach spinaler Kontusion
am Tiermodell der Ratte

Vor der spinalen Kontusion zeigte kein Tier Auffalligkeiten des Gangbildes. Die Con-
tusio spinalis resultierte in einer unmittelbaren Paraplegie der Hinterlaufe. Innerhalb
einer Woche nach der Kontusion zeigte sich bereits eine deutliche Ruckbildung der
Paresen. Bereits am 8. postoperativen Tag wurde ein BBB-Score von 5,9 + 1,6 Punk-
ten (Skala: 0 — 12 Punkte) erreicht (Abb. 4), d.h., die lasionierten Tiere waren bereits
zu diesem frihen Zeitpunkt in der Lage, ihre Hinterlaufe rhythmisch mit abwechseln-
der Beugung und Streckung der Gelenke zu bewegen. Das Kdrpergewicht kann da-
bei noch nicht unterstitzt werden. Am 15. postoperativen Tag zeigten die lasionierten
Ratten einen Score von 9,3 £ 0,8 (BBB-Score von 9: in > 50 % zeigen die Tiere kor-
rektes plantares gewichtsunterstiitztes Aufsetzen der Pfote ohne Koordination zwi-
schen Vorder- und Hinterlaufen). Innerhalb von 36 Tagen wurde eine fast normale
Lokomotion (BBB-Score 11,1 + 0,5) erreicht. Zusatzlich zum korrekten plantaren ge-
wichtsunterstitztem Aufsetzten der Pfote fand nun auch eine Koordination zwischen
Vorder- und Hinterlaufen statt. Damit war im Vergleich zum 8. postoperativen Tag
der BBB-Score nach 36 Tagen hoch signifikant (P < 0,0001) verbessert.

Spontane Erholung der Lokomotion

modifizierte BBB-Skala

S A, S
Tage postoperativ

Abb. 4: Spontane Erholung der Lokomotion  untersucht Uber einen Zeitraum von 40 Tagen mit der
modifizierten BBB-Skala.
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4.2 Zellersatz im Gehirn nach spinalem Trauma

In der SVZ, im CC und im MK wurden BrdU-DAB-positive Zellen quantifiziert. Daru-
ber hinaus erfolgte die Analyse der Zelldifferenzierung mittels der Kolokalisation von
BrdU mit den jeweiligen glialen Differenzierungsmarkern. Beispiele der
Kolokalisation, welche astrogliale bzw. oligodendrogliale Differenzierung anzeigen,
sind in Abb. 5 dargestellt.

A

Abb. 5: Analyse der Zelldifferenzierung, exemplaris  ch dargestellt im CC. (A) BrdU (rot), (B) APC
(grun), (C) GFAP (blau). (D) Uberlagerung der Marker in A — C. Kolokalisation von BrdU und GFAP
entspricht astroglialer Differenzierung (Pfeil), Kolokalisation von BrdU und APC entspricht
oligodendroglialer Differenzierung (Pfeilspitzen). MaRRstab = 32,4 um (A — D).

4.2.1 Zelliberleben und Zelldifferenzierung in der  SVZ

Hinsichtlich der Anzahl BrdU-positiver Zellen in der SVZ zwischen intakten Tieren
(799 + 155 Zellen) und lasionierten Tieren (556 + 174 Zellen) fand sich kein signifi-

kanter Unterschied nach spinalem Trauma (Abb. 6).
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Abb. 6: BrdU-positive Zellen in der SVZ. Dargestellt ist der linke Seitenventrikel mit der angrenzen-

den SVZ eines (A) Kontrolltieres und (B) eines Tieres mit spinaler Lasion. (C) Quantifizierung BrdU-
positiver Zellen. Ma3stab = 37,5 um (A und B).

4.2.1.1 Neurogenese in der SVZ

Neugeborene Neurone wurden mit der immunhistochemischen Untersuchung von
DCX detektiert. Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Anzahl
DCX-positiver Zellen in der SVZ in Kontrolltieren (178 + 34 Zellen) versus lasionierte
Tiere (264 = 36 Zellen), jedoch ein Trend in Richtung gesteigerter Neurogenese nach
Ruckenmarklasion (42 Tage nach Lasion) (Abb. 7).
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Abb. 7: DCX-positive Zellen in der SVZ.  Dargestellt ist ein Ausschnitt der SVZ eines (A) Kontrolltie-
res und (B) eines Tieres mit spinaler Lasion. (C) Quantifizierung der Neuroblasten (DCX-positiv) in der
SVZ. Mal3stab = 32,4 um (A und B).

42.1.2 Gliogenese in der SVZ

Die Differenzierung neugeborener Zellen in Astro- bzw. Oligodendroglia in der SVZ
zeigt keine signifikanten Unterschiede in den beiden untersuchten Gruppen (Abb. 8).
In der SVZ liegt der Mittelwert des astroglialen Anteils an allen BrdU-positiven Zellen
bei Kontrolltieren bei 20,1 + 4,3 %, bei lasionierten Tieren bei 19,8 + 3,6 %. Der Mit-
telwert des oligodendroglialen Anteils in dieser Region liegt bei Kontrolltieren bei
3,2 £1,1 %, bei lasionierten Tieren bei 4,1 £ 0,8 %.
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Abb. 8: Zelldifferenzierung in Astro- und Oligodendroglia i n der SVZ. Verteilung von Astro- und
Oligodendroglia in der SVZ.

4.2.2 Zelliberleben und Zelldifferenzierung im CC

Auch im CC zeigt sich kein Unterschied hinsichtlich der Anzahl BrdU-positiver Zellen
zwischen Kontrolltieren (1279 + 285) und lasionierten Tieren (1266 £ 973; Abb. 9).
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Abb. 9: BrdU-positive Zellen im CC . Dargestellt ist ein Ausschnitt des CC eines (A) Kontrolltieres

und (B) eines lasionierten Tieres. (C) Quantifizierung BrdU-positiver Zellen im CC. Mal3stab = 37,5 pm
(A und B).

4.2.2.1 Neurogenese im CC

Im CC der Kontrollgruppe sowie in dem der lasionierten Gruppe konnten keine DCX-
immunreaktiven Zellen detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

4.2.2.2 Gliogenese im CC

Im CC hat die Ruckenmarkléasion keinen Einfluss auf die Anzahl neugeborener astro-
bzw. oligodendroglial differenzierter Zellen (Abb. 10). GFAP-positive Astroglia macht
bei den Kontrolltieren einen Anteil von 10,5 £ 0,6 %, bei den I&sionierten Tieren von
10,0 £ 2,2 % aller BrdU-positiven Zellen aus. Hinsichtlich oligodendroglialer Differen-
zierung sind 21,5+ 1,3 % aller BrdU-positiven Zellen bei den Kontrolltieren und

24,4 + 3,2 % bei den lasionierten Tieren APC-positiv.
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Abb. 10: Gliale Differenzierung im CC. Verteilung von Astro- und Oligodendroglia im CC.

4.2.3 Zelliberleben und Zelldifferenzierung im MK

Es besteht kein signifikanter Unterschied beziiglich des Uberlebens neugeborener
Zellen zwischen den untersuchten Gruppen. Im MK der Kontrolltiere finden sich
durchschnittlich 1858 +421 BrdU-positive Zellen, in dem Iasionierter Tiere
1646 + 443 BrdU-positive Zellen (Abb. 11).

N

Kontr. ; . Las.
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Abb. 11: BrdU-positive Zellen im MK.  Dargestellt ist ein Ausschnitt des MK eines (A) Kontrolltieres
und (B) eines lasionierten Tieres. (C) Quantifizierung BrdU-positiver Zellen im MK. Maf3stab = 37,5 pm
(A und B).

4.2.3.1 Neurogenese im MK

Im MK der untersuchten Gruppen konnten keine DCX-immunreaktiven Zellen gefun-

den werden (Daten nicht gezeigt).

4.2.3.2 Gliogenese im MK

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der Gliogenese zwischen Haupt-
und Kontrollgruppe (Abb. 12). Im MK liegt der astrogliale Anteil aller BrdU-positiven
Zellen bei den Kontrolltieren bei 3,0 +1,6 % und bei den l|asionierten Tieren bei
2,4 £ 1,9 %. Der Anteil der Oligodendroglia in dieser Region liegt bei den Kontrolltie-

ren bei 7,7 £ 2,7 % und bei den lasionierten Tieren bei 6,9 + 3,0 %.
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Abb. 12: Zelldifferenzierung in Astro- und Oligodendroglia i m MK. Verteilung von Astro- und Oli-
godendroglia im MK.

4.3 Zellersatz im zervikalen Ruckenmark nach thorak  alem Trauma

4.3.1 Zelliberleben im Zentralkanal des zervikalen Rickenmarks

Die Quantifizierung BrdU-positiver Zellen im Bereich des Zentralkanals zeigt, dass
sich nach thorakaler Kontusion signifikant mehr neugeborene Zellen im Zentralkanal
des zervikalen Ruckenmarks befinden (14,4 + 2,9 nach Kontusion versus 4,7 +1,3
BrdU-positive Zellen in intakten Tieren; p = 0,01; Abb. 13).
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Abb. 13: BrdU-positive Zellen im Zentralkanal des zervikalen Ruckenmarks. Dargestellt ist der
Zentralkanal eines (A) Kontrolltieres und (B) eines lasionierten Tieres. (C) Quantifizierung BrdU-
positiver Zellen im Bereich des Zentralkanals. Maf3stab = 37,5 um (A und B).

4.3.1.1 Gliogenese im Zentralkanal des zervikalen R tGickenmarks

Innerhalb des Zentralkanals des zervikalen Riickenmarks wurde nach thorakaler La-

sion keine gliale Differenzierung der neugeborenen Zellen detektiert (Abb. 14).

Abb. 14: Differenzierungsfarbung fir Astro- und Oligodendrog lia im Zentralkanal des zervika-
len Riickenmarks. (A) BrdU (rot), (B) APC (griin), (C) GFAP (blau). (D) Uberlagerung der Marker in
A — C, keine Kolokalisation. Maf3stab = 32,4 ym (A — D).
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4.3.2 Zelliberleben in der wS / gS des zervikalen R tickenmarks

Die Anzahl BrdU-positiver Zellen in der wS und gS des zervikalen Rickenmarks
(C 4) ist ebenfalls signifikant gesteigert bei Tieren mit Kontusion des thorakalen
Ruckenmarks im Vergleich zu intakten Tieren (101,5 £ 24,1 versus 37,8 £ 3,6 BrdU-
positive Zellen; p = 0,005; Abb. 15).
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Abb. 15: BrdU-positive Zellen in der wS/gS des zervikalen Ruckenmarks . Dargestellt ist die
wS /gS im zervikalen Riickenmark eines (A) Kontrolltieres und (B) eines lasionierten Tieres. (C)
Quantifizierung BrdU-positiver Zellen in diesem Bereich. Ma3stab = 37,5 um (A und B).

4.3.2.1 Gliogenese in der wS / gS des zervikalen Rl ckenmarks

Durch die thorakale Rickenmarklasion kommt es zu keiner Verschiebung des glialen
Differenzierungsmusters im zervikalen Bereich (Abb. 16). Bei den Kontrolltieren diffe-

renzieren 36 + 2,2 % aller BrdU-positiven Zellen in Astroglia, bei den lasionierten Tie-
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ren sind es 36,5 + 3 %. Oligodendrogliale Differenzierung findet bei den Kontrolltie-
ren bei 8+15% aller BrdU-positiven Zellen, bei den l&asionierten Tieren bei
7,5 + 0,8 % statt.
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Abb. 16: Analyse der glialen Zelldifferenzierung in der wS / gS des zervikalen Rickenmarks. (A)
BrdU (rot), (B) APC (griin), (C) GFAP (blau). (D) Uberlagerung der Marker in A — C. Kolokalisation von
BrdU und GFAP entspricht astroglialer Differenzierung (Pfeil), Kolokalisation von BrdU und APC ent-
spricht oligodendroglialer Differenzierung (Pfeilspitze). (E) Zelldifferenzierung in Astro- und Oligodend-
roglia in der wS / gS des zervikalen Riickenmarks. Maf3stab = 34,1 um (A — D).
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war, zu untersuchen, ob entfernt von einer thorakalen
Riuckenmarklasion auf HOhe des zervikalen Rickenmarks und/oder subkorti-
kal/kortikal endogener Ersatz neuraler Zellen (Astro-, Oligodendroglia, Neurone)
stattfindet. Nach histologischer Untersuchung der Regionen zervikales Riuckenmark,
SVZ, CC und MK zeigt sich, dass 42 Tage nach thorakaler Kontusion eine deutlich
gesteigerte Gliogenese im zervikalen Riuckenmark nachweisbar ist, die sowohl
Astrozyten als auch Oligodendrozyten betrifft. In allen anderen untersuchten Regio-
nen ist, abgesehen von der SVZ, keine gesteigerte Neubildung von Neuronen und
Gliazellen zu beobachten. In der SVZ zeigt sich lediglich ein Trend in Richtung ge-
steigerter Neurogenese nach Rickenmarklasion im Vergleich zu intakten Kontrolltie-

ren.

Nach experimenteller Rickenmarkverletzung wurde bereits in mehreren Studien der
Zellersatz im L&sionsbereich und unmittelbar um die Riuckenmarklasion untersucht.
Hier zeigte sich eine deutlich gesteigerte Gliogenese mit Neubildung von Astro- und
Oligodendroglia (McTigue et al., 2001; Zai and Wrathall, 2005; Horky et al., 2006).
Neu entstandene Oligodendrozyten tragen mit grol3er Wahrscheinlichkeit zur Remye-
linisierung bei. Bezuglich des neuronalen Ersatzes im Rickenmark muss nach der
Datenlage davon ausgegangen werden, dass es im Bereich der Ruckenmarkverlet-
zung zu keiner bzw. keiner nennenswerten Neurogenese kommt (Frisen et al., 1995;
Horner et al., 2000; Horky et al., 2006). Keine Studie hat jedoch bisher den Zellersatz
in Bereichen des Rickenmarks, die sich weit entfernt von der eigentlichen Lasion
befinden, analysiert. In dieser Studie war der Zellersatz unabhangig von der Diffe-
renzierung im Bereich der wS und gS des zervikalen Rickenmarks mehr als verdop-
pelt, im Bereich des Zentralkanals sogar verdreifacht. Die Differenzierungsanalyse
zeigt, dass innerhalb des Zentralkanals keine gliale Differenzierung der neugebore-
nen Zellen stattgefunden hat. Jedoch betrifft der gesteigerte Zellersatz in der wS und
gS sowohl Astroglia als auch Oligodendroglia. Nun stellt sich die Frage, warum es zu
diesem Zellersatz entfernt von der eigentlichen Ruckenmarkverletzung kommit.
Untersuchungen zum apoptotischen Zelltod nach Rickenmarkverletzung bei Ratten
und Affen konnten zeigen, dass es auch in — von der Lasion entfernten — Regionen

des Ruckenmarks zu einem erheblichen Zelluntergang kommt. Dieser betrifft sowohl
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die astrogliale als auch insbesondere die oligodendrogliale Zellreihe (Crowe et al.,
1997). Durch den Verlust von Oligodendroglia kommt es in der Folge auch zur De-
myelinisierung (Crowe et al., 1997; Siegenthaler et al., 2007). Der in der vorliegen-
den Arbeit nachgewiesene Ersatz von Oligodendroglia legt damit nahe, dass auf die-
sem Weg Remyelinisierung ermdglicht werden kann. Die Remyelinisierung stellt wie-
derum einen madglichen Mechanismus dar, wodurch zumindest partiell die beobach-
tete funktionelle Erholung zu erklaren wére. Nach partieller Transsektion des zervika-
len Rickenmarks von Affen konnte ebenfalls der Nachweis neugeborener oligodend-
roglial differenzierter Gliazellen erbracht werden (Yang et al., 2006). Morphologische
Untersuchungen dieser Studie lassen vermuten, dass die neu entstandenen Oligo-
dendrozyten benachbarte Axone tatsachlich remyelinisieren. Einschrankend ist fest-
zuhalten, dass in der vorliegenden Studie Remyelinisierung bisher noch nicht nach-
gewiesen werden konnte. Welche Rolle der Ersatz von Astroglia in Regionen entfernt
von der Ruckenmarklasion spielt, ist unklar. Es ist denkbar, dass Astrozyten nach
Ruckenmarkverletzung de-differenzieren und — analog zu GFAP-immunreaktiven
Zellen im Gehirn — im Ruckenmark Stamm-/Progenitorzell-Charakter annehmen
(Lang et al., 2004; Yang et al., 2009). Danach wéaren diese Zellen mdglicherweise
auch die Ursprungszellen fur die neu entstandenen Oligodendrozyten.

In einer zurtickliegenden Arbeit konnte auf beeindruckende Art und Weise gezeigt
werden, dass nach einer hochselektiven kortikalen Lasion bei adulten Mausen unter-
gegangene Neurone Uber den Zeitraum von 56 Wochen tatsachlich ersetzt werden
(Chen et al., 2004). Diese neu entstandenen Neurone haben zum Teil Axonprojek-
tionen bis in das zervikale Rickenmark auswachsen lassen. In einer weiteren Studie
konnte nach Induktion einer transienten globalen zerebralen Hypoxie ebenfalls der
gezielte neuronale Zellersatz abgestorbener kortikaler Neurone durch Neurogenese
im Bereich der SVZ nachgewiesen werden (Nakatomi et al., 2002).

In der vorliegenden Studie fand sich weder im MK noch im CC ein gesteigerter
Zellersatz. Insbesondere gab es keinen Hinweis auf neugeborene Neurone im
untersuchten Zeitraum. Im Vergleich dieser Arbeit mit der von Chen et al. findet man
mehrere maogliche Erklarungsansatze fur die unterschiedlichen Ergebnisse. Zunachst
wurden die Untersuchungen der vorliegenden Studie am Tiermodell der Ratte

durchgefiihrt. Dariiber hinaus war der Uberlebenszeitraum aktuell viel kirzer (6
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Wochen versus 56 Wochen in der Arbeit von Chen et al.). In der Arbeit von Chen
starben durch eine hochselektive Lasionstechnik gezielt Neurone ab. Die vorliegende
Arbeit setzt voraus, dass — analog zur gezielten Zelltod-Induktion in der Arbeit von
Chen — tatsachlich auch nach spinaler Lasion Neurone des kortikospinalen Traktes
absterben. Die Erfullung dieser Bedingung wurde zumindest in einer Studie
nachgewiesen, in der 1 Woche nach Durchtrennung des kortikospinalen Traktes auf
Ruckenmark-Niveau ein signifikanter Anteil der motorischen Nervenzellen (Betz'sche
Zellen der Lamina V des MK) per Apoptose abstirbt (Hains et al.,, 2003). Es gibt
jedoch auch Hinweise darauf, dass kein relevanter neuronaler Zelltod in dieser
Region stattfindet. Analysiert man das Ausmalf} der Wallerschen Degeneration nach
Riuckenmarktrauma im Bereich des Hirnstamms, findet sich kein Unterschied zu nicht
lasionierten Ratten (Nielson et al., 2010). Diese Befunde widersprechen einem
signifikanten neuronalen Zelluntergang in dem Ausmal, wie es in der Arbeit von

Hains gefunden wurde.

Wenngleich kein signifikanter Befund, so fand sich zumindest ein Hinweis, dass Neu-
rogenese im Gehirn nach spinalem Trauma gesteigert ist. In der SVZ zeigte sich ein
Trend in Richtung gesteigerter DCX-positiver Neuroblasten nach Ruckenmarklasion.
Hier war mdglicherweise die untersuchte Tierzahl (n =5 pro Gruppe) nicht ausrei-
chend, um Signifikanz-Niveau zu erreichen. Selbst wenn die Neurogenese in der
SVZ signifikant gesteigert ist, hat dies offensichtlich nicht zu einem nachweisbaren
Neuronen-Ersatz im Bereich des MK gefiihrt. Dies weist auf ein Phanomen hin, wel-
ches bereits mehrfach beobachtet wurde. So kommt es beispielsweise bei einem
experimentellen Parkinson-Modell bei Ratten (sog. 6-Hydroxy-Dopamin L&sionen)
nach intracerebroventrikularer Infusion der Wachstumsfaktoren Fibroblast Growth
Factor-2 und Epidermal Growth Factor zu einer massiv gesteigerten Proliferation in-
klusive Neubildung DCX-positiver Neuroblasten (Winner et al., 2008). Diese wandern
auch in das Striatum aus. Jedoch kdnnen dort keine differenzierten Neurone jeglicher
Art nachgewiesen werden. Das heil3t, relevante Neurogenese ist zwar nachweisbar,

die terminale Differenzierung bleibt allerdings aus.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass es zu einem deut-
lich gesteigerten glialen Zellersatz in Regionen des Riuckenmarks weit entfernt von

der eigentlichen Rickenmarkschadigung kommt. Inwieweit der gesteigerte Oligo-
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dendroglia-Ersatz tatsachlich zur Remyelinisierung und maoglicherweise zur beobach-
teten spontanen Erholung nach thorakaler Ruckenmarkkontusion beitragt, muss in
zukUnftigen Studien untersucht werden. Im untersuchten Zeitraum (6 Wochen nach
Ruckenmarktrauma) konnte am Tiermodell der Ratte kein Nachweis eines spezifi-
schen neuronalen Zellersatzes in der Lamina V des MK bzw. nachgeschalteten sub-
kortikalen Strukturen gefthrt werden.
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