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1. Einleitung

Jahrlich erleiden in Deutschland ca. 1800 Menschen eine
Verletzung des Ruckenmarks. Fur einen grofden Teil dieser
Patienten bedeutet dies eine Bindung an den Rollstuhl fir den Rest
ihres Lebens. lhre Blasen- und Mastdarmfunktion ist eingeschrankt
und die Sexualfunktion gestort. Bei einer Verletzung des
Zervikalmarks auf der HOhe von C4 oder darliber mussen sie
dauerhaft beatmet werden. Die Verletzung und ihre Folgen
beeinflussen das gesellschaftliche und soziale Leben der
betroffenen Patienten sowie deren personliches Umfeld.

Die Entwicklung effektiver Behandlungsmethoden der Rucken-

markverletzungen ware von grolRem Nutzen fur diese Menschen.

1.1 Pathogenese nach Ruckenmarkverletzung

Eine Verletzung des Ruckenmarks entsteht primar durch Zug-,
Druck- oder StoRRkrafte, die auf das Gewebe einwirken. Es kommt
infolgedessen zu Einblutungen in das Gewebe, Ausbildung einer
Nekrosezone und schlielBlich zu einer Entzindung des
Nervengewebes. Die vielfaltigen Reaktionen, die auf ein Trauma im
zentralen Nervensystem folgen, bedingen einen Sekundarschaden,
der weit Uber das Gebiet der primaren Lasion hinausgeht
(Tabelle 1). Der so entstandene Gewebeverlust wird teilweise durch

eine gliale Narbe gedeckt.



Tabelle 1: Pathophysiologie der Ruckenmarkverletzung (modifiziert
nach Tator, 1995)

Primarschaden
Zug, Druck, Stol3, Schnitt, Riss

Sekundarschaden

Systemische Effekte (neurogener Schock)
Herzfrequenz — kurzer Anstieg, dann Bradykardie
Blutdruck — kurz hypertensiv, dann Hypotension
Kardiale Auswurfleistung — vermindert; Folge: trophische Minder-
versorgung
Katecholamine — ansteigend, dann vermindert

Lokale vaskulare Schadigung der Mikrozirkulation im Ruckenmark
Mechanischer Abriss von Kapillaren und Venolen
Hamorrhagie
Verlust der Mikrozirkulation — mechanisch, thrombotisch, vasospastisch
Verlust der Autoregulation

Biochemische Veranderungen
Excitotoxizitat — Glutamat
Neurotransmitterakkumulation — Katecholamine (Noradrenalin, Dopamin)
Arachidonsaurefreisetzung
Produktion freier Radikale
Produktion von Eikosanoiden — Prostaglandine
Lipidfreisetzung
Endogene Opioide
Zytokine
Elektrolytverschiebungen
Erhohtes intrazellulares Kalzium
Erhohtes extrazellulares Kalium
Erhohtes intrazellulares Natrium

Odem

In den ersten Minuten nach der Verletzung des Ruckenmarks
kommt es durch die zerstorten Blutgefale und durch den
Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke zuerst zu petechialen
Einblutungen in das Gewebe, dann zu ausgepragten Hamorrhagien
(Holtz, et al., 1990). Bedingt durch die Verletzung der Gefalle und

der Gefalkwande, sowie durch die Durchlassigkeit der Blut-Hirn-




Schranke, tritt Wasser in das Gewebe aus. Es bildet sich ein
vasogenes Odem (Chan et al., 1983; Sharma, 1993). Die
posttraumatische Hypoperfusion (Sandler und Tator, 1976; Hall und
Wolf, 1986), die Bildung von Mikrothromben und der Verlust der
Autoregulation fuhrt zu Ischamien im Bereich der Lasion, die sich im
Verlauf weiter nach kranial und kaudal ausbreiten. Nach 24 Stunden
werden die ersten nekrotischen Axone und Neurone sichtbar. Es
wurde der Begriff ,posttraumatischer Infarkt gepragt (Tator und
Fehlings, 1991).

Uber die defekte Blut-Hirn-Schranke wandern aus dem peripheren
Blut neutrophile Granulozyten ein (Means und Anderson, 1983;
Dusart und Schwab, 1993; Taoka et al., 1997). Wahrend ihres
Aufenthalts im Gewebe phagozytieren die neutrophilen
Granulozyten Fremdkorper und Zellschutt, lockern die extrazellulare
Matrix auf (Campbell et al, 1982), schadigen Endothelien und
sezernieren chemotaktische Substanzen, wodurch weitere Zellen
aus dem peripheren Blut angelockt werden. Es folgt eine Invasion
von Monozyten, die ebenfalls Uber die defekte Blut-Hirn-Schranke
aus dem peripheren Blut eindringen. Die Monozyten wandeln sich
im Gewebe Uberwiegend zu Makrophagen um. Zudem werden
ortsstandige Mikrogliazellen aktiviert (Carlson et al.,, 1998;
Watanabe et al., 1999). Makrophagen (Nathan, 1987; Blight, 1992)
und reaktive Mikrogliazellen phagozytieren nekrotisches Zellmaterial
und sezernieren Wachstumsfaktoren und Zytokine. Wahrend des
erhdhten Zellstoffwechsels werden freie Sauerstoffradikale gebildet.
Aus den Zellmembranen werden Phospholipide freigesetzt und
durch Phospholipasen in freie Arachidonsaure umgewandelt, die

schlieBlich als Substrat fur die Bildung von Prostaglandinen und



Thromboxanen dient. So werden Entzindungsreaktionen in Gang
gesetzt, die weiteres Nervengewebe zerstoren konnen. Die
freigesetzten Molekule wirken zytotoxisch auf Nervenzellen (Banati
et al.,, 1993). Die geschadigten Neurone zeigen ein aufgelockertes
und mit Vakuolen gefulltes Zytoplasma. Die Nervenaxonstumpfe
schwellen an (Dusart und Schwab, 1993), degenerieren (Waller-
Degeneration; Zhang und Guth, 1997a) und demyelinisieren (Banik,
1980). Dort, wo sich Myelin von den Axonen gelost hat, werden
periaxonale Lucken sichtbar (Tator, 1995). Es kommt zum Zelltod
von Neuronen und Gliazellen. Innerhalb der nachsten 24-48
Stunden weitet sich der Nekroseherd weiter aus, der Zellverlust
vergrofert sich und somit auch die initiale Lasion. In den folgenden
Tagen wird das nekrotische Material durch phagozytierende Zellen
abgeraumt und zuruck Dbleiben Hohlen mit zum Tell
flussigkeitsgeflllten Pseudozysten, die Syrinx (Zhang und Guth,
1997a; Zhang et al., 1997b).

1.1.1 Der Arachidonsaurestoffwechsel

Gewebeverletzung, oxidativer Stress, Zytokine oder Wachstums-
faktoren aktivieren die Phospholipase A,, die wiederum die
Membranphospholipide zu freier Arachidonsaure hydrolysiert
(Wolfe, 1982) (Abbildung 1). Die Cyclooxygenase, auch bekannt als
Prostaglandin G/H Synthase, ist das geschwindigkeitsbestimmende
Enzym in der Metabolisierung von Arachidonsaure zu Prostanoiden

(Prostaglandine und Thromboxane).
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Abb.1: Der Arachidonsduremetabolismus.

Die Phospholipase A, setzt aus den Phospholipiden die Arachidonséure frei.
Diese wird dann durch die Cyclooxygenase zu PGG; und durch die Peroxidase
zu PGH; umgewandelt. Gewebespezifische Synthasen verwandeln PGH, zu
weiteren Prostaglandinen und Thromboxan. Auf einem zweiten Weg wird die

Arachidonséure durch die Lipoxygenase zu Leukotrienen abgebaut.

Die Cyclooxygenase liegt in zwei Isoenzymen vor, Cyclo-
oxygenase-1 (COX-1) und Cyclooxygenase-2 (COX-2). Beide
Enzyme katalysieren eine Cyclooxygenase- (bis-oxygenase)
Reaktion, bei der Arachidonsaure zu Prostaglandin-G, oxygeniert

wird, und eine Peroxidase-Reaktion, bei der Prostaglandin-G, zu



Prostaglandin-H, reduziert wird. Gewebespezifische Synthasen
wandeln Prostaglandin-H, zu Prostaglandin-D,, Prostaglandin-E,,
Prostaglandin-F,,, Prostaglandin-I, (Prostazyklin) oder
Thromboxan A, um (Needleman et al., 1986; Shimizu und Wolfe,
1990).

Die Prostaglandine beeinflussen viele physiologische wie auch
pathologische Vorgange im Organismus. Sie stellen wichtige
Mediatoren in Signaltransduktionskaskaden dar, beeinflussen
Entzindungsreaktionen und regulieren den GefalRtonus und die
Durchblutung verschiedenster Organe (Shimizu und Wolf, 1990;
Funk, 2001).

Die Cyclooxygenase wird durch die Acetylsalicylsaure (Aspirin) und
andere nicht-steroidale Antiphlogistika (Vane, 1971; Meade et al.,
1993) sowie die neueren spezifischen COX-2 Blocker (,Coxibs®
Fitzgerald und Patrono, 2001) blockiert.

Neben dem Cyclooxygenase-Weg wird die Arachidonsaure
aullerdem durch die Lipoxygenase zu Leukotrienen umgewandelt
(Needleman et al., 1986).

1.1.2 Die Cyclooxygenase

Die Cyclooxygenase-1 und die Cyclooxygenase-2 gleichen sich zu
ca. 60% in ihrer Primarstruktur (Xie et al., 1991; Jones et al., 1993).
Obwonhl diese Isoformen die gleiche Reaktion katalysieren und sich
in ihrer Substratspezifitat und Kinetik ahnlich sind (Smith und
DeWitt, 1996a), gibt es Unterschiede im Vorkommen und der

Verteilung. Die Cyclooxygenase-1 ist ein konstitutiv exprimiertes



Enzym, welches in fast allen Geweben und in Thrombozyten
vorkommt (DeWitt, 1991; Feng et al., 1993). Die Cyclooxygenase-1
ist hauptsachlich fur die physiologische Bereitstellung von
Prostaglandinen, wie z.B. im Gastrointestinaltrakt, in den Nieren,
den Ovarien, den Thrombozyten und den Gefallwanden,
verantwortlich (Vane und Botting, 1998). Die Cyclooxygenase-2 wird
im gesunden Gewebe fast nicht exprimiert. Die Ausnahmen bilden
die Ovarien (Sirois und Richards, 1992), das Gehirn (Feng et al.,
1993) und Teile der Nieren (McKanna et al., 1998). Die
Cyclooxygenase-2 ist ein rasch induzierbares Enzym, dessen
Expression durch Wachstumsfaktoren, Tumorpromotoren, Hormone,
bakterielle Endotoxine, Zytokine und Entzindungsmediatoren
induziert werden kann (Hla und Neilson, 1992; Jones et al., 1993;
Smith et al., 1996b). Die Cyclooxygenase-2 gilt in erster Linie als
verantwortlich far  die pathologische Produktion von
Prostaglandinen, z.B. bei Entzundung, Schmerz, Fieber und
Tumorwachstum.

In  Gehirn und Ruckenmark werden unter physiologischen
Bedingungen die Cyclooxygenase-1 und -2 mRNA sowie deren
Proteinprodukte konstitutiv exprimiert (Feng et al., 1993; O Neill und
Ford-Hutchinson, 1993). Nach einer mechanischen Verletzung des
Ruckenmarks wird die Cyclooxygenase-2 vermehrt exprimiert
(Resnick et al.,, 1998). Zusatzlich finden sich in der Nahe des
verletzten Gewebes vermehrt Cyclooxygenase-1" Mikrogliazellen
und Makrophagen (Schwab et al., 2000). Aulerdem kann ein
Anstieg der Prostaglandinproduktion beobachtet werden, was auf
einen erhohten Arachidonsaureumsatz hindeutet (Nishisho et al.,
1996).



Die Arbeitsgruppe um D. L. Simmons hat eine weitere Cyclo-
oxygenaseform, COX-3, im Gewebe des Hundes definiert
(Chandrasekharan et al., 2002). Es handelt sich hierbei aber
weniger um eine echte Isoform, sondern mehr um eine
Splicevariante des COX-1 Gens (Warner und Mitchell, 2002). Die
Rolle von COX-3 beim Menschen ist noch unklar und ob Effekte, die
nicht durch COX-1 oder COX-2 zu erklaren sind, auf COX-3
zuruckzufuhren sind, bleibt Gegenstand weiterer Forschungen
(Schwab et al., 2003a; Schwab et al., 2003b).

1.1.3 Nicht-steroidale Antirheumatika (NSAR)

Aspirin  (Acetylsalicylsaure) und nicht-steroidale Antirheumatika
gehdren zu einer Gruppe von Medikamenten, die analgetisch,
antipyretisch und antiphlogistisch wirken. Einige Beispiele aus der
Gruppe der NSAR sind Indometacin, Diclofenac, Ketorolac,
Ibuprofen, Flurbiprofen, Naproxen und Piroxicam.

Die analgetische, antipyretische und antiphlogistische Wirkungen
von Aspirin und NSAR beruhen auf der Hemmung der Cyclo-
oxygenase und infolgedessen auf einer verminderten Prostaglandin-
synthese (Mitchell et al., 1993; Vane und Botting, 1998).

1.2 Gliale Reaktion nach ZNS-Verletzung

Nach einer Verletzung des Ruckenmarks reagiert das Gewebe mit

der Reaktivierung von Neurogliazellen. Neben Oligodendrozyten-
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vorlauferzellen, meningealen Zellen und Mikrogliazellen sind dies im
besonderen die Astrozyten (Fawcett und Asher, 1999). Diese Zellen
proliferieren und werden hypertroph. Ein Charakteristikum der
reaktiven Astrozyten ist die vermehrte Expression des sauren
Gliafaserproteins (GFAP) sowie der Intermediarfilamentproteine
Vimentin (Calvo et al.,, 1991) und Nestin (Clarke et al., 1994), die
sonst fast ausschlieB3lich in embryonalem ZNS-Gewebe zu finden
sind und nach dem Abschlul® der Entwicklung verschwinden.

Die aktivierten Astrozyten sezernieren Kollagene, z.B. Kollagen |V,
Proteoglykane, z.B. Chondroitinsulfat-Proteoglykan, Fibronektin,
Laminin und Tenascin (Eddleston und Mucke, 1993; Fitch und
Silver, 1997; Liesi und Kauppila, 2002). Zusatzlich setzen diese
Zellen Arachidonsauren frei, die wiederum zu Prostaglandinen
umgewandelt werden und an der Entzindung mitwirken (Hartung et
al., 1989).

Neben den Astrozyten sind auch reaktive Mikrogliazellen/Makro-
phagen und Oligodendrozyten reich an Proteoglykanen, die in das
geschadigte Gewebe sezerniert werden (Jones und Tuszynski,
2002a; Jones et al., 2002b).

1.2.1 Die gliale Narbe

Die gliale Narbe setzt sich aus den zellularen und extrazellularen
Narbenanteilen zusammen.

Zu den zellularen Anteilen zahlen in erster Linie die Astrozyten. Ihre
Zellfortsatze vernetzen sich Uber gap- und tight junctions zu einer
dichten Struktur (Fawcett und Asher, 1999). Mit ihren langen

11



Fortsatzen ummanteln sie die Hohlen und Pseudozysten, die als
Residualphanomene des Sekundarschadens bestehen (Dusart und
Schwab, 1993). Desweiteren besteht der zellulare Anteil der Narbe
aus Mikrogliazellen, Fibroblasten, Oligodendrozyten und ihren
Vorlauferzellen. Zwischen den Astrozyten bildet sich eine neue
extrazellulare Matrix aus einem Kollagen-Fibronektin-Komplex,
elastischen Fasern und Proteoglykanen (Noble und Wrathall, 1985).
An der Randzone zwischen gesundem und nekrotischem Gewebe
bilden kollagen- und lamininhaltige Netzwerke eine neue Basal-
membran (Bernstein et al., 1985; Stichel und Mauller, 1998).
Meningeale Zellen, die ebenfalls in diese Region einwandern,
formen eine neue Glia limitans (Fawcett und Asher, 1999). Zirka
14 Tage nach der Verletzung des Ruckenmarks ist der Hohepunkt
der astroglialen Reaktion erreicht. Es hat sich die mature Narbe mit
allen ihren Bestandteilen gebildet (Schwab und Bartholdi, 1996;
Stichel und Mualler, 1998). Die weitere Gestaltung des

Narbengewebes kann sich noch Wochen und Monate fortsetzen.

1.3 Die gliale Narbe und ihre Barrierefunktion

Nach einer Verletzung des Ruckenmarks, sowie auch des Gehirns,
konnen sich die geschadigten Nerven nicht wieder regenerieren
(Ramon y Cajal, 1928; Horner und Gage, 2000).

Geschadigte oder durchtrennte Nervenaxone, welche die Tendenz
haben wieder auszusprossen, stoppen sobald sie auf gliales
Narbengewebe treffen. Die Umgebung der Nervenzellen scheint fur

deren Wachstum von Bedeutung zu sein (Li und Raisman, 1995;
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Davies et al., 1997). Das Narbengewebe stellt eine unuberwindbare
Struktur dar. Die dichten Strukturen der glialen Narbe, insbesondere
auch die Basalmembran, sind eine mechanische Barriere fur
aussprossende Nervenaxone (Feringa et al., 1980). Zahlreiche
inhibitorische Molekile in der Narbe stellen ein chemisches
Hindernis fur das Nervenwachstum dar. Dazu gehoren unter
anderem die Molekule der extrazellularen Matrix, wie Tenascin
(McKeon et al., 1991), Kollagen und Chondroitinsulfat-Proteoglykan
(McKeon et al., 1995; Fidler et al., 1999).

1.4 VVersuchsansatze zur Verringerung der Barrierefunktion der

glialen Narbe

1.4.1 Hemmung der Kollagenbildung

Es wurden verschiedene Ansatze entwickelt, um die chemischen
und mechanischen Barrieren zu verringern.

Da die Basalmembran und ihre kollagenen Strukturen in der Narbe
fur regenerierende Axone unuberwindbar erscheinen, wurde in
verschiedenen Ansatzen versucht, die Kollagenbildung durch
Applikation von Antikorpern gegen Kollagen IV (anti-Coll-IV) oder
Dipyridol, ein Eisenchelator, der die Prolylhydroxylase und somit die
Prokollagenbildung hemmt, zu reduzieren (Stichel et al., 1999;
Hermanns et al., 2001). Tatsachlich konnte in diesen Versuchen
gezeigt werden, dass sich die Basalmembranbildung reduzieren
lie. Axone zeigten die Tendenz Uber das geschadigte Gewebe

hinwegzuwachsen.
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1.4.2 Verminderung der Proteoglykanbildung

Die Astrozyten im geschadigten Nervengewebe exprimieren
verstarkt Proteoglykane, die, wie zuvor beschrieben, eine
hemmende Wirkung auf die Nervenregeneration haben. In einem
Versuchsansatz wurde rickenmarkgeschadigten Ratten
Chondroitinase ABC intrathekal appliziert. Der Versuch hatte zum
Ziel, die inhibitorische Wirkung der Proteoglykane abzuschwachen.
Die Regeneration des Gewebes konnte beobachtet werden und es
konnte gezeigt werden, dass die Tiere die motorische Funktion der
zuvor gelahmten Hinterlaufe wieder zuruckerlangten (Bradbury et
al., 2002).

1.5 Ziel dieser Arbeit

Da der Entzindungsprozess im verletzten Ruckenmarkgewebe ein
entscheidender Faktor in der Zellaktivierung und nachfolgenden
Narbenbildung darstellt, wurde in der vorliegenden Arbeit ein
Versuchsansatz entwickelt, der die Entzindung durch die Blockade
der Cyclooxygenase im Arachidonsaurestoffwechsel hemmt.

Ziel dieser Arbeit war es zu zeigen, dass das NSAR Indometacin
zunachst aus dem systemischen Kreislauf in das Ruckenmark
gelangt und in der Lasion die Cyclooxygenase blockiert, und somit
ZNS-wirksam ist. Daruberhinaus wird der Einfluss einer ZNS-
wirksamen Indometacin-Pharmakotherapie auf die zellulare und
extrazellulare Narbenbildung nach Ruckenmarkverletzung

untersucht.
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2. Material und Methoden

Um eine Verletzung des Ruckenmarks zu demonstrieren, wurde in
einem Tiermodell Ratten eine experimentelle Verletzung ihres
Ruckenmarks zugefugt.

Der Versuch wurde durch die Tierschutzkommission des

Regierungsprasidiums Tubingen (HF 1/99) genehmigt.

2.1 Versuchsqgruppen

Die Versuchstiere wurden randomisiert in folgende Gruppen

aufgeteilt:

1. eine Indometacingruppe (Indo3) mit fanf Tieren, die
posttraumatisch das Medikament Indometacin geldst in Athanol
und verdunnt in phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS)
erhielten und nach der Verletzung des Ruckenmarks drei Tage
uberlebten.

2. eine dazugehorige Kontrollgruppe (Kontroll3) mit funf Tieren, die
posttraumatisch nur die Tragerldsung aus Athanol und PBS ohne
Indometacin erhielten und ebenfalls drei Tage Uberlebten.

3. eine weitere Indometacingruppe (Indo14) mit sieben Tieren, die
posttraumatisch das Indometacin geldst in Athanol und verdiinnt
in PBS erhielten und 14 Tage uberlebten.

4. eine dazugehorige Kontrollgruppe (Kontroll14) mit acht Tieren,
die posttraumatisch die Tragerlosung erhielten und 14 Tage

uberlebten.
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5. eine Gruppe mit funf nativen Tieren, die am Ruckenmark nicht
verletzt waren, nicht operiert wurden und auch nicht das

Medikament oder die Tragerlosung erhielten.

In dieser Studie wurden mannliche Lewis Ratten (Inzucht;
250-280 g, Charles River, Sulzfeld und Harlan Winkelmann GmbH,
Borchen) verwendet. Es wurden bewul3t mannliche Tiere gewahlt,
um eine Verfalschung der Ergebnisse durch den neuroprotektiven
Effekt von Geschlechtshormonen im weiblichen Zyklus zu
vermeiden. Die Tierhaltung erfolgte in Makrolonkafigen (Techniplast)
mit Sagemehleinstreu unter kontrollierten Bedingungen bei einer
Temperatur von 22,7° C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55 %
und einem 12-Stunden-Hell-Dunkel-Zyklus. Die Ratten erhielten
Standardfutter in Pressform (Altromin, Lage a.d. Lippe) und Wasser
ad libitum. Posttraumatisch wurde den paraplegischen Tieren

milchfreier Grie3brei (Humana, Herford) zugefuttert.

2.2 Studiendesign

Indometacin ist ein unselektives nicht-steroidales Antirheumatikum,
das sowohl die Cyclooxygenase-1 als auch die Cyclooxygenase-2
blockiert. Die Tiere der Indo3-Gruppe erhielten 10 mg Indometacin
pro Kilogramm Korpergewicht pro Tag (mg/kgkG/Tag). Die Tiere der
Indo14-Gruppe  erhielten  zunachst dieselbe Dosis (10
mg/kgKG/Tag). Nach vier bis sechs Tagen verstarben einige Tiere
der Indo14-Gruppe. Bei der Obduktion waren makroskopisch Ulzera

und Blutungen der Magen- und Darmschleimhaut sichtbar, was auf
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die typischen Nebenwirkungen von nicht-steroidalen Antirheumatika
im Gastrointestinalbereich hindeutete. Die Dosis wurde daraufhin
auf 1 mg Indometacin pro Kilogramm Korpergewicht pro Tag
reduziert und der Versuch wurde wiederholt. Als zusatzlicher Schutz
der Magenschleimhaut wurde Antra (Omeprazol-Natrium,
AstraZeneca; 0,57 mg/kgKG) per os gegeben. Laut Datenblatt des
Herstellers bestehen keine Interaktionen von Antra mit Indometacin.
Der Metabolismus von Athanol wird nicht beeintréchtigt. Antra hat
auch keine Nebenwirkungen im zentralen Nervensystem. Da Ratten
nachtaktiv sind und den Hauptanteil ihnrer Nahrungsaufnahme in der
Dunkelphase tatigen, wurde Antra in 0,9 %iger Kochsalzlosung
(NaCl 0,9 %; Braun, Melsungen; 0,5 ml pro Tier) gelost und in die

jeweilige Portion Griel3brei, die die Tiere erhielten, geruhrt.

2.2.1 Indometacin

Indometacin (Cayman Chemical, USA) wurde laut Datenblatt des
Herstellers in Athanol (Merck, Darmstadt) in der Konzentration
6,5 mg/1ml geldst. Bei einer Dosis von 10 mg/kg Korpergewicht,
entsprechend 2,5 mg bei einem Tiergewicht von 250 g, ergab sich
ein Volumen von 0,4 ml 100 % Athanol, in dem das Indometacin
gelost wurde. Die Losung wurde mit phosphatgepufferter
Kochsalzlosung (PBS, Gibco, UK; pH 7,4) auf eine End-
konzentration von 13,3 % verdunnt, das entspricht einem Verhaltnis
von 1:7,5 oder einer PBS Menge von 2,6 ml. Die maximale
Volumengabe von 3 ml pro Tag wurde gewahlt, um das Herz-

Kreislauf-System der Tiere nicht durch zuviel FlUssigkeit zu
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belasten. Die Losung wurde jeweils zur Halfte morgens und abends
intraperitoneal injiziert, um einen gleichmaligen Pharmako-
plasmaspiegel zu erreichen. Pro Injektion erreichten die Tiere eine
Blutalkoholkonzentration von 0,65 %.. Ratten verstoffwechseln
0,5 %o Alkohol innerhalb einer Stunde, so dass sich die
Blutalkoholkonzentration relativ rasch wieder normalisierte. Die
Tiere der Kontrollgruppe erhielten die gleiche Menge der
Tragerldsung (Athanol, ohne darin geldstes Indometacin, verdiinnt
mit PBS). Nach der Reduktion der Indometacindosis in der Indo14-
Gruppe auf 1 mg/kgkG wurden die Volumina fir Athanol und PBS

wie zuvor beschrieben beibehalten.

2.2.2 Dosisfindung

Die Dosisfindung erfolgte anhand von Studien Uuber die
antientzindliche Potenz von Indometacin (Masferrer et al., 1994;
Wallace et al., 1999). Es zeigte sich dabei, dass Indometacin in
einer Dosis von 10 mg/kgKG/Tag die periphere Prostaglandin-
produktion um ~100 % reduzierte. Die Dosis von 1 mg/kgkG/Tag
reduzierte in den Vergleichsstudien die periphere Prostaglandin-
produktion um ~80 %.

Indometacin hat im Vergleich zu den meisten anderen NSAR den
wesentlichen Vorteil, dass es lipophil und liquorgangig ist
(Bannwarth et al., 1989).
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2.3 Experimentelle Verletzung des Ruckenmarks

Die Methode der operativen Ruckenmarkverletzung wurde aus einer
friheren Studie von Schwab et al. Gbernommen (Schwab, J.M., Frei,
E., Klusman, I., Schnell, L., Schwab, M.E., Schluesener, H.J. 2001.
AlF-1 expression defines a proliferating and alert
microglia/macrophage phenotype following spinal cord injury in rats.
J. Neuroimmunol., 119, 214-222).

24 Stunden vor dem operativen Eingriff wurde die Ruckenhaut der
Versuchstiere enthaart. Zunachst wurde das Fell vom Nacken bis
zum Steillbein ca. 6 cm breit mit einem Langhaarrasierer (Braun)
entfernt. Danach wurde auf die rasierte Stelle Enthaarungscreme
(Pilca med, AsidBonz GmbH, Bodblingen) aufgetragen. Nach 10
Minuten Einwirkungszeit wurde die Creme unter flieRend warmem
Wasser abgespult. Auf die durch Pilca med leicht gereizte Haut
wurde Feuchtigkeitsfluid (Esemtan, Schulke&Mayr, Norderstedt)

aufgetragen.

Die Operation erfolgte unter einem OP-Mikroskop (Zeiss) in einem
dafur ausgestatteten Tier-OP. Die Instrumente waren sterilisiert, die
Hande, die Haut der Versuchstiere und der Arbeitsplatz waren
desinfiziert.

Die Tiere erhielten eine kombinierte Inhalations- und Injektions-
narkose. Begonnen wurde mit Metofane (Methoxylfluran, Janssen-
Cilag, Neuss), welches die Ratten inhalierten. Nachdem eine
Narkosetiefe erreicht war, in der die Tiere nicht mehr auf aullere
Reize reagierten, z.B. das Kneifen in die Hinterpfote oder das

Streichen Uber die Wimpern, wurden zusatzlich 0,5 ml Ketanest
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(Ketaminhydrochlorid, ParkeDavis, Berlin; 100 mg/kg) und 0,3 ml
Rompun (Xylazinhydrochlorid 0,2 %, Bayer, Leverkusen; 2,4 mg/kg)
intraperitoneal (i.p.) injiziert. Um den Volumenverlust wahrend des
operativen Eingriffs mdglichst gering zu halten, und um einen damit
verbundenen hypovolamischen Schock zu vermeiden, erhielten die
Tiere subcutan (s.c.) 3 ml Ringer Lactat (Braun, Melsungen). Da
durch die Narkose der Lidschlussreflex vermindert ist, wurde zum
Schutz der Hornhaut vor Austrocknung Oculotect Augengel
(Retinolpalmitat, CIBA Vision, GrofRRostheim) auf beide Augen
aufgetragen.

Die enthaarte Haut wurde mit 70 % Alkohol (Merck) desinfiziert.
Eine ca. 4 cm lange Hautinzision wurde dorsomedial entlang der
Wirbelsaule mit einem Skalpell gesetzt. Der subcutan liegende
Fettkorper wurde reponiert. Die  Ruckenmuskulatur der
Thoraxwirbelsaule wurde von den Wirbelkorpern geldst. Durch eine
Bi-laminectomie des achten Brustwirbelkorpers (TH8) wurde das
Ruckenmark freigelegt. Nachdem die Durablatter eroffnet worden
waren, wurde das Ruckenmark mit einer feinen Iridectomieschere
(FST, Heidelberg) von dorsal zu etwa 2/3 symmetrisch
eingeschnitten. Motorische (Pyramidenbahn, extrapyramidale
Bahnen) und sensorischen Nervenfasern (Hinterstrange) wurden
dabei durchtrennt. Die Wunde wurde mit steriler Kochsalzldsung
(NaCl 0,9 %; Fresenius, Bad Homburg) gespult und schichtweise
verschlossen. Die Hautnaht erfolgte mit der Einzelknopfnahttechnik
und Vicryl 4-0 Faden (Ethicon, Norderstedt). Zur Stabilisierung des
Kreislaufs erhielten die Tiere postoperativ 3 ml NaCl 0,9 % s.c.. Die
Tiere wurden mit Temgesic (Buprenorphin 0,3 mg/ml, Essex
Pharma, Munchen; 9 ug/kg; 1:10 verdinnt in NaCl 0,9 %; s.c.)

20



analgetisch behandelt. Unmittelbar nach der Operation erhielten die
Tiere die erste Gabe Indometacin. Die Kontrolltiere erhielten die

Tragerldsung.

2.3.1 Postoperative Phase

Die analgetische Behandlung mit Temgesic s.c. zweimal am Tag
wurde bis einschliellich drei Tage postoperativ fortgesetzt.
Aulierdem erhielten die Tiere zweimal taglich 3 ml NaCl 0,9 % s.c.
und Indometacin oder die Tragerlosung. Da eine Verletzung des
Rickenmarks auf Hohe TH8 mit einer Blasendysfunktion
einhergeht, wurde den Tieren zweimal taglich, morgens und abends,
manuell die Harnblase entleert. Die Harnblase wurde im Bereich des
unteren Abdomens getastet und mit Zeige- und Mittelfinger
vorsichtig massiert bis es zum Urinabgang kam. Die Tiere wurden in
lauwarmem Seifenwasser gebadet, um Hautschaden durch

Urinrickstande zu vermeiden.

2.4 Gewebeasservierung

Zur immunhistologischen Auswertung der Narbenbildung nach einer
Ruckenmarkverletzung wurden die Tiere der Indometacingruppe
und der Kontrollgruppe drei bzw. 14 Tage postoperativ mit 4 %igem
Formaldehyd (PFA, GIBCO, Frankreich) in PBS (pH 7,4) perfundiert.
Der Untersuchungszeitpunkt drei Tage postoperativ wurde gewahlt,

um die beginnende Narbenbildung zZu erfassen.
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14 Tage postoperativ ist der frihestmogliche Zeitpunkt, um die
mature Narbe nach Ruckenmarkverletzung mit allen ihren
Bestandteilen sicher zu beurteilen.

Zur besseren Bewertung der Zellaktivierung nach der Rucken-
markverletzung wurde das unverletzte Ruckenmarkgewebe der

nativen Tiere ebenfalls auf Hohe TH8 gewonnen.

2.4.1 Perfusionsfixation unter Terminalnarkose

Zunachst erhielten die Tiere eine terminale Inhalationsnarkose mit
Diethylather (Chinosol, Seelze) bis es zum Atemstillstand kam.
Durch einen medianen Langsschnitt wurde die Haut Uber dem
Thorax eroffnet und das Sternum freigelegt. Die Rippen wurden
beiderseits vom Sternum abgesetzt. Nach dem Eroffnen der
Thoraxhohle wurden uber die rechte Herzkammer 50 ml frisch

angesetztes PFA perfundiert.

2.4.2 Gewebepraparation

Zur Praparation des Ruckenmarks wurde dorsal die Haut Uber der
Wirbelsaule vom Nacken bis zum SteiRbein eroffnet. Die
Wirbelsaule wurde zwischen Kreuzbein und Steil3bein durchtrennt.
Die paravertebrale Muskulatur wurde in ihrer gesamten Strecke von
kaudal nach kranial durchtrennt. Die dorsalen Rippen wurden von
den Wirbelkorpern abgesetzt. Am distalen Ende der Wirbelsaule

wurde der Spinalkanal aufgesucht. Mit einer kleinen Schere wurde
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seitlich, oberhalb des Ruckenmarks, eingefahren und die
Wirbelbégen wurden beiderseits des Ruckenmarks durchtrennt. Der
dorsale Anteil der Wirbelsaule wurde abgehoben. So wurde bis zum
ersten Halswirbel fortgefahren. Vom Foramen magnum ausgehend
wurde mit der Schere in der Medianlinie die Schadeldecke eroffnet
und die Kalotte mit einer Pinzette abgehoben und entfernt. Frontal
wurden die Riechorgane von der Lamina cribrosa getrennt. Das
Grol3hirn wurde zusammen mit dem Kleinhirn aus der Schadelhdhle
herausgehoben. Das Gehirn war weiterhin mit dem Rickenmark
verbunden. Die Spinalnerven wurden kurz vor dem Foramen
intervertebrale durchtrennt. Gehirn und Ruckenmark wurden in toto
entnommen, in ein 15 ml Falkon-Réhrchen (Becton Dickinson,
Heidelberg), welches mit 4 %igem PFA in PBS (pH 7,4) gefullt war,
eingebracht und Uber Nacht fixiert. Das Gewebe wurde daraufhin
weitere 24 Stunden in PBS (pH 7,4) gepuffert.

2.4.3 Einbettung des Gewebes in Paraffin

Das Gewebe wurde nach dem institutsublichen Standardschema in
Paraffin eingebettet und fur immunhistochemische Zwecke
dauerhaft asserviert. Dazu wurde das Gehirn unterhalb der Medulla
oblongata vom Ruckenmark abgesetzt. Das Kleinhirn wurde ebenso
vom Grol3hirn getrennt. Nun wurden in der Frontalebene das
Gro3hirn in vier, das Kleinhirn in zwei gleich dicke Scheiben
geschnitten. Die ersten drei Gro3hirnscheiben wurden zusammen in
eine Einbettkapsel A, die vierte Grol3hirnscheibe und die beiden

Kleinhirnanteile in eine Kapsel A, gelegt und mit einem Deckel
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verschlossen. Die Lasionstelle im Ruckenmark wurde in einer
Gesamtlange von 1,5 cm vom kranialen und kaudalen Anteil des
Ruckenmarks abgesetzt. Die Lasionsstelle lag genau in der Mitte
des Stlckes. Der Lasionspart wurde danach im Langsschnitt geteilt,
das restliche Ruckenmark wurde quer geschnitten. Jeder Schnitt
betrug ca. 8 mm. Die kranialen Querschnitte und der Lasionspart
wurden zusammen in eine Kapsel B, die kaudalen Querschnitte des
Ruckenmarks in eine Kapsel C eingebracht und verschlossen.
Immunhistochemisch gefarbt und ausgewertet wurden in dieser
Studie nur die Gewebeteile der Kapsel B.

Das Gewebe wurde Uber Nacht automatisch in einer Histokinette
(Leica GmbH) in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert und
bei 58° C in Paraffin eingebettet.

2.4.4 Anfertigung von Gewebeschnitten

Die Paraffinblocke, in denen das Gewebe eingebettet lag, wurden
bei -20° C fur 10 Minuten vorgekuhlt, um eine exakte Schnittdicke
am Mikrotom zu erreichen. AnschlieBend wurden an einem
Schlittenmikrotom (Mikrom, Heidelberg) 3 um dinne Gewebe-
schnitte gefertigt und auf silanvorbeschichtete Objekttrager
aufgezogen. Die Silanbeschichtung gewahrt eine bessere Haftung
des Gewebes auf dem Objekttrager wahrend des Farbevorgangs.
Die Schnitte wurden Uber Nacht zum Trocknen in einem

Warmeschrank bei 52° C belassen.
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2.5 Immunhistochemie
2.5.1 Prinzip

Die immunhistochemische Farbung erfolgte mit der Avidin-Biotin-
Komplex-Methode (ABC) und der Meerrettichperoxidase oder der
alkalischen Phosphatase als Indikatorenzym (Abbildung 2).

Avidin-Biotin-
Enzymkomplex

Sekundérantikérper, \\ X(ﬂ (®)

biotinyliert
m

) Primarantikorper

AA Antigen

Abb. 2: Immunhistochemische Farbung nach der AB-Komplex-
Methode.

An einen priméren Antikérper wird (ber einen biotinylierten Sekundérantikérper

der Avidin-Biotin-Enzym-Komplex gebunden. Das Enzym setzt das Chromogen
um. Das gesuchte Antigen wird farbig sichtbar.
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Diese Methode beruht auf der Fahigkeit des Eiweildglykoproteins

Avidin, vier Molekule Biotin physikalisch zu binden. Es werden drei

Reagenzien benatigt:

1. der Primarantikorper, spezifisch gegen das zu bestimmende
Antigen gerichtet

2. der Sekundarantikorper, der an den ersten binden kann. Er ist
mit Biotin konjugiert

3. der Avidin-Biotin-Komplex (AB-Komplex, Dako, Hamburg), der
mit Peroxidase oder alkalischer Phosphatase konjugiert ist.

Der biotinylierte Sekundarantikorper bindet an den Primarantikorper

und stellt so die Bricke zum AB-Komplex dar. Die freien Stellen des

Avidinmoleklls ermoglichen die Bindung an das Biotin des

Sekundarantikorpers. Die  Meerrettichperoxidase  wird  mit

3,3 -Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid  (DAB, Fluka, Buchs,

Schweiz) als Chromogen unter zusatzlicher Verwendung eines

Substratpuffers und dem Katalysator H,O, (Wasserstoffperoxid)

sichtbar gemacht. Es entsteht ein braunes Farbprodukt. Fast Blue

reagiert mit der alkalischen Phosphatase zu einem blauen

Farbprodukt.

2.5.2 Immunhistochemische Einfachfarbung

Fur die einfache Darstellung verschiedener Antigene wurde die
Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC; DAKO) in Verbindung mit der
Meerrettichperoxidase verwendet.

Zu Beginn der Farbung wurden die Schnitte 30 Minuten in

Chloroform  (Merck) entparaffiniert, anschliellend in einer
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absteigenden Alkoholreihe (100 %, 100 %, 96 %, 70 %; Merck)
rehydriert und fur 5 Minuten in destillietem Wasser (Aqua dest.)
belassen. Formalin kann durch die Bildung von Aldehyd-
vernetzungen die Bindung des Primarantikorpers behindern. Bei
formalinfixierten Paraffinschnitten ist fur fast jeden Antikorper eine
Vorbehandlung notwendig, um falsch-negative Ergebnisse zu
verhindern. Die Antigene wurden durch Erhitzen in Zitratpuffer (pH
6,0) in der Mikrowelle (15 Minuten bei 600 Watt) demaskiert
(,retrieval®). Bei dem Antikorper Vimentin war laut Herstellerangaben
und Protokoll keine Vorbehandlung notwendig. Nach dem Abkuhlen
der Schnitte auf Raumtemperatur wurden diese vom Zitratpufferbad
in Aqua dest. Uberfuhrt und dort fir 5 Minuten belassen.

Die Substrat-Chromogenreaktion, die genutzt wird, um die
Peroxidase sichtbar zu machen, kann nicht unterscheiden, ob es
sich um die zugesetzte Peroxidase oder um die endogene
Peroxidase handelt. Um ein falsch-positives Ergebnis zu verhindern,
wurde die endogene Peroxidase irreversibel gehemmt. Dazu
wurden die Schnitte fur 15 Minuten in einem Bad aus 6 ml H,0,
(30 %) in 250 ml Methanol inkubiert. Danach wurden die Schnitte in
Aqua dest. gespult und fur weitere 5 Minuten in TBS (pH 7,5)
belassen.

Bei Zugabe des Chromogens soll eine unspezifische
Hintergrundfarbung, d.h. eine positive Anfarbung eines Praparats,
die nicht auf Antigen-Antikorper-Bindung beruht, verhindert werden.
Die haufigste Ursache dafur ist die unspezifische Anlagerung von
Antikorpern an stark geladene Kollagen- und Bindegewebselemente
der Praparate. Der Sekundarantikorper bindet trotzdem und es

kommt zum falsch-positiven Signal. Durch Zugabe einer neutralen
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Proteinlosung, hier ein 10 %iges Schweinenormalserum (Biochrom,
Berlin; 1:10 verdinnt in Tris-BSA 0,1 %; 15 Minuten), vor der
Inkubation des Primarantikorpers wird eine solche Anlagerung
reduziert. Nach der Zugabe des Schweinenormalserums wurde
uberschissige Flussigkeit vom Objekttrager abgeklopft, um eine
weitere  Verdiunnung der Antikorper 2zu vermeiden. Der
Primarantikdrper (Tabelle 1) wurde auf die Schnitte aufgetropft und
bei 4° C uber Nacht inkubiert. Nach einem Waschvorgang in TBS
folgte die Inkubation mit dem biotinylierten Sekundarantikorper
(Tabelle 1) far 30 Minuten. Der Sekundarantikdrper wurde
korrespondierend zum Primarantikorper gewahlt, z.B.
Primarantikorper aus der Maus, Sekundarantikdrper anti-Maus. Der
Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex wurde fur mindestens 30 Minuten
vorinkubiert und anschliel3end den Schnitten zugeflugt, um sich dann
mit dem Biotinmolekll des Sekundarantikdrpers zu verbinden. Nach
einer Inkubationszeit von 30 Minuten wurde die spezifische Antigen-
Antikorper-Bindung mit 3,3 - Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid als
Chromogen sichtbar gemacht. Fur die Kernfarbung wurden die
Schnitte mit Mayer's Hamalaun gegengefarbt und in einer
Chlorwasserstoff-Losung differenziert. Danach wurden die Schnitte
unter flieBendem Wasser gespult, in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (70 %, 96 %, 100 %, 100 %) dehydriert und fur
15 Minuten in Xylol belassen. Abschlielend wurde das Gewebe mit
einem Deckglas (Langenbrinck, Emmendingen) und
Eindeckmedium (Hico-Mic, Hirtz&Co., KoIn) versiegelt. Zur
Uberprifung der Spezifititt der Antikdrperbindung wurden
Negativkontrollen mitgefuhrt, bei denen der Primarantikorper nicht

appliziert wurde. Durch die fehlende Inkubation des
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Primarantikorpers konnte der biotinylierte Sekundarantikorper nicht

gebunden werden, so dass keine Anfarbung stattfand.

Tabelle 1: Antikbrper in der immunhistochemischen Féarbung.

Primarantikorper Verdiinnung

Goat polyclonal Anti-Cyclooxygenase-1 (Santa|1:400
Cruz Biotechnology, Ca, USA)

Goat polyclonal Anti-Cyclooxygenase-2 (Santa|1:400
Cruz Biotechnology, CA, USA)

Mouse monoclonal Anti-Glial Fibrillary Acidic|1:500
Protein (GFAP)
(Chemicon, CA, USA)

Mouse monoclonal  Anti-Vimentin  (DAKO, |1:15
Hamburg)

Mouse monoclonal Anti-Nestin (PharMingen,|1:100
Hamburg)

Rabbit monoclonal Anti-Fibronectin (DAKO) 1:400

Mouse monoclonal Anti-Laminin (Chemicon) 1:200
Sekundarantikorper Verdunnung
Biotinylated Rabbit Anti-Mouse Immunoglobulin|1:400
(DAKO)

Biotinylated Rabbit Anti-Goat Immunoglobulin|1:400
(DAKO)

Biotinylated Swine Anti-Rabbit (DAKO) 1:400

Alle Antikbérper wurden mit 0,1 % Rinderserumalbumin (BSA; Merck)
in Tris-gepufferter Kochsalzlésung (TBS; 0,025 M Tris, 0,175 M NaCl,
pH 7,5) verdiinnt.
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2.5.3 Immunhistochemische Doppelfarbung

Fur die Darstellung der Ko-Expression verschiedener Antigene
wurde die ABC-Methode in Verbindung mit der Meerrettich-
peroxidase sowie der alkalischen Phosphatase verwendet.
Gewebestandige Astrozyten wurden mit GFAP dargestellt. Zur
weiteren Charakterisierung reaktiver Astrozyten wurden Antikorper
gegen Vimentin und Nestin (Tabelle 1) eingesetzt. Bei der
Kombination GFAP/Nestin wurde GFAP mit Fast Blue und Nestin
mit DAB entwickelt. Da bei der Farbung mit dem Antikorper Vimentin
das Gewebe zuvor einer Vorbehandlung in der Mikrowelle nicht
unterzogen werden darf, wurde bei dieser Farbung zuerst mit
Vimentin begonnen, das mit Fast Blue entwickelt wurde, und im
zweiten Schritt der Antikorper GFAP zugeflugt, der mit DAB
entwickelt wurde.

Nach der Entparaffinierung der Schnitte in Chloroform und
Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe (2x 100 %, 96 %,
70 %) wurden die Schnitte in einem Zitratpufferbad in der Mikrowelle
fur 15 Minuten erhitzt. Die Schnitte fur die Anfarbung mit Vimentin
wurden keiner Vorbehandlung unterzogen. Nach der Abkuhlphase
wurde die endogene Peroxidase mit H,O, blockiert und eine
unspezifische Hintergrundfarbung durch Inkubation mit 10 %igem
Schweinenormalserum in 0,1 % Tris-BSA, wie zuvor beschrieben,
verhindert. Der Primarantikorper (GFAP bzw. Vimentin) wurde den
Praparaten zugefugt und Uber Nacht bei 4° C inkubiert. Nach
Auftragen des Dbiotinylierten Sekundarantikorpers und des
Alkalische-Phosphatase-Komplexes wurde die Antigen-Antikorper-

Bindung mittels des Chromogens Fast-Blue BB durch blauen
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Farbniederschlag sichtbar gemacht. Die Schnitte wurden erneut in
Zitratpuffer in der Mikrowelle erhitzt, in H,O, fur 30 Minuten
belassen und mit 10 % Schweinenormalserum inkubiert. Der zweite
Primarantikorper (Nestin bzw. GFAP) wurde aufgetragen und Uber
Nacht bei 4° C inkubiert. Nachdem der biotinylierte Sekundar-
antikorper (Tabelle 1) und der Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex
aufgetragen worden war, wurde mit DAB, wie zuvor beschrieben,
entwickelt. Auch bei der Doppelfarbung wurden Negativkontrollen
mitgefuhrt, bei denen das Schweinenormalserum belassen und der

Primarantikorper nicht aufgetragen wurde.

2.6 Lichtmikroskopische Auswertung und quantitative Analyse
2.6.1 Einfachfarbunqg

COX-1", COX-2", GFAP", Vimentin® und Nestin® Zellen mit deutlich
erkennbarem Zellkern wurden an einem Mikroskop (Olympus
BX40), das mit einem 4-, 10-, 20- und 40-fach Objektiv und
Zahlokular (High-Power-Field, HPF) ausgestattet war, ausgezahlt.
Ein HPF ist in 10x10=100 Kleinstquadrate unterteilt. Pro Schnitt
wurden 10 High-Power-Fields direkt in der Lasionstelle (perilasional)
und 7,5 mm kaudal bzw. kranial davon (entferntere Areale)
ausgezahlt. Alle Schnitte wurden bei 20facher VergroRerung

ausgewertet. Ein HPF entspricht somit einer Flache von 0,25 mm?2.
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2.6.2 Doppelfarbung

In der immunhistochemischen Doppelfarbung wurden in der Lasion
und in den entfernteren Arealen pro Fall jeweils 100 gefarbte Zellen
ausgezahlt. Es wurde der prozentuale Anteil der GFAP*/Vimentin’
oder GFAP'/Vimentin® bzw. GFAP'/Nestin" oder GFAP'/Nestin”

ermittelt.

2.6.3 Extrazellulare Matrix

Die extrazellulare Matrix wurde definiert als die langste und breiteste
zusammenhangende Struktur, in welcher der ursprungliche zellulare
Verbund aufgehoben ist. In diesem zellularen Verbund kdnnen auch
Zellen mit eingeschlossen sein. Die Strukturen im Lasionspart, die
dieser Definition entsprachen, wurden unter mikroskopischer Sicht

in ihrer Lange und Breite ausgemessen.

2.6.4 Fotomikroskopie

Die angefarbten Schnitte wurden mit einem Fotomikroskop
(Kamera: Olympus, C-35AD-4, Mikroskop: Olympus, AH3) auf einen
Diafilm (Ektachrom 64T; Kodak) fotografiert.
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2.7 Statistik

Die erhobenen Daten wurde mit der Computersoftware Graph Pad
Prism Version 3.03 auf ihre Normalverteilung gepruft. Alle Daten
entsprachen diesem Kriterium. Von den positiv gezahlten Zellen in
der Lasionsregion und in den entfernteren Arealen sowie von den
Malden der Langen- und Breitenausdehnung der extrazellularen
Matrix wurde jeweils der Mittelwert gebildet und der Standardfehler
berechnet (MWxSF). Das Ergebnis der Indometacingruppe wurde
mit den Werten der Kontrolltiere verglichen. Die Signifikanz der
Daten wurde anhand des ungepaarten zweiseitigen Student's
T-Test ermittelt. Ein Wert p<0,05 galt als signifikant (*) und ein Wert
p<0,0001 galt als hochsignifikant (**).
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3. Ergebnisse

3.1 ZNS-Wirksamkeit der Indometacindosis nach Ruckenmark-

verletzung
3.1.1 Reduktion monozytarer Zellen

Die Applikation von Indometacin uUber drei Tage (10 mg/kgKG/Tag;
Indo3-Gruppe) bzw. uber 14 Tage (1 mg/kgKG/Tag; Indo14-Gruppe)
reduzierte die Entzindungsaktivitat im verletzten Ruckenmark-
gewebe, gemessen an der Expression der Cyclooxygenase-1 und -2
(COX-1 und COX-2) in mononuklearen Zellen.

3.1.1.1 Die Expression von COX-1 in mononuklearen Zellen

Die Anzahl der lasionalen COX-1" Zellen war bereits drei Tage nach
Ruckenmarkverletzung in der Indo3-Gruppe (31+2,6 Zellen)
hochsignifikant  (p<0,0001) reduziert verglichen mit der
Kontrollgruppe (53%4,5 Zellen) (Abbildung 3). Bis zum
14. posttraumatischen Tag stieg die Zahl COX-1" monozytarer
Zellen sowohl in der Kontroll14-Gruppe als auch in der Indo14-
Gruppe weiter an. Durch die Indometacingabe liel3 sich jedoch auch
hier die Zahl COX-1" monozytérer Zellen in der Indo14-Gruppe im
Vergleich zur Kontroll14-Gruppe (117+7,1 Zellen versus 197+10,0

Zellen) hochsignifikant vermindern.
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Abb. 3: COX-1" monozytére Zellen in der Lésion.

Indometacin (10 mg/kgkG/Tag bzw. 1 mg/kgkG/Tag; i.p.) reduzierte drei und
14 Tage posttraumatisch die Anzahl COX-1" monozytérer Zellen hochsignifikant
im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Werte dargestellt als Mittelwert + Standardfehler (MW+SF) bezogen auf
0,25 mm?2

In den entfernteren Arealen war die Anzahl COX-1" Zellen sowohl in
der Indometacingruppe als auch in der Kontrollgruppe im Vergleich
zu den Lasionsarealen reduziert (Abbildung 4). COX-1 wurde
drei Tage nach der Verletzung des Ruckenmarks in der Indo3-
Gruppe mit 18+1,6 Zellen signifikant geringer exprimiert als in der
Kontroll3-Gruppe (24+1,9 Zellen). Nach 14 Tagen betrug die Zahl
COX-1" Zellen in der Indo14-Gruppe 55+2,6 Zellen und in der
Kontroll14-Gruppe 6514,0 Zellen. Das Ergebnis war signifikant.
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Abb. 4: COX-1" monozytére Zellen in den entfernteren Arealen.

Indometacin (10 mg/kgkG/Tag bzw. 1 mg/kgkG/Tag; i.p.) reduzierte drei und
14 Tage posttraumatisch die Zahl COX-1" monozytdrer Zellen in den
entfernteren Arealen signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Werte dargestellt als MW+SF bezogen auf 0,25 mm?

3.1.1.2 Die Expression von COX-2 in mononuklearen Zellen

Indometacin ist ein COX-1 und -2 blockierendes NSAR. Drei Tage
nach der experimentellen Verletzung des Ruckenmarks hatte sich
durch Indometacin COX-2 in der Lasion von 23+1,8 Zellen in der
Kontroll3-Gruppe auf 18+1,2 Zellen in der Indo3-Gruppe reduziert
(Abbildung 5). Das Ergebnis war mit p<0,05 signifikant. Am
14. posttraumatischen Tag war die Reduktion deutlicher erkennbar.
Die Anzahl COX-2" Zellen lag in der Indo14-Gruppe im Mittel bei
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25+1,0 Zellen/0,25 mm?, in der Kontroll14-Gruppe im Mittel bei
41+1,5 Zellen/0,25 mm? Das Ergebnis war mit p<0,0001
hochsignifikant.
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Abb. 5: COX-2" monozytére Zellen in der Lésion.

Drei und 14 Tage posttraumatisch reduzierte Indometacin die Anzahl COX-2"

monozytérer Zellen in der L&sion signifikant bzw. hochsignifikant im Vergleich
zur Kontrollgruppe.
Werte dargestellt als MW+SF bezogen auf 0,25 mm?2

In den entfernteren Arealen war sowohl drei Tage posttraumatisch
als auch 14 Tage nach der Ruckenmarkverletzung eine hoch-
signifikante Reduktion COX-2* Zellen unter der Indometacin-

therapie im Vergleich zur Kontrollgruppe erkennbar (Abbildung 6). In
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der Indo3-Gruppe lagen die Werte bei 18+1,2 Zellen/0,25 mm? und
in der Indo14-Gruppe bei 17+£0,9 Zellen/0,25 mm?. In der Kontroll3-
Gruppe lagen die Werte bei 28+2,2 Zellen/0,25 mm? und in der
Kontroll14-Gruppe bei 26+1,2 Zellen/ 0,25 mm?Z.
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Abb. 6: COX-2" monozytére Zellen in den entfernteren Arealen.

Indometacin reduzierte drei und 14 Tage posttraumatisch die Anzahl COX-2"
monozytérer Zellen in den entfernteren Arealen hochsignifikant im Vergleich zur
Kontrollgruppe.

Werte dargestellt als MW+SF bezogen auf 0,25 mm?
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3.2 Indometacinpharmakotherapie verzogert und vermindert die

Bildung von Narbengewebe nach Ruckenmarkverletzung

3.2.1 Die zellularen Narbenanteile

3.2.1.1 Expression des sauren Gliafaserproteins (GFAP)

Das saure Gliafaserprotein (glial fibrillary acidic protein; GFAP) ist
ein spezifischer Marker, um Astrozyten darzustellen.

In den nativen Tieren, die keine Verletzung des Ruckenmarks
aufwiesen, wurden im Mittel 31+1,8 GFAP" Astrozyten pro 0,25 mm?
gezahlt. Nach der Ruckenmarkverletzung stieg die Anzahl der
Astrozyten in der Lasion auf das Doppelte des Normalwertes an.
Das wurde ersichtlich im Gewebe der Kontroligruppen
(Abbildung 7).

Die Zahl GFAP® Astrozyten betrug drei Tage posttraumatisch
59+3,3 Zellen pro 0,25 mm? in der Kontroll3-Gruppe. In den
folgenden Tagen stieg die Zahl GFAP" Astrozyten in der Kontroll14-
Gruppe nicht mehr wesentlich an und betrug 14 Tage
posttraumatisch 58x2,0 Zellen pro 0,25 mm?. Indometacin reduzierte
sowohl drei wie auch 14 Tage posttraumatisch die Astrozyten um
etwa die Halfte im Vergleich zur Kontrollgruppe. Es wurde dabei in
etwa das Niveau des gesunden Gewebes erreicht. In der Indo3-
Gruppe wurden 25+1,8 GFAP" Zellen pro 0,25 mm? gezahlt. In der
Indo14-Gruppe waren dies 35+1,5 Zellen pro 0,25 mm?.
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Abb. 7: GFAP" Astrozyten in der Lésion.

Nach einer Verletzung des Rlickenmarks stieg die Anzahl der Astrozyten auf

fast das Doppelte an, im Vergleich zum normalen Gewebe unverletzter Tiere.
Indometacin reduzierte die Zahl GFAP® Astrozyten um die Hélfte im Vergleich
zur Kontrollgruppe und erreichte ungeféhr das Niveau der Astrozytenanzahl im
gesunden Gewebe.

Werte dargestellt als MW=+SF bezogen auf 0,25 mm?Z

In den entfernteren Arealen hatte die Gabe von Indometacin bis drei
Tage posttraumatisch keinen signifikanten Einfluss auf die
Astrozytenanzahl im Gewebe (Kontroll3: 32+2,0 Zellen versus
Indo3: 32+ 2,2 Zellen pro 0,25 mm?) (Abbildung 8). Bis 14 Tage
posttraumatisch stieg die Astrozytenanzahl in der Kontroll14-Gruppe

auf 42+1,7 Zellen pro 0,25 mm? an. Im Gegensatz dazu reduzierte
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Indometacin die Anzahl GFAP" Astrozyten signifikant auf 36+1,4

Zellen pro 0,25 mm?2.
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Abb. 8: GFAP" Astrozyten in den entfernteren Arealen.

Die Anzahl GFAP" Astrozyten in den entfernteren Arealen in der Indo3-Gruppe
unterschied sich nicht signifikant (n.s.) von der Kontroll3-Gruppe. Bis 14 Tage
nach RUlckenmarkverletzung stieg die Astrozytenanzahl in der Kontroll14-
Gruppe an. Indometacin reduzierte hier die Astrozyten signifikant im Vergleich
zur Kontrollgruppe.

Werte dargestellt als MW+SF bezogen auf 0,25 mm?Z.
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3.2.1.2 Expression von Vimentin

Vimentin, wie auch Nestin (siehe 3.2.1.3), sind Intermediarfilament-
proteine, die im gesunden Parenchym des zentralen Nervensystems
nur sporadisch vorkommen. Dies wurde ersichtlich an der geringen
Zahl Vimentin® Astrozyten (6,4+0,3 Zellen pro 0,25 mm?) im Gewebe
der unverletzten Tiere (Abbildung 9). Durch eine Verletzung des
Ruckenmarks wird die Expression dieser Proteine in den Astrozyten
reaktiviert. Vimentin und Nestin stellen Marker fur die aktivierten
Astrozyten dar. Die Zahl Vimentin® Zellen betrug drei Tage
posttraumatisch in der Kontroll3-Gruppe 32+2,3 pro 0,25 mm?2. Im
Vergleich dazu war die Anzahl Vimentin® Zellen in der Indo3-Gruppe
mit 16x1,1 Zellen um die Halfte reduziert. In der Kontroll14-Gruppe
exprimierten 14 Tage posttraumatisch fast doppelt so viele
Astrozyten das Vimentin (56£2,0 Zellen pro 0,25 mm?) wie in der
Indo14-Gruppe (27+1,0 Zellen pro 0,25 mm?).
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Abb. 9: Die absolute Anzahl Vimentin®, reaktiver Astrozyten

perilasional.

Im gesunden Riickenmarkparenchym fanden sich nur wenige Vimentin®
Astrozyten. Nach einer Verletzung wurde in den reaktiven Astrozyten verstarkt
Vimentin exprimiert (Kontroll3 und Kontroll14). Drei wie auch 14 Tage
postoperativ reduzierte Indometacin die absolute Zahl der reaktiven Astrozyten
(Indo3 und Indo14) um die Hélfte im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Werte dargestellt als MW=+SF bezogen auf 0,25 mm?Z

3.2.1.3 Expression von Nestin

Im gesunden Parenchym des zentralen Nervensystems wird Nestin
von den Astrozyten kaum exprimiert. Pro 0,25 mm? wurden lediglich
7+0,4 Nestin® Zellen gezahlt (Abbildung 10). Drei Tage nach der
Verletzung des Riickenmarks stieg die lasionale Anzahl Nestin®

Astrozyten in der Kontroll3-Gruppe auf 36+2,5 Zellen pro 0,25 mm?
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an und in der Kontroll14-Gruppe stieg die Anzahl auf 50£2,0 Zellen
an. Trotz der Gabe von Indometacin liefl3 sich die Zahl der reaktiven
Astrozyten (32+1,9 Zellen pro 0,25 mm? Indo3) bis drei Tage
posttraumatisch im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht reduzieren.
Jedoch verringerten sich dann im Verlauf bis 14 Tage
posttraumatisch die lasionalen reaktiven Nestin® Astrozyten durch

die Indometacinapplikation auf 38+1,6 Zellen pro 0,25 mm?.
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Abb. 10: Die absolute Anzahl ldsionaler Nestin® Astrozyten.

Im gesunden Riickenmarkparenchym fanden sich nur wenige Nestin®
Astrozyten. Nach der Verletzung wurde in den aktivierten Astrozyten verstérkt
Nestin exprimiert (Kontroll3 und Kontroll14). Drei Tage posttraumatisch liel3 sich
die absolute Anzahl der aktivierten Astrozyten (Indo3) durch Indometacin nicht
signifikant  (n.s.) reduzieren. Jedoch reduzierte eine prolongierte
Indometacingabe (Indo14) die lasionale Anzahl der aktivierten Astrozyten
hochsignifikant.

Werte dargestellt als MW+SF bezogen auf 0,25 mm?Z.
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3.2.1.4 Aktivierte Astrozyten

Der relative Anteil der aktivierten Astrozyten konnte mit der
immunhistochemischen Doppelfarbung ermittelt werden. Dabei
wurden in den Astrozyten sowohl GFAP wie auch Vimentin bzw.
Nestin angefarbt. Die Aktivitat der Astrozyten wurde in der maturen

Narbe und in den entfernteren Arealen beurteilt.

In der maturen Narbe der Kontrolltiere waren nahezu alle Astrozyten
aktiviert. Das lield sich anhand der Doppelfarbung mit
GFAP/Vimentin  (Kontroll14: 86+1,9 %) und GFAP/Nestin
(Kontroll14: 90+1,0 %) darstellen. Die Therapie mit Indometacin
supprimierte den Aktivitatsgrad der Astrozyten (Abbildung 11). So
exprimierte nur die Halfte dieser Zellen neben GFAP auch Vimentin
(Indo14: 52+2,2 %). Dies wurde durch die ebenfalls stark
verminderte Anzahl der GFAP*/Nestin” Astrozyten bestatigt (Indo14:
64+1,8 %).
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Abb. 11: Die Aktivitat der Astrozyten in der Lasion.

In der Kontrollgruppe waren 14 Tage posttraumatisch fast alle Astrozyten

aktiviert. Indometacin supprimierte die Aktivierung der Astrozyten. Dies wurde
dargestellt durch die verminderte Ko-Expression der astrozytdren Aktivierungs-
proteine Vimentin und Nestin.

Werte dargestellt als MW+SF; relativer Anteil in %.

In den entfernteren Arealen wurden im Verlauf der ersten beiden
Wochen nach der Verletzung des Ruckenmarks weniger Astrozyten
aktiviert als im Zentrum der Lasion. Im Gewebe der Kontrollgruppe
exprimierten 34+5,4 % der Astrozyten Vimentin (Abbildung 12).
Indometacin reduzierte diese Anzahl um etwa die Halfte auf
18+3,3 %. Deutlich mehr Astrozyten waren neben GFAP auch

Nestin positiv. Durch die Gabe von Indometacin liel3 sich der relative
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Anteil der reaktiven Astrozyten im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht
signifikant verringern (Indo14: 55+2,4 % versus Kontroll14:
63£3,7 %).
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Abb. 12: Die Aktivitit der Astrozyten in den entfernteren

Arealen.
In der Kontrollgruppe wurden 14 Tage nach Verletzung des Rlickenmarks in
etwa einem Drittel der Astrozyten Vimentin und in zwei Drittel der Astrozyten
Nestin aktiviert. Indometacin reduzierte die aktivierten, GFAP/Vimentin positiven
Astrozyten. Indometacin hatte keinen signifikanten (n.s.) Einfluss auf das
Aktivitatsverhalten der GFAP/Nestin positiven Zellen.
Werte dargestellt als MW+SF; relativer Anteil in %.
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3.2.2 Die extrazellularen Narbenanteile

3.2.2.1 Definition der extrazellularen Matrix

Die extrazellulare Matrix (EZM) wurde definiert als die langste und
breiteste zusammenhangende, Fibronektin® Struktur, in welcher der

urspringliche Zellverbund aufgeldst war. Im Verbund der neuen

extrazellularen Matrix konnten auch Zellen miteingeschlossen sein.
(Abbildung 13)

Abb. 13: Ausschnitt aus dem Narbengewebe.

Die  Fibronektin®  extrazelluldre ~ Matrix ~ (braun) der  Kontrolltiere
14 Tage nach der Riickenmarkverletzung (A) zeigt ein dichtes Gewebe mit
kompakten, breiten Strukturen (Pfeile). Im Vergleich dazu imponiert die
Fibronektin® extrazelluldre Matrix der Tiere aus der Indo-14-Gruppe (B) als ein
filigranes Netzwerk (Pfeile). Die EZM ist in dieser Gruppe signifikant kiirzer und
schmaler als in der Kontrollgruppe.

(VergréBerung 200fach)
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3.2.2.2 Die extrazellulare Narbenausdehnung 14 Tage nach

Verletzung des Ruckenmarks

Die Lange der extrazellularen Matrix betrug in der Kontrollgruppe
14 Tage nach Ruckenmarkverletzung 1,7+0,26 mm, die Breite
betrug 1,2+0,14 mm (Abbildung 15). Durch die Gabe von
Indometacin liel} sich die Struktur der extrazellularen Matrix
verfeinern. Die Lange verkurzte sich um ungefahr die Halfte auf
0,940,175 mm. Ebenso halbierte sich die Breite der Strukturen auf

0,6+0,11 mm.
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Abb. 15: Lénge und Breite der extrazellularen Matrix in der

Narbe 14 Taqe nach Riickenmarkverletzung.

Indometacin halbierte signifikant sowohl die Ldnge wie auch die Breite der
extrazelluldren Matrix im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Werte dargestellt als MW+SF in Millimeter (mm).
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4. Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss eines nicht-
steroidalen Antiphlogistikums auf die Narbenbildung nach
Ruckenmarkverletzung untersucht.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe wurde eine signifikante Reduktion
von COX-1", COX-2", GFAP", Vimentin® Zellen in der perildsionalen
Zone drei Tage nach der operativen Verletzung des Ruckenmarks
beobachtet. 14 Tage posttraumatisch war die absolute Anzahl
COX-1"-, COX-2" monozytarer Zellen und aktivierter Astrozyten in
der perilasionalen Zone vermindert. Ebenso reduzierte die
Indometacin-Pharmakotherapie die relative Anzahl der aktivierten
Astrozyten im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die extrazellulare Matrix
lield sich durch die Indometacingabe im Vergleich zur Kontrollgruppe

ebenfalls signifikant verringern.

Aus der reduzierten Anzahl COX-1" und COX-2" monozytarer Zellen
in der Lasion, sowohl drei wie auch 14 Tage posttraumatisch, wird
deutlich, dass Indometacin im zentralen Nervensystem wirksam ist,
und somit einen wichtigen Weg der Entzundungskaskade, die
Bildung von Prostaglandinen, unterbricht.

Die Astrozyten stellen den zellularen Hauptbestandteil der glialen
Narbe dar. Wie eingangs erwahnt, ist es fur Nervenaxone fast
unmoglich, die dichte Struktur der glialen Narbe zu Uberwinden. In
der vorliegenden Studie ist es gelungen, durch die anti-
inflammatorische Potenz von Indometacin, die Astrozyten-
aktivierung zu supprimieren. Die Sekretion von extrazellularen

Narbenbestandteilen wurde verringert, wodurch sich das Netz der
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extrazellularen Matrix 14 Tage nach Verletzung des Ruckenmarks
im Vergleich zur Kontrollgruppe kleiner und weniger dicht bildete.

Die zellulare und extrazellulare Narbenformation im Ruckenmark
nach einer mechanischen Verletzung wurde zeitlich verzogert. Die
Versiegelung des verletzten Ruckenmarks durch die Narben-bildung
wurde bis 14 Tage nach Ruckenmarkverletzung reduziert. Die
Indometacin-Pharmakotherapie kann ein realistisches Zeitfenster
schaffen, um durch zusatzliche pharmakologische und/oder zellulare
Interventionen  diejenigen  geschadigten Nervenaxone zum
Aussprossen anzuregen, die nicht noch zusatzlich durch die

chemische Barriere der Narbe behindert werden.

In anderen Studien mit Rattenmodellen wurde in verschiedenen
Ansatzen versucht, die Narbenbildung und damit die Barriere fur
Nervenaxone zu reduzieren. Dabei konnten auch Teilerfolge erzielt
werden (siehe Einleitung). Die Nachteile dieser Studien lagen
jedoch oft darin, dass die Substanzen aufwandig mittels
Glaskapillaren oder Minipumpen intrathekal injiziert wurden. Es
bestand dabei das Risiko, dass weiteres Nervengewebe zerstort
wurde. Bei der Anwendung vom Antikorpern gegen Bestandteile der
Narbe, z.B. gegen Kollagen, konnten diese in den systemischen
Kreislauf gelangen und andere Organe angreifen. Es bestand auch
die Gefahr, dass der Organismus gegen fremdes Protein, wie z.B.
Antikorper oder Chondroitinasen, reagierte. Zudem war die
Herstellung und Aufbereitung der getesteten Substanzen sehr
kostenintensiv (Bradbury et al., 2002; Stichel et al., 1999; Hermanns
et al., 2000).
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Der Vorteil der Indometacinapplikation in der nun vorliegenden
Studie ist die einfache Madoglichkeit der systemischen Gabe.
Desweiteren ist Indometacin bereits auf dem Markt als
antientzindliches Medikament zugelassen, es muflte lediglich die
Indikation der Pharmakotherapie erweitert werden. Die
unerwunschten Nebenwirkungen sind bereits bekannt und gering.
Die  wichtigsten  Nebenwirkungen der NSAR sind die
gastrointestinalen (GIl-)Blutungen und die Verlangerung der
Blutungszeit durch Hemmung der Thrombozytenaggregation. Die in
der vorliegenden Studie wahrscheinlich aufgetretenen GI-Blutungen,
die moglicherweise zum verfrihten Tod der Versuchstiere vor Ablauf
des Beobachtungszeitraumes von 14 Tagen fuhrten, waren mit der
Anlass fur die Reduktion der urspringlichen Indometacindosis von
10 mg/kgKG/Tag auf 1 mg/kgKG/Tag. Fortan erreichten die Tiere
Tag 14 des Versuchszeitraumes. Aullerdem wurden post-mortem in
der Magen- und Darmschleimhaut makroskopisch keine Blutungs-
zeichen mehr beobachtet. Wahrend der Auswertung der
immunhistochemisch gefarbten Schnitte am Mikroskop wurde ein
zusatzliches Augenmerk auf die Menge der Erythrozyten, d.h. das
Ausmal} einer moglichen Blutung, in der perilasionalen Zone und in
den entfernteren Arealen geworfen, um eine mogliche
Thrombozytenaggregationshemmung zu beurteilen. Dabei ergab
sich kein sicherer Hinweis fur eine maodgliche verlangerte
Blutungsneigung nach dem operativen Eingriff. In den
Gewebepraparaten, die 14 Tage nach der Verletzung des
Rdckenmarks entnommen wurden, waren lichtmikroskopisch keine

Erythrozyten mehr sichtbar.
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Indometacin ist ein vergleichsweise kostengunstiges Medikament.
Damit ergibt sich die Option, Indometacin nach einer Verletzung des

Ruckenmarks beim Menschen therapiebegleitend einzusetzen.

In der vorliegenden Studie lag die Hauptaufgabe darin, mit
Indometacin die Narbenbildung nach einer Ruckenmarkverletzung
zu reduzieren und dies dann mittels immunhistochemisch gefarbten
Gewebeschnitten zu verifizieren. Es wurde auf eine Messung der
Rackkehr funktioneller und motorischer Fahigkeiten der Tiere
verzichtet. Es gibt jedoch Studien, in denen sich die Motorik der
rickenmarkverletzten Versuchstiere durch die systemische Gabe
von Cyclooxygenasehemmern in Kombination mit anderen
Substanzen verbessern lie3 (Resnick et al., 1998). Guth und
Kollegen fuhrten 1994 eine Studie durch, in der sie experimentell
rickenmarkverletzten Ratten Indometacin (i.p.) in Kombination mit
einem Steroid (Pregnenolon; intrathekal) und Lipopolysacchariden
(LPS; i.p.) verabreichten. Im Verlauf der Studie wurden die
motorischen Funktionen der Tiere gemessen. Es zeigte sich dabei,
dass die Kombination dieser Substanzen die physiologischen
motorischen  Funktionen im Vergleich zur Kontroligruppe
verbesserten (Guth et al., 1994).

Fur Patienten, die eine Verletzung des Ruckenmarks erlitten haben,
fokussiert sich die momentane Therapie auf die Limitierung des
Initialschadens, Verbesserung der Blasendysfunktion, der Spastik
und des neuropathischen Schmerzes. Das Resultat der
systemischen Gabe von Indometacin uber einen Zeitraum von

14 Tagen konnte der Schlussel fur eine erfolgreiche Therapie sein,
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um auch beim Menschen die Narbenbildung nach Ruckenmark-
verletzung zu reduzieren, und somit ein langeres therapeutisches
Zeitfenster fur neuroregenerative und/oder plastizitatsverbessernde
Ansatze zu ermdglichen. Aulerdem koénnte diese Therapieform
auch auf andere Erkrankungen des ZNS, die mit einer Entzindung

einhergehen, ausgeweitet werden.

54



5. Zusammenfassung

Eine Verletzung des Ruckenmarks entsteht primar durch Zug-,
Druck- oder Sto3krafte, wodurch das Gewebe verletzt wird. Aus den
zerrissenen Kapillargefallen kommt es zu Einblutungen in das
Gewebe. Es entwickelt sich ein Odem und das Gewebe wird nicht
mehr ausreichend mit Sauerstoff versorgt. Es bilden sich Nekrosen,
die schlieBlich eine Entzindung hervorrufen. Aus dem peripheren
Blut werden Monozyten angelockt, die sich zu Makrophagen
umwandeln. Im Gewebe werden ortsstandige Mikrogliazellen
aktiviert. Das nekrotische Zellmaterial wird von den Makrophagen
und Mikrogliazellen abgeraumt; zuruck bleiben Hohlen und
fliussigkeitsgeflllte Zysten. Die initiale Lasion weitet sich zum
Sekundarschaden aus. Der Gewebeverlust wird durch eine gliale
Narbe gedeckt. Die Narbe setzt sich aus den zellularen Anteilen, im
besonderen Astrozyten, und aus der extrazellularen Matrix
zusammen. Das gliale Narbengewebe stellt ein chemisches und
mechanisches Hindernis fur regenerierende und aussprossende
Nervenaxone dar.

Der Entzundungsprozess im verletzten Ruckenmark ist ein
entscheidender Faktor in der Zellaktivierung und Narbenbildung.
Wichtige  Mediatoren im  Entzindungsprozess sind die
Prostaglandine, die durch die Cyclooxygenase aus der
Arachidonsaure  freigesetzt werden. Das  nicht-steroidale
Antirheumatikum Indometacin ist ein potenter Hemmstoff der
Cyclooxygenase-lsoformen COX-1 und COX-2.

In einem Tiermodell wurde rickenmarkverletzten Ratten Uber einen
Zeitraum von drei und 14 Tagen posttraumatisch Indometacin

verabreicht. In der anschlieBenden immunhistochemischen
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Auswertung des verletzten Gewebes ist eine signifikante Reduktion
der absoluten und relativen Astrozytenzahl erkennbar. Die
extrazellulare Matrix ist in ihrer Langen- und Breitenausdehnung um
die Halfte im Vergleich zur Kontrollgruppe verringert. Die
Narbenbildung nach einer Verletzung des Rickenmarks wird durch
Indometacin verringert und verzogert. Indometacin verlangert das
therapeutische Zeitfenster flr weitere neuroregenerative und/oder
plastizitatsverbessernde pharmakologische als auch zellulare

Interventionen.
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7. Appendix

7.1 Puffer und Substratlésungen

7.1.1 TBS-Stammldsung (10x) (=Tris-Puffer)

60,6 g Trizma Base (MW 121,14) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)
163,6 g NaCl (Fluka)

in ca. 1500 ml Aqua dest. l16sen, pH 7,5 einstellen, mit Aqua dest.

auf 2 Liter auffullen.

Gebrauchslosung (1x) 1:10 verdinnt mit Aqua dest.

7.1.2 Substratpuffer

42 g Zitronensaure Monohydrat (Roth, Karlsruhe)

68 g Imidazol (Fluka)

58,4 g NaCl (Fluka)

in 800 ml Aqua dest. I6sen, ph 7,0 einstellen, mit Aqua dest. auf
1000 ml auffullen.

Gebrauchslosung (1x) 1:10 verdinnt mit Aqua dest.

7.1.3 Zitratpuffer (10x)
42 g Zitronensaure Monohydrat (Roth)

in ca. 1500 ml Aqua dest. l0sen, pH 6,0 einstellen, mit Aqua dest.
auf 2 Liter auffullen.

Gebrauchslosung (1x) 1:10 verdunnt mit Aqua dest.

7.1.4 0,1 % Tris-BSA
100 ml Tris-Puffer (1x) (Sigma-Aldrich)

+ 100 mg Albumin Fraktion V aus Rinderserum (bovine serum

albumin; Merck, Darmstadt)
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7.1.5 3,3 -Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB; Sigma)
1 ml DAB (100 mg/ml) in 150 ml Aqua dest. losen. 20 ml
Substratpuffer und 66,6 ul H,O, (30%; Merck) zugeben. Mit

Aqua dest. auf 200 ml auffillen und filtrieren.

7.1.6 Fast Blue BB (Sigma-Aldrich)
10 mg Naphthol AS MX Phosphatdisodiumsalz (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen) in 500 pyl NN Dimethylformamid I6sen. 45 ml Aqua

dest. und 5 ml 1 M Tris-Puffer pH 8,2 dazugeben. In diese Losung
nun 75 pl MgSO, pipettieren. 50 mg Fast Blue BB (Sigma-Aldrich)
und 12 mg Levamisole (Sigma-Aldrich) dazugeben und durch einen

Sterilfilter filtrieren, um die Lésung zu klaren.

7.2 AbkuUrzungen

ABC Avidin-Biotin-Komplex

Aqua dest.  destilliertes Wasser

BSA Bovine serum albumene

C4 zervikale Wirbelsaule auf der Hohe des vierten
Wirbelkorpers

COX Cyclooxygenase

cm Zentimeter

EZM extrazellulare Matrix

DAB Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid

g Gramm

GFAP glial fibrillary acidic protein

Gl Gastrointestinal
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H,0, Wasserstoffperoxid

HPF high power field

i.p. intraperitoneal

kg Kilogramm

KG Korpergewicht

LPS Lipopolysaccharid

MW+SF Mittelwert + Standardfehler

mg Milligramm

ml Milliliter

mm Millimeter

pum Mikrometer

MRNA mitochondriale Ribonukleinsaure

n.s. nicht signifikant

NSAR nicht-steroidales Antirheumatikum

PFA Paraformaldehyd

PG Prostaglandin

S.C. subkutan

TBS Tris buffered saline

TH8 thorakale Wirbelsaule auf der Hohe des achten
Wirbelkorpers

X Thromboxan

Vim. Vimentin

ZNS zentrales Nervensystem
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