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Einleitung

1 Einleitung

Das Tethered Cord Syndrom (TCS) ist eine funktionelle Erkrankung, bei der das Riickenmark
durch Fixierung seines kaudalen Endes in unelastischen Gewebsstrukturen in
unphysiologischem Ausmal? gedehnt wird.

Das englische Wort ,.tether bedeutet hierbei sinngemif {ibersetzt ,,anbinden* (Verb) oder
,Haltestrick” (Substantiv). In der deutschsprachigen neurochirurgischen Literatur wird der
Begriff als ,,angebundene Schnur* tibersetzt.

Der anatomische Begriff Tethered Cord (TC) subsumiert dabei unterschiedliche pathologische
Formen der Anheftung des Rickenmarks, die nicht unbedingt symptomatisch werden und in
ein TCS munden mussen.

Yamada und Wong unterteilten drei Kategorien des TCS (1):

e Kategorie 1 umfasst TCS, bei denen das kaudale Ende des Riickenmarks durch
unelastische Strukturen am Spinalkanal fixiert ist (unelastisches Filum Terminale,
kaudale Lipome oder Dysraphien wie Lipomeningozelen (LMMC) und
Myelomeningozelen (MMC)). Dysraphien sind in einer fehlerhaften Neurulation
wéhrend der frihen Embryonalentwicklung begriindet und werden unterteilt in
geschlossene (okkulte) Formen (u.a. Lipomyelomeningozelen, spinale Lipome, Fatty
Filum, Diastematomyelie, kaudale Agenesie, Dysgenesie-Syndrome) und offene
Formen (Myelomeningozele) (2).

e Kategorie 2 fasst TCS zusammen, bei denen Rickenmarkabschnitte aufgrund von
ausgedehnten Dysraphien (ausgedehnte MMC, komplexe LMMC) oder postoperativen
MMC, langerstreckig in fibrosen bzw. narbigen Geweben adhdrent sind. Diese
Kategorie kann in Bezug auf die postoperativen Formen auch als sekundares TC
betrachtet werden.

e Kategorie 3 subsumiert Patienten, die aufgrund einer thorakolumbalen MMC eine
Paraplegie aufweisen und bei denen sowohl eine Harn- als auch eine Stuhlinkontinenz
vorliegt. Die Pathologie beruht hierbei weniger auf einem Tethering als auf einem
neuronalen Funktionsverlust im lumbosakralen Bereich des Riuckenmarks.

Der Fokus der vorgelegten Arbeit lag auf TCS der Kategorie 2:
Infolge einer gestorten Anatomie des Riickenmarks und narbigen Veranderungen der spinalen
Umgebung nach operativen Eingriffen beispielsweise geschlossener und offener

Neuralrohrdefekte kann sich im weiteren Verlauf nach den Operationen ein TC und bei
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entsprechender Symptomatik ein TCS entwickeln (3). Dieses sekundédre TCS stellt ein
komplexes Problem nach der operativen Versorgung von Myelomeningozelen (MMC) dar.
Die Fixierung von Riuckenmarkabschnitten im Spinalkanal kann zu typischen Symptomen
fuhren und umfasst sowohl das Neuauftreten oder die Progredienz von motorischen Defiziten
der unteren Extremitat als auch sensible Defizite, Blasendysfunktionen und muskuloskelettale
Deformitaten (4-6). Erhéhte Spannung und anomale Dehnung der jeweiligen angehefteten
Ruckenmarksegmente und neuralen Strukturen am Spinalkanal insbesondere wahrend des
Kdrperwachstums werden als Ursache fir die Entwicklung eines TCS erachtet (7).

Die zugrunde liegenden Ursachen sind unterschiedlich und beinhalten hinsichtlich des nach
MMC-Operationen auftretenden sekundaren Tetherings beispielsweise Narbenbildung mit
nachfolgenden Verwachsungen beziehungsweise Anheftungen der neuralen Strukturen im
Operationsgebiet (d.h. im rekonstruierten Spinalkanal). Bemihungen beziiglich praventiver
Malinahmen zur Verhinderung der Entwicklung eines TCS nach Dysraphieoperationen sind
aktuell vornehmlich chirurgischer Natur. So wird wahrend der initialen MMC-Operation
versucht, die anatomischen Verhaltnisse so zu rekonstruieren, dass ein zukiinftiges Anheften
der betroffenen Riickenmarkabschnitte minimiert wird: Dieses betrifft zum einen die minutidse
Rekonstruktion der neuralen Plakode zu einem sekunddr reneurulierten Rickenmark (d.h.
Adaptation der Plakodenrander zu einem Rohr) und zum anderen die Rekonstruktion des
Spinalkanals mit Anlegen einer ausreichend weiten Duraplastik, um einen entsprechend grof3en
Raum zu schaffen, in dem die neuralen Strukturen im Liquor sozusagen ,,baden* kdnnen und
sich an keiner Stelle an den umliegenden Strukturen anheften kénnen (8, 9).

Allerdings kann das Auftreten eines sekundaren TC bzw. TCS auch nach Anwendung dieser
Operationstechniken nicht bei allen Patienten verhindert werden. Daher ist anzunehmen, dass
ein TCS nicht nur auf mechanische Probleme zuriickzufiihren ist, sondern eine multifaktorielle
Genese vorliegt. Trotz der Entwicklung ausgefeilter Operationsmethoden gibt es keine
operative Technik, die ein Anheften des Riickenmarks nach einer MMC-Operation verlasslich
verhindern kann (6). Neben der Verbesserung der operativen Techniken ist es daher notwendig,
weitere Faktoren wie z.B. zelluldare und molekulare Mechanismen zu untersuchen, die
potenziell die Entwicklung eines klinisch relevanten TCS begunstigen und mittels adjuvanter

Therapien beeinflusst werden kénnen.
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1.1 Epidemiologische Daten zum Tethered Cord Syndrom

Der Fokus der vorgelegten Arbeit lag auf dem sekundaren TCS nach MMC-Deckung.
Zwischen 10 und 30% der Patienten, die nach der Geburt aufgrund einer MMC operiert werden,
entwickeln in threm weiteren klinischen Verlauf Symptome, die mit einem sekundaren TC
assoziiert sind (10-12). In einer weiteren aktuelleren Studie konnte gezeigt werden, dass von
502 Kindern nach MMC-Operation im Verlauf 114 Kinder (23%) Symptome entwickelten, die
auf ein TC zurlckzufuhrt werden konnten. 33 Kinder dieser Serie wurden in ihrem klinischen

Verlauf mehrfach operiert, 81 Kinder wurden einmal operiert (11).

1.2 Diagnostik und klinische Symptomatik des Tethered Cord Syndroms

Ein TC, unabhdngig davon ob primér oder sekundar, kann asymptomatisch bleiben oder im
Verlauf zu Kklinisch relevanten Problematiken fuhren (Krankheitsbild TCS). Die Schwierigkeit
kann dabei darin liegen, bei meist schon vorbestehenden Symptomen eine Verschlechterung zu
objektivieren. Um keine schleichende Verschlechterung zu tibersehen, miissen Patienten daher
nach MMC-Deckung von unterschiedlichen medizinischen Disziplinen (u.a. Neurochirurgie,
Urologie, Padiatrie, Ophtalmologie) regelmaRig kontrolliert werden.

In Abhédngigkeit des Alters der Patienten erfolgt bei den jeweiligen Kontrolluntersuchungen
u.a. die Evaluation bezuglich neu aufgetretener Schmerzproblematiken, Dys- oder
Hypésthesien, der Ermidbarkeit beim Gehen und Laufen, dem Vorliegen einer
Morgensteifigkeit, der Haufung von Harnwegsinfekten, Anderungen des Blasenmanagements
und der Tonuserhohung in den Extremititen. Haufig zeigen sich die ersten Beschwerden
wéhrend eines Wachstumsschubs.

In der klinisch-neurologischen Untersuchung liegt der Fokus insbesondere auf der Betrachtung
einer eventuell vorhandenen Muskelschwdche, einer Muskelatrophie  und/oder
Sensibilitatsstorungen der unteren Extremitdten sowie radikuldren Schmerzen, einer
Tonuserh6hung (Entwicklung einer Spastik) und Gangstérungen. Aus orthopadischer Sicht
stehen vor allem Deformitaten der Fie, Beinlangendifferenzen und die Entwicklung einer
héufig assoziierten Skoliose im Vordergrund. Beziiglich der urologischen Pathologien geht es
besonders um ein abnormales Miktionsmuster und rezidivierende Harnwegsinfekte.
Einschrankungen der Blasenfunktion bzw. Verschlechterungen werden von den Eltern und
spater den Patienten dabei oft nicht selbst wahrgenommen. RegelméaRige Kontrollen der
Blasenfunktion mittels urologischer Untersuchungen (z.B. Sonographie, Urodynamik,

Zystomanometrie, Uroflow) sind daher essenziell.
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Neben der klinischen Beurteilung werden ergéanzend bildgebende Verfahren zur Kontrolle nach
MMC-Operationen oder Diagnostik bei Verdacht auf ein klinisch relevantes Tethering
angewandt. Dabei ist die Magnetresonanztomographie (MRT) Goldstandard. In MRT-
Bildgebungen sieht man nach einer MMC-Rekonstruktion typischerweise immer einen tief
stehenden Conus medullaris (Konustiefstand ist dabei definiert als unterhalb des zweiten
Lendenwirbelkorpers endend) bzw. ein nach kaudal ziehendes Myelon (je nach Lokalisation
des primaren Neurulationsdefekts). Haufig erscheinen die neuralen Strukturen in dem
rekonstruierten Spinalkanal bildmorphologisch fixiert. Entsprechend ausschlaggebend sind die
klinischen Befunde, die immer mit der Bildgebung Kkorreliert werden missen.
Bildmorphologische Hinweise auf ein mogliches klinisch relevantes TC sind gegebenenfalls
der Nachweis einer neuen oder progredienten Syringomyelie (siehe Abbildung 1) (3). Wichtig
hierbei ist es, andere Ursachen fir bildmorphologisch neue Aspekte wie beispielsweise eine
Verschlechterung eines bei MMC-Patienten in bis zu 80% der Félle vorliegenden abgeleiteten
Hydrozephalus, d.h. eine Shuntdysfunktion, mit assoziierten Pathologien im Bereich des
kraniozervikalen Ubergangs (Syringomyelien sind haufig auch mit einer Enge durch eine
Chiari I1-Malformation bedingt) nicht zu Gbersehen (13).

Die Operationsindikation eines TCS ergibt sich in der Zusammenschau der klinischen
Symptomatik, der Ergebnisse der Funktionsdiagnostik, den Ergebnissen der bildgebenden

Diagnostik und gegebenenfalls elektrophysiologischen Untersuchungen (14-16).



Einleitung

Abbildung 1

Die Abbildung zeigt sagittale und axiale T2-gewichtete Schichten einer
Magnetresonanztomographie der spinalen Achse eines Patienten mit TCS nach Versorgung
einer lumbalen MMC. In der sagittalen T2-Wichtung in (A) zeigt sich der tiefe Stand des Conus
medullaris im lumbosakralen Ubergangsbereich aufgrund des Tetherings des Riickenmarks in
der Narbe bei Z.n. Versorgung einer spinalen Dysraphie (weilRer Pfeil). (B) zeigt eine
besonders dinnschichtige Darstellung der spinalen Achse (T2-bffe-Sequenz (balance fast field
echo)). Es zeigt sich eine langstreckige Syrinx im Bereich des thorakalen und lumbalen
Rickenmarks (Pfeilkopfe). Des Weiteren zeigt sich die Anheftungsstelle im Bereich des
dysraphischen Defektes (weil3er Pfeil). (C) zeigt eine axiale Darstellung einer T2-gewichteten
Sequenz des dysraphischen Defektes (Pfeile), der Plakodenbereich zeigt eine Anheftung an der

dorsalen Wand des Spinalkanals (weilRer Pfeilkopf).
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1.3 Therapie des Tethered Cord Syndroms

Die Therapie eines TCS ist primar neurochirurgisch und besteht im operativen Ldsen der
angehefteten neuralen Strukturen aus den umgebenden pathologisch verénderten Strukturen
(u.a. Narbengewebe), dem sogenannten ,,Untethering®, mit dem Ziel das Riuckenmark von
Verklebungen zu befreien und die Zugkraft auf funktionelles neuronales Gewebe zu verringern.
Zur Pravention eines Wiederanheftens im Verlauf, d.h. eines Rezidivs, erfolgt zudem erneut
eine Rekonstruktion der Rickenmarkshaute und, falls in der initialen MMC-Operation nicht
erfolgt, Reneurulation der Riickenmarkplakode (s.u.).

Eine Indikation zur Operation besteht z.B. bei fortschreitenden oder neu aufgetretenen
neurologischen Ausfallen, einer progredienten Skolioseentwicklung oder -zunahme, neuen
Riicken- oder Beinschmerzen, der Entwicklung einer spastischen Tonuserhéhung und
Verschlechterung der Blasenfunktion (verifiziert durch eine Anderung in den urologischen
Funktionsdiagnostiken). Die Indikationsstellung basiert auf den in den multidisziplindren
Untersuchungen erhobenen Befunden (s.0.). Leitlinien existieren nicht. Einigkeit besteht aber
darin, dass der Nutzen einer Untethering-Operation (d.h. Reversibilitdt der potenziellen
Schédigung) umso effektiver ist, je kiirzer die Beschwerden der Betroffenen andauerten.

Bei der mikrochirurgischen Operation eines fixierten Riickenmarkabschnittes nach Versorgung
einer offenen Dysraphie (MMC), wird zundchst die Narbe im voroperierten Bereich
wiedereroffnet. Die einzelnen Schichten wie Subkutis, Muskelfaszie, Muskulatur und
Wirbelbogen werden mdoglichst in den angrenzenden Hohen kranial und kaudal der zu
operierenden Hohe dargestellt. In der Regel wird das letzte ,,intakte” Wirbelsaulensegment
(bzw. der Dornfortsatz plus Laminae) dargestellt. Davon ausgehend wird nach kaudal in den
ehemaligen dysraphischen Defekt operiert. Besonders wichtig ist es, die verschiedenen
Schichten ausgehend vom ,,intakten Gewebe* sicher zu identifizieren. Nach Darstellen des in
der Voroperation rekonstruierten Bereichs wird dann die Dura bzw. die ehemalige Duraplastik
aus der Narbe herausgearbeitet und erdffnet, um den Plakodenbereich darstellen und I6sen zu
konnen. Die Feinpraparation der Plakode sowie der nach ventral verlaufenden Nerven kann
sich dabei sehr miihsam gestalten und erfolgt unter neurophysiologischer Kontrolle. Dieser
Bereich wird, falls in der Voroperation nicht erfolgt, moglichst neuruliert, d.h. die pialen
Randbereiche der Plakode werden so adaptiert, dass ein Rohr mit glatter Oberflache entsteht.
Damit soll ein erneutes Anheften an die umgebenden Strukturen (Hirnhaute) vermieden
werden. Um dieses Risiko weiter zu senken, kann eine Erweiterung der duralen Schicht durch

das Einnédhen einer Duraersatzplastik notwendig werden, wodurch der Raum um die Plakode
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groler wird. Wie kurz erwahnt, sollte die Praparation am Rickenmarkgewebe stets unter
intraoperativem neurophysiologischem Monitoring zur Identifizierung funktionaler Strukturen

und Uberwachung der vegetativen, motorischen und sensorischen Funktionen erfolgen.

1.4 Pathophysiologie des Tethered Cord Syndroms

Beim TC kommt es, wie oben ausgefuhrt, zu einer Fixierung des Ruckenmarks an die es
umgebenden Strukturen im Bereich des Wirbelkanals, was nicht unbedingt zu einer
entsprechenden Symptomatik (s. Abschnitt 1.2) fihren muss. Die Ursache flr die mégliche
klinisch resultierende Problematik des TCS ist bisher wenig erforscht. Allgemein wird das TCS
als zuginduzierte funktionelle Stérung des Riickenmarks verstanden: Ein zunehmender Verlust
neurologischer Funktionen wird als Folge einer zunehmenden Traktionskraft auf das
Rickenmark durch seine pathologische Fixierung mit eingeschrankter Bewegungsmoglichkeit
im wachsenden Spinalkanal interpretiert (16).

In Bezug auf die pathophysiologischen Mechanismen konnte dabei die resultierende Hypoxie
als ein Schlisselindikator fir ein klinisch relevantes Rickenmark-Tethering identifiziert
werden (17). Die Distraktion des Riuckenmarks fuhrte in experimentellen Untersuchungen zu
Durchblutungsstérungen mit ischamischen Veranderungen, die vor allem in der grauen
Substanz auftraten (1, 17-20). Sowohl Kang et al. als auch Dolan et al. haben in ihren Studien
die Veranderung des lokalen spinalen Blutflusses bei Rlickenmarksdistraktion exemplarisch an
Katzen untersucht (17, 19). Hierbei wurde festgestellt, dass spinale Distraktion zu
ischamischen Zustanden im Bereich des Riickenmarks fuhrt, die denen bei anderen Formen von
Rickenmarkstraumata ahneln. Weiterhin wurde zu verschiedenen Zeitpunkten ein Untethering
vorgenommen und im Anschluss daran berprift, ob die chirurgische Intervention einen
positiven Einfluss auf die Oxygenierung des Gewebes nehmen konnte. Die Erholung des
Gewebes nach dem operativen Eingriff war abh&ngig von dem Zeitraum, Uber den das
Rickenmark der Ischdmie ausgesetzt war — je kirzer die Durchblutungsstérungen mit
folgenden ischdmischen Veranderungen, desto positiver der Einfluss der Operation auf den
Sauerstoffstoffwechsel. Zu dieser Schlussfolgerung kamen weitere Forscher, die ebenfalls
zeigen konnten, dass der Grad der Beeintrdchtigung des oxidativen Stoffwechsels einen
prognostischen Wert flir den neurologischen Fortschritt nach Untethering-Operationen inne hat
(21, 22). Schneider et al. benutzten eine innovative Laser-Doppler-Durchflussmessung, um
wahrend der Untethering-Operation die Durchblutung zu tiberwachen. Es stellte sich heraus,
dass bei samtlichen Patienten die Flussrate durch die chirurgische Intervention verdoppelt
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werden konnte und es postoperativ zu einer Verbesserung des neurologischen Status kam (21).
Weitere Untersuchungen zu den Veranderungen den Stoffwechsel betreffend haben Yamada et
al. durchgefiihrt und konnten nachweisen, dass das Tethered Cord Syndrom mit metabolischen
Abnormalitaten auf dem Level von Cytochrome o, o3, die eine gestorte mitochondriale
Funktion in beeintrachtigten neuronalen Zellen reflektieren, assoziiert ist (23). Neben den
tierexperimentellen Studien an Katzen wurde von Kocak et al. ein Tiermodell mit Schweinen
entwickelt, bei denen mittels Cyanoacrylat kiinstlich eine Fixierung des Filums erzeugt wurde
(20). Als Folge des Tetherings konnten die Autoren eine defekte Weiterleitung in den
motorischen und sensorischen Nervenzellen, reversible Veranderungen wie Odeme und
Destruktionen in den Verbindungen zwischen grauer und weiBer Substanz, aber auch
irreversible Verénderungen wie Narbenbildung im Bereich der Neurofilamente und
Zerstorungen der Axone und des Myelins beobachten (20).

Weitere Hinweise auf neurale Schédden wurden kirzlich durch die klinischen Untersuchungen
von Maurya et al. demonstriert, die die erhhte Konzentration von Biomarkern fiir neuronale
Schédigung (S100B) und gliale Aktivierung (GFAP) in Liquor von Patienten nach der
Operation eines priméren Tethered Cord Syndroms nachweisen konnten (24).

Diese Beobachtungen lassen die Hypothese zu, dass dem symptomatischen TC neben den rein
mechanischen bzw. hypoxischen Mechanismen auch eine entziindliche Komponente zugrunde
liegen konnte. Diesbeziiglich lieferten auch Arbeiten zum spinalen Trauma und offenen
Dysraphien aus dem hiesigen neurochirurgischen Forschungslabor Hinweise, dass weitere
zelluldre und molekulare Kaskaden zum TCS beitragen konnten. Diese Ergebnisse, die die
Grundlage fir die Untersuchungen der vorgelegten Arbeit sind, werden im Folgenden kurz

skizziert.

1.5 Entzindungsreaktionen als wichtiges Element sekundérer Schadenskaskaden

nach einem spinalen Trauma und spinalen Dysraphien

Im neurochirurgischen Forschungslabor des UKSH, Campus Kiel wurde das
Chemokine/Zytokine-Effektor-/Rezeptor-System als wichtiger Faktor neuroregenerativer und
neurodegenerativer Prozesse nach einem spinalen Trauma und bei offenen Dysraphien
identifiziert und naher erforscht (25). Bezlglich inflammatorischer Reaktionen nach einem
Neurotrauma, ischamischen Lésionen oder neurodegenerativen Prozessen sind Zytokine und

Chemokine aufgrund ihrer Multifunktionalitdt von besonderem Interesse, da sie in zellulére
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Prozesse involviert sind, die sie als potentielle Zielpunkte fur innovative Therapiestrategien
pradisponieren (26).

Zytokine stellen eine heterogene Gruppe von Polypeptiden dar (klassifiziert als Proteine,
Peptide oder Glykoproteine), die von unterschiedlichsten Zelltypen sezerniert werden und
klassischerweise als Aktivatoren des Immunsystems und Initiatoren der inflammatorischen
zelluléren Antwort identifiziert wurden (27). Die Signalkaskaden werden dabei tiber G-Protein
gekoppelte Rezeptoren induziert. Im Sinne ihrer ,traditionellen” Rolle als Organisatoren des
Immunsystems sind sie u.a. auch im ZNS fir die Rekrutierung und Chemotaxie von Leukozyten
in den Entziindungsherd von wesentlicher Bedeutung. Mittlerweile wurde dartiber hinaus aber
eine Vielzahl anderer Funktionsbereiche identifiziert, in die diese Botenstoffe als
Signalmolekiile involviert sind: So haben Zytokine und Chemokine u.a. in
Entwicklungsprozessen des ZNS wichtige regulatorische Funktionen; sie wurden als
Mediatoren von neurodegenerativen Prozessen (Multiple Sklerose, M. Alzheimer) identifiziert,
spielen in der Zell-Zell-Kommunikation eine Rolle und sind somit aufgrund ihrer
Multifunktionalitat unter physiologischen und pathologischen Bedingungen in Hinblick auf den
Sekundarschaden nach Lé&sionen im ZNS besonders interessant (27). So wird z.B. das
Interleukin-1beta (IL-1b) nach traumatischen kortikalen L&sionen stark in der Penumbra und
darliber hinaus in gedéchtnisassoziierten Gehirnarealen induziert und ist dabei mit weiteren
sekundaren Prozessen wie z.B. dem apoptotischen Zelluntergang assoziiert (28).

Durch die Arbeiten von Knerlich-Lukoschus et al. zur Erforschung der Rolle der Chemokine
und ihrer Rezeptoren in der sekundaren Schadenkaskade nach spinalen Ld&sionen konnte
nachgewiesen werden, dass die C-C-Chemokine CCL2, CCL3, sowie das C-X-C-Chemokin
SDF-1alpha und ihre Hauptrezeptoren friih nach thorakalen Riickenmarkskontusionslasionen
auf dem entsprechenden thorakalen spinalen Niveau induziert wurden. Daneben wurden auch
die Zytokine IL-1beta und TNF-alpha immunhistochemisch frih auf L&sionsniveau induziert.
Zelluldre Tréger waren dabei inflammatorische und astrozytare Zellen in unmittelbarer
Lasionsndhe; im weiteren Verlauf nach dem initialen Trauma korrelierten die
Expressionsstarken der gemessenen Chemokine-Immunreaktivitdten mit den motorischen
Funktionseinschrankungen der Tiere (29).

Im weiteren Verlauf nach dem primaren Trauma zeigten die untersuchten Chemokine jeweils
charakteristische zeitliche, anatomische und zelluldre Expressionsmuster entlang der gesamten
spinalen Achse. So waren diese in schmerzassoziierten Regionen (Hinterhdrner, Hinterstrange)
Lasionsstarke-abhéngig und kolokalisiert mit Schmerzrezeptoren (u.a. TRPV-1) bis in den

spaten Zeitverlauf nach der L&sion nachweisbar. Die Expressionsstarken konnten dabei



Einleitung

signifikant mit dem Auftreten von neurophatischen Schmerzkorrelaten in den entsprechenden
Verhaltenstests in Zusammenhang gebracht werden (29, 30). Dariiber hinaus wurden die
Chemokine/-Rezeptoren auch in Stammzellnischen des Riickenmarks induziert und waren hier
mit Astrozyten- und Radialen Gliazellmarkern koexprimiert (31). Einen Einfluss der
untersuchten Chemokine auf die astrozytare Differenzierungstendenz von neuralen Stamm-
/Vorlauferzellen konnte in anschlieRenden in-vitro Untersuchungen verifiziert werden (32). Im
spateren posttraumatischen Verlauf wurden Chemokine und Zytokine tber die spinale Ebene
hinaus in diversen funktionell unterschiedlichen ZNS-Regionen auf erhdhtem
Expressionsniveau nachweisbar (29).

Zusammengefasst wurden Chemokine und Zytokine entsprechend ihrer Multifunktionalitat
nach einer spinalen Lé&sion frih und langanhaltend im zentralen Nervensystem (ber das
Lasionsniveau hinaus induziert. Dabei kann angenommen werden, dass diese Mediatoren in
unterschiedliche Prozesse involviert sind, die den Spétkomplikationen nach einem
Rickenmarkstrauma unterliegen (33).

Unter der Annahme, dass bei einem TCS durch mechanischen Stress ahnliche molekulare und
zelluldre Prozesse induziert werden konnen wie durch eine spinale Lasion, sollte in der
vorgelegten Arbeit untersucht werden, ob Entziindungsmediatoren wie Zytokine in
entsprechenden Geweben nachweisbar waren. Diese Hypothese wurde weiter untermauert
durch Untersuchungsergebnisse, die zum Sekundarschaden bei offenen Dysraphien, d.h.
Myelomeningozelen, erarbeitet wurden (25). In diesen Studien konnte nachgewiesen werden,
dass, ahnlich wie nach einem spinalen Trauma, auch in Plakodengeweben offener Dysraphien
entziindliche zellulare und molekulare Schadenskaskaden induziert werden: Histochemische
Analysen zeigten, dass das Neuroepithel der untersuchten MMC-Gewebe stark gliotisch
verandert war (signifikante GFAP- und Vimentinexpression im Vergleich zu
Kontrollgeweben). In diesen Abschnitten waren dann auch spezifische Entziindungsmediatoren
wie die Zytokine IL-1b sowie TNF-1lalpha und deren Rezeptoren in astrozytéren, neuronalen
und mikroglialen Zellen auf erhohtem Niveau im Vergleich zu den Kontrollgeweben (adultes
und fetales Riickenmark) detektierbar (25).

Das Zytokin IL-1b spielt eine wichtige Rolle in der Vermittlung posttraumatischer
inflammatorischer Prozesse im ZNS; so konnte beispielweise gezeigt werden, dass IL-1b tUber
einen p38MAPK-Signalweg die Apoptose von Neuronen vermitteln kann (34).

Weiterhin kann IL-1b neuroprotektive Signalwege modulieren: IL-1b kann das neuroprotektive
Glykoprotein-Hormon Erythropoeitin tber die Aktivierung von NFkB herunterregulieren und

somit neuroregenerative Prozesse unterbinden (35). Das Zytokin TNF-1alpha besitzt wichtige
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pro-apoptotische Eigenschaften, so konnte eine Reduktion von Apoptose in Neuronen und
Oligodendroglia in einem Rlckenmarkstraumamodell in Ratten nach Antagonisierung von
TNF-1alpha gezeigt werden (36). Interessanterweise spielen die beiden pro-inflammatorischen
Zytokine eine Rolle in der Regulation von hypoxiesensiblen Mediatoren. Fir IL-1b und TNF1-
alpha konnte zudem gezeigt werden, dass sie die Transkriptionsaktivitat und die Akkumulation
von HIF-1a steigern (37). Zusammenfassend ist das Zytokine-/Chemokine-/Effektor-
/Rezeptor-System in zelluldre Prozesse des Ruckenmarkgewebes nach traumatischer
Rickenmarkschadigung und bei offenen Dysraphien involviert, die auch der Pathogenese der
typischen TCS-assoziierten Langzeitkomplikationen zugrunde liegen und mogliche Ansétze

neuer Therapieoptionen bieten kdnnten.

11
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1.6 Zielsetzung

Nach der primaren Versorgung einer Myelomeningozele (MMC) kann es im weiteren
klinischen Verlauf des Patienten zu der Entwicklung eines Tethered Cord Syndroms (TCS)
kommen. Letzteres entsteht durch sekundéres Verkleben von Rickenmarkstrukturen im
Bereich des vormals vorhandenen und in der initialen Operation chirurgisch rekonstruierten
dysraphischen Defekts (d.h. im Bereich der Plakode im rekonstruierten Spinalkanal). Wie in
der Einleitung erortert, geht man nach aktueller Studienlage davon aus, dass u.a. die Dehnung
und Zugspannung des pathologisch fixierten Rickenmarks wahrend des Korperwachstums
bzw. des Wachstums des Spinalkanals, zu einer hypoxisch-ischdmischen Stoffwechsellage
fiihren kénnen. Infolgedessen kann es potenziell zu einer sukzessiven Schadigung der nervalen
Strukturen mit klinischer Manifestation eines TCS kommen.
Aufgrund unserer Vorarbeiten zu den zelluldren Schadigungsmechanismen in humanem
Plakodengewebe, durch die die Beteiligung bestimmter Botenstoffe nachgewiesen werden
konnte und den bislang fehlenden Daten zu den Abléufen auf zellularer Ebene, lag der Fokus
dieser Dissertation auf der Erforschung von Mediatoren und zellularen Mechanismen im
Bereich des Tetherings.
Daher sollte/sollten

1. die Klinischen Daten der untersuchten Patienten bezuglich sensomotorischer

Funktionen, vegetativer Funktionen, Fehlstellungen der unteren Extremitéten erhoben

werden.

2. das wahrend des Untetherings entnommene Gewebe durch immunhistochemische

Féarbungen mit strukturellen Antikdrpern charakterisiert werden.

3. durch qualitative und semiquantitative immunhistochemische Analysen sowie PCR
untersucht werden, ob und in welchem MaR ausgewéhlte proinflammatorische Zytokine
(IL-1b, TNF-a) und die durch Hypoxie induzierbaren Faktoren HIF-1a und HIF-2a im
Bereich des Tetherings nachweisbar sind.

4. mit Doppelimmunfluoreszenzfarbungen die Zelltypen identifiziert werden, die die zu
untersuchenden proinflammatorischen und neuroprotektiven Zytokine sowie die

Faktoren HIF-1a und HIF-2a exprimieren (Erstellen zellularer Expressionsprofile).

5. zusétzlich durch immunhistochemische Féarbungen untersucht werden, ob bestimmte

Antikorper nachweisbar sind (z.B. Caspase und cleaved PARP), die am programmierten

12
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Zelltod (Apoptose) beteiligt sind. Mittels gesonderter Methoden sollte die Darstellung
der Zellkerne apoptotischer Zellen erfolgen (TUNEL-Methode).

Diese Untersuchungen sollten zu einem besseren Verstandnis der VVorgange auf zellularer und
molekularer Ebene beim sekundéren Tethering nach operativer Versorgung einer MMC
beitragen und potentiell neue Ansatzpunkte fir die Entwicklung innovativer Therapieoptionen,

die das chirurgische Outcome optimieren kdnnten, herausarbeiten.

Ischamie? 3 248 \
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Induktion von Hypoxia inducible factors?
HIF1a, HIF2a

Sekundéare *europrotektive Faktoren?
Schadenskaskaden? (Epo, EpoR)
(IL-1b, TNFa)

Abbildung 2

Schematische Darstellung der Fragestellung.
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2 Material und Methoden

Es wurden zundchst 12 Gewebebldcke, die Myelomeningozelenpatienten bei der operativen
Versorgung eines sekundaren Tethered Cord Syndroms entnommen wurden, aus dem
neuropathologischen Repertoire der hiesigen Neurochirurgie von 2003 bis 2014 herausgefiltert,
in denen sicher neurales Gewebe nachweisbar war.

Eine derartige VVorselektion war notwendig, da das Operationsregime in der neurochirurgischen
Klinik des UKSH, Campus Kiel, beim Untethering vorsieht, méglichst viel Nervengewebe zu
erhalten. Von den ausgewihlten Fillen wurden 6 um dicke Serienschnitte angefertigt, die dann
zunéchst mit etablierten strukturellen Markerantikorpern (Glial fibrillary acidic protein =
GFAP, Synaptophysin = SYN, Vimentin = VIM, , Neurofilament 200kD= NF 200kD, Neuronal
nuclei = NeuN, 27,3"-cyclic nucleotide 3 -phosphodiesterase = CNPase, Cluster of
differentiation 11b = CD11b, Cluster of differentiation = CD68) immunhistochemisch gefarbt
und anschlieend qualitativ sowie semiquantitativ ausgewertet wurden. Parallel wurden
relevante klinische Daten erhoben und die individuellen klinischen Verldufe herausgearbeitet.
Des Weiteren wurden die angefertigten Magnetresonanztomogramme ausgewertet und in der
Zusammenschau mit der klinischen Symptomatik und den Ergebnissen der
immunhistochemischen Farbungen bewertet. Die immunhistochemischen Férbungen beziglich
der Zytokine Interleukin-1-beta, Tumornekrose-Faktor alpha und Erythropoetin sowie deren
entsprechende Rezeptoren wurden fiir weitere qualitative und semiquantitative
(densitometrische) Analysen etabliert. Weiterhin wurde die Immunreaktivitdt von Hypoxia-
inducible factor 1/2-alpha im Zusammenhang mit der Erythropoetin-Expression untersucht. Je
nach Befund wurden die Expressionsmuster der Zytokine durch entsprechende
Mehrfachimmunfluoreszenzmarkierungen spezifischen Zelltypen zugeordnet. Zusatzlich zu
den immunhistochemischen Féarbungen wurden molekularbiologische Analysen in Form von
Polymerasekettenreaktionen durchgefthrt, deren Ergebnisse abschlieend mit den Ergebnissen
der Féarbungen korreliert wurden.

2.1 Entparaffinierung

Da es sich beim Tethered Cord Gewebe um humanes Gewebe handelt, das zur Haltbarmachung
und spateren Bearbeitung in Paraffin eingebettet wurde, mussten die Schnitte vor den

Farbungen entparaffiniert werden.
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2.1.1 Ablauf der Entparaffinierung

Zunachst wurden die Paraffinschnitte in Xylol gewaschen (zweimal, je 5 Min). Anschliel3end
wurden die Schnitte mit einer absteigenden Ethylalkoholreihe behandelt (zweimal 100 %,
zweimal 96 %, je 2 Min). Danach wurden die Schnitte fir 10 Minuten in eine Methanol-H202
(30 %)-Mischung eingelegt. Es folgte die Fortsetzung der absteigenden Ethylalkoholreihe
(zweimal 96 %, zweimal 70 %, je 2 Min). Nach zweimaligem Waschen in Aqua dest. (je 2 Min)
wurden die Schnitte in einen mit Citratpuffer geftllten Schnellkochtopf (Elo 99389 Praktika,
Spabriicken, Deutschland) (Dampfstufe 2) gelegt und bei héchster Hitze fiir zwei Minuten
gekocht. AbschlieRend wurden die Schnitte umgehend in eine mit Aqua dest. gefullte Klvette

umgebettet und fiir 20 Minuten stehen gelassen.

Tabelle 1

Bei der Entparaffinierung verwendete Pufferldsung

Pufferldosung: Citratpuffer (pH 6,0)

9 ml Stamml6sung A (Merck, Darmstadt, Deutschland):

0,1 M Zitronenséure (= 21,01 g C6H807xH20 in 1000 ml Aqua dest.)
41 ml Stammlésung B (Merck, Darmstadt, Deutschland):

0,1 M Natriumcitrat (= 29,41 g C6H507Na3x2H20 in 1000 ml Aqua
dest.)

geldst in 450 ml Aqua dest.

2.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Zur ldentifizierung der neuronalen Anteile der Plakoden und zur Erstellung der Gewebeatlanten
zur spateren genaueren Charakterisierung des Tethered Cord-Gewebes durch die
immunhistochemischen Farbungen wurden alle Schnitte mit H&matoxylin und Eosin,
modifiziert nach McManus et al., gefarbt (38). Zusatzlich wurden gesunde

Rickenmarkpréaparate und entzlindete Hirnschnitte nach demselben Protokoll geférbt.

2.2.1 Ablauf der Himatoxylin-Eosin-Féarbung

Nach der Entparaffinierung (siehe Abschnitt 2.1) wurden die Schnitte zundchst bei
Raumtemperatur (RT) mit frischem depolymerisiertem Paraformaldehyd (4 %) in
phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) fixiert (30 Min). Nach dem Waschen mit PBS

(zweimal, je 10 Min) erfolgte die Kernfarbung in Hamatoxylin (5 Min) und ein kurzes
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Eintauchen in ein Alkohol-Essigsauregemisch. Dann wurden die Schnitte unter flieRendem
Leitungswasser geblaut (5 Min). Die Gegenfarbung wurde mit Eosin (0,1 %) gel6st in Aqua
dest. vorgenommen (1 Min). Das tiberschissige Eosin wurde mittels Aqua dest. (zweimal, je 2
Min) entfernt. AnschlieBend folgte die Dehydratation mit einer aufsteigenden
Ethylalkoholreihe (zweimal 96 %, zweimal 100 %, je 2 Min). Zuletzt wurden die Schnitte in
Xylol gewaschen (zweimal, je 5 Min), eingebettet (Eukitt ®, Merck) und mit den passenden
Deckgléschen versehen.

Tabelle 2

Bei der Hamatoxylin-Eosin-Farbung verwendete Puffer und Farbeldsungen

Fixierlosung: Paraformaldehyd (4 %) (Merck, Darmstadt, Deutschland) in PBS

Féarbelosungen: Hé&matoxylin (Merck, Darmstadt, Deutschland):

1 g Hamatoxylin

50 g Aluminiumkaliumsulfat-Dodecyhydrat reinst
0,2 g Kaliumjodat

in 1000 ml Aqua dest. I6sen

5 ml 25 %-ige Salzséure

Eosin (Merck, Darmstadt, Deutschland):

1 g Eosin

in 1000 ml Aqua dest. I6sen

Pufferlosung: PBS (pH 7,4) (Merck, Darmstadt, Deutschland):

137 mM NaCl

2,7 mM KCI

4,3 mM Na2HPO4 (Dinatriumhydrogenphosphat) x 7H20
1,4 KH2PO4 (Kaliumdihydrogenphosphat)

geldst in Aqua dest.

2.3 Gewebeatlanten

Zur Differenzierung der unterschiedlichen Gewebetypen und zur Reproduzierbarkeit der
Féarbeergebnisse wurden die histologischen Schnitte, die mit H&amatoxylin-Eosin gefarbt
worden waren, abgezeichnet, die verschiedenen Gewebetypen gekennzeichnet und besonders

die neuronalen Bereiche hervorgehoben.
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2.4 Immunhistochemie

Zum Nachweis der verschiedenen Gewebetypen innerhalb der Tethered Cord-Gewebe wurden
immunhistochemische Farbungen mit kommerziell erhéltlichen Antikorpern durchgefihrt. Bei
der Verwendung von Antikorpern einer bestimmten Spezies kann es zu mehr oder weniger stark
ausgepragten Kreuzreaktionen mit Serumproteinen anderer Spezies kommen. Daher wird eine
Préadsorption der Antikdrper gegen bestimmte Serumproteine anderer Spezies vorgenommen,
um die méglichen Kreuzreaktionen zu minimieren. Im Rahmen der Préadsorption gegen nahe
verwandte Spezies kann die Epitoperkennung der Antikérper zum Teil stark reduziert sein.
Daher wurden zundchst Kontrollfarbungen durchgefuhrt, um die Antikorper zu Gberprifen. Fir
die Charakterisierung der histologischen Schnitte und zur Uberpriifung der Zytokinexpression
wurden Immunféarbungen nach der Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex-Methode durchgefiihrt
(39). Um die zelluldre Lokalisation der Zytokine darzustellen, schlossen sich daran Doppel-
und Tripleimmunfluoreszenzfarbungen an. Als Zellmarker wurden bei den Farbungen
monoklonale und polyklonale Antikdrper gegen spezifische Zellstrukturproteine (siehe Tabelle

4 und 5) verwendet.

2.4.1 Ablauf der Avidin-Biotin-Peroxidase (DAB)-Farbung

Zunachst wurden die Schnitte entparaffiniert (siehe Abschnitt 2.1) und mit frischem
depolymerisiertem Paraformaldehyd (4 %) fir 30 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Darauf
folgte zweimaliges Waschen in phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) (je 1 Min) und der
Transfer in eine mit TritonX-100 (0,3 %)- H202 (3 %)-Mischung gefullte Kivette mit 30-
minatiger Inkubation. AnschlieBend wurden die Schnitte erneut in PBS gewaschen (zweimal,
je 10 Min). Danach wurden die Schnitte mit 10 %-igem Serum (je nach Ursprungstier der
sekundaren Antikorper) benetzt, wobei durch 60-minitige Inkubation bei Raumtemperatur die
unspezifischen Bindungen blockiert wurden. Ohne erneutes Waschen wurden die Schnitte mit
dem priméren Antikorper, der in TritonX-100 (0,3 %) und 2 %-igem Blockierungsserum
verdunnt wurde, bei 4°C flr 24 Stunden inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Schnitte
zundachst in PBS gewaschen (zweimal, je 10 Min) und dann mit dem sekundaren biotinylierten
Antikdrper (verdunnt 1:200 in PBS und 1,5 %-igem Blockierungsserum) fur 60 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der 60 Minuten erfolgte das zweimalige Waschen in
PBS (je 10 Min) und die Inkubation mit dem Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (Vectorstain-
Elite-ABC-Kit) fir 60 Minuten bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden die Schnitte
zweimalig in PBS gewaschen (je 10 Min) und mit der Diaminobenzidin-Férbeldsung versehen
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(40). Die DAB-Farbereaktion wurde nach 4 Minuten mit Leitungswasser gestoppt. Die
Gegenfarbung erfolgte mit Mayers Hamalaun fiir 30-60 Sekunden. Um das Hamalaun von den
Schnitten zu entfernen, wurden diese fur 10 Minuten unter flieBendes Leitungswasser gestellt.
Weiterhin wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Ethylalkoholreihe dehydriert (70 %, 80
%, 95 %, 100 %, je 1 Min) und in Xylol gewaschen (dreimal, je 10 Min). AbschlieBend wurden
die Schnitte mit einem Eindeckmedium (Roti®-Mount) und den passenden Deckglaschen

versehen.

2.4.2 Ablauf der Doppelimmunfluoreszenzfarbung

Zunachst erfolgte die Entparaffinierung der Schnitte (siehe 2.1.1). Anschliefend wurden die
Schnitte in einer Aceton-Methanol (1:1-Mischung, -20°C) fur 10 Minuten bei Raumtemperatur
fixiert und dreimalig in Tris-gepufferter Kochsalzlésung mit Tween 20 (TBST) gewaschen (je
10 Min). Als néchstes wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Ethylalkoholreihe (20 %, 70
%, je 2 Min) dehydriert. Die Kontrastfarbung wurde mit Sudanschwarz (1 % in 70 %-igem
Ethanol) fur 10 Minuten vorgenommen. Darauf folgte die Rehydrierung durch das Schwenken
in 70 %-igem Ethanol und die Einlage in 20 %-igem Ethanol fir 2 Minuten. Danach wurden
die Schnitte in TBST gewaschen (dreimal, je 10 Min). Die Blockierung erfolgte fiir 60-80
Minuten bei Raumtemperatur durch 0,1 % BSA-0,2 % Glycin verdunnt in TBS. Im Anschluss
daran wurde der in TBST verdiinnte primére Primarantikorper auf die Schnitte getropft und
diese fur 24 Stunden bei 4°C inkubiert. Danach erfolgten s&mtliche Arbeitsschritte im
abgedunkelten Labor. Am zweiten Tag wurden die Schnitte zunédchst dreimal in TBST
gewaschen (je 10 Min) und dann mit dem fluoreszierenden sekunddren Primdrantikorper
verdunnt in TBST fir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen in
TBST (je 10 Min) wurde der in TBST verdlnnte, primare Sekundérantikorper aufgetropft und
die Schnitte bei 4°C fur 24 Stunden inkubiert. Der dritte Tag begann mit dem Waschen der
Schnitte in TBST (dreimal, je 10 Min) und dem Markieren ebenjener mit dem in TBST
verdunnten, fluoreszierenden sekundéaren Sekundérantikérper und der Inkubation fir eine
Stunde bei 37°C. Anschliefend wurden die Schnitte erst in TBST (einmal 10 Min) und dann in
TBS gewaschen (zweimal, je 10 Min). Die Kernfarbung erfolgte mit DAPI verdinnt in TBS
(1:30000) fur 30 Minuten bei Raumtemperatur. Die abschlielende Waschung wurde mit TBS
durchgefiihrt (dreimal, je 10 Min). Vor dem Einbetten in das entsprechende Medium
(Immomount) und der Abdeckung mit den passenden Deckglaschen wurden die Schnitte in

Aqgua dest. geschwenkt.
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2.4.3 Ablauf der Tripleimmunfluoreszenzfarbung

Zuerst erfolgte die Entparaffinierung der Schnitte (siehe 2.1.1). Anschliefend wurden die
Schnitte in einer Aceton-Methanol (1:1-Mischung; -20°C) fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur
fixiert und dreimalig in Tris-gepufferter Kochsalzldsung mit Tween 20 (TBST) gewaschen (je
10 Min). Als néchstes wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Ethylalkoholreihe (20 %, 70
%, je 2 Min) dehydriert. Die Kontrastfarbung wurde mit Sudanschwarz (1 % in 70 %-igem
Ethanol) fur 10 Minuten vorgenommen. Darauf folgte die Rehydrierung durch das Schwenken
in 70 %-igem Ethanol und die Einlage in 20 %-igem Ethanol fir 2 Minuten. Danach wurden
die Schnitte in TBST gewaschen (dreimal, je 10 Min). Die Blockierung erfolgte fur 60-80
Minuten bei Raumtemperatur durch 0,1 % BSA-0,2 % Glycin verdunnt in TBS. Im Anschluss
daran wurden der in TBST verdinnte primdre Primérantikbrper und der primare
Sekundarantikorper auf die Schnitte getropft und diese fiir 24 Stunden bei 4°C inkubiert.
Danach erfolgten sémtliche Arbeitsschritte im abgedunkelten Labor. Am zweiten Tag wurden
die Schnitte zuerst dreimal in TBST gewaschen (je 10 Min) und dann mit dem fluoreszierenden
sekundaren Priméarantikdrper und sekundaren Sekundarantikorper verdinnt in TBST fir eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen in TBST (je 10 Min) wurde
das entsprechende Fab-Fragment in TBST verdiinnt aufgetragen und bei Raumtemperatur fir
eine Stunde belassen. Danach wurden die Schnitte erneut in TBST gewaschen (dreimal, je 10
Min). AnschlieBend wurde der in TBST verdunnte, primére Tertidrantikorper aufgetropft und
die Schnitte bei 4°C fiur 24 Stunden inkubiert. Der dritte Tag begann mit dem Waschen der
Schnitte in TBST (dreimal, je 10 Min) und dem Markieren ebenjener mit dem in TBST
verdlnnten, fluoreszierenden sekundaren Tertidrantikorper und der Inkubation fur eine Stunde
bei 37°C. AnschlieBend wurden die Schnitte erst in TBST (einmal 10 Min) und dann in TBS
gewaschen (zweimal, je 10 Min). Die Kernfarbung erfolgte mit DAPI verdunnt in TBS
(1:30000) fur 30 Minuten bei Raumtemperatur. Die abschlieRende Waschung wurde mit TBS
durchgefuhrt (dreimal, je 10 Min). Vor dem Einbetten in das entsprechende Medium
(Immomount) und der Abdeckung mit den passenden Deckglaschen wurden die Schnitte in

Aqua dest. geschwenkt.
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Tabelle 3

Bei den immunhistochemischen Farbungen verwendete Puffer und Reagenzien

Pufferlésungen:

PBS (pH 7,4) (Merck, Darmstadt, Deutschland):
137 mM NaCl
2,7 mM KCI

4,3mM Na2HPO4 (Dinatriumhydrogenphosphat) x 7H20 1,4
KH2PO4 (Kaliumdihydrogenphosphat)

geldst in Aqua dest.

TBS (Tris-Buffered-Saline) (= Tris-gepufferte Kochsalzlésung; TRIS=
Tris-hydroxymethyl-aminomethan C4H11NO3) (pH 7,4)

geldst in Aqua dest.

Reagenzien:

Histofine® Simple Stain MAX PO (MULT]I) (Nichirei Biosciences,
Tokyo, Japan)

AEC Substrate-Chromogen (3-Amino-9-Ethylcarbazol) (Dako,
Hamburg, Deutschland):

1 AEC Tablette gel6st in 2,5 ml Dimethylforinamid und 47,5 ml
Acetatpuffer; zur Anwendung 2 ml Farblésung mit 1ul 30 %-igem
H202 aktivieren

Farbelosung Hamalaun (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Einbettungsmedium Aquatex® (Merck, Darmstadt, Deutschland )
Paraformaldehyd (4 %) (Merck, Darmstadt, Deutschland )
Wasserstoffperoxid (Merck, Darmstadt, Deutschland)
TritonX-100 (Merck, Darmstadt, Deutschland )

ABC-Komplex: Vectastain-Elite-ABC-Kit (Vector, Burlingame, CA,
USA)

Diaminobenzidin (Merck, Darmstadt, Deutschland )
Einbettungsmedium Roti®-Mount (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Aceton-Methanol-Gemisch (1:1, -20°C) (Roth, Karlsruhe,
Deutschland)

Farbelosung Sudanschwarz (Merck, Darmstadt, Deutschland )

0,1 % BSA, 0,2 % Glycin gelost in TBS (Merck, Darmstadt,
Deutschland)

Féarbelosung DAPI (47, 6-Diamidin-2-phenylindol) (Merck, Darmstadt,
Deutschland)

Einbettungsmedium Immomount (Thermo Scientific, Braunschweig,
Deutschland)
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Tabelle 4

Monoklonale Antikdrper

Antikorper Spezifitat Verdlinnung | Quelle

CD3 Intrazytoplasmatischer Anteil | 1:300 NeoMarkers,

Rabbit 1gG CD3in T-Zellen Fremont, USA

CD11b Mikroglia, Makrophagen 1:50 Santa Cruz

Mouse 19G Biotechnology,
Heidelberg,
Deutschland

CNPase 2",3"-cyclic nucleotide 3’- 1:1000 Abcam, Cambridge,

Mouse 19G phoshpodiesterase; GroRbritannien

Oligodendrozyten

GFAP Astrozyten (Glial Fibrillary 1:200 Dako, Hamburg,

Rabbit Anti-Cow | Acidic Protein) Deutschland

NeuN Neuronen (Neuronal Nuclei) 1:500 Merck, Darmstadt,

Mouse IgG Deutschland

NF 200 kD Neurofilament 1:10000 Chemicon

Mouse IgG International,
Hofheim am Taunus,
Deutschland

cPARP Cleaved poly-ADP-ribose 1:200 Cell Signaling

polymerase Technology, Danvers,

MA, USA

SYN Neuroendokrine Zellen 1:100 Thermo Scientific,

Rabbit 1gG (Synaptophysin) Braunschweig,
Deutschland

TNFa Tumornekrosefaktor alpha 1:100 Santa Cruz

Goat 1gG Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA

TNFR Tumornekrosefaktor-Rezeptor | 1:100 Santa Cruz

Goat IgG Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA
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VIM Mesenchymale Zellen 1:200 DakoCytomation,
Mouse 1gG (Vimentin, Hamburg,
Intermedidrfilament) Deutschland
Tabelle 5
Polyklonale AntikOrper

Antikorper Spezifitat Verdunnung | Quelle

CD68 (ED1) Makrophagen, Monozyten 1:100 Santa Cruz

Rabbit 19G Biotechnology,
Heidelberg,
Deutschland

Epo Erythropoetin in humanem 1:100 Santa Cruz

Goat IgG Gewebe Biotechnology,
Heidelberg,
Deutschland

EpoR Erythropoetin-Rezeptor in 1:500 Santa Cruz

Rabbit 1gG humanem Gewebe Bioctechnology,
Heidelberg,
Deutschland

GFAP Astrozyten (Glial Fibrillary 1:1000 Santa Cruz

Rabbit IgG Acidic Protein) Biotechnology,
Heidelberg,
Deutschland

HIF-1 alpha Hypoxia-inducible-factor 1 1:100 Novusbio, Littleton,

Rabbit 19G alpha USA

HIF-2 alpha Hypoxia-inducible-factor 2 1:100 Novusbio, Littleton,

Rabbit 1gG alpha USA

IL-11 Interleukin-11 1:100 Endogen, Rockford,

Rabbit 1gG IL, USA

IL-1RI Interleukin-1-Rezeptor-I 1:500 Santa Cruz

Rabbit IgG Biotechnology,
Heidelberg,

Deutschland
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2.4.4 TUNEL-Farbung und Auswertung

Die TUNEL (terminal desoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling)-
Farbung wurde genutzt, um DNA-Fragmentierung in apoptotischen Zellen sichtbar zu machen.
Die Schnitte wurden zun&chst entparaffiniert und rehydriert. Anschliefend wurden sie in
Zitratpuffer gekocht und in ein Gemisch aus TritonX-100 und Wasserstoffperoxid eingelegt.
Nicht-spezifische Farbungen wurden durch die Inkubation der Schnitte mit einer Mischung aus
3%-igem Rinderserumalbumin sowie TRIS-gepufferter Kochsalzlésung flr eine Stunde bei
Raumtemperatur reduziert. Im Anschluss daran wurde die TUNEL-LGsung appliziert und die
Schnitte wurden fir eine weitere Stunde bei 37°C inkubiert. Nach dem Waschen der Schnitte
wurde Konverter-Peroxidase aufgebracht, woraufhin es zu einer weiteren Inkubation der
Schnitte fir 30 Minuten bei 37°C kam. Die Visualisierung des Vorgangs wurde durch die
Zugabe von DAB-Substrat realisiert. Zuletzt wurden die Schnitte in ein entsprechendes
Medium eingebettet. Negativkontrollen erfolgten durch die fehlende Zugabe der TUNEL-
Losung, was keine spezifische Farbung zur Folge hatte. Die Auswertung wurde durch zwei
Personen mit Hilfe eines Lichtmikroskops (Axiovert 200, Zeiss) vorgenommen, wobei die
Anzahl der vorhandenen apoptotischen Zelltode durch das Auszahlen von positiven Zellen in
bestimmten Arealen auf den Schnitten (5x5 mm) erfolgte.

Tabelle 6

Bei der TUNEL-Farbung verwendete Puffer und Reagenzien

Pufferlésungen: Citratpuffer (pH 6,0)
9 ml Stammlésung A (Merck, Darmstadt, Deutschland):

0,1 M Zitronensdure (= 21,01 g C6H807xH20 in 1000 ml Aqua
dest.)

41 ml Stammlésung B (Merck, Darmstadt, Deutschland):

0,1 M Natriumcitrat (= 29,41 g C6H507Na3x2H20 in 1000 ml
Agua dest.)

geldst in 450 ml Aqua dest.

TBS (Tris-Buffered-Saline) (= Tris-gepufferte Kochsalzldsung;
TRIS= Tris-hydroxymethyl-aminomethan C4H11NO3) (pH 7,4)

geldst in Aqua dest.
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Reagenzien: Wasserstoffperoxid (Merck, Darmstadt, Deutschland)

TritonX-100 (Merck, Darmstadt, Deutschland )

TUNEL-LOsung (terminal desoxynucleotidyl transferase-mediated
dUTP-biotin nick end labeling) (Roche Applied Science, Penzberg,
Deutschland)

Diaminobenzidin (Sigma, Taufkirchen, Deutschland )
Einbettungsmedium Roti®-Mount (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

2.4.5 Spezifitat der verwendeten Antikorper

GFAP ist ein Protein, das im ZNS als Hauptbestandteil der zytoplasmatischen
Intermediarfilamente von Gliazellen, insbesondere Astrozyten, vorkommt (41). Daher kann
GFAP als Marker fiir Astrozyten verwendet werden. Zusétzlich kommt GFAP in Stammzellen
und Ependymzellen im ZNS und in einigen Zelltypen auf3erhalb des ZNS vor (z.B. Schwann-
Zellen im peripheren Nervensystem). Normalerweise wird GFAP als Biomarker in der
Hirntumor-Diagnostik verwendet, um gliale Tumore zu identifizieren (z.B. Glioblastom,
Astrozytom) (42, 43). Ferner kann einer verringerten GFAP-Konzentration eine akute Infektion
des Nervensystems oder eine neurodegenerative Erkrankung zugrunde liegen.

Vimentin ist ein Protein, das wie GFAP zu den Intermediarfilamenten gehdrt. Es kommt in
verschiedenen mesenchymalen Zellen (Fibroblasten, Endothelzellen, Makrophagen,
Lymphozyten, etc.) vor, aber auch in anderen Zelltypen, wie beispielsweise Epithelzellen (44).
Neben seiner physiologischen Funktion als Bestandteil des Zytoskeletts spielt Vimentin eine
Rolle in entdifferenzierten Karzinomen. Hier zeigt sich meistens eine Koexpression mit
Zytokeratinen (z.B. Nierenzellkarzinom). Des Weiteren wurde von vielen Autoren die
Koexpression von Vimentin und GFAP in Gliomen beschrieben (45-47).

Bei Synaptophysin handelt es sich um ein integrales Membranprotein, das vor allem in
prasynaptischen Vesikeln im ZNS und in der Netzhaut, aber auch in Vesikeln im
Nebennierenmark und an den motorischen Endplatten vorkommt (48). In der Klinik wird
Synaptophysin als Tumormarker fur neuroendokrine Tumore verwendet (z.B.
Medulloblastom). Des Weiteren dient dieses Protein in der Pathologie dazu, Zellen zu
identifizieren, die an der synaptischen Signalweiterleitung beteiligt sind (49, 50).

NeuN ist ein neuronenspezifisches Kernprotein, das in nahezu allen neuronalen Zelltypen im

Nervensystem exprimiert wird, also auch in Purkinje-Zellen des Kleinhirns, olfaktorischen
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Zellen und Retinazellen. Es eignet sich sowohl fiir die immunhistochemische Charakterisierung
von embryonalem als auch adultem Gewebe, da NeuN bereits auftritt, wenn die neuronalen
Zellen gebildet und ihrer terminalen Bestimmung zugefiihrt werden. NeuN wurde auerdem in
embryonalen Tumorzellen gefunden (51).

Neurofilamente gehdren zu den Intermediarfilamenten und bilden zusammen mit den
Aktinfilamenten und den Mikrotubuli das Zytoskelett von Nervenzellen (52). Sie sind somit
mafRgeblich an dem strukturellen Aufbau der Nervenzellen beteiligt. Die Neurofilamente
werden je nach ihrem Molekulargewicht in drei Gruppen unterteilt (light=NF-L, medium=NF-
M, heavy=NF-H), wobei das in dieser Arbeit verwendete Neurofilament mit 200 kD zu den
NF-H gehort.

CNPase ist ein Enzym, das vorrangig im Myelin von Oligodendrozyten im ZNS und zu einem
wesentlich geringeren Anteil in Schwannzellen im peripheren Nervensystem nachgewiesen
wurde (40). Daher eignet sich der Markerantikbrper CNPase zur Darstellung von
Oligodendrozyten.

CD11b und CD68 sind Proteinkomplexe aus der Gruppe der Cluster-of-differentiation-
Komplexe, die in Mikroglia (Monozyten, Granulozyten, NK-Zellen) nachweisbar und an
phagozytotischen und apoptotischen Prozessen beteiligt sind (53, 54).

Bei CD3 handelt es sich ebenfalls um einen Proteinkomplex aus der Gruppe der Cluster-of-
differentiation-Komplexe, der zusammen mit dem T-Zell-Rezeptor (T-cell-receptor=TCR)
einen Komplex bildet, der T-Zellen aktiviert, die an der inflammatorischen Reaktion beteiligt
sind (55).

Cleaved PARP (Poly(ADP-ribose)-Polymerase) ist ein Enzym, das an der DNA-Reparatur
beteiligt ist. Der PARP-Gehalt einer Zelle kann laut der aktuellen Studienlage mit dem
Zelluntergang korreliert werden. PARP ist entscheidend an der Modulierung der zellul&ren
Antwort auf Stress beteiligt. Unter mildem und moderatem Stress wird Einfluss auf die
Transkription und infolgedessen auf proinflammatorische Vorgange genommen. Sollte die
Zelle schwerem Stress nach akutem neuronalem Trauma unterliegen, kommt es zu einer
Uberaktivierung von PARP, was wiederum den neuronalen nekrotischen und apoptotischen
Zelltod zur Folge hat (56-58).
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Tabelle 7

Immunglobuline, sekundare Antikorper, Seren, Fab-Fragmente

Immunglobuline

Hasenimmunglobulin-G 1gG (abcam, Cambridge, UK)

Sekundére
Antikorper

Antiserum des Pferdes gegen biotinyliertes Maus-1gG (Vector,
Burlingame, CA, USA)

Verdlnnung 1:200

Antiserum des Hasen gegen biotinyliertes Ziegen-1gG (Vector,
Burlingame, CA, USA)

Verdlnnung 1:200

Antiserum der Ziege gegen biotinyliertes Hasen-1gG (Vector,
Burlingame, CA, USA)

Verdlnnung 1:200

Antiserum des Affen gegen Hasen-1gG (Invitrogen, Darmstadt,
Deutschland)

Verdlnnung 1:200, Alexa Fluor 555

Antiserum des Affen gegen Ziegen-1gG (Invitrogen,
Darmstadt, Deutschland)

Verdlnnung 1:200, Alexa Fluor 555

Antiserum des Affen gegen Maus-1gG (Invitrogen, Darmstadt,
Deutschland)

Verdlnnung 1:200, Alexa Fluor 488

Antiserum des Affen gegen Hasen-1gG (Invitrogen, Darmstadt,
Deutschland)

Verdlnnung 1:200, Alexa Fluor 488

Seren

Normales Ziegenserum (Jackson Immuno Research,
Newmarket, UK)

Normales Pferdeserum (Jackson Immuno Research,
Newmarket, UK)

Normales Hasenserum (Jackson Immuno Research,
Newmarket, UK)

Fab-Fragmente

Affini Pure Fab Fragment des Affen gegen Hasen-1gG (Jackson
Immuno Research, Newmarket, UK)

Affini Pure Fab Fragment des Affen gegen Maus-1gG (Jackson
Immuno Research, Newmarket, UK)
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2.5 Mikroskopie und qualitative Auswertung

Die Schnitte wurden unter einem Lichtmikroskop (Axiovert 200, Zeiss) und einem
Fluoreszenzmikroskop mit ApoTome (Observer.Z1, Zeiss; ApoTome.2, Power Supply, Zeiss;
Ebq 100 Isolated, Kibler) beurteilt und mit den Programmen AxioVision Rel.4.8 und ZEN pro
2012 fotografisch festgehalten (AxioCam MRC5 und MRm, Zeiss). Die qualitativen
Auswertungen erfolgten anhand der Fotos (Formate tif, ziv).

Die Beurteilung, ob eine Farbung der Bereiche vorlag, bezog sich dabei grundsatzlich nur auf
die Areale der Schnitte, die zuvor durch eingehende Beurteilung der Hamatoxylin-Eosin-

Farbungen als Ruckenmarkgewebe identifiziert werden konnten.

2.6 Densitometrie

Mit Hilfe der densitometrischen Messungen wurden die Schnitte semiquantitativ beurteilt.
Hierbei wird die Farbdichte der Fotos (Formate tif, ziv), die von den Schnitten angefertigt
wurden, mit einem speziellen Computerprogramm (ImageJ) gemessen und in Form eines
Diagramms mit den Expressionsstarken der jeweils untersuchten Zytokine korreliert. Auf diese
Weise kann man anhand der Diagramme das Expressionsniveau der verschiedenen Félle
untereinander und das der Kontrollschnitte von gesunden Riickenmarkpraparaten miteinander

vergleichen.

2.7 Molekularbiologische Analysen

Zur Gewinnung von RNA wurde aus formalinfixiertem und paraffineingebettetem Gewebe
RNA extrahiert und cDNA synthesiert. Diese wurde mittels Real-time Reverse Transkriptase-
Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR) auf das Vorliegen der inflammatorischen,

neuroprotektiven und ischdmischen Mediatoren in Tethered Cord-Geweben untersucht.

2.7.1 RNA-Isolation aus formalin-fixiertem paraffin-eingebettetem (FFPE-) Gewebe

Die IL-1b-, IL-1R1-, EPO- und EPO-R-mRNA-Mengen in den Plakoden (n = 6), in den adulten
Kontrollgeweben (n = 4) und den fetalen Kontrollgeweben (n = 4) wurden mittels Real-time
RT-PCR gemessen. Hierfir wurden TagMan Primer-Sonden verwendet. Die RNA der
einzelnen Proben wurde aus jeweils zehn 5 um dicken Paraffinschnitten mit Hilfe des High
Pure FFPET RNA Isolations-Kits isoliert. Die Plakoden und das Ruckenmarkgewebe der
Kontrollen wurden von den Schnitten geschabt. Zu dem préparierten Gewebe wurden 800 ul

Xylene und 400 pl Ethanol hinzugefiigt. Nach kurzem Vortexen und Spinintervallen wurde der
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Uberstand abgelassen und 1 ml Ethanol hinzugefiigt. AnschlieRend wurde nach erneuten kurzen
Vortexintervallen der Uberstand entfernt. Die so erhaltenen Gewebepellets wurden bei 55°C
getrocknet (10 Min). Vor einer 30-mindtigen Inkubation bei 85°C und 600 Umdrehungen pro
Minute wurden 100 pul RNA Lysis Buffer, 16 pul SDS and 40 pl Proteinase K hinzugegeben.
Danach wurden die Proben auf unter 55°C heruntergekiihlt und mit 80 pl Proteinase K
vermischt und fiir 30 Minuten bei 55°C inkubiert. Im Anschluss daran wurden 325 pul RNA
Binding Buffer und 325 pl reines Ethanol hinzugefiigt. Nachdem das Lysat auf einem Filterrohr
platziert wurde, wurden die Proben zentrifugiert (30 Sek 6000 rpm und 2 Min 16000 rpm) und
anschliefend mit 100 pul DNAse Working Solution vermischt. Die Inkubation auf dem
Filterpapier erfolgte bei Raumtemperatur fir 15 Minuten. Nach zweimaligem Waschen und
Zentrifugation bei 6000 rpm (zweimal 20 Sek) und bei 16000 rpm (2 Min) wurde die RNA mit
20 pul RNA Elution Buffer herausgeldst. Zuletzt wurde erneut bei 6000 rpm zentrifugiert (1
Min).

2.7.2 Photometrische RNA-Konzentrationsbestimmung und Qualitatsbeurteilung

Um &quivalente Mengen an RNA im Rahmen der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zu
verwenden, wurde der RNA-Gehalt der Proben gemessen.

Das Nanodrop 2000c Spectrophotometer® (Thermo Scientific, Wilmington, USA) wurde
benutzt, um die RNA in den Extraktionsproben zu messen und maogliche
Kontaminationsquellen zu identifizieren. Nach Eichen des Spektrometers mit 2 pl Aqua dest.

wurden 2 pl des Eluats zugegeben und gemessen.

2.7.3 DNA-Verdau und Herstellung von cDNA

In der Real-Time PCR wird nur c-(copy)DNA oder DNA detektiert. Daher musste die aus den
Paraffinschnitten gewonnene Gesamt-RNA durch Reverse Transkription in cDNA uberflhrt
werden. Dies erfolgte mittels RevertAidTM H Minus Reverse Transkriptase.

Vor der Herstellung der cDNA erfolgte ein DNA-Verdau zur Eliminierung genomischer DNA,
da diese sonst im Rahmen der PCR eine Fehlerquelle darstellen wiirde. Da beide Arbeitsschritte
im Gradienten-Cycler durchgefiihrt wurden und einander angeschlossen waren, werden sie im
Folgenden auch im direkten Ubergang abgehandelt.

— Reinigung der Gesamt-RNA von genomischer DNA:
Zur Herstellung identischer Konzentrationen aller Proben und Erreichen des fiir diesen

Arbeitsschritt geforderten Mengenverhaltnisses wurden Verdinnungen von 2 ug RNA ad 7 ul
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Aqua dest. angefertigt. Im Falle der mit High Pure FFPET RNA Isolation Kit gewonnenen
RNA musste das dafur einzusetzende RNA-Volumen (x) zunédchst aus den ermittelten
Konzentrationen der Proben (RNA) berechnet werden (2 ug/RNA [ug/ul] = x [ul]).

Der RNA-Probe wurde ein MasterMix beigefiigt, zusammengesetzt aus je 1 ul DNAse-Puffer
(10x) sowie 1 pul DNAse (1 u/ul). Darauthin erfolgte eine Inkubation von 15 Minuten bei 37°C
und im Anschluss die Zugabe von jeweils 1 pl EDTA (20 mM,), um den Verdauungsprozess
zu stoppen. Bei 65°C erfolgte eine weitere Inkubation fiir 10 Minuten.

— Herstellung von cDNA (reverse Transkription):

Den Proben wurden darauthin jeweils 2 pl Random Hexamer-Primer-Gemisch (Verdunnung
1:10) hinzugefiigt. Dieses Gemisch bestand aus willkirlich ausgewahlten kurzen
Oligonukleotidsequenzen, die tiber die gesamte Lange der RNA unspezifisch binden und somit
der Reversen Transkription als Startpunkt dienen. Es erfolgte eine Inkubation bei 70°C (5 Min,
Schmelzen der RNA-Sekundarstrukturen). Dann wurden die Proben auf Eis gekihlt (2 Min).
Nach kurzer Zentrifugation der Proben bei 10.000 rcf wurden jeweils 8 ul Mastermix
hinzugeflgt. Es folgten nacheinander Inkubationen bei 25°C (10 Min, Annealing), bei 42°C
(60 Min, Elongation) und bei 70°C (10 Min, Denaturierung der Reversen Transkriptase), um
die Reaktion zu beenden. Erneut wurden die Proben zum Abkuhlen auf Eis gelegt. Die Proben
wurden unverdiinnt weiterverwendet. Diese durch Reverse Transkription hergestellte cDNA

konnte nun im Weiteren als Template furr die PCR dienen.

Tabelle 8
Ansatz zur Herstellung von cDNA
Volumen Reagenz
4 ul Reaktionspuffer (5x)
2 ul dNTP- Mix (10 mM)
1ul ddH20
1wl Reverse Transskriptase
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2.7.4 Target Assay-Mix

Zur Vervielféltigung spezifischer c-DNA-Sequenzen im Rahmen der Real-Time Polymerase-
Kettenreaktion mittels TagMan-Methode kamen Target Assays zum Einsatz. Diese enthalten
spezifische Primer und Sonden.

Die Sequenzen der aus 15-30 Basen bestehenden Primer missen jeweils so gewahlt werden,
dass sie komplementar zu Zielsequenzen der zu vervielfachenden DNA sind.

Folgende Primer wurden verwendet (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA): Epo
(Hs01071097_m1), EpoR (Hs00959427 m1), GAPDH (Hs99999905 m1), IL-lbeta
(Hs01555410_m1) und IL-1R1 (Hs00991010_m1).

2.7.5 Qualitative Real-Time PCR (gPCR)

Nach Isolation der RNA aus dem Paraffinmaterial, photometrischer RNA-
Konzentrationsbestimmung und Qualitatsbeurteilung sowie dem genomischen DNA-Verdau
und der Reversen Transkription waren die Voraussetzungen zur Untersuchung der Proben
mittels quantitativer Real-Time PCR erfiillt. Die quantitative Real-Time PCR ist eine sensitive,
reproduzierbare und spezifische Methode, mit der die Expression eines Gens nachweisbar ist.
Im Unterschied zur konventionellen PCR ermoglicht die Real-Time-Methode eine
Quantifizierung der amplifizierten PCR-Produkte und ihre Visualisierung. Die Quantifizierung
und Visualisierung werden dabei mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen umgesetzt, die wahrend
eines PCR-Zyklus in Echtzeit erfasst werden. Da die Intensitat der Fluoreszenz proportional
zur Menge der PCR-Produkte zunimmt, lassen sich tber die Fluoreszenzzunahme direkte
Rickschlisse auf die Zunahme der PCR-Amplifikate ziehen. Zur Auswertung wird die
logarithmisch-lineare Phase des Fluoreszenz-Anstiegs verwendet. Hier werden optimale
Reaktionsbedingungen angenommen. So liefert jeder einzelne Zyklus bereits Informationen fir
die quantitative Auswertung. Die hier verwendete Methode basierte auf dem TagMan-Prinzip
und wurde mittels eines ,,Quantstudio® 5 Single Color Real-time PCR detection system”
(Applied Biosystems by ThermoFisher Scientific, USA), einer Kombination aus Thermocycler
und Fluoreszenzoptik, durchgefiihrt. Das System ermdglicht die Amplifikation und die
simultane Messung der Fluoreszenzzunahme und damit den Nachweis des PCR-Produktes. Die
Quantifizierung der PCR-Amplifikate wurde durch softwaregestiitze Berechnung des
Fluoreszenzschwellenzyklus, auch Cycle of Threshold oder CT-Wert genannt, angegeben.

Dieser Wert beschreibt die Zykluszahl, bei der die Reporterfluoreszenz einen festgelegten
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Schwellenwert tberschreitet. Je hoher der CT-Wert einer Probe ausféllt, desto geringer ist der
Gehalt an mMRNA der untersuchten Zielsequenz.

Um die TagMan-Methode durchfiihren zu kénnen, muss dem Ansatz der PCR zusatzlich zu
den fir die Amplifikation erforderlichen spezifischen Primern eine sequenzspezifische
Hybridisierungssonde zugegeben werden, die an die zu amplifizierende cDNA bindet. Diese
TagMan-Sonde besteht aus einem Oligonukleotid, dessen 5°-Ende mit einem fluoreszierenden
Reporterfarbstoff (Fluoreszein-Derivat) markiert ist, wahrend das 3°‘-Ende einen Quencher-
Farbstoff (Rhodamin-Derivat) tragt und zusatzlich mit einem Phosphatrest blockiert ist, der die
Extension dieses Endes wahrend der PCR vermeiden soll.

Wird die intakte TagMan-Sonde durch ultraviolettes Licht zur Fluoreszenz angeregt, kommt es
durch einen Fluoreszenz-Energietransfer (FET) aufgrund der raumlichen Nahe zum Quencher
zur Unterdruckung des Reporter-Farbstoffes.

Zunachst hybridisiert die Sonde wahrend der PCR mit den Primern an den Matrizenstrang. Sie
wird jedoch im Rahmen der Extensionsphase durch Aktivierung der 5°-3°-Exonuklease-
Aktivitat der TagMan-Polymerase hydrolysiert. Dieser Prozess fiihrt zu einer Aufhebung der
raumlichen N&he von Reporter und Quencher und damit des FET. Somit steigt entsprechend
der Akkumulation der PCR-Amplifikate die Fluoreszenz des Reporters mit jedem Zyklus der
PCR. Da nicht-hybridisierte freie Sonden keine Spaltung erfahren, ist das entstehende
Fluoreszenz-Signal sequenzspezifisch und zu jedem Zeitpunkt proportional zur Konzentration
der amplifizierten Zielsequenz.

Um einen besseren Vergleich der CT-Werte der Proben ermdglichen zu koénnen, wurde
zusatzlich zu den spezifischen Primern auch jeweils der Gehalt des Haushaltsgens GAPDH
(Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) in einem eigenen Ansatz untersucht.

Dieses Haushaltsgen soll als nicht reguliertes Gen unabhéngig von Zelltyp, Zellstadium und
aulleren Einflissen exprimiert werden und dient daher als interner Standard. Jede
Primermischung, die verwendet wurde, wurde durch eine Negativkontrolle Gberpriift. Das
heif3t, es wurde lediglich der Primermix ohne Zugabe von cDNA in ein Well gegeben. Diese
Negativkontrollen sollten bei regelrechter Arbeitsweise keine PCR-Amplifikate aufweisen.
Alle Messungen wurden als Doppelbestimmungen durchgefihrt.

Durchfihrung der PCR:

Auf jede 96-Well-Platte wurden nun zundchst jeweils 2 ul cDNA (100 ng) pro Well als
Doppelbestimmung vorgelegt. Es folgte die Zugabe von jeweils 18 ul eines Primer-spezifischen

Reaktionsansatzes. Daraus resultierte ein Gesamtvolumen von 20 ul pro Well.
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Alle cDNA-Proben wurden jeweils auf den Gehalt der folgenden Primer untersucht: GAPDH,

Epo, Epo-R, IL-1b, IL-1R1. Fir jeden Primer erfolgte, wie zuvor bereits beschrieben, eine

Negativkontrolle. In die hierflir vorgesehenen Wells wurde daher ausschlieBlich der jeweilige

Primer-spezifische Reaktionsansatz ohne cDNA pipettiert. Fir die Untersuchung von GAPDH

fand zusétzlich eine Positivkontrolle statt, um den internen Standard zu validieren. SchlieRlich

wurden die Platten mit einer optischen Folie verschlossen, zur Analyse in das ,,Quantstudio®

5 Single Color Real-time PCR detection system”eingelegt und das Programm am hierfiir

vorgesehenen Laptop gestartet.

Tabelle 9

Ansatz fir TagMan-PCR

Tabelle 10

Volumen Reagenz

10 wl TagMan Universal Master Mix
7 ul ddH20

1ul Target Assay Mix

Real-Time PCR-Programm

Zyklus | Wiederholungen | Zeit Temperatur | Prozessbeschreibung

1 - 10 Min | 95°C Polymeraseaktivierung

2 50 15Sek | 95°C Denaturierung

3 - 1 Min 60°C Annealing und
Kettenverlangerung
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Tabelle 11

Gebrauchsfertige Reagenziensysteme und zugehdrige Bezugsquellen

Reagenziensysteme Hersteller

(Die genaue Zusammensetzung der
Reagenziensysteme wird durch den Hersteller
geschitzt und kann daher im Folgenden nicht
weiter angegeben werden)

DNAse (Konzentration.: 1U/ul) Promega, Madison, WI, USA
DNAse-Puffer (10x), DNAse Stop

dNTP Mix 10mM, 1ml Thermo Scientific, Waltham, USA

RevertAidTM H Minus Reverse Transkriptase, Thermo Scientific, Waltham, USA
Reaktionspuffer (5x) (Konzentration: 200 U/ul)

TagMan®-Universal PCR Master Mix Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
High Pure FFPET RNA Isolation Kit Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
-RNA Tissue Lysis Buffer Deutschland

-Proteinase K, PCR grade Roche Life Sciences

-RNA Binding Buffer

-Wash Buffer |

-Wash Buffer 11

-DNase |

-DNase Incubation Buffer (1x)
-RNA Elution Buffer
-Reagent Preparation Buffer
-High Pure Filter Tubes
-Collection Tubes

2.7.6 Relative Quantifizierung der Amplifikationsprodukte

Wie bereits zuvor erwéhnt, sollten die ermittelten Genexpressionswerte aller Marker nicht nur
rein quantitativ erfasst, sondern zusétzlich in Relation zu der GAPDH-Expression der gleichen
Probe gesetzt werden. Dieses VVorgehen ermdglichte schliellich den Vergleich zwischen den

relativen Genexpressionen im MMC-Gewebe und den Kontrollgeweben. Die relative
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Quantifizierung erfolgte tber die Ermittlung der sogenannten ACT-Werte, deren Berechnung
folgende Formel zugrundeliegt:

ACTp=(1CTp+2CTp)/2-(1CT GAPDH + 2CT GAPDH) / 2

Dabei steht CT p fir die erforderlichen Threshold-Zyklen der jeweiligen Primer-Ansétze und
CT GAPDH dementsprechend fur die Threshold-Zyklen des GAPDH-Ansatzes, die zur
Uberschreitung des festgelegten Schwellenwertes fiihren. Die Zahlen 1 und 2 stellen die
Doppelbestimmungen der jeweiligen Probe dar, aus denen somit jeweils der Mittelwert gebildet
wurde. Der Mittelwert des CT-Wertes von GAPDH wurde jeweils von den Mittelwerten der
anderen Primer-Ansatze subtrahiert, um schlieflich den ACT p—Wert des jeweiligen Primer-
Ansatzes zu erhalten.

Da sich der ACT-Wert umgekehrt proportional zur Fluoreszenzzunahme der Probe verhilt,
steht er in diesem Verhaltnis auch zu den PCR-Amplifikaten. Zur weiteren Auswertung der
PCR-Ergebnisse wurde im Rahmen der Stimulationen der n-fache Unterschied der
Genexpression zwischen den unterschiedlich stimulierten Zellen nach folgender Formel
ermittelt: n-facher Unterschied p = 2- ACT MMC / 2- ACT Kontrolle.

Der n-fache Unterschied p, der fir jeden Marker (P, Primer-Ansatz) in allen Stimulations-
versuchen berechnet wurde, stellt also die n-fache Uber- oder Unterexpression der untersuchten
Zytokine dar. Es wird das Verhéltnis der ACT- Werte von MMC (ACT MMC) zu den
Kontrollen (ACT Kontrolle) gebildet.

Tabelle 12
Gerate, Verbrauchsmaterialien und dazugehdérige Bezugsquellen
Geréte und Verbrauchsmaterialien Hersteller

Autoklav (L6sungen) Goessner, Hamburg, Deutschland
Autoklav (S2 Abfall) Syntec, Hamburg, Deutschland
Brutschrank, Heracell 240 Hereaus GmbH, Langenselbold, Deutschland
Digitalkamera, AxioCam MRm Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland
Einmalpipette (10 ml) Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Eismaschine: AF-10 Scotsman, Glasgow, Schottland
Eppendorfgefal Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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Gefrierschrank

National Lab GmbH, Mdélin, Deutschland

Gefrierschrank

Sanyo, Moriguchi, Japan

Gefrierschrank

Kryotec, Hamburg, Deutschland

Kuhlschrank

Liebherr, Bulle, Schweiz

Kihlschrank

National Lab GmbH, Mdélin, Deutschland

Kihlzentrifuge 5417R

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Mastercycler

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Magnetrithrer MR 3001

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Messzylinder

Duran/Schott-Glas, Mainz, Deutschland

Mikroskop Axiovert 40 CFL

Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland

optische Folie

Greiner-Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

PCR-Detektionssystem, iQ5TM Multi
Color real-time PCR Detection System +
Laptop und iCycler Optical System
Power Supply

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

pH- Meter: WTW, pH 526

WTW, Weilheim, Deutschland

Pipetten

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen

Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland

Reaktionsgefale (0,2 ml, 1,5 ml, 2,0 ml)

Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland

Thermomixer compact

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Vortexer, REAX top

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Waage EW600-2M

KERN & Sohn GmbH, Balingen, Deutschland

Waage CP224S-OCE

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Zentrifuge, Biofuge pico

Hereaus GmbH, Osterode, Deutschland

Zentrifuge, 5417 R

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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2.8 Statistik und Signifikanzniveau

Samtliche statistischen Auswertungen wurden mit Excel® (Version 2010) durchgefiihrt.
Hierbei wurde mit dem in Excel implementierten Student’schen t-Test (zweiseitig) auf
Signifikanz getestet. Das Signifikanzniveau wurde dabei wie folgt gewéhlt: Signifikant bei p
kleiner gleich 0,05, gekennzeichnet mit Sternchen/Dreieck (*); hoch signifikant bei p kleiner
gleich 0,01, gekennzeichnet mit zwei Sternchen/Dreiecken (**); hochst signifikant bei p kleiner
gleich 0,001, gekennzeichnet mit drei Sternchen/Dreiecken (***).

Die Korrelation der klinischen Daten wurde mit IBM SPSS Statistics 22 vorgenommen. Als

Korrelationskoeffizient diente der Pearson-Korrelationskoeffizient.

2.9 Klinische Daten und MRT-Befunde

Zur Beurteilung der klinischen Relevanz der experimentellen Ergebnisse wurden die klinischen
Daten der Patienten erfasst. Hierbei ging es um das Patientenalter bei der Tethered Cord-
Operation, das Geschlecht, die Motorfunktion und vegetative Funktionen (Blasen- und
Mastdarmfunktion). Weiterhin wurden die Magnetresonanztomogramme beziiglich der
Syrinxausdehnung und der Konusposition evaluiert.

Die klinischen Daten wurden mit Hilfe des klinikinternen digitalen Archivs Orbis der Klinik
fir Neurochirurgie, des Archivs der Kinderklinik und des neurochirurgischen Archivs des
UKSH, Campus Kiel, erhoben.

2.10 Ethische Anforderungen

Es wurde ausschlieRlich Material untersucht, das ohnehin bei der indizierten Operation des
Tetherings gewonnen wurde. Es wurde kein Gewebe nur fiir diese Studie entnommen. Die
Patienten bzw. die Erziehungsberechtigten wurden entsprechend der gesetzlichen Vorgaben
uber die geplanten Untersuchungen aufgeklart. Das positive Votum der Ethik-Kommission der

Medizinischen Fakultat Kiel liegt vor (siehe 7.1).
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3 Ergebnisse

Es fanden histologische Untersuchungen von Gewebeproben statt, die wahrend der Myelolyse-
Operation (=Untethering) von Patienten, die nach MMC-Deckung im Saduglingsalter ein
sekundéres Tethered Cord-Syndrom entwickelten, gewonnen wurden. Die Untethering-
Operationen wurden an der Klinik fur Neurochirurgie am Universitatsklinikum Schleswig-
Holstein, Campus Kiel, von 2003-2014 durchgefiihrt und das entnommene Gewebe im
Pathologischen Institut des Universitatsklinikums archiviert. Aus der neuropathologischen
Datenbank des Pathologischen Instituts wurden Gewebeproben von TCS-Patienten mittels
Evaluation entsprechender H&matoxylin-Eosin gefarbter Schnitte selektiert, bei denen
ausreichend neuroepitheliales Gewebe fiir die geplanten Untersuchungen vorhanden war. Auf

diese Weise konnten Gewebeproben von 12 Patienten fir diese Studie selektiert werden.

3.1 Klinische Daten

Die klinischen Daten der in die Untersuchungen eingeschlossenen Patienten wurden
retrospektiv mittels elektronischer Datenbank des UKSH ermittelt. Alle in die Studie
eingeschlossenen Patienten wurden mit einer Myelomeningozele geboren, die innerhalb von 72
Stunden nach der Geburt operativ gedeckt wurde. Hierbei wurden schrittweise das Neuralrohr,
die Dura und der Spinalkanal rekonstruiert und im Anschluss daran die Haut schichtweise
plastisch verschlossen. Alle in die Studie eingeschlossenen Patienten entwickelten im weiteren
Verlauf Zeichen eines klinisch relevanten Tethered Cord-Syndroms. Die klinischen
Charakteristika wie Geschlecht, Alter bei der Untethering-Operation, die anatomische Lage der
direkt nach der Geburt operativ versorgten Myelomeningozele, die motorische Funktion, das
Vorhandensein von Bein- und/oder Rickenschmerzen, das Vorliegen einer Blasen- und
Mastdarmstorung wurden retrospektiv erhoben (siehe Tabelle 13).

Weiterhin wurden die préoperativ angefertigten MRT-Bildgebungen in Hinblick auf das
VVorhandensein einer Syrinx, deren maximalen Durchmesser und Ausdehnung im Rickenmark,
sowie die Position des Konus im Bezug zur Lendenwirbelsdule reevaluiert (siehe Tabelle 14).
Unter den zwolf untersuchten Patienten befanden sich drei mannliche Tethered Cord-Patienten
(mannlich n = 3; weiblich n = 9). Lediglich ein Patient wurde bereits im ersten Lebensjahr an
einem Klinisch relevanten sekundédren TCS operiert (5 Monate).

Funf der Patienten waren bei der Operation maximal drei Jahre alt (16 Monate; 19 Monate; 2

Jahre; 3 Jahre n = 2). Die ibrigen Operationen fanden zwischen dem siebten und 46. Lebensjahr
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statt (7 Jahre n = 1; 8 Jahre n = 1; 11 Jahre n = 1; 12 Jahre n = 1; 21 Jahre n = 1; 46 Jahre n =
1).

Die nach der Geburt versorgten Neuralrohrdefekte befanden sich auf der H6he zwischen dem
thorakalen und lumbosakralen Riickenmark, wobei es sich in den meisten Fallen um lumbale
Myelomeningozelen handelte (lumbal n = 5; lumbosakral n = 4; thorakolumbal n = 3).

Bei der Halfte der Patienten bestand eine Paraplegie, die bei vier der Patienten bereits
vorbekannt war (n = 6). Bei weiteren drei Patienten zeigte sich eine vorbekannte Parese, wobei
bei einem der drei Patienten ein sensorisches Defizit der unteren Extremitaten vorlag.
Zunehmende Deformitdten der unteren Extremitaten wurden bei zwei Patienten festgestellt.
Ricken- oder Beinschmerzen wurden bei drei Patienten dokumentiert (ggf. lickenhafte
klinische Dokumentation bei den anderen Patienten). Bis auf einen Patienten prasentierten alle
eine Blasen- und Mastdarmstérung (n = 11), die bei zwei der Patienten massiv progredient war.
Bezlglich der bildmorphologischen Gegebenheiten wurde bei vier Patienten eine Syrinx
beschrieben. Diese hatten einen maximalen Durchmesser zwischen 3 und 6 Millimetern (3 mm
n=1,4mmn=1;5mmn=1;6 mmn=1)undein Ausmal Uber 3 bis 7 vertebrale Segmente
(3 Segmente n = 1; 4 Segmente n = 2; 7 Segmente n = 1). Die auf den MRT-Bildgebungen
sichtbaren Konuspositionen variierten in Bezug zur Wirbelséule zwischen dem ersten und
finften Lendenwirbelkdérper (L1 n=1;L2n=2;L3n=1;L3/4n=1,L4n=2;L4/5n=3;
L5n=2).
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Tabelle 13

Klinische und bildmorphologische Charakteristika der TCS-Patienten.

w = weiblich; m = mannlich; Mo = Monate; J = Jahre; L = lumbal; LS = lumbosakral; T =

thorakal; TL = thorakolumbal; UE = untere Extremitat; PP = Paraplegie

: : Blasen- und
Alter Motorische Riicken- | Bein-
Fall | Geschlecht | MMC : Mastdarm-
bei OP Funktion schmerz | schmerz 5
storung
Zunehmende - - _
1 m 1I9Mo | LS ) Progredienz
Deformitat UE
Zunehmende - - _
2 m 5 Mo LS ) Progredienz
Deformitat UE
3 w 46 J LS Vorbekannte Parese - ja ja
4 w 7] LS Beinschmerzen - ja ja
5 m 81J L Vorbekannte Parese - - ja
PP (vorbekannt), - - )
6 w 31J L ) ja
zunehmende Spastik
7 w 12 TL PP (vorbekannt) - - ja
8 w 11 L PP (vorbekannt) - - ja
9 w 3J TL Zunehmende PP - - ja
10 w 2] L PP - - ja
11 w 16 Mo | TL PP (vorbekannt) - - ja
Sensorisches Defizit ja -
12 w 211 L UE, vorbekannte normal
Parese
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Tabelle 14

Bildmorphologische Charakteristika der TCS-Patienten.
mm = Millimeter, L = auf HOhe des entsprechenden Lendenwirbelkdrpers

Maximaler :
: Syrinxausmaf
: Syrinx- .
Fall Syrinx (Vertebrale Konusposition
durchmesser
: segmente)
(in mm)

1 ja 6 4 L3/4

2 ja 4 4 L4/5

3 - - - L5

4 - - - L1

5 - - - L4

6 - - - L4/5

7 - - - L2

8 - - - L2

9 ja 5 3 L5

10 - - - L4

11 ja 3 7 L3

12 - - - L4/5

3.2 Vorarbeiten zur Immunhistochemie

Vor der Durchfithrung der immunhistochemischen Farbungen mit den Standardmarkern und
den Zytokinen wurden zunédchst Kontrolluntersuchungen bezuglich der Spezifitat der
verwendeten Antikorper sowie zur Definition des Farbehintergrundes durchgefiihrt. Die
Abbildung 3 zeigt die Serumkontrollen fiir die verwendeten Seren von Hase, Pferd und Ziege

auf dem adulten Riickenmarkkontrollgewebe.
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Abbildung 3

Aufnahmen nach Diaminobenzidin-Fdrbungen der Kontrollgewebe (adultes Riickenmark).  a)
Serumkontrolle Hase (10xVergrofRerung) b) Serumkontrolle Pferd (10xVergroRerung) c)
Serumkontrolle Ziege (10x VergrélRerung)

Malstab 100um.

Um die proinflammatorischen Antikorper zu etablieren, wurden die Antikorper gegen
Interleukin-1-beta und Interleukin-1-Rezeptor zunachst auf anonymisiertem sicher entzindlich
verandertem adulten Hirngewebe getestet (siehe Abbildung 4). Hierbei zeigte sich sowohl bei
der Farbung mit einem Antikorper gegen Interleukin-1-beta als auch bei seinem Rezeptor eine
deutliche Farbung.

Abbildung 4

Aufnahmen nach Diaminobenzidin-Fdrbungen des anonymisierten adulten entziindeten
Hirngewebes mit einem Antikorper gegen

a) Interleukin-1-beta (10x VergréRRerung)

b) Interleukin-1-R (10x VergroRerung)

MaRstab 100um.
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3.3 Analyse der Hamatoxylin-Eosin-Farbungen und Expressionsmuster verschiedener
Gewebemarker (GFAP, VIM, NeuN, NF 200kD, CNPase, Synaptophysin, CD3,
CD11b, CD68)

In dieser Arbeit wurden die folgenden Standardmarker verwendet: Glial Fibrillary Acidic
Protein (GFAP), Vimentin (VIM), Neuronal Nuclei (NeuN), Neurofilament (NF 200kD),
CNPase, Synaptophysin (SYN) sowie CD3, CD11b und CD68. Bei der Auswertung der
gefarbten Schnitte wurde ein Plus fir eine detektierbare Farbung und ein Minus fir eine nicht
vorhandene Farbung vergeben.

Die Erarbeitung der Expressionsmuster der genannten Gewebemarker diente dazu, das
untersuchte Gewebe zu charakterisieren bzw. dessen Zusammensetzung (Gewebearten und
nachweisbare Zelltypen) darzustellen.

Bezuglich der Farbungen mit einem Antikorper, der sich gegen GFAP richtete, konnte
festgestellt werden, dass s&émtliche TCS-Gewebeproben der 12 Patienten und auch die
Rickenmarkkontrollgewebe eine konsistente Farbung aufwiesen (siehe Tabelle 15). Somit
wurde demonstriert, dass die untersuchten Gewebe gliales Gewebe enthielten beziehungsweise
Astrozyten detektierbar waren. In den Geweben, die wéhrend der Myelolyse gewonnen wurden,
wiesen diese Zellen morphologische Zeichen eines aktivierten Zustands im Sinne einer Gliose
auf.

Die Farbungen mit Antikérpern gegen Vimentin, das wie GFAP zu den Intermediérfilamenten
gehort, ergaben ebenfalls in allen Patientenproben sowie den Kontrollgeweben eine konsistente
Farbung, die in den TC-Geweben intensiver erschien, was densitometrisch verifiziert werden
konnte (siehe Abbildung 6).

Zusatzlich wurden diverse neuronale Marker, namlich Neuronal Nuclei, Neurofilament 200kD,
CNPase und Synaptophysin verwendet. In allen TCS-Gewebeproben und in den
Kontrollgeweben zeigten sich Immunreaktivitdten der genannten Marker. In Bezug auf die
angefarbten zellularen Strukturen, wurden NeuN im Bereich der Zellkerne und NF 200kD vor
allem im Bereich der Zellsomata nachweisbar (siehe Abbildung 5).

Weiterhin wurden Antikorper verwendet, die sich gegen Proteinkomplexe von Mikroglia
richten. Hierbei wurde beziiglich CD11b in 10 der TCS-Proben eine konsistente Farbung
sichtbar. Zwei Patienten-Gewebeproben sowie die Rickenmarkkontrollgewebe wiesen keine
Farbung auf. Bezlglich CD68 zeigten sich Immunreaktivitaten in allen untersuchten TCS-

Gewebeproben, allerdings konnte keine Farbung der Kontrollgewebe detektiert werden.
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Zur ldentifizierung inflammatorischer Bereiche wurde zudem der T-Zellmarker CD3
verwendet. Wie im Fall der Farbungen mit Antikdrpern gegen CD11b wurden
Immunreaktivitaten in zehn der untersuchten TCS-Gewebeproben sichtbar. Die zwei Ubrigen
Patienten-Gewebeproben sowie die Kontrollgewebe wiesen keine Farbung auf. Insgesamt
konnten also in (ber 80% der Falle moderate bis ausgepragte Entzindungsreaktionen
beschrieben werden.

Zusammenfassend l&sst sich festhalten, dass sé&mtliche untersuchte TCS-Gewebeproben
ausgepragte gliotische Verénderungen aufwiesen (Farbungen mit Antikorpern gegen GFAP
und Vimentin). AuBerdem wurden die neuronalen Marker deutlich nachweisbar, sodass die
weiteren Untersuchungen durchfiihrbar waren. In Gber 80% der Félle wurden entzindliche
Verdnderungen detektiert (CD3). Die Kontrollgewebe wiesen keine Immunreaktivitat der
inflammatorischen Marker auf. AuBerdem kam es bei den Kontrollen zwar zu Farbungen mit
den Antikorpern gegen GFAP und Vimentin, doch die Zellen zeigten sich nicht in einem

aktivierten Zustand.

43



Ergebnisse

Tabelle 15

Immunreaktivitaten der phanotypischen Marker in TCS-Geweben und adulten Rickenmark-

Kontrollgeweben.

+ = detektierbar, - = nicht detektierbar; GFAP = glial fibrillary acidic protein, saures
Gliafaserprotein; VIM = Vimentin; NeuN = Neuronal Nuclei; NF 200kD = 200 kDa
Neurofilament; SYN = Synaptophysin; CNPase = 2’,3’-cyclic nucleotide 3’-

phosphodiesterase; CD3 = cluster of differentiation 3; CD11b/Integrin = Cluster of
differentiaton 11b; CD68/ED1= cluster of differentiation 68; RM = Riickenmark.

Fall GFAP | VIM | NeuN | NF200kD | CNPase | SYN | CD3 | CD11b | CD68
1 + + + + + + + + +
2 + + + + + + + + +
3 + + + + + + + + +
4 + + + + + + + + +
5 + + + + + + + + +
6 + + + + + + + + +
7 + + + + + + + + +
8 + + + + + + + + +
9 + + + + + + + + +
10 + + + + + + + + +
11 + + + + + + - - +
12 + + + + + + - - +

Kontrolle + + + + + + - - -
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Abbildung 5

Darstellung der Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen mit Antikdrpern gegen
bestimmte Gewebemarker in neuroepithelialem TCS-Gewebe. (A) Bei den Hamatoxylin-Eosin-
Farbungen wurden unter anderem Zellen mit morphologischen Eigenschaften von neuronalen
Zellen sichtbar (Pfeil). AuRerdem werden exemplarisch die Ergebnisse der Farbungen mit
neuronalen Markern — NeuN (B) und Neurofilament (C) gezeigt. Zellen, die positiv fir den
Oligodendozytenmarker CNPase waren, wurden ebenfalls im Bereich des Neuroepithels
sichtbar (D). Die Farbungen mit einem Antikérper gegen Synaptophysin ergaben eindeutige
Farbungen im Bereich der Randstrukturen neuronaler Elemente in den neuroepithelialen
Bereichen (E). (F) zeigt CD3-positive inflammatorische Zellen (Pfeile). Die tbrigen beiden
Abbildungen stellen CD11b- (G) und CD68-positive mikrogliale Zellen in den
neuroepithelialen Strukturen der TCS-Gewebeproben dar (H).

MaRstab 100um.

3.3.1 Densitometrische Analyse der GFAP-und VIM-Immunreaktivitat

Zur Verifizierung der semiquantitativen Ergebnisse in Bezug auf die Immunreaktivitaten von
GFAP und Vimentin wurden densitometrische Analysen durchgefihrt (siehe Abbildung 6).
Die Signifikanzniveaus wurden wie folgt gewéhlt: signifikant bei p < 0,05 (gekennzeichnet
durch *), hoch signifikant bei p < 0,01 (gekennzeichnet durch **), hochst signifikant bei p <
0,001 (gekennzeichnet durch ***),
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Die densitometrische Auswertung von GFAP ergab in allen Féllen hochst signifikante
Ergebnisse im Vergleich zu den Kontrollgeweben. In 33,3% der Félle (4 von 12 Féllen) ergab
die Densitometrie Werte tber 80, in sechs Fallen (50% der Falle) lagen die Werte zwischen 50
und 80. Lediglich in drei Fallen lagen die Werte unter 50, wobei bei einem Fall der Wert unter
40 lag (39,17). Die Densitometrie der Kontrollgewebe hat einen durchschnittlichen Wert von
18,84 ergeben.

Somit konnte die zuvor anhand morphologischer Kriterien und durch die semiquantitative
Auswertung festgestellte Astrogliose durch die densitometrische Analyse nachgewiesen werden.
Die densitometrische Auswertung von Vimentin ergab in 91,6% der Falle hochst signifikante
Ergebnisse im Vergleich zu den untersuchten Kontrollgeweben. Die Signifikanzniveaus wurden
wie oben beschrieben gewahlt. Das heiflt, dass lediglich in einem der zwolf Félle das
Expressionsniveau mit einer Signifikanz von p < 0,01 hoch war. Das Ergebnis dieses Gewebes,
das eine hohe Signifikanz ergeben hat, lag bei 37,18. VVon den zwdlIf Féllen lagen die Ergebnisse
in 66,7% (8 von 12 Fallen) zwischen 50 und 70. In vier Féllen (33,3%) wurden densitometrische
Werte unter 50 ermittelt, wobei die Ergebnisse in zwei der vier Falle unter 40 lagen. Die

Densitometrie der Kontrollgewebe hat einen durchschnittlichen Wert von 17,47 ergeben.
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Darstellung der GFAP- und Vimentin-Immunreaktivitdten im Neuroepithel der TCS-
Gewebeproben nach Diaminobenzidinfarbungen.

(A) und (B) <zeigen die Immunreaktivititen von GFAP in den adulten
Ruckenmarkkontrollgeweben (A) im Vergleich zu den untersuchten TCS-Gewebeproben (B). In
Abschnitt (C) sind die Ergebnisse der densitometrischen Analysen der Immunreaktivitatslevel
der TCS-Gewebeproben gegeniiber den Ergebnissen beziiglich der Kontrollgewebe
aufgetragen. Es wird deutlich, dass signifikant erhohte Expressionslevel in den TCS-
Gewebeproben detektiert werden konnten (dargestellt durch *** bei p < 0,001).

Positive Immunreaktivitdten nach Farbungen mit Antikérpern gegen Vimentin wurden sowohl
in den adulten Rickenmarkkontrollgeweben (D) als auch in den untersuchten TCS-
Gewebeproben (E) sichtbar. Auflerdem wurden auch die semiquantitativen Ergebnisse
bezlglich Vimentin durch densitometrische Analysen verifiziert (F). Hier konnten in samtlichen
Fallen statistisch signifikant erhohte Expressionslevel festgestellt werden (gekennzeichnet
durch ** bei p < 0,01 und *** bei p <0,001).

Malstab 50um.

3.4 Expressionsmuster von Interleukin-1-beta und Interleukin-1-Rezeptor: Ergebnisse
der qualitativen, semiquantitativen, densitometrischen und molekularbiologischen

Auswertungen

Im Anschluss an die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen mit den etablierten
Standardmarkern folgten die immunhistochemischen Farbungen mit bestimmten Zytokinen,
die aufgrund der im Vorfeld erfolgten Studien ausgewahlt wurden.

Samtliche untersuchte Gewebeproben wiesen ausgepragte Immunreaktivitaten im
neuroepithelialen Gewebe bei den Farbungen mit Antikdrpern gegen Interleukin-1-beta und
Interleukin-1-Rezeptor auf. Hierbei zeigten sich die Immunreaktivitaten beztglich IL-1b
sowohl in Zellen mit neuronalen als auch mikroglialen bzw. entziindlichen morphologischen
Eigenschaften. Die Immunreaktivitaten beziglich IL-1R1 wurden besonders in Zellen sichtbar,
die vom Aussehen her den neuronalen Zellen zuzuordnen sind.

Bei den adulten Riickenmarkkontrollgeweben hingegen konnten keine spezifischen Farbungen
nach Verwendung von Antikérpern gegen Interleukin-1-beta und Interleukin-1-Rezeptor

nachgewiesen werden.
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Abbildung 7
Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der Diaminobenzidinfarbungen mit Antikdrpern gegen
Interleukin-1-beta und Interleukin-1-Rezeptor auf den Kontrollgeweben und den TCS-
Gewebeproben. Beziiglich IL-1-beta konnte auf den Kontrollgeweben lediglich eine schwache,
sich kaum von Hintergrund abhebende Farbung einzelner Zellen sichtbar gemacht werden (A),
wohingegen sich auf den TCS-Gewebeproben starke Farbungen unter anderem von Zellen mit
morphologischen Charakteristika neuronaler Zellen sowie kleinen, rundlichen Zellen zeigten
(B). Die Farbungen mit einem Antikorper gegen IL-1-R1 ergaben auf den adulten
Ruckenmarkkontrollgeweben keine spezifischen Farbungen (C). Auf den untersuchten TCS-
Gewebeproben konnten unter anderem positive Immunreaktivitaten in morphologisch neuronal
anmutenden Zellen detektiert werden (D).

Malstab 50um.

3.4.1 Densitometrische Analysen

Die zuvor beschriebenen semiquantitativen Ergebnisse in Bezug auf die Immunreaktivitaten
von Interleukin-1-beta und Interleukin-1-Rezeptor wurden mittels Densitometrie verifiziert
(siehe Abbildung 8).

Die Signifikanzniveaus wurden wie folgt gewéhlt: signifikant bei p < 0,05 (gekennzeichnet
durch *), hoch signifikant bei p < 0,01 (gekennzeichnet durch **), hochst signifikant bei p <
0,001 (gekennzeichnet durch ***).

Interleukin-1-beta betreffend ergaben die densitometrischen Analysen in allen untersuchten
Féllen ein Expressionsniveau, das gegentiber den Kontrollgeweben als hdchst signifikant
einzustufen war (p < 0,001). In vier Fallen (33,3%) lagen die Werte zwischen 50 und 63, die
ubrigen acht Félle (66,7%) wiesen Werte unter 50 auf. Hierbei waren in 41,7% der Félle (5 von
12 Fallen) die Werte zwischen 20 und 30 verteilt. Der niedrigste Wert lag bei 20,99, der héchste
Wert bei 62,92. Die densitometrischen Untersuchungen der adulten Riickenmarkkontrollen
ergaben einen durchschnittlichen Wert von 1,24.
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Die densitometrische Analyse der Farbungen mit einem Antikorper gegen Interleukin-1-
Rezeptor ergab in allen 12 TCS-Féllen ein hdchst signifikant erhdhtes Expressionsniveau
gegeniiber den adulten Riickenmarkkontrollgeweben (p < 0,001). In 33,3% der Falle (4 von 12
Féllen) lagen die Werte zwischen 50 und 66, in 50% der Falle (6 von 12 Fallen) zwischen 30
und 50 und in lediglich 2 der 12 Félle (16,7%) ergaben sich Werte unter 30. Der niedrigste
densitometrisch festgestellte Wert lag bei 26,99 und der hochste Wert bei 65, 41. Beziiglich der
densitometrischen  Untersuchungen der  Kontrollgewebeproben  zeigte sich  ein
durchschnittlicher Wert von 4,48.
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Abbildung 8

Die Abbildung zeigt die densitometrischen Analysen der Immunreaktivitaten von Interleukin-
1-beta (hellgrau) und Interleukin-1-Rezeptor (dunkelgrau). Es wird deutlich, dass in sémtlichen
Fallen die Expressionslevel sowohl von IL-1-beta als auch von IL-1-R1 in den TCS-

Gewebeproben gegeniiber den Kontrollgeweben statistisch signifikant erhoht sind mit p < 0,001
(dargestellt durch ***).
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3.4.2 Zellulare Lokalisation

Die mikroskopische Auswertung der Doppelimmunfluoreszenzfarbungen diente dem
Nachweis der Kolokalisation von Interleukin-1-beta sowie Interleukin-1-Rezeptor und der
neuronalen, astrozytaren und mikroglialen Marker, die zuvor bereits durch die semiquantitative
Analyse der Diaminobenzidinfarbungen mit den entsprechenden Gewebemarkern und den
Zytokinen vermutet worden war.

Die Abbildung 9 zeigt die Doppelimmunfluoreszenzfarbungen mit Antikérpern gegen das
untersuchte Zytokin-Rezeptor-Paar, die mit einem rot fluoreszierenden Sekundérantikorper
sichtbar gemacht wurden, sowie mit Antikorpern gegen NeuN, GFAP und CD68, die wiederum
mit einem griin fluoreszierenden Sekundarantikdrper versehen wurden. Weiterhin wurde DAPI
zur Kernféarbung verwendet, was sich in den Abbildungen blau darstellt.

Beziiglich Interleukin-1-beta wird in Abbildung 9 A Klar sichtbar, dass Zellen mit
morphologischen Eigenschaften neuronaler Zellen angeféarbt wurden. Abbildung 9 a‘ zeigt die
isolierte Farbung mit Antikdrpern gegen NeuN (griin), Abbildung 9 a‘‘ zeigt die isolierte
Farbung mit Antikdrpern gegen IL-1b. In Abschnitt A werden beide Farbungen
ubereinandergelegt, wobei die Koexpression von Interleukin-1-beta und NeuN durch die
Gelbfarbung der Zellen sichtbar wird.

Auch bei der Farbung mit Antikorpern gegen GFAP zeigten sich ahnlich Ergebnisse.
Abbildung 9 B verdeutlicht die Koexprimierung von GFAP und IL-1-b in morphologisch
astrozytaren Zellen mit sternformigen Zellauslaufern.

Die Abbildungen 9 ¢* und c*“ zeigen jeweils die Farbungen mit Antikdrpern gegen Interleukin-
1-beta und CD68 mit den entsprechenden rot und grun fluoreszierenden Sekundarantikérpern,
was wiederum in der Gesamtheit (siehe Abbildung 9 C) das Zytokin zusammen mit dem
Mikrogliamarker koexprimiert in kleinen, rundlichen Zellen erscheinen l&sst.
Zusammenfassend ist also davon auszugehen, dass Interleukin-1-beta in den untersuchten TCS-
Gewebeproben in neuronalen sowie astrozytdren Zellen und auch Zellen der Mikroglia
exprimiert wurde.

Bezuglich der Farbungen mit Antikdrpern gegen den zugehorigen Rezeptor wurde deutlich,
dass eine Koexpression mit NeuN in morphologisch neuronalen Zellen (siehe Abbildung 9 D)
vorlag, was durch die Gelbfarbung der Zellen sichtbar wurde.

Weiterhin wurde durch die durchgefiihrten Doppelimmunfluoreszenzfarbungen Interleukin-1-

Rezeptor koexprimiert mit CD68 als Mikrogliamarker dargestellt (siehe Abbildung 9 E).
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/ NeuN/ [ GFAPYs / CD68 /

Abbildung 9

Die Abbildung zeigt die Doppelimmunfluoreszenzfarbungen des Zytokin-Rezeptorpaares
Interleukin-1-beta und Interleukin-1-Rezeptor mit neuronalen, astrozytéren und mikroglialen
Markern (A-E). Die Kernfarbung erfolgte mittels DAPI (blau).

In (a‘-c’) sind isoliert die Farbungen mit Primarantikdrpern gegen NeuN, GFAP und CD68
(griin) dargestellt, in (a“‘-c**) die isolierten Fdrbungen mit Primdrantikérpern gegen IL-1-b
(rot) dargestellt. Die jeweils fusionierten Bilder (A-C) zeigen jeweils die Koexpression von IL-
1-b mit den entsprechenden Gewebemarkern dar (gelb).

In (d*-e ‘) sind isoliert die Fdrbungen mit Primdrantikérpern gegen NeuN und CD68 abgebildet
(griin) sowie in (d ‘‘-e *°) die entsprechenden Fdrbungen mit Primdrantikérpern gegen IL-1-R1.
IL-1-R1 zeigt sich in den fusionierten Bildern (D-E) koexprimiert mit dem neuronalen Marker
NeuN und dem mikroglialen Marker CD68 (gelb).

Malistab 50um.
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3.4.3 Ergebnisse der g°PCR

Neben den immunhistochemischen Untersuchungen mit den anschliefenden densitometrischen
Analysen wurden molekularbiologische Tests in Form einer qualitativen Real-Time PCR
durchgefuhrt (siehe Abbildung 10). Die Ergebnisse der delta CT Werte wurden als Boxplots
fur die mRNA-Expression in den Kontrollgeweben und den TCS-Geweben dargestelit.
Hierbei zeigten sich sowohl bei Interleukin-1-beta als auch Interleukin-1-Rezeptor tendenziell
hohere mRNA-Expressionslevel in den untersuchten TCS-Gewebeproben im Vergleich zu den
adulten Ruckenmarkkontrollgeweben. Statistisch signifikante Ergebnisse konnten allerdings
nicht erhoben werden.
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Abbildung 10

Die Abbildung zeigt die mRNA-Expressionslevel von Interleukin-1-beta (A) und Interleukin-1-
Rezeptor (B) in den TCS-Gewebeproben und den Kontrollgeweben. Die Delta CT-Werte sind
dargestellt als Boxplots fiir die mMRNA-Expression. Es zeigten sich fir IL-1b tendenziell hohere

Werte bei den TCS-Gewebeproben ohne statistische Signifikanz.

3.5 Expressionsmuster von TNF-a und TNF-Rezeptor: Ergebnisse der qualitativen,

semiquantitativen, densitometrischen und molekularbiologischen Auswertungen

Neben dem zuvor beschriebenen  Zytokin-Rezeptor-Paar wurde ein  weiteres
proinflammatorisches Zytokin und sein Rezeptor, namlich Tumornekrosefaktor-alpha und

Tumornekrosefaktor-Rezeptor, untersucht.
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In samtlichen untersuchten Gewebeproben wurden nach den Farbungen mit Antikérpern gegen
TNF-a und TNF-Rezeptor starke Immunreaktivitaten deutlich. Diese zeigten sich bei den
Diaminobenzidinfarbungen vorrangig in  Zellen mit neuronalen morphologischen
Eigenschaften sowie Kleinen, rundlichen Zellen, die vom Aussehen her am ehesten
mikroglialen Zellen zuzuordnen sind (siehe Abbildung 11).

Im Vergleich dazu zeigten sich bei den Farbungen mit Antikérpern gegen dieses Zytokin-
Rezeptor-Paar keine spezifischen Féarbungen auf den adulten Rickenmarkgeweben, die als
Kontrolle dienten. Beztiglich TNF-a hoben sich hier allenfalls einzelne Zellen schwach vom
Hintergrund ab (siehe Abbildung 11).

Abbildung 11

Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der Diaminobenzidinfarbungen mit Antikérpern gegen
Tumornekrosefaktor-alpha (A-B) und Tumornekrosefaktor-Rezeptor. Es wird deutlich, dass
sich auf den Kontrollgewebe (A, C) keine spezifischen Farbungen zeigten. Auf den TCS-
Gewebeproben wurden hingegen deutliche Immunreaktivitdten sowohl nach Farbung mit
Antikdrpern gegen TNF-a (B) als auch TNF-R (D) deutlich.

Malstab 100um.

3.5.1 Densitometrische Analysen

Zur Verifizierung der zuvor anhand der DAB-Féarbungen beschriebenen Immunreaktivitaten
von TNF-a und TNF-Rezeptor wurden densitometrische Analysen durchgefihrt (siehe
Abbildung 12).

Die Signifikanzniveaus wurden wie folgt gewéhlt: signifikant bei p < 0,05 (gekennzeichnet
durch *), hoch signifikant bei p < 0,01 (gekennzeichnet durch **), hochst signifikant bei p <
0,001 (gekennzeichnet durch ***).
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Die densitometrischen Untersuchungen der Immunreaktivitdten von Tumornekrosefaktor-
alpha in den untersuchten TCS-Gewebeproben im Vergleich zu den adulten
Ruckenmarkkontrollgeweben ergaben in allen zwolf Féllen hdchst signifikante erhohte
Expressionslevel (p <0,001). In 75% der Falle (9 von 12 Fallen) ergaben sich Werte zwischen
20 und 35, wobei der héchste Wert bei 34,27 lag. In lediglich drei Fallen (25%) wurden Werte
unter 20 festgestellt. Der niedrigste densitometrisch gemessene Wert lag bei 11,88. Bei den
untersuchten Kontrollgeweben ergab sich ein Durchschnittswert von 2,93.

Bei den densitometrischen Analysen der Farbungen mit einem Antikorper gegen
Tumornekrosefaktor-Rezeptor wurde ebenfalls in allen Féllen ein statistisch signifikant
erhohtes Expressionsniveau (hdchst signifikant mit p < 0,001) gegeniliber den adulten
Rickenmarkkontrollen festgestellt. Insgesamt waren die absoluten Werte hoher als bei den
densitometrischen Ergebnissen von TNF-a. In 66,7% der Félle (8 von 12 Fallen) lagen die
ermittelten Werte zwischen 30 und 44. Die tbrigen vier Falle (33,3%) wiesen Werte unter 30
auf. Der niedrigste Wert lag bei 23,47, der hochste Wert bei 43,89. Bei den densitometrischen
Untersuchungen der adulten Rickenmarkkontrollgewebe wurde ein durchschnittlicher Wert

von 1,81 festgestelit.
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Abbildung 12
Die Abbildung zeigt die densitometrischen Analysen der Immunreaktivititen von TNF-a
(hellgrau) und TNF-R (dunkelgrau). Die Expressionslevel der TCS-Gewebeproben ergaben in
samtlichen Fillen statistisch signifikante Erhéhungen mit p < 0,001 im Vergleich zu den

Kontrollgeweben (dargestellt durch ***),
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3.5.2 Zellulare Lokalisation

Um die durch die semiquantitativen Ergebnisse der Diaminobenzidinfarbungen vermuteten
Kolokalisationen von Tumornekrosefaktor-alpha und seinem Rezeptor mit verschiedenen
Gewebemarkern nachzuweisen, wurden Doppelimmunfluoreszenzfarbungen durchgefunhrt.
TNF-a und TNF-R wurden mittels rot fluoreszierender Sekundérantikorper sichtbar gemacht,
die Gewebemarker mit griin fluoreszierenden Sekundarantikérpern. Die Zellkerne wurden
mittels DAPI blau dargestellt.

Durch die Doppelimmunfluoreszenzfarbung konnte TNF-Rezeptor nicht nur koexprimiert in
inflammatorischen Zellen, sondern auch in neuronalen Zellen gezeigt werden. Abbildung 13 a°
zeigt isoliert die positive Immunreaktivitat von NeuN in einer morphologisch neuronalen Zelle,
Abbildung 13 a‘‘ zeigt wiederum isoliert die positive Immunreaktivitit von TNF-Rezeptor in
derselben Zelle. Zusammengefasst wird in Abbildung 13 A durch die gelbe Farbung der eben
beschriebenen Zelle dargestellt, dass eine Koexpression von TNF-Rezeptor mit dem

neuronalen Gewebemarker NeuN vorliegt.

/ NeuN /

Abbildung 13

Die Abbildung zeigt exemplarisch eine fusionierte Doppelimmunfluoreszenzfarbung (A) von
TNF-R (rot) und NeuN (griin). Die Kernfdrbung mittels DAPI ist blau dargestellt. In (a*) wird
die isolierte Farbung mit einem Primarantikdrper gegen NeuN gezeigt, die mit einem grin
fluoreszierenden Sekundarantikdrper sichtbar gemacht wurde. In (a ‘) ist entsprechend isoliert
die Farbung mit einem Primarantikorper gegen TNF-R dargestellt, die mit einem rot
fluoreszierenden Sekundarantikérper sichtbar gemacht wurde.

Malstab 50um.
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3.5.3 Ergebnisse der g°PCR

Zusétzlich zu den immunhistochemischen Farbungen und den densitometrischen Analysen der
TCS-Gewebeproben und der adulten Rickenmarkkontrollen wurden qualitative Real-Time-
PCR-Untersuchungen durchgefuhrt (siehe Abbildung 14).

Die Ergebnisse der delta CT Werte wurden als Boxplots fir die mMRNA-Expression in den TCS-
Geweben und den Kontrollgeweben dargestellt.

Beziiglich TNF-a zeigten sich die mRNA-Expressionslevel gegentber den Kontrollgeweben
nicht signifikant erhoht. Die Auswertung der mRNA-Expressionslevel von TNF-Rezeptor
ergab im Vergleich zu den MRNA-Expressionsniveaus der adulten
Riickenmarkkontrollgeweben eine statistisch signifikante Erhéhung mit p < 0,05 (siehe

Abbildung 14 B, dargestellt durch *).
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Abbildung 14

Die Abbildung zeigt die mRNA-Expressionslevel von Tumornekrosefaktor-alpha (A) und
Tumornekrosefaktor-Rezeptor (B) in den TCS-Gewebeproben und den Kontrollgeweben. Die
Delta CT-Werte sind dargestellt als Boxplots fiir die mRNA-Expression. Es zeigten sich
bezlglich TNF-a bei den TCS-Gewebeproben keine statistisch signifikant erhdhten Werte (A).
Die mRNA-Expressionslevel von TNF-R in den TCS-Gewebeproben zeigten sich gegentiber den

Kontrollgeweben mit p < 0,05 signifikant erhéht (B, dargestellt durch *).
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3.6 Expressionsmuster von HIF-1a und HIF-2a: Ergebnisse der qualitativen,

semiquantitativen und densitometrischen Auswertungen

Zusatzlich zu den oben genannten Zytokin-Rezeptor-Paaren wurden die TCS-Gewebeproben
mit Antikorpern gegen Hypoxia-inducible-factor 1- und 2-alpha immunhistochemisch geférbt
und anschlieRend untersucht.

Samtliche Gewebeproben wiesen ausgepragte Immunreaktivitaten nach den Farbungen mit den
oben genannten Antikérpern auf. Hierbei zeigten sich die Immunreaktivitaten sowohl von HIF-
la als auch von HIF-2a in Zellen mit neuronalen morphologischen Eigenschaften (siehe
Abbildung 15 C und D).

Bei den adulten Rickenmarkkontrollgeweben wurden keine spezifischen Farbungen nach
Verwendung von Antikdrpern gegen HIF-1a und HIF-2a sichtbar (siehe Abbildung 15 A und
B).

Abbildung 15

Darstellung der Ergebnisse nach Diaminobenzidinfarbungen mit Antikérpern gegen HIF-1a
und HIF-2a der adulten Riickenmarkkontrollgewebe (A-B) und der TCS-Gewebeproben (C-D).
In (A-B) zeigten sich keine spezifischen Farbungen. Auf den TCS-Gewebeproben (C-D) wurden
hingegen deutliche Immunreaktivitaten in Zellen mit morphologischen Charakteristika von

neuronalen Zellen sichtbar.

3.6.1 Densitometrische Analysen

Zur Verifizierung der semiquantitativen Untersuchungen wurden densitometrische Analysen
durchgefuhrt (siehe Abbildung 16).
Die Signifikanzniveaus wurden wie folgt gewahlt: signifikant bei p < 0,05 (gekennzeichnet
durch *), hoch signifikant bei p < 0,01 (gekennzeichnet durch **), hochst signifikant bei p <
0,001 (gekennzeichnet durch ***),
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Das Expressionsniveau von HIF-1a zeigte sich in sdmtlichen untersuchten TCS-Gewebeproben
gegeniiber den Kontrollgeweben statistisch hochst signifikant erhoht (p <0,001). In 58,3% der
Félle (7 von 12 Fallen) lagen die ermittelten Werte zwischen 30 und 39 mit dem héchsten Wert
bei 38,42. In den ubrigen funf Fallen (41,7%) lagen die Werte zwischen 20 und 30. Der mit
Abstand niedrigste Wert lag bei 20,75.

Die densitometrischen Untersuchungen der adulten Kontrollgewebe ergaben einen
durchschnittlichen Wert von 2,38.

Die densitometrisch ermittelten absoluten Werte von HIF-2a lagen insgesamt weit tiber denen
von HIF-1la. Im Vergleich zu den Kontrollgeweben wurde in allen Fallen eine hdchst
signifikante Erhohung der Expressionslevel festgestellt (p < 0,001). In 41,7% der Félle (5 von
12 Féllen) ergaben die Untersuchungen Werte zwischen 60 und 97. Davon lagen die Werte in
zwei Féllen (16,7%) uber 90, der hochste Wert lag bei 96,08. Die Werte in den drei anderen
Féllen lagen jeweils zwischen 80 und 90, 70 und 80 sowie 60 und 70. In 33,3% der Falle (4 von
12 Féllen) wurden Werte zwischen 40 und 50 ermittelt. In den Gbrigen drei Féllen (25%) lagen
die Werte unter 40. Der niedrigste Wert wurde mit 28,55 angegeben.

Die densitometrischen Untersuchungen der adulten Riickenmarkkontrollgewebe ergaben einen
Durchschnittswert von 2,29.
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Abbildung 16

Die Abbildung zeigt die densitometrischen Analysen der Immunreaktivitdten von HIF-1a
(hellgrau) und HIF-2a (dunkelgrau). Die Expressionslevel der TCS-Gewebeproben ergaben in
samtlichen Fdllen statistisch signifikante Erhohungen mit p < 0,001 im Vergleich zu den
Kontrollgeweben (dargestellt durch ***),
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3.6.2 Zellulare Lokalisation

Zum Nachweis der vermuteten Kolokalisation von HIF-1a und HIF-2a mit neuronalen,
mikroglialen und entzlndlichen Markern wurden Doppel- und
Tripleimmunfluoreszenzfarbungen durchgefihrt.

Die Abbildungen 17 A, B, C zeigen die Doppelimmunfluoreszenzfarbungen mit Antikdrpern
gegen HIF-1a und HIF-2a, die mit einem rot fluoreszierenden Sekundérantikdrper sichtbar
gemacht wurden sowie mit Antikdrpern gegen NeuN und CD68, die wiederum mit einem grin
fluoreszierenden Sekundarantikorper versehen wurden. Weiterhin wurde fir die Kernfarbung
DAPI verwendet, was als blauer Farbstoff sichtbar wird.

In den Abschnitten A und B der Abbildung 17 zeigen sich die Koexpression von HIF-1-a und
NeuN als neuronaler Marker und CD68 als mikroglialer Marker, was durch die gelb wirkenden
Zellen deutlich wird. Die angefarbten Zellen erfullen jeweils die morphologischen
Charakteristika von neuronalen Zellen und von Mikroglia.

In Abbildung 17 ¢ sieht man isoliert die positive Immunreaktivitdt von NeuN, c¢*‘ zeigt
ebenfalls isoliert die starke Immunreaktivitdt von HIF-2a. Die gleichzeitige Darstellung beider
Féarbungen macht in Abschnitt C der Abbildung 17 die Koexpression von HIF-2a und NeuN als
neuronalem Gewebemarker deutlich, da die Zelle gelb erscheint.

AuBerdem wird exemplarisch eine Tripleimmunfluoreszenzfarbung gezeigt (siehe Abbildung
17 D). Hierbei wurden drei Primarantikérper verwendet, deren positive Immunreaktivititen
jeweils mit einem fluoreszierenden Sekundé&rantikOrper sichtbar gemacht wurden (grin =
NeuN, rot = IL-1b, tirkis = HIF-2a). In diesem Fall zeigen sich sdmtliche Primé&rantikorper
kolokalisiert, sodass davon auszugehen ist, dass in neuronalen Zellen in den TCS-Geweben
sowohl das proinflammatorische Zytokin Interleukin-1-beta als auch der Hypoxia-inducible-

factor 2-alpha exprimiert werden.
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Abbildung 17

Die Abbildung zeigt die Doppelimmunfluoreszenzfarbungen von HIF-1a und HIF-2a mit
neuronalen und mikroglialen Markern (A-C) sowie eine Tripleimmunfluoreszenzfarbung von
HIF-2a mit NeuN und dem proinflammatorischen Marker IL-1b (D). Die Kernfarbung erfolgte
mittels DAPI (blau).

In (a‘*-c’) sind isoliert die Fdarbungen mit Primdrantikorpern gegen NeuN und CD68 (griin)
dargestellt, in (a‘*-c*’) die isolierten Fdrbungen mit Primdrantikérpern gegen HIF-la und
HIF-2a (rot) dargestellt. Die fusionierten Bilder (A-C) zeigen jeweils die Koexpression von
HIF-1a bzw. HIF-2-a mit den entsprechenden Gewebemarkern (gelb).

In (d°) ist isoliert die Firbung mit einem Primdrantikorper gegen NeuN abgebildet (grin), in
(d*) die entsprechende Fdrbung mit einem Primdrantikorper gegen IL-1b sowie in (d**°) die
Farbung mit einem Primarantikdrper gegen HIF-2a (turkis) abgebildet. HIF-2a zeigt sich in
dem fusionierten Bild (D) koexprimiert mit dem neuronalen Marker NeuN und dem
proinflammatorischen Marker IL-1b (gelb).

MaRstab 50um.

3.7 Ergebnisse der Untersuchungen zur Apoptose

Cleaved PARP (cPARP) wurde genutzt, um apoptotische VVorgange in den TCS-Gewebeproben
zu untersuchen. Weiterhin wurden TUNEL-Fé&rbungen vorgenommen, um TUNEL-positive
Zellen zu zdhlen und die Haufigkeit derer in den TCS-Geweben mit den adulten

Rickenmarkkontrollgeweben zu vergleichen (siehe Abbildung 18).
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Die Untersuchungen der Kontrollgewebe nach Farbung mit einem Antikdrper gegen cPARP
ergaben keine spezifischen Farbungen (siehe Abbildung 20 A). Bei den TCS-Gewebeproben
zeigten sich positive Immunreaktivitaten in Strukturen, die morphologische Eigenschaften von
apoptotischen Zellfragmenten aufwiesen, in Bereichen, die sich zuvor als positiv fir
neuroepitheliale Marker gezeigt hatten (siehe Abbildung 18 B).

Bezuglich der TUNEL-Farbungen ergaben sich ebenfalls keine spezifischen Farbungen auf den
adulten Ruckenmarkkontrollgeweben (siehe Abbildung 18 C), jedoch konnten TUNEL-
positive Fragmente auf den TCS-Gewebeproben nachgewiesen werden (siehe Abbildung 18
D). Die Auszahlung der TUNEL-positiven Zellen pro definiertem Areal erbrachte keinen
statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Kontrollgeweben und den TCS-

Gewebeproben (dargestellt als Boxplots in Abbildungl18 E).

-
(&)

_|

TUNEL positive Zellen/definiertem Area
=N
o

e ——

o

Kontrolle TCS
Abbildung 18
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Darstellung der Ergebnisse der Farbungen mit Antikérpern gegen Cleaved PARP und der
TUNEL-Farbungen sowie die Auszahlung der TUNEL-positiven Zellen (A-E).

In (A) ist die  Farbung mit Antikdrpern gegen cPARP dargestellt, wobei sich keine spezifische
Farbung zeigte. In den TCS-Gewebeproben konnten hingegen im Bereich des neuroepithelialen
Geweben angefarbte kleine Zellfragmente nachgewiesen werden (B). Die VergréfRerungen in
(B) zeigen kondensierte oder fragmentierte Zellkerne. Um die Zahl der Apoptosen nach
TUNEL-Farbung innerhalb der adulten Rickenmarkkontrollgeweben (C) und der TCS-
Gewebeproben (D) feststellen zu kénnen, wurden die TUNEL-positiven Zellen pro definiertem
Areal ausgezahlt (E). Hierbei ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede. Die
TUNEL-positiven  Zellen sind jeweils als Boxplots mit den entsprechenden
Standardabweichungen dargestellt.

Malstabe (A-B) 200um. MaRstab VergroRerung (B) 20um. Malistabe (C-D) 50um.
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4 Diskussion

Das Tethered Cord Syndrom ist, wie in der Einleitung beschrieben, ein Problem, das sehr haufig
mit spinalen Dysraphien einhergeht. Beziiglich seiner Atiopathogenese fokussierten sich
bisherige Studien v.a. auf die mechanischen Aspekte der Zugwirkung auf das funktionelle
Rickenmarkgewebe und die damit einhergehenden Verénderungen des spinalen oxidativen
Stoffwechsels (5, 18, 24, 25, 59). Histopathologische und molekulare VVeranderungen, die der
Entstehung eines Tethered Cord Syndroms nach der operativen Versorgung offener
Neuralrohrdefekte im Verlauf mit zugrunde liegen kdnnten, wurden bislang kaum adressiert.
In der vorliegenden Dissertation wurden diese Aspekte nun thematisiert, indem
Rickenmarkgewebeproben, welche bei Myelolyseoperationen (aufgrund eines sekundéren
TCS) gewonnen wurden, hinsichtlich zellularer und molekularer Botenstoffe potenziell
schadigender Prozesse untersucht wurden.

Da bei der Myelolyse (Details zum Operationsverlauf siehe Einleitung Abschnitt 1.3)
funktionserhaltend préapariert wird und daher wenig Ruckenmark- bzw. Plakodengewebe fir
folgende histopathologische Untersuchungen zur Verfugung steht, mussten, wie im Abschnitt
Material und Methoden dargelegt, zundchst die neurochirurgische und pathologische
Datenbank hinsichtlich geeigneter Patientenfalle durchsucht werden. Dabei wurden durch das
Mikroskopieren von Hé&matoxylin-Eosin gefarbten Schnitten Falle herausgesucht, die
ausreichend neuroepitheliale Abschnitte aufwiesen. Durch weitere Farbungen mit zelluldren
Standardmarkern wurden daraus schliellich die Proben herausgefiltert, die durch das
Vorhandensein von neuronalen und glialen Zellelementen fiir die geplanten Untersuchungen
infrage kamen. Entsprechend heterogen fiel die Patientenkohorte hinsichtlich der Zeitpunkte
der Myelolyseoperationen aus (die Operationen erfolgten im Alter von 5 Monaten bis 46
Jahren). Dabei wurden zwolf Patienten auf vergleichbare Art und Weise bei der priméren und
sekundaren Operation versorgt (die Informationen zu den einzelnen operativen Schritten
wurden aus den vorliegenden Operationsberichten ermittelt; von zwei Patienten lagen dabei
keine Operationsberichte vor). Trotz der Altersunterschiede der Patienten konnte vom
operativen Aspekt her davon ausgegangen werden, dass die untersuchten Gewebeproben
bezlglich der Anatomie vergleichbar waren. Ebenso im Hinblick auf die klinischen
Gesichtspunkte war das untersuchte Patientenkollektiv insofern homogen, als dass alle
Betroffenen vor der Operation symptomatisch wurden. Das heilst, es lagen typische
neurologische oder urologische Problematiken vor, die im Verlauf nach der primaren MMC-

Versorgung entweder neu auftraten oder sich zunehmend verschlechterten.
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Bei der Analyse der Expressionsmuster der verschiedenen Gewebemarker wurde deutlich, dass
alle TC-Gewebeproben signifikant erhohte GFAP- und Vimentin-Immunreaktivitdten im
Vergleich zu den Kontrollgeweben aufwiesen. Dabei wurden auch morphologisch Astrozyten
mit typischen Aktivierungsmerkmalen nachweisbar. Ahnliche zellulare Veranderungen wurden
in vorangegangenen Analysen in Gewebeproben nachgewiesen, die bei der priméren operativen
Versorgung der offenen spinalen Dysraphie (MMC) gewonnen wurden (25, 60-64).

Neben dem Nachweis von aktivierten Astrozyten in ausgepragt gliotischen Zellverbéanden war
das Auftreten von Monozyten und aktivierter Mikroglia ein weiterer Hinweis darauf, dass
entzlindlichen Prozesse bei dem ,,Symptomatischwerden eines Tetherings eine wichtige
Funktion zukommen konnte. Im Vergleich zu den Kontrollgeweben zeigten die meisten TC-
Gewebeproben eine Farbung von inflammatorischen Markern wie CD3, CD68 und CD11b in
runden Zellen, die morphologische Eigenschaften von aktivierten Mikrogliazellen, Monozyten
oder Makrophagen aufwiesen. Diese Verdnderungen konnten dabei als globale zellulére
Antwort auf die durch die Zugkrafte verursachten Schéden im Rahmen eines Tetherings
interpretiert werden. Die vorgelegte Arbeit liefert damit erstmalig Hinweise dafur, dass bei
einem TCS &hnliche zellulare Veranderungen nachweisbar werden, die auch im Rahmen
sekundarer Schadenskaskaden nach einem spinalen Trauma auftreten kénnen (65, 66).

Die ebenfalls detektierbare Induktion von IL-1b und TNF-a sowie deren Rezeptoren auf
immunhistochemischer und mRNA-Ebene unterstitzte diese Hypothese. Diese vornehmlich
inflammatorischen Molekiile werden zusammen mit anderen Zytokinen und Chemokinen
bekanntermalien als Reaktion auf eine Vielzahl von pathologischen Einflissen auf das zentrale
Nervensystem frih und langanhaltend aktiviert (67). Sie sind u.a. in das Rekrutieren von
weiteren Immun- und Entzindungszellen, der Ausbildung von Narbengewebe (d.h. die
Ausbildung von zum Gesunden hin abschirmenden gliotischen Zellrandern) (65), sowie die
Induktion von apoptotischen Prozessen involviert (68, 69). Letztere wurden auch in der
vorgelegten Arbeit in weiteren Untersuchungen nachweisbar.

In diesem Zusammenhang ist ein weiteres wichtiges Ergebnis der Nachweis von TNF-a und
des zugehdrigen Rezeptors auf hohem, signifikant induzierten Immunreaktivitats- und mRNA-
Niveaus. TNF-a ist ein potenter inflammatorischer Mediator mit pro-apoptotischen
Eigenschaften (36, 70). So wie bei Rickenmarktraumata konnten apoptotische Prozesse
ebenfalls eine Rolle in Lasionskaskaden spielen, die durch Zug oder durch die verénderte
Mikroumgebung in postoperativen Narbenstrukturen der Neuroplakode nach MMC-Deckung
induziert werden. Hinweise lieferten diesbezuglich die TUNEL- und cPARP-Farberesultate der

vorliegenden Arbeit. Fir TNF-alpha konnte insbesondere ein rascher Expressionsanstieg in der
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experimentellen Ruckenmarksverletzung in der Ratte gezeigt werden, dieser wurde ca. eine
Stunde nach stattgehabtem Trauma nachweisbar, daraufhin erfolgte der Nachweis sogenannter
,Initiator“-Caspasen, insbesondere Caspaspe-8 und -9, ca. 6 Stunden nach dem Trauma (71).
TNF1-alpha wirkt insbesondere tber den sogenannten Todesrezeptorsignalweg. Es ermdglicht
uber das Adapterprotein FADD (Fas-Associating Protein with Death Domain) die Rekrutierung
von Procaspase-8 an den CD-95-Rezeptor-Ligand-Komplex DISC (death inducing signaling
complex). Dadurch wird Procaspase-8 autoproteolytisch aktiviert und kann somit die
Caspasekaskade starten (72). Diese Erkenntnisse lassen vermuten, dass neben
inflammatorischen Kaskaden und hypoxie-vermittelten Prozessen auch apoptotische VVorgénge
einen neurologischen Funktionsverlust beeinflussen kénnten, wie er bisher in Modellen zur
Rickenmarksverletzung beobachtet werden konnte (73).

Ein weiteres relevantes Ergebnis unserer Studie war die Koexpression der untersuchten
proinflammatorischen sowie proapoptotischen Zytokine mit HIF-1a- sowie HIF-2a-
Immunreaktivitaten in den TC-Gewebeproben, die auf erh6htem Immunreaktivitatsniveau in
den TC-Geweben nachweisbar wurden. Hypoxia-inducible-factors kénnen als sensible Marker
fur klinisch relevante hypoxische/ischamische Zustdnde betrachtet werden (74). Wie in der
Einleitung dargelegt, liegen Hinweise aus experimentellen Studien vor, nach denen
ischamischen Prozessen und einem damit gestorten Energiestoffwechsel bei der Entstehung des
TCS eine wichtige Rolle zukommt (17, 18, 22, 23, 69). So nutzten Dolan et al. experimentelle
in-vivo Streckvorrichtungen an Katzen, mit denen nachgewiesen werden konnte, dass der
infolgedessen auftretende ischamische Zustand ein essentieller Faktor in der Pathophysiologie
des Tethered Cord Syndroms ist (17). In Korrelation zur angewandten Kraft, die auf die
neuralen Strukturen ausgetibt wurde, zeigten sich dabei ein signifikant verringerter Blutfluss in
den angehefteten Riickenmarksegmenten (besonders in der grauen Substanz) und verringerte
spinal evozierte Potenziale (17). Diese Ergebnisse untermauerten die Befunde von Schneider
et al., die mit Hilfe von intraoperativen Monitoringverfahren wéahrend Myelolyseoperationen
in Patienten einen verbesserten Blutfluss in den betreffenden Riickenmarkabschnitten nach dem
operativen Losen demonstrieren konnten (21).

Hinsichtlich der Ergebnisse der vorgelegten Arbeit, dass HIFs koexprimiert mit
inflammatorischen Zytokinen in den TC-Geweben nachweisbar wurden, ist die Studie von
Imtiyaz et al. zu erwahnen, die zeigte, dass TNF-a und Interleukin-1-beta die Akkumulation
und die Transkriptionsaktivitdt von HIFs steigern konnen (37). Da dem TCS eine Hypoxie
durch Traktionskrafte zugrunde liegen kann, erscheint die Moglichkeit zur weiteren Induktion

pro-inflammatorischer Zytokine die These bezlglich eines second-hit-Theorems in der spinalen
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Dysraphie zu unterstiitzen. Zudem kdnnen HIFs wiederum neuroprotektive Mediatoren wie
Epo aktivieren, dieses erscheint bezlglich einer moéglichen Antagonisierung dieser pro-
inflammatorischen Aspekte interessant (75, 76).

Ebenso fanden Basu et al. in ihrer Studie mit genetisch veranderten Mdusen mit fehlendem
Interleukin-1-Rezeptor heraus, dass nach hypoxischen Insulten in einem Schlaganfallmodell
die Ausdehnungen der Lé&sionen verringert waren (35). Eine regulierende Seite des IL-1-beta
Promotors beinhaltet unter anderem den Hypoxia-inducible-factor, der die Transkription der
IL-1-mRNA in sehr friihen Stadien nach ischdmischen Insulten ermdglicht (77, 78). Interleukin
kann daher als friiher Marker fir neuronale Schaden betrachtet werden (67).
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Ergebnisse bezuglich der erhéhten HIF-
la- und HIF-2a-Immunreaktivitaten in den untersuchten TC-Gewebeproben der vorgelegten
Arbeit zusammen mit den Ergebnissen friherer Studien Hinweise dafur lieferten, dass die
Hypoxie eine wesentliche Komponente des Schadigungskanons ist, der einem
symptomatischen TC zugrunde liegen kénnte (21-23). Mit dem aktuellen experimentellen
Ansatz der vorgelegten Arbeit konnte nicht gekléart werden, wann die dargelegten zelluléren
und molekularen Verénderungen im klinischen Zeitverlauf nach der priméren Operation (d.h.
nach dem Verschluss der offenen Dysraphie) induziert werden. Zytokine und HIFs werden friih
unter unterschiedlichen pathologischen Bedingungen im ZNS nachweisbar (67, 79).

So ist es nicht abwegig zu vermuten, dass auch durch die chirurgische Manipulation an sich
eine Entzundungsreaktion angestoBen werden konnte. Allerdings bendtigen einige der
nachgewiesenen Mediatoren von den Signalkaskaden her mehr Zeit bis zur Expression als die
eigentliche operative Manipulation an den neuralen Geweben andauert. Es gibt dabei bisher
keine Studien, die die durch eine Operation bedingte Induktion inflammatorischer Mediatoren
nach neurochirurgischen Eingriffen untersuchten. Es gibt lediglich Hinweise aus anderen
medizinischen Disziplinen (bspw. Unfallchirurgie), die erhohte Zytokin-Level (IL-1b, IL-6,
nicht TNF-a) im Blut nach operativen Interventionen nachweisen konnten (80, 81). Dabei
handelte es sich allerdings um operative Eingriffe (wie das Einbringen einer Huftprothese), die
nicht mit der mikrochirurgischen Operation einer Myelolyse vergleichbar waren.

Ein Nachteil der vorgelegten Arbeit, der hier ebenfalls zum Tragen kommt, war, dass kein
Kontrollgewebe von asymptomatischen Patienten nach MMC-Operation zur Verfligung stand:
Aufgrund fehlender Evidenz dafiir, dass mit einer ,,prophylaktischen” Myelolyse ein besserer
klinischer Verlauf nach MMC-Operation erzielt werden kann, werden diese Eingriffe in der
Regel nicht an klinisch asymptomatischen Patienten durchgefuhrt. Als Konsequenz lag kein

entsprechendes Kontrollgewebe vor.
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Nach einem spinalen Trauma werden Zytokine, Chemokine und aktivierte inflammatorische
Zellen sowie astrogliale Veranderungen nicht nur zu frihen Zeitpunkten induziert, sondern
bleiben bis weit in den chronischen post-traumatischen Verlauf entlang der spinalen Achse und
dariber hinaus auf erhohtem Expressionsniveau nachweisbar (30, 31, 82). Diese
Expressionsmuster korrelierten mit dem Auftreten von typischen Spatkomplikationen
(motorische Defizite, posttraumatische Schmerzen (siehe Einleitung Abschnitt 1.2) (30, 32).

Vor diesem Hintergrund und in Zusammenschau mit den Ergebnissen beziliglich der Analysen
von Gewebeproben, die wahrend MMC-Operationen (25) und bei geschlossenen Dysraphien
gewonnen wurden (83), kann die Hypothese formuliert werden, dass gliotische Veranderungen
mit einhergehender Expression von spezifischen Entziindungsmediatoren auch ein
wesentliches Element in der Pathogenese chronischer Funktionseinschrdnkungen bei VVorliegen
einer Dysraphie darstellen. Das Wissen um den zeitlichen Verlauf dieser Lasionskaskaden
(Wann werden sie induziert, wie lange dauern sie an?) ist eine VVoraussetzung dafir, diese
Aspekte in Zukunft gezielt in die Therapiestrategien der jeweiligen Dysraphien mit
einzubeziehen. Die in der vorgelegten Arbeit identifizierten zellularen und molekularen
Veranderungen konnten nun unter standardisierten Bedingungen eines adaquaten Tiermodells
zu unterschiedlichen Zeitpunkten (von intrauterin zu postnatal) genauer untersucht werden, um
bezlglich des optimierten Therapiezeitpunktes weitere Erkenntnisse zu erarbeiten (dieses
wurde mittlerweile fur die offene Dysraphieform der MMC umgesetzt und entsprechende
Untersuchungen laufen derzeit in dem neurochirurgischen Forschungslabor des UKSH Kiel).

Alternative Moglichkeiten, diese Fragestellungen weiter zu bearbeiten, kénnten sich in Zukunft
auch durch die Etablierung von experimentellen bildgebenden Verfahren (,,molecular
imaging®) ergeben (84-86). Solche potentiellen bildgebenden Verfahren konnten zur
Darstellung zeitabhangiger molekularpathologischer Prozesse in situ herangezogen werden und
wirden damit die Indikationsstellung beztiglich der Durchfihrung einer Myelolyse bei nicht
eindeutiger Klinischer Verschlechterung unterstitzen kdnnen (84). Als Kandidaten fur solche
Surrogatmarker kdmen nach den vorgestellten Ergebnissen das IL-1b und TNF-a sowie GFAP

infrage.
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5 Zusammenfassung

Die Studien Uber histopathologische und molekulare Verénderungen, die eventuell einem
sekundéren Tethered Cord Syndrom nach der operativen Versorgung einer Myelomeningozele
zugrunde liegen konnten sind bisher Gberschaubar.

Daher lag der Fokus dieser Dissertation auf der Untersuchung von Gewebeproben, die wahrend
der Myelolyseoperationen von Patienten entnommen wurden, die nach der Geburt an einer
Myelomeningozele operiert worden waren. Neben der Untersuchung der Gewebeproben von
12 Patienten wurden die klinischen Charakteristika beziiglich des praoperativen neurologischen
Status, der Blasen- und Mastdarmfunktion sowie Kontrakturen und Spastiken der unteren
Extremitaten und Bein- und Rickenschmerzen retrospektiv zusammengetragen. Zusétzlich
wurden die spinalen MRT-Bilder hinsichtlich einer vorhandenen Syringomyelie und der
Konuspositionen untersucht. Es wurden zelluldare Markerprofile etabliert. Auf histologischer
Ebene wurden auf’erdem die Immunreaktivitaten von IL-1b/IL-1R1, TNF-a/TNF-R und HIF-
la/2a qualitativ. und quantitativ densitometrisch analysiert. Weiterhin  wurden
Doppelimmunfluoreszenzfarbungen mit zellularen Markern durchgefiihrt. Die Zytokine
wurden auf mRNA-Ebene analysiert. Um apoptotische Zellen zu detektieren, wurden
immunhistochemische Farbungen mit cPARP und TUNEL vorgenommen.

Bedeutende Ergebnisse dieser Untersuchungen waren der Nachweis von Monozyten,
aktivierter Mikroglia und apoptotischen Zellen in den TCS-Gewebeproben. Diese Zellen
zeigten sich koexprimiert mit IL-1b und TNF-a sowie deren Rezeptoren. Die untersuchten
Zytokine IL-1b und TNF-a konnten in den TCS-Gewebeproben auf signifikant erhéhten
Immunreaktivitatsniveaus und teilweise auch auf mRNA-Ebene signifikant erhoht
nachgewiesen werden. Mittels der Farbungen mit Antikdrpern gegen HIF-1a/-2a konnte die
Induktion von Hypoxie-induzierten Faktoren bestatigt werden. HIF-1a/-2a zeigten sich
koexprimiert mit IL-1b. Des Weiteren konnte durch TUNEL und PARP-positive Zellen in den
TCS-Gewebeproben nachgewiesen werden, dass auch der apoptotische Zelltod eine Rolle in
der Pathogenese des TCS spielt.

Durch unsere Studien konnten wir spezifische proinflammatorische und proapoptotische
Mediatoren identifizieren, die neben der mechanischen Schédigung und der infolge
entstehenden hypoxischen Zustdnde, einem sekundaren Tethered Cord Syndroms nach
postnataler operativer Behandlung einer Myelomeningozele zugrunde liegen konnten.

Die Préavention dieser Ldasionskaskaden durch die Gabe von antiinflammatorischen und

antiapoptotischen Faktoren in Kombination mit einer sorgfaltigen, unkomplizierten und
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effektiven Operationstechnik kénnte zu einem besseren Outcome bei Patienten mit einem
sekundaren Tethered Cord Syndrom flhren.

Aufgrund seiner bekannten und durch diverse Studien nachgewiesenen antiapoptotischen sowie
antiinflammatorischen Eigenschaften und der bewiesenen klinischen Anwendbarkeit seiner
nicht-hamatopoetischen rekombinanten Form, kdnnte Erythropoetin ein passendes Beispiel
sein (87-89). Der potenzielle Effekt solcher Faktoren als adjuvante Therapeutika bei

sekundaren Tethered Cord Syndromen sollte in weiterflihrenden Studien untersucht werden.
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wir bestatigen den Eingang des obengenannten Antrages zur Beratung gemal § 15 Berufs-
ordnung (BO) der Arztekammer Schleswig-Holstein.

Mach Durchsicht der Unterlagen durch die Geschafisstelle und durch mich als stellvertreten-
den Vorsitzenden der Ethik-Kommission bestehen gegen die Durchfiihrung der Studie keine
berufsethischen und berufsrechilichen Bedenken.

Die im Folgenden aufgefiihrten Hinweise miissen beachtet werden:

1. Es wird darauf hingewiesen, dass kiinftige Anderungen der Studie der Ethik-Kommission
anzuzelgen sind und gegebenenfalls eine erneute Beratung erforderlich machen.

2. Die ethische und rechiliche Verari[ﬁmrtung flr die Durchfiihrung dieser Studie verbleibt
beim Projektleiter und den an der Studie teilnehmenden Arzten.

3. Die Ethik-Kommission weist darauf hin, dass fir eventuell in Zukunft weitere teiinehmende
Zentren eine berufsrechtliche Beratung bei der jeweils fir sie zustdndigen Ethik-Kommission
erforderlich ist.

4, Gemal Deklaration von Helsinki muss der Ethik-Kommission nach Studienende ein Ab-
schlussbericht vorgelegt werden, der eine Zusammenfassung der Ergebnisse und Schluss-
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folgerungen der Studie enthélt.

Wir wiinschen Ihnen fir die Durchfithrung der Studie viel Erfolg.

Mit freundiichen kollegialen Griilten

—

Prof. Or. med. Dr. rer. nat. Ingolf Cascorbi
Stv. Vorsitzender der Ethik-Kommission
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7.2 Danksagung

In erster Linie gilt mein Dank Herrn Prof. Dr. Michael Synowitz fir die Moglichkeit in seiner

Klinik zu promovieren.

Besonderer Dank gilt meiner Doktormutter, Frau Prof. Dr. Friederike Knerlich-Lukoschus, fur
die Uberlassung des Themas. Ich bewundere ihr Engagement und ihren Optimismus, mit denen
sie mich in den letzten Jahren begleitet hat, und hoffe fiir die Zukunft auf eine weitere fruchtbare

Zusammenarbeit.

AulRerdem mochte ich mich bei Frau Dr. Gesa Cohrs, die meine Arbeit Gber einen langeren
Zeitraum begleitet hat, bedanken. Durch ihre wertvollen Hilfestellungen hat sie einen
malbeglichen Beitrag zum erfolgreichen Abschluss meiner Arbeit geleistet.

Ein weiterer Dank geht an Frau Prof. Dr. Dr. Janka Held-Feindt fir die Mdglichkeit, die
Laborrdume zu nutzen. Weiterhin bedanke ich mich fir ihre konstruktiven Anregungen, die zu

meinem Fortkommen beigetragen haben.

Vielen herzlichen Dank an die Mitarbeiter des neurochirurgischen Labors Frau Fereshteh
Ebrahim und Frau Brigitte Rehmke. Sie haben sich bei den Laborarbeiten immer Zeit fiir meine
Sorgen und Probleme genommen und mich so bestmdglich unterstiitzt. Durch die liebenswerte

Art der Beiden hat mir die Arbeit im Labor immer viel Spal3 gemacht.
Ganz besonders mochte ich meiner Familie fiir einfach alles danken — ohne sie wére ich nicht

bis hierhergekommen. Ein weiterer besonderer Dank gilt meiner Tochter Wilma, meinem

Ehemann Sebastian und meinen besten Freunden flr die gute Zeit.
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