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Just as the highest and the lowest notes are equally inaudible, so perhaps, is the
greatest sense and the greatest nonsense equally unintelligible.

Genauso wie die hochsten und tiefsten Tone nicht hérbar sind, ist vielleicht der
hdchste Sinn und der gré3te Unsinn nicht mit dem Intellekt zu erfassen.

Alan Watts
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Zusammenfassung

Akupunktur fir Spinallasion kann klinische Besserung beschleunigen. Tierversuche
weisen darauf hin dass Akupunktur Gehirnzellproliferation und die Migration neuronaler
Stammzellen induzieren kann. Ob dies auch auf Menschen zutrifft ist unbekannt. Hier
wird eine Pilotstudie prasentiert, in welcher CD133(+)34(-)-Progenitorzellen, ein
potenziell neurogener Stammzelltyp, nach Akupunktur als erhéht gemessen wurde.
Vierzehn gesunde Testprobanden wurden akupunktiert und unterliefen Blutentnahmen
vor und nach Akupunktur bis zum zweiten Folgetag, um die Haufigkeit von CD133(+)-,
CD34(+)-, CDA4(+)-, CD14(+)-, CD19(+)- und CDA45(+)-Zellen sowie
Serumkonzentrationen von Matrixmetalloproteinasen (MMP) 8 und 9, Brain-Derived
Neurotrophic Factor (BDNF), Nerve Growth Factor (NGF), Stroma-Derived Factor
(SDF) 1 und Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF) zu bestimmen.
CD133(+)34(-) Zellen waren 48 Stunden nach Akupunktur signifikant erhdht (31.3+6%
versus 12.245.3%, p=0.015) mit einhergehend signifikantem Abfall von BDNF und
MMP-9-Werten. Das Ergebnis dieser Untersuchungen kdnnte unseres Wissens nach
erstmals den Hinweis auf die Akupunkturwirkung auf Stammzellebene beim Menschen

darstellen.

Abstract

Acupuncture for spinal cord injury (SCI) can accelerate clinical improvement. Animal
studies indicate that acupuncture can induce brain cell proliferation and neural stem cell
migration. If that is also the case in humans is unknown. Here we show a pilot study in
which acupuncture increases the frequency of CD133(+)34(-) progenitor cells, a
potentially neurogenic stem cell subtype. Fourteen healthy study participants were
acupunctured and had blood drawn before and after acupuncture until the second
consecutive day in order to determine the frequency of CD133(+)-, CD34(+)-, CD4(+)-,
CD14(+)-, CD19(+)- und CD45(+)-cells as well as serum concentrations of matrix
metalloproteinases (MMP) 8 and 9, brain-derived neurotrophic factor (BDNF), nerve
growth factor (NGF), stroma-derived factor (SDF) 1 and granulocyte-colony stimulating
factor (G-CSF). CD133(+)34(-) cells were significantly increased 48 hours after
acupuncture (31.3+6% versus 12.2+5.3%, p=0.015) with concomitant, significant
decreases of BDNF and MMP-9 levels. We anticipate our study to possibly be the first

index for a human stemcell-based efficacy of acupuncture.



I Abktrzungen und Fachbegriffe

AIS Abbreviated Injury Scale

ASIA American Spinal Injury Association

B27 Spezifisches Nahrmedium neuronaler Vorlauferzellen

BL 64/65 .Blase 64/65“ spezielle Akupunkturpunkte auf dem
Blasenmeridian

BCSF B-Zell-Stimulationsfaktor 2

BDNF Brain-Derived Neurotrophic Factor

BSF-2 B-Zell-Stimulationsfaktor

CD Cluster of Differentiation

G-CSF Granulocyte Stimulating Factor

FGF-2 Fibroblast growth factor-2

GERAC German Acupuncture Trials

GM-CSF Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor

HCT Hematocrit (dt. Hamatokrit)

HGB Hemoglobin (dt. Hamoglobin)

HSF Hepatozyten-Stimulationsfaktor

HSZ Hamatopoetische Stammzellen

ISHAGE International Society for Hematotherapy and Graft
Engineering

LCA Leucocyte Common Antigen

LcK Lymphocyte-specific Protein-Tyrosine Kinase

LPS Lipopolysacharid

LV Lateraler Ventrikel

MAG Myelin-associated glycoprotein

MSZ Mesenchymale Stammzelle

MW Mittelwert

n Probandenzahl bzw. Zahl der Versuchstiere

NADPHd Nicotinamidadenindinucleotidphosphat-Diaphosphase

NIH National Institutes of Health

NEAA Nonessential amino acids

nNOS neuronale Form der Stickstoffmonoxid-Synthase
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NO
NPZ
NT-3

Y

PBS
PLT
PPD
PSC
PVT
PKT/AKkt
RMS
RNA
rpm
ROS
SCI
SDO
SDS-Gel
SEM
SPSS
SSR
SVvzZ
SZ
TAT
TCM
TIMPs
TRKB

V3
VZ
WBC
WNT
z.B.
ZNS

Stickstoffmonoxid

Neuronaler Progenitorzellen

Dritter Nerve Growth Factor neben NGF und BDNF
Signifikanz

Phosphate buffered solution

Platelets (dt. Thrombozyten)
(3-Phosphoryloxy-Phenyl-1,2-Dioxetane)
Propagated Sensation along the channel
Paraventrikularer Thalamuskern

Proteinkinase B RM Riickenmark

Rostrales Migrationszentrum

Ribonukleinsaure

revolutions per minute (Umdrehungszahl)

Reactive Oxygene Species (dt. reaktive Sauerstoffspezies)
Spinal Cord Injury, Spinallasion

Sleeping Disorder, Schlafstérung

Sodium Dodecylsulfate Polyacrylamide Gel
Standard Error of the Mean

Statistical Package for Social Sciences
Somatosympathische Reflexe

Subventrikularzone

Stammzelle

Transactivator of Transcription

Traditionelle chinesische Medizin

Tissue Inhibitors of Metalloproteinases
Neurotrophe Tyrosinkinase, BDNF/NT-3 Wachstumsfaktor-
Rezeptor

Dritter Ventrikel

Ventrikularzone

White Blood Cells

Wingless Int-1 (bestimmter Signaltransduktionsweg)
zum Beispiel

Zentrales Nervensystem

11



Il Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Yin-Yang-Symbol
Abbildung 2: Duke. Alte Akupunkturtafel. Duke b 1973
Abbildung 3: maogliche Mechanismen des analgetischen Akupunktur-Effektes.

In Anlehnung an Stux ¢ 2008.

Abbildung 4: Moldenhauer. Stammzellen nach Isolierung.

Abbildung 5: A,B: Moldenhauer et al Klassische Behandlungspunkte der SCI-
Akupunktur

Abbildung 6: Streulicht-Dot-Plot

Abbildung 7: Prozentuale Darstellung der Haufigkeit von CD133-positiven

Zellen nach BD-Messung

Abbildung 8: Durchflusszytometrische Analyse der Oberflachenantigene
CD133/1, CD133/2 und CD34 (nach BD-Optilyse-
Zellaufbereitung) aus vier Versuchen im zeitlichen Verlauf nach
Akupunkturbehandlung, Uberlagert auf IgG-Kontrollen (FITC

und PE)

Abbildung 9: Boxplot BDNF. Verteilung und Mittelwerte der 14 akupunktierten
Probanden

Abbildung 10: Boxplot MMP-9: Verteilung und Mittelwerte der 14
akupunktierten Probanden

Abbildung 11: Proband 0, gemessen Uber den Zeitraum von 8 Tagen nach
Akupunktur

12



Tabelle 1:

Tabelle 2:

Tabelle 3:

Tabelle 4:

Tabelle 5:
Tabelle 6:
Tabelle 7:
Tabelle 8:

Tabelle 9:

Tabelle 10:

Tabelle 11;

Tabelle 12;

Tabelle 13:

Tabelle 14:

Tabelle 15:

Tabelle 16:

Tabellenverzeichnis

Probanden: Alter, Geschlecht, Medikamentenanamnese

Genadelte 11 Punkte mit chinesischer Bezeichnung und
Lokalisationsbeschreibung

Verwendete Antikorper

Fluoreszeinfarbstoffe. Auswahl von Absorptions- und
Emissionsmaxima der in der Durchflusszytometrie eingesetzten
Fluoreszenzfarbstoffe

Uber FACS-Flow bestimmte Antikorper/Zytokin NGF

Blutdruck und Puls vor und nach Akupunkturbehandlung
Blutdruck und Puls der beiden nicht akupunktierten Probanden
Blutbilder der 14 akupunktierten Probanden im zeitlichen Verlauf

Blutbilder der beiden nicht akupunktierten Probanden im
zeitlichen Verlauf

Prozentuale Messergebnisse (Mittelwerte und SEM) der
Zellpopulationen von 14 akupunktierten Probanden nach
Zellaufbereitung anhand BD-Optilyse

Mittelwerte und SEM der Zellpopulationen/ul nach FACS-
Messung (Zellaufbereitung anhand BD-Optilyse) der 14
akupunktierten Probanden

Prozentuale Messergebnisse (Mittelwerte und SEM) der
Zellpopulationen von zwei nicht akupunktierten
Kontrollprobanden

Prozentuale Messergebnisse (Mittelwerte und SEM) der
Zellpopulationen von 13 akupunktierten Probanden nach
Zellaufbereitung anhand Ficoll

Mittelwerte und SEM der Zellpopulationen/ul nach FACS-
Messung (Zellaufbereitung anhand Ficoll) von 13
akupunktierten Probanden

ELISAs der Cytokine / Chemokine und SEM der 13
akupunktierten Probanden

ELISAs der Cytokine / Chemokine — Mittelwerte und SEM der
beiden nicht akupunktierten Probanden.

13



Tabelle 17: Prozentuale Zu-/Abnahme von BDNF pro Proband.
Tabelle 18: Prozentuale Zu-/Abnahme von MMP-9 pro Proband

Tabelle 19: ELISAs der Cytokine / Chemokine — Mittelwerte und SEM der
beiden Kontrollprobanden.

14



1. Einleitung

1.1 Traditionelle chinesische Medizin
1.1.1 Tradition und Geschichte

Eindeutig lasst sich der Ursprung der Akupunktur bis heute nicht feststellen. Erste
schriftlich datierte Erwahnungen finden sich in dem Werk Shiji des chinesischen
Geschichtsschreibers Sima Qian (ca. 145-90 v.Chr.), in dem ein mit Nadeln arbeitender
Wanderarzt erwahnt wird. Auch indische Einflisse werden im Zuge der Etablierung
vermutet (Stux a 2008).

Als altestes Standardwerk der chinesischen Medizin lasst sich das ,Huang Di Nei
Jing“ erwdhnen — laut Erstiibersetzer Schmidt ,Der Klassiker des gelben Kaisers zur
Inneren Medizin” (Schmidt 1993). Von unbekannten Autoren zwischen 300 v. Chr. und
100 n. Chr. verfasst gilt es als die Urquelle der chinesischen Medizintheorie (Kaptchuk
a 1983, Sivin 1993). Die Akupunktur wird hier erstmals in die gesamte chinesische
Medizin eingebettet. Beschrieben werden die Hauptleitbahnen der heutigen
Meridianlehre, verschiedene Nadeln, Stichtechniken sowie Indikation und Anwendung
von 160 Akupunkturpunkten (welche schlie3lich auf 361 erganzt wurden). Das Huang
Di Nei Jing stellt den Menschen als Teil eines kosmischen, energetischen Wirkgefliges
dar. Besonders fir seinen diagnostischen Teil gilt dieses alte Werk auch heute noch
als wichtige Grundlage der TCM-Ausbildung im Osten wie im Westen (Stux a 2008).
Neben der Akupunktur nimmt die Krauterheilkunde einen wesentlichen Sektor der
TCM ein. AulBerdem bedeutsam sind Diatetik, Tui Na und An Mo (chinesische
Massagetechniken), Moxibustion, Badertherapien, sowie die Bewegungskunde, welche
heute auch zunehmend im Westen praktiziert wird (Qi Gong und Taiji Quan) und die
Atemtherapie. Die TCM-Ausbildung an einer chinesischen Hochschule mit TCM-
Lehrkrankenhaus dauert mindestens funf Jahre und wird heutzutage auch aul3erhalb
Chinas in vergleichbarem Umfang angeboten.

Das allgemeine Interesse des Westens gegeniber der chinesischen Medizin erwachte
wahrend der wirtschaftlichen Offnung Chinas in den 70er und 80er Jahren. Folglich
propagierte Erfolge, vor allem dramatische Berichte Uber die Akupunkturanasthesie
(Duke a 1973, Kaptchuk b 1983), riefen im Westen sowie auch in der dritten Welt
intensives Interesse hervor.

1996 wurden Akupunkturnadeln schlieRlich vom FDA (Food and Drugs Administration)
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in den USA in die Klasse Il der medizinischen Produkte aufgenommen, was sie zur
Behandlung durch qualifizierte Akupunkturpraktiker zuliel3. Somit wurde die Akupunktur
— insbesondere in der Behandlung von Schmerzen, was chinesische Spezialisten als
~-Mainstream-Akupunktur‘ bezeichnen (Kwokming 2013) - einer breiteren Gesellschaft
zuganglich. Des Weiteren wurde der Akupunktur in einer medizinischen Konsens-
Konferenz der NIH (NIH Consensus Development Program 1997) im Jahr 1997 im
Wesentlichen wissenschaftliche Geltung zugesprochen.

Auch wenn Wirksamkeitsstudien zur Akupunktur seit langem ganze Bibliotheken fillen
(Kaptchuk ¢ 1983, Han 2011) wurde diese im Praktischen oft aus ihrem essentiellen
philosophischen Zusammenhang gerissene Kunst seit jeher von Kritikern dem
Aberglauben zugeschrieben und wissenschaftlich gering geschatzt (Prokop 1977). Nicht
zuletzt zum Zweck der weiteren Entmystifizierung gilt es, die genauen

Wirkmechanismen im Heilprozess durch Akupunktur zu entschlisseln.

1.1.2 Philosophische Grundsatze

,p0as Konzept von Yin und Yang ist wohl die einzigartigste, wichtigste und
charakteristischste Theorie der Chinesischen Medizin. ...Das Konzept von Yin und
Yang hat, zusammen mit dem Konzept von Qi, die chinesische Philosophie Uber die
Jahrtausende durchdrungen und unterscheidet sich radikal von jeglichen westlichen

philosophischen Ideen.” (Maciocia a 2008).

Abbildung 1: Yin-Yang-Symbol

Bekannt als Yin-Yang-Symbol spricht dieses Abbild von eben dem Fliel3gleichgewicht,
welches seine Grenzen standig verandert und welches im ausbalancierten Zustand den
freien Fluss von Qi darstellt. Die Opposition zweier sich gegenseitig hervorbringender
Ausdrucksformen reiner Kraft (Qi) bildet das dynamische Gesetzespaar welches allem

Leben zugrunde liegt. Zum intuitiven Verstandnis dieses Prinzips kdnnen analoge
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Begriffspaare wie Tag und Nacht, Ein- und Ausatmen, Aktivitdt und Ruhe oder Geben
und Nehmen als beispielhafte Vergleiche helfen. Passend zur Vergesellschaftung mit
der westlichen Medizin wird gerne die Homdostase als wissenschaftliches Beispiel des
Yin-Yang-Gleichgewichtes angefuhrt (Kwokming 2013). Aufbauend auf dieser zentralen
Idee wird erklart, wie Krankheit entsteht und Gesundheit erhalten bleibt (Maciocia b
2008).

,Qi“, als wesentlicher Begriff der TCM — laut Stux ,die Essenz der Akupunktur® (Stux d
2008) — bezeichnet das Spannungsfeld energetischer Einflisse, dem der Mensch
unterliegt, das energetische Potential in und um den menschlichen Kérper in
untrennbarem Zusammenhang mit Geist und Psyche. Der ungestérte Fluss von Qi
entspricht demzufolge im weitesten Sinn dem Zustand des Gesunden. Qi ist sowohl
Aktivitat als auch aktive Substanz, es bezieht sich auf die Verhaltensweise der
rdumlichen Ausbreitung eines physischen Mediums und gehort fur die Chinesen zum
Reich der konsensuellen Realitat. Das kosmische Qi ist nach traditioneller Auffassung
omniprasent. Im menschlichen Kérper durchlauft es als Jing (durchflieen, Kanal) und
Luo (Verbindung) bezeichnete Bahnen. Es werden verschiedene Formen von Qi
aufgefuhrt, wie das Atmungs-, Nahr-, Anzestrale-, und das Abwehr-Qi (Stux d 2008).

Qi ist jedoch nicht einfach der Energiefluss durch die Meridian-Kanéle, der bei
pathologischen Veranderungen als unterbrochen bemerkt wird, oder die Reaktion auf
Nadeln oder andere Stimulationen entlang der Kanéle. Es erscheint in Begriffen, die
beispielsweise Dinge wie die Atmosphére, Geriiche oder Feuchtigkeit bezeichnen. Es
beschreibt von Personen ausgestrahlte Sympathie, ebenso wie die physische Aufruhr
im Sinn von Wut (Wiseman 1994).

1.1.3 Grundlagen und Diagnostik der ganzheitlichen TCM-
Behandlungsweise

Die Gewichtigkeit der Akupunktur innerhalb der TCM ist im Osten und Westen nicht
gleich verteilt. Wahrend in China der traditionellen Krauterheilkunde mindestens ebenso
viel Bedeutung zugesprochen wird wie der Akupunktur, ist die TCM im Westen vor
allem Uber die Akupunktur verbreitet. Der ihnen gemeinsame philosophische Unterbau
gilt hierbei in allen Teilen der TCM als unabdingbares Fundament.

Die traditionell chinesische Medizin imponiert oft mit der Diagnostik unerwarteter

,2organstérungen®, welche mit westlichen Organdiagnosen oft nichts Ersichtliches zu tun
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haben und insbesondere aus Ubersetzungsschwierigkeiten zwischen den beiden
medizinischen Systemen ruhren. In der TCM gilt das sensuell erfasste Erscheinungsbild
als Ausdruck des Zustandes besagter Lebenskraft in den verschiedenen Leitbahnen.
Kann eine Dysbalance am Effektor ausgeglichen werden, folgt auch Besserung des
Endorgans. Damit steht die traditionell chinesische Diagnostik in gro3em Gegensatz zu
westlichen maschinellen, teils invasiven Verfahren zur Betrachtung des ,Inneren®
(Blutuntersuchungen, Roéntgen, Endoskopie, etc.).

Es gelten vier diagnostische Bereiche der TCM: das Betrachten, Befragen, Tasten und
Auskultieren. In der Praxis besteht keine klare Abgrenzung zwischen diesen
Untersuchungen. Besonders von westlicher Methodik zu unterscheiden ist die
chinesische Gesichts-, Zungen- und Pulsdiagnostik, jeweils in Relation zu
Entsprechungsorganen. Der Puls wird an den Radialarterien beider Hande getastet und
auf zwei Ebenen an jeweils drei Punkten, mit je drei Fingern des Untersuchers
gemessen. Die insgesamt zwolf Pulse sind ebenso wie die Zungenbereiche bestimmten
Organkreislaufen zugeordnet. Je nach getasteter bzw. ersehener Qualitdt werden sie
als momentaner Funktions- und Spannungszustand der entsprechenden Einheit —
sprich der Prédsenz von Qi — interpretiert. Die Konstitution Uberwiegt einzelne
Symptome. Einzelne Symptome werden in Beziehung zum ganzen Korper gedeutet.
Die Resonanz der einzelnen Kérperteile zum ganzen Koérper findet sich analog in der
Beziehung von Mikro- zu Makrokosmos wieder (Maciocia e 2008).

In der chinesischen Nosologie werden die individuellen Befunde und Symptome nach
acht diagnostischen Kriterien (Ba Gang) analysiert. Hieraus werden individuelle
Stérungsmuster der funktionellen Yin- und Yang- Organe (Zang und Fu) erortert. Derart
analysierte Storungsmuster gelten letztendlich als die Diagnosen der chinesischen
Medizin, oft auch vereinfacht als Syndrome bezeichnet (Stux e 2008). Ohne die
Kenntnis der Funktion der Zang- und Fu-Organe, deren genauere Erlauterung den
Rahmen dieser Arbeit sprengen wirde, bleiben diese Syndrome jedoch unverstéandlich.

Es sei auf Standardwerke der TCM verwiesen.
1.14 Meridiansystem
Europaische Arzte verglichen die Qi-Kanale mit den Meridianen der Erde, woher die

deutsche Bezeichnung ,Meridiansystem® riihrt. Die Ausbreitung von Qi im menschlichen

Korper verlauft laut Standardwerken der Akupunktur Gber 12 Hauptleitbahnen

18



(Hauptmeridiane, Jing) und eine grofRe Zahl von sekundaren Leitbahnen, darunter acht
aul3erordentliche Meridiane (Qi Jing Ba Mai). Von Letzteren sind zwei von besonderer
Bedeutung: Ren Mai, zu Deutsch ,Konzeptionsgefal3“, auf der Mittellinie der Kérperfront
verlaufend, und Du Mai, das ,Lenkergefal3®, auf der Mittellinie der Kdorperriickseite.
Diese beiden aul3erordentlichen Meridiane bilden zusammen mit den zwolf
Hauptleitbahnen das System der 14 Hauptmeridiane. Auf diesen wiederum verlaufen
die 361 klassischen Akupunkturpunkte und gelten als auf3ere Zugangspunkte zum Qi
(Maciocia ¢ 2008).

Die Akupunkturpunkte sind entsprechend ihrer Meridiane bestimmten Organkreislaufen
zugeordnet. Diese wiederum stehen in Analogie zu den funf Elementen (Holz, Feuer,
Erde, Metall, Wasser), welche im Wandel ihrer Existenz ineinander (bergehen
(,Wandlungsphasen®) (Maciocia d 2008). Die chinesischen Organkreislaufe und ihre
Meridiane sind mit anatomischen Zusammenh&ngen im westlichen Sinn nicht
vergleichbar: ,Das Studium der Leitbahnen in der traditionellen chinesischen Medizin
kann als Aquivalent zum Studium der Anatomie in der westlichen Medizin angesehen
werden. Die chinesische Medizin gab der physischen Struktur des Kérperinneren nur

wenig Beachtung, (Deadman 2000). Anstatt mit am toten Korper erforschter
Anatomie befasst sich die TCM mit einer Art energetischer Anatomie des Menschen,
oder abstrakter ausgedriickt, mit der Anatomie von Einflissen und Interaktionen.
,Darlber hinaus gab es kein Studium der Verteilung der Nerven oder des Ursprungs
und der Insertionsstellen der Muskeln. Die TCM beschrieb jedoch sehr detailliert die
Verlaufe einer grofRen Anzahl von Leitbahnen, die der Zirkulation des Qi und des Blutes

in jeden Koérperteil dienen.” (Deadman 2000).
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Bei der Storung oder Blockierung der stromenden Lebensenergie (Qi) wird von Energie-
Flle, -Leere, sowie von Kalte- oder Hitze-Uberschuss bzw. -Mangel gesprochen. Der
chinesischen Terminologie néher liegend sind Bezeichnungen wie Yin- oder Yang-
Schwache, bzw. deren Fille. Des Weiteren wird zwischen so genannten ,inneren“ (Li)
und ,aul3eren” (Biao) Krankheiten unterschieden. Hierbei handelt es sich um in Herkunft
und Lokalitat differierende Krankheitsbilder. Es existieren elf Organe bzw.
Funktionskreislaufe. Sie werden in sechs Yang-Organe und finf Yin-Organe unterteilt.
Wahrend die Yang-Organe, auch genannt Fu-Organe, die Hohlorgane Dick- und
Dunndarm, Magen, Blase, Gallenblase und ,Sanjiao“ umfassen, meinen die Yin-
Organe, auch als Zang-Organe betitelt, die Speicherorgane wie Lunge, Herz-
Herzbeutel, Milz- Pankreas, Niere und Leber.

In der TCM gibt es ebenso wie in der westlichen Medizin klassische, klar definierte
Krankheitsbilder. Viele Krankheitskategorien &hneln sich. Schwierigkeiten beim
Vergleich der Krankheitszustande machen nicht zuletzt die Ubersetzungen aus dem
Chinesischen in Begriffe der westlichen Medizinliteratur. In manchen Fallen wurden
chinesische Auslegungen westlich-medizinischer Fachbegriffe in  chinesische
Fachtermini Gbernommen wéahrend in anderen Fallen neue erfunden wurden. So
ergeben sich Prazedenzfalle im Umgang mit der Ubersetzung, welche schlieRlich
einheitlich und unter Vermerk eventueller Bedeutungsabweichungen vom Ursprung des

Begriffes festgehalten sein sollten (Wiseman 1994).

1.15 Elektroakupunktur

Das Drehen der Akupunkturnadeln nach Einstich in die Zielregion in einem Drehwinkel
von 90°-180° erzeugt je nach Starke der Manipulation eine Frequenz zwischen 1-8 Hz
(Lian b 2004). Hierdurch wird in vielen Fallen eine starkere Wirksamkeit der Behandlung
erreicht, weshalb in China die auf die gleiche Weise funktionierende Methode der
Elektroakupunktur (EA) entwickelt wurde. Im klassischen Modell wird hierbei auf die
platzierten Nadeln elektrischer Strom in &hnlich niedriger Frequenz (2-4 Hz) wie bei der
manuellen Manipulation gegeben. Im fernen Osten sowie auch in Europa werden heute
sehr viele Akupunkturbehandlungen, insbesondere zur Schmerzstillung, in Form der EA
- mit besseren Erfolgen als durch manuelle Akupunktur - praktiziert (Sator-
Katzenschlager 2004, Han 2011).
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1.1.6 Akupunkturschema bei Spinallasion

In der TCM wird die Spinallasion als Stérung des hinteren Mittelkanals (dt.:
Lenkergefal3, engl.: Governor Vessel, chin.: Du-Mai) gesehen, dessen Blockierung zu
einer plétzlichen Stagnation der Lebensenergie und des Blutflusses fihrt. Dieser
Meridian reicht vom Unterbauch tber das Perineum hin zum Inneren der Wirbelsaule.
Jene durchlauft er aufwarts zum Genick und setzt sich ins Gehirn fort. Entlang der
Mittellinie der Schédeldecke reicht er hinauf bis zum Vertex und beginnt dort seinen
Abstieg Uber Stirn, Nase, Oberlippe und endet schliel3lich an deren Frenulum. Das
LenkergefaR birgt Yang-Qi, sprich, die aufsteigende Energie des Korpers.
Schadigungen dieses Kanals werden folglich als Yang-Stérungen klassifiziert (vgl.
Kapitel 1.1.2. philosophische Grundsatze). Diese reichen Uber alle Abstufungen
mangelnder Aktivitat bis hin zur ernsthaften Koérperschwache, einschliel3lich der
Spinallasion (Gao 1996). Nach traditionell chinesischer Erklarung geht es beim
angewandten Behandlungsmuster darum, das stagnierte Qi in dieser Bahn zu starken
bzw. zu regulieren und so das Ruckenmark direkt oder Uber Reflexbahnen zu
stimulieren (Schnorrenberger 1992). Weitere, in diesem Rahmen genutzte
Akupunkturpunkte liegen auf anderen Yang-Meridianen und unterstiitzen die Starkung
des verletzten Mittelkanals. Die Darstellung des Schemas ist in Abbildung 5 zu finden.
Bei der Behandlung kranker Patienten wird auf die Differenzierung von Symptomen und
Zeichen eingegangen.

1.2 Klinische Wirksamkeit der Akupunktur

Die Wirksamkeit der Akupunktur fallt, so wie es samtliche im Folgenden zitierte
Forschungsarbeiten bestéatigen, seit den 70er Jahren auch unter naturwissen-
schaftlichen Messvoraussetzungen positiv aus. Zahlreiche naturwissenschatftliche
Untersuchungen (Chapman 1977, Han 2002, Shin 2009) widerlegen die mittlerweile
weitgehend veraltete Vermutung, der zufolge die Wirksamkeit der Akupunktur mit
Plazeboeffekten (Wall 1972) zu erklaren sei. Auch die seit jeher erfolgreiche
Akupunkturbehandlung an Tieren (Chan 2001) und kleinen Kindern (Ochi 2013, Wong
2010) spricht gegen eine solche Pseudowirkung.

Zum einen wurde Uber die letzten Jahre die Wirksamkeit des altchinesischen

Heilungssystems erforscht, zum anderen wurden Anstrengungen zum Ergrinden
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ursachlicher Zusammenhange unternommen.

Parallel zum Uberspringen der 10-Millionen-Dollar-Grenze zur Erforschung der
Akupunktur und Alternativmedizin in Bezug auf diverse Krankheitsbilder in den USA im
Jahr 2002 (Stux b 2008) wurde die deutsche GERAC-Studie (German Acupuncture
Trials) angesetzt. Uber einen Zeitraum von drei Jahren (2002-04) behandelte man mehr
als 2.000 Patienten mit chronischem Kreuz- bzw. chronischem Knieschmerz mit einer
Verum-Akupunktur nach den Regeln der TCM, einer sog. Sham-Akupunktur — bei der
nach Lehre der TCM eigentlich unwirksame Punkte gestochen werden — oder mit einer
Standardtherapie der westlichen Schulmedizin. Es wurde festgehalten, dass Akupunktur
ein bei chronischen Ricken- oder Knieschmerzen wirksames Verfahren ist, welches zu
einer klinisch relevanten Minderung der Schmerzsymptomatik und damit verbundener
Begleitsymptomatiken fuhrt. Das in Fachkreisen breit diskutierte Problem der GERAC-
Studien ist die Sham-Akupunktur, welche der Wirkung von Verum-Akupunktur in nichts
nachstand.

Der scheinbar am besten untersuchte Bereich der Akupunktur ist die Akupunktur-
Analgesie. In diesem Fachgebiet lieRen sich in China sowie im Westen anhand
zahlreicher Untersuchungen eindeutig signifikante Ergebnisse gewinnen (Wang Q a
1990, Wang Q b 1990), beispielhafte Studien finden sich in nachfolgenden Kapiteln
zitiert. Derzeit erfolgreiche Behandlungsfelder der Akupunktur umfassen nicht zuletzt die
postoperative  Schmerzreduktion (Hamza 1999), die Behandlung unterer
Ruckenschmerzen (Ghoname 1999, Hamza 1999) und diabetischer Neuropathie
(Hamza 2000) sowie spastischen Muskelschmerz spinalen Ursprungs (Wang JZ 2000).
Auch genaueren epidemiologischen Aspekten der Schmerzlinderung durch Akupunktur
wurde in jungster Zeit nachgegangen, nicht zuletzt durch Kollegen der Charité in Berlin
(Witt 2011).

1.2.1 Wirksamkeit der Akupunktur bei ZNS-Schaden

Bereits seit den 70er Jahren werden insbesondere aus China stammende breitflachige
Untersuchungen zur Akupunkturwirkung bei Spinaltrauma mit stark positivem Outcome
verbreitet. Den meisten der frilheren Studien in diesem Gebiet mangelt es jedoch an
unabdinglichen Kontrollgruppen (Schnorrenberger 1992). 2009 erstellten Shin und
Kollegen eine Zusammenfassung von sieben chinesischen Forschungsuntersuchungen

zu SCI-Akupunktur, welche ebenfalls eine hohe Rekonvaleszenzrate unter
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Akupunkturbehandlung beschreiben. Neben ausbleibenden Kontrollgruppen fehlt auch
hier die Verblendung in fast jeder der bearbeiteten Untersuchungen (Shin BC 2009).
Eine randomisierte Kontrollstudie lieferten schlie3lich Wong und seine Kollegen. Unter
den 50 akupunktierten SCI-Patienten mit initialem ASIA Score A oder B erreichte eine
signifikante Anzahl bessere sensomotorische Fahigkeiten als die 50 Goldstandard-
Kontrollpatienten. Dies manifestierte sich sowohl im ASIA-Score, als auch in
spezifischeren Bewegungsscores (Wong 2003). Die vollstandige Durchtrennung des
Ruckenmarkes lasse sich allerdings mit Akupunktur ebenso unzureichend behandeln
wie durch Methoden der westlichen Schulmedizin. Was den Zeitpunkt der
Akupunkturbehandlung betrifft, wird der Zustand des spinalen Schocks fir den zeitlich
am besten geeigneten Behandlungsbeginn gehalten (Wang H 1992).

Bemerkenswerte Untersuchungen zum EA-Effekt speziell in Bezug auf neurogene
Blasenentleerungsstorung bei Querschnittslahmung fuhrten P.T. Cheng (Cheng PT
1998) und seine Kollegen durch. Die Halfte von 80 ausgewéhlten Patienten mit
Spinallasion mit konventionell intermittierender Katheterisierung erfuhren EA an vier
klassischen Punkten. Die andere Halfte der Betroffenen unterzog sich einem
anerkannten Blasentrainingsprogramm. Die Zeit bis zur balancierten Blasenentleerung
war bei der akupunktierten Patientengruppe mit einem Durchschnitt von 57,1 +/- 22,5
versus 85,2 +/- 27,4 Tagen signifikant kirzer als bei der Kontrollgruppe. Zwischen
oberer und unterer Neurolasion bestand kein ausschlaggebender Unterschied. Auch in
dieser Analyse fiel eine direkte positive Beziehung zwischen Trauma-zeitnaher
Akupunktur und Balancierung der Blasenaktivitat auf.

Wie bereits erwahnt, scheint die Behandlung der vollstandigen Markdurchtrennung
durch Akupunktur nicht méglich, und manche Autoren vertreten die Meinung, dass bei
kompletter Querschnittslahmung mit areflektorischer Blase keine Blasenkontraktilitat
erreicht werden konne. Wyandaele (Wyandaele 1991) jedoch wies auf die Existenz
einer afferenten Nervenstrombahn von der Blase zum zerebralen Kortex bei Uber einem
Drittel der klinisch komplett querschnittsgelahmten Patienten hin. Ahnlich gilt laut
Dimitrijevic (Dimitrijevic 1988) eine Mehrheit der so genannten Kklinisch kompletten
Querschnittsverletzungen eigentlich als subklinisch inkomplett, wobei nachweislich
neuronale Signaliibertragung zwischen Segmenten Uber- und unterhalb der
Durchtrennungsebene besteht. Folglich konnte Elektroakupunktur die verloren
gegangene Detrusorkontraktilitdt durch das Aktivieren der existenten Nervenfasern

provozieren, wie es Cheng in oben genannter Untersuchung zeigte.
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1.2.2 Modelle zur Wirkungsweise der Akupunktur

Verschiedenste Denkansatze und Sichtweisen pragen die Erforschung der
Wirkungsweise der Akupunktur. Das am weitesten verbreitete Erklarungsmodell zur
Wirkungsweise der Akupunktur bezieht sich auf neuronale Zusammenhange der
Akupunkturpunkte und -meridiane. In den 70er Jahren stellten verschiedene Autoren
das Zusammenfallen vieler Akupunkturpunkte (71%) mit Triggerpunkten fest (Gunn
1980, Melzack 1977). Dies lasst auf die nadelbedingte Aktivierung sensorischer Nerven
an diesen speziellen Punkten schliel3en, welche teils von Muskeln, teils von der Haut
ausgehen. Sie leiten Schmerzsignale, wie auch propriozeptive- und Berlihrungsreize.
Laut Thalmann spielt hier vermutlich die Vermaschung der Regelkreise der Haut mit
den Regelkreisen der einzelnen Organe entsprechend der Head schen Zonen eine
besondere Rolle (Thalmann 2005).

Einen hormonell bedingten Wirkungsansatz lieferte Cai (Cai 1992) mit dem Nachweis
hoher Konzentrationen an Neurotransmittern und Hormonen neben peripheren
Nervenendigungen innerhalb der tatséchlichen Akupunkturpunkte. Auch diese Hormone
kéonnten Hemmung, Steigerung oder beides zugleich an Zielnerven bewirken.

Ein weiterer Ansatz auf der Suche nach naturwissenschaftlich erklarbaren Zusammen-
hangen der chinesischen Leitbahnen mit anatomischen Gegebenheiten liegt in der
Untersuchung der genauen Morphologie der Akupunkturpunkte. Der wasserreiche,
diese GefaR-Nerven-Bundel umlagernde Perforationsbereich ermdglicht eine
physikalische Erklarung fur die elektrische Akupunkturpunktmessung auf Basis eines
elektrisch niederpotenziellen Hautwiderstandes an Akupunkturpunkten. Dieser wurde
zuletzt von Pomeranz durch biometrische Methoden durchgefiihrt und teilweise
sichergestellt (Stux f 2008). Die Reproduzierbarkeit dieser Ergebnisse liel3e das Modell
direkter, von lokalen Nervenverdichtungen ausgehender Reizubertragung als
morphologische Basis fur die Akupunkturpunkte und -meridiane dienen.

Auch zahlreiche Forschungsergebnisse der Neurophysiologie und Neurochemie
bestatigen den Wert dieser auf praktisch angewandter Philosophie etablierten Kunst.
Zum einen wurde bereits in den 70er Jahren ein opioiderger Mechanismus bei der
Vermittlung von Akupunkturanalgesie erkannt und anhand diverser Untersuchungen
bestatigt (Mayer 1977, Sjolund 1979). Ubereinstimmend hob die Mikroinjektion von
Naloxon in das periaquaduktale Grau und den Hypothalamus im Tierexperiment die

Analgesiewirkung der Akupunktur auf (Wang Q a 1990).
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Des Weiteren ist belegt, dass Niederfrequenzstimulation somatischer Nerven selektive
und langanhaltende Unterdrickung vasokonstriktorischer Komponenten der im
Mittelhirn evozierten kardiovaskularen Schutzantwort erzeugt (Lovick 1995). Diese
Untersuchungen bestatigen nicht nur, dass EA-Analgesie naloxonreversibel ist
(Pomeranz 1979), sondern stellen auch die an der Akupunkturanalgesie beteiligten
Hirnregionen dar. Uberdies sind die Endorphinwirkungen in drei Gehirnbereichen
(Ruckenmark, Mittelhirn und Hypothalamus) nachweisbar.

Dieser opioiderge Wirkungsmechanismus scheint laut weiterfiihrender Untersuchungen
nicht der einzige neuroaktive Einfluss der Akupunktur zu sein (Stux c 2008). Die
Interaktion der Akupunktur mit verschiedenen zentralnervésen Strukturen wird sowohl in
Abhangigkeit der Reizfrequenz als auch betreffs unterschiedlicher Transmitter als
spezifisch beobachtet (Chen S 2002, Han JS 2004, Ma SX 2004, Stux ¢ 2008) und in
Hinsicht auf gewisse Bereiche anhand Dynorphin- und Enkephalininhibitoren in
Kombination mit vorangegangener Akupunkturbehandlung bestatigt (Han JS 2002). Die
genauen neuronalen Leitungsbahnen und Neurotransmitter der nicht-opioidergen
Effekte der EA (die lange Induktionszeit und die langanhaltenden Effekte der
Akupunktur) sind weitgehend unbekannt (Ma SX 2004).

Abbildung 3 (Stux c 2008): Mégliche Mechanismen des analgetischen

Frequenz der elektrischen 2 15 100
Stimulation (Hz) l / \ l
Opioide Peptide Em, Enk, B-End| Dyn
Opioidrezeptoren @ E
Interaktion Synergismus |
Physiologische Effekte Analgesie

Akupunktur- Effektes. Bei Akupunkturanalgesie mitwirkende Opioidpeptide
und -rezeptoren. Eine Reizfrequenz von 2 Hz fuhrt zur Enkephalinausschittung.
Bei einer Frequenz von 15 Hz sind beide Komponenten der dargestellten
Reizverarbeitung beteiligt. 100 Hz Stimulierung fuhrt zur Ausschittung von
Dynorphin. Abkirzungen: Em, Endomorphin; Enk, Enkephalin; B-End, B-
Endorphin;  Dyn, Dynorphin.  Simultanes Inkrafttreten  aller  drei
Opioidrezeptortypen fiihrt zum synergistischen analgetischen Effekt.
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Parallel zur Entwicklung der modernen Hirnforschung wird die Akupunkturwirkung mit
den voranschreitenden Erkenntnissen im Bereich zentraler autonomer Regulation von
somatosympathischen Reflexen und zentraler Schmerzverarbeitung abgeglichen und
nicht zuletzt in feinen Aspekten belegt (Chen S 2003, Leem 1994, Ma SX 1997, Ma SX
2002).

1.2.3 Neuronale und biochemische Auswirkungen von Akupunktur

Elektrostrome zwischen 1 und 10 mA wurden u.a. 1992 in einer Untersuchung von
Wang (Wang H 1992) et al. angewandt, welche der Wirksamkeit verschiedener
traditionell ~ chinesischer wie auch westlicher Behandlungsmethoden der
(unvollstandigen) traumatischen Paraplegie an mehreren Patientengruppen nachging.
Strome dieser Starke konnen nachweislich einen fordernden Effekt auf das
Nervenwachstum haben (Mcdevitt 1987, Pomeranz 1986).

Ein zur Behandlung des Spinaltraumas genutztes klassisches Akupunkturmuster wurde
in Kapitel 1.1.6 und Abbildung 5 beschrieben (Gao 1996, Wong 2003). Hierzu gehéren
spezielle Punkte auf dem so genannten Lenkergefal3 (engl. Governorvessel, chin. Du-
mai), darunter Baihui, Dazhui und Mingmen. Die Blockade dieses Meridians gilt im
chinesischen Verstandnis als das essentielle Problem der Riickenmarksverletzung. Per
Nadelsetzung soll eine solche Energieblockade reguliert werden. Sowohl an Tieren wie
auch beim Mensch wurde aufgezeigt, dass entsprechende Akupunktur
Sekundarschaden des Spinaltraumas eingrenzen kann (Han QM 2005, Xie 2006).
Insbesondere die Stimulation des an der Kopfkrone gelegenen Punktes Baihui liel3 sich
im Rattenmodell als férdernd bezlglich der zentralen Neurotransmission von
Monoaminen nachweisen, was eine Zunahme spontaner lokomotorischer Aktivitat der
Versuchstiere bedeutete (Chang 1996). Chen et al kamen 2008 zu dem Ergebnis, dass
EA des Lenkergefal3es zu NT-3 Sekretion im verletzten Rickenmark fuhrt und die
Differenzierung transplantierter neuronaler Stammzellen in neuronenahnliche Zellen
am Verletzungsort fordert (Chen YY 2008). In Kombination mit neuronaler
Stammzelltransplantation erreicht EA des Lenkergefal3es axonale Regeneration und
funktionelle Verbesserung im komplett durchtrennten Rickenmark von Ratten (Li XB
2004).

Dieses Thema fuhrten Y. Ding und Kollegen (Ding 2009) noch einen Schritt weiter,

indem sie den Effekt von EA auf das Uberleben und die Differenzierung transplantierter
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mesenchymaler Stammzellen (MSZ) sowie die axonale und funktionelle Regeneration
in Ratten mit durchtrenntem RuUckenmark evaluierten. Es zeigten sich deutlich
positivere sensomotorische und vegetative Ergebnisse der akupunktierten, SZ-
transplantierten Tiere im Vergleich zu detailliert erstellten Kontrollgruppen. Per
Fluoreszenz-Immunochemie konnte eine Differenzierung in neuronenéhnliche Zellen
und Oligodendrozyten eingegrenzt werden, was mit einer Erhéhung der NT-3- und
cAMP-Spiegel im verletzten Markgewebe einherging. Die Latenzzeit auf evozierte
Ruckenmarkspotentiale war bei genannter Gruppe bedeutsam kirzer, die
Uberlebenszeit signifikant langer. Die Autoren diskutieren CAMP, welches als starkes
Uberlebenssignal fir Neurone gilt (Hanson 1998, Dugan 1999), als bedeutsamen
Faktor im noch ungeklarten biochemischen Akupunkturmechanismus. So ware
denkbar, dass das pulsierende elektrische Feld der EA-Therapie die Depolarisation von
Neuronen herbeiftihrt, was wiederum den Ca2+ -Einstrom Uber L- Typ-Ca?+ -Kanéle
bewirken wirde, mit der Folge der Ca2+ -induzierten Erhohung des cAMP-Spiegels
Uber die Ca2+/Calmodulin-abhéngige Adenylylzyklase (Cooper 1995). Abgesehen
davon ist eine intrazellulare Ca2+ -Erh6éhung aufgrund neuronaler Depolarisation im
Stande, autokrine neurotrophe Mechanismen zu stimulieren, was zur Synthese und
Freisetzung neurotropher Faktoren wie NT-3 und BDNF durch die Neuronen selbst
fuhrt (Gosh 1994, Hansen 2001).

Auch Cheng et al (Cheng H 2008) interessierten sich fir die neuronale
Akupunkturwirkung und unternahmen Nadelungen an Mausen mit charakteristischer
Alzheimer-Symptomatik  (senescence-accelerated mouse prone 8, SAMPS8)
entsprechend fur Demenz- und Alterungsmodellen als glnstig erwiesenem
Akupunkturmuster (Takeda 1997, Chu 2005, Ding 2006). Im Gegensatz zu den Sham-
akupunktierten sowie nicht-akupunktierten Kontrollen zeigte sich eine signifikante
Verbesserung kognitiver Fahigkeiten der verum-akupunktierten Gruppe. Aus den
mikroskopischen Untersuchungen schlieen die Autoren, dass Akupunktur die
Zellproliferation in verschiedenen Hirnregionen von SAMP8-Mausen induzieren kann.
Letzten Endes sprechen die Ergebnisse der Untersuchungen von Cheng und Kollegen
fur einen Einfluss der Akupunktur auf den Ursprung, die Entwicklung, Reifung und das
zukUnftige Verhalten/Funktion proliferierter Nervenzellen, welche zum Lern- und
Gedachtnisprozess von SAMP8-Mausen beitrugen.

Nach Akupunktur bei ZNS-Schaden koénnten auch bei Menschen mit spinaler

Schadigung positive zellbiologische Effekte denkbar sein.
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1.3 Spinallasion

Die jahrliche Inzidenzrate der Spinallasion (Synonym: Spinaltrauma, Para- bzw.
Tetraplegie, spinales Querschnittsyndrom, Querschnittlasion) betragt 15-40 pro Million.
Es sind hauptsachlich Menschen zwischen 10 und 40 Jahren betroffen.

Neben traumatischen Ursachen kdnnen pathologische Frakturen, Tumore, iatrogene
oder traumatisch bedingte peridurale oder intraspinale Hamatombildung sowie
neurologische Symptomkomplexe (z.B. Syringomyelie) fur das Krankheitsbild der
Querschnittslahmung  verantwortlich sein (Striebel 2005, Trenz a 2001). Die
traumatische Spinallasion entsteht durch Verletzung des Ruckenmarks oder Nerven der
Cauda Equina durch Wirbelkdrperfraktur oder Verschiebung der Disci Intervertebrales.
Schadigungen von C4 oder dartber sind aufgrund der einhergehenden Zwerchfelllasion
mit 7,1fach erhdhter Mortalitatsrate assoziiert als Verletzungen unterhalb C4 (p=0,01)
(Daneshvar 2013). Ein voll ausgepragtes spinales Querschnittsyndrom mit hoher Lasion
(HWS-Bereich) lauft in drei Phasen ab. Initial kommt es tUber nur wenige Minuten zu
arterieller Hypertonie, gefolgt vom spinalen Schock. Kompletter Ausfall von Sensibilitat,
Motorik und Muskeleigenreflexen unterhalb der Querschnittshéhe sind unmittelbare
Auswirkungen. Auch in den ersten posttraumatischen Wochen bis Monaten folgen
hypotone Krisen, schlaffe Lahmung in abhangigen Segmenten, Ausfall der
Muskeleigenreflexe und Kontrollverlust von Blase und Mastdarm. Im Gegensatz dazu ist
die chronische Phase durch eine Ubersteigerte Regulation gekennzeichnet, worunter
spastisch Uberhohter Muskeltonus, uUbersteigerte Muskeleigenreflexe, Rigiditat und
autonome Hyperreflexie zu nennen sind. Auf Seiten des Gefal3systems sind
Blutdruckspitzen moglich. Die Willkirmuskulatur kann mit  unkontrollierbaren
Beugesynergien reagieren, die anfallartigen Charakter haben. Die Mehrzahl der
Patienten mit Spinallasion leidet neben den meist lebenslangen sensomotorischen und
vegetativen Behinderungen insbesondere auch an chronisch neurogenen Schmerzen.
Einhergehend mit hohem Langzeitiberleben in Landern mit gehobenem
Entwicklungsstatus bestehen enormer personlicher Leidensdruck und auch
betrachtliche Kostenfaktoren gegentber der Gesellschaft (Sekhon 2001).

Zur systematischen Einschatzung des neurologischen Schadens wird die Klassifikation
nach Frankel herangezogen, die von der American Spinal Injury Association (ASIA)
modifiziert wurde. Hierunter findet sich eine Schweregrad-Abstufung von A (Komplette

Verletzung: keine motorische oder sensible Funktion unterhalb der Verletzungshdhe)
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bis E (Erholung: normale Motorik und Sensibilitat, pathologische Reflexe kdnnen
persistieren) (Maynard 1997).

Nach Spinaltrauma fihren sowohl die primaren mechanischen Verletzungen des
Ruckenmarkes als auch diverse sekundare Verletzungen zu Axonruptur, Zelltod und
Ruptur von BlutgefaBen. Hinzukommende perifokale Odeme und fehlende neuronale
Wiederherstellung minden in funktioneller Behinderung. Hierbei wirken Apoptose,
verminderte Perfusion, Entzindung und Narbenbildung als die Neuroregeneration
hemmende Faktoren.

Nachdem Axone im Vorgang des akuten Traumas durchtrennt wurden, degeneriert in
der chronischen Phase deren distales, vom Zellkdrper geteiltes Segment, wahrend das
proximale Nervenende gewdhnlich Gberlebt und theoretisch auch zur Neuaussprossung
fahig ist. Myelinassoziierte Proteine und die Glianarbe — bestehend aus reaktiven
Astrozyten, glialen Progenitorzellen, Mikroglia, Makrophagen, Fibroblasten und
Schwannzellen — welche alsbald die Rupturseite der denervierten Axonaltrakte umgibt,
behindern das axonale Wachstum (Schwab 2004, Busch 2007, Hyun 2010). Auch die
von reaktiven Astrozyten exprimierten Chondroitinsulfat-Proteoglykane gelten als
wachstumshemmende Molekile und unterdriicken die axonale Wiederaussprossung
(Busch 2007). Gleichwohl haben andere Untersuchungen eine nutzliche Rolle der
Glianarbe wahrend der akuten Phase (1-2 Wochen) nach Ruckenmarksverletzung
aufgewiesen: transgene Mause mit erhohter Astrozytenmigration zeigten bei frihzeitiger
Glianarbenbildung eine raschere Genesung (Okada 2006). Die Elimination reaktiver
Astrozyten oder die Inhibition ihrer Migration und folgender posttraumatischer
Narbenbildung ergab des Weiteren eine gestérte Reparatur der Blut-Hirn-Schranke
begleitet von massiver Infiltration inflammatorischer Zellen und vermehrtem Untergang
von Neuronen und Oligodendrozyten bei schlechterem funktionellen Ergebnis (Faulkner
2004, Okada 2006). Somit scheint eine initiale Astrozytenantwort wichtig zur
EindAmmung der Entzindungsreaktion, jedoch kann dies auf Kosten axonaler
Wiederaussprossung geschehen.

Sekundare, die Heilung unterbindende Mechanismen, als da waren lipide Peroxidation,
Odeme und eine Vermehrung an freien Radikalen und Ubersteigerte
Transmitterausschittung, werden am Ort des Querschnitttraumas oft durch Ischamie
herbeigerufen und fihren zum Tod verschiedener Zellen der n&heren Umgebung
(Sekhon 2001). Zerstorender noch als der Zelltod ist der Verlust an Oligodendrozyten

und die mangelnde Expression myelinassoziierter Gene, so dass selbst bei der

30



haufigen inkompletten Querschnittslahmung vollige Funktionsaufgabe auf dem Grund
der Demyelinisierung stattfindet. Mangels Isolierung durch Myelinscheiden
verschlechtert sich die Leitungsfahigkeit elektrischer Impulse Ubriger, nahe des
Querschnitts gelegener, aber nicht betroffener Axone (McDonald 2006).

In der chinesischen Medizinlehre bedeutet Spinallasion die Stérung eines bestimmten
Meridians, des sogenannten Lenkergefal3es. In der TCM ist das Ziel, bei der
Durchtrennung des grofRten Nervenstranges im menschlichen Koérper verlorene
Energiebahnen wiederherzustellen, um die Funktion dieser Nerven ansatzweise
zuruckzuholen. Die genaue Vorgehensweise der Akupunktur bei Spinallasion wird in
Kapitel 2.3.2 ,Behandlungsschema der Akupunktur bei Spinallasion“ beschrieben.

1.3.1 Therapie der Spinallasion

Bisher sind keinerlei kurative Therapien der Spinallasion bekannt. Die Versorgung in der
akuten Phase ist durch auRRerst schonenden Transport, symptomatische Behandlung
zur Kreislaufstabilisierung und frihzeitige (innerhalb von 8 Stunden), hochdosierte
Kortikosteroidgabe darauf begrenzt, weitere Verletzungen zu verhindern.
Kortikosteroide wie Methylprednisolon erwiesen antiapoptotische Effekte auf
Oligodendrozyten wie auch antiinflammatorische und antioxidatorische Effekte (Xu
2009, Barnes PJ 1998). Aufgrund unerwiinschter Nebenwirkungen wie Infektionen oder
gastrointestinalen  Komplikationen sowie unzureichender Evidenz fur eine
Standardbehandlung des SCI bleibt diese Intervention jedoch stark umstritten (Hyun
2010). Seit Uber 40 Jahren ist die baldige chirurgische Stabilisierung und
Dekompression je nach Nutzen-Risiko-Abwéagung die Therapie der Wahl um
Spatschaden vorbeugen (Trenz b 2001, Fogaca 2012). In der subakuten und
chronischen Phase richtet sich die Behandlung auf symptomatische Erleichterung (z.B.
gegen Schmerz oder opportunistische Infektionen) und Physiotherapie aus (Baptiste
2007). Letztere stimuliert nachweislich u.a. intrinsische neuronale Regelkreislaufe
(Ferreira 2010).

In den letzten Jahren entwickelten sich schlie3lich einige pharmakologische
Therapieansatze zu neuroprotektiver und neurorestaurativer Behandlung der
inkompletten Spinalldsion. Die meisten Untersuchungen zu derartigen Pharmazeutika
befinden sich in experimentellen Stadien, wenige laufen bereits als Phase-3 Studien
(Bryan 2010, Domingo 2012, Jefferson 2013).
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Das direkte Ubertragen von Neurotrophinen (Schnell 1994) in die cerebrospinale
Flussigkeit oder den intraparenchymalen Raum sowie die Beeinflussung inhibierender
Faktoren (wie z.B. Chondroitinase ABC) (Jefferson 2011) hatte aufgrund kurzer
Halbwertszeiten und schneller Elimination nur beschréankten Erfolg. Auf der Suche nach
Methoden struktureller und funktioneller Restauration nach SCI wurde in den letzten
beiden Jahrzehnten intensiviert nach molekularen und zellularen Mechanismen
geforscht. Hierbei wurden insbesondere myelinbasierte Inhibitoren, welche die axonale
Aussprossung hemmen, extrazellulare Matrixkomponenten sowie diffusionsfahige
Chemorepellents untersucht (Busch 2007, Giger 2010). Auch Stimulatoren des
axonalen Wachstums wie neurotrophe Faktoren und die Aktivierung von
Wachstumsprogrammen, welche die begrenzte intrinsische Regenerationsfahigkeit
verletzter Neurone unterstitzen gehdren zu den im Fokus stehenden Forschungs-
gebieten (Thuret 2006, Busch 2007). Um diese Ansatze voll nutzen zu kdnnen und den
Paremchymverlust des Ruckenmarks zu kompensieren bzw. um das verletzte Gewebe
zur Regeneration zu fuhren bedarf es Zellersatzstrategien. Besonders hoffnungstragend
sind moderne, aber noch nicht ausreichend gereifte Forschungsansatze zur
Stammzelltransplantation nach Spinallasion (Enzmann 2006, Parr 2007, Sharp 2007)
bis hin Uber nicht-virale Gentherapie zur Transfektion endogener Zellen und Produktion
therapeutischer Molektle (Yao 2012).

Weitere Ansatze umfassen den Einsatz autologer Stammzellen (Mendoca 2014).

1.4 Stammzellen

Im Folgenden wird ein kurzer Uberblick zu Definition, Differenzierung und Klinischer
Relevanz der Stammzellen (SZ) gegeben. Erlauterung von Theorie und Praxis der
Stammzelltransplantation bei Paraplegie dient als Diskussionsgrundlage fur potenzielle

Wirkungsweisen der Akupunktur bei Spinallasion.

1.4.1 Definition, Differenzierung und klinische Verwendung der
Stammzelle

Der Sammelbegriff ,Stammzellen® (SZ) bezieht sich im allgemein auf Kérperzellen mit
besonderem Proliferations- bzw. Selbsterneuerungspotential, welche zudem zu

besonderer Plastizitat bzw. Differenzierbarkeit fahig sind (Eblenkamp 2008).

32



Die ontogenetische Entwicklung embryonaler SZ verlauft tber fetale und neonatale
Stadien zu SZ der drei Keimblatter (endo-, meso- und ektodermal) und damit zu
adulten Stammzellen. Diese wiederum unterscheiden sich in spezifische SZ
verschiedener Gewebetypen (hamatopoetisch, mesenchymal und neuronal), welche
sie — hauptsachlich — generieren und aus welchen sie wiederum geerntet werden
koénnen (Sander 2012). Neuronale SZ und somit alle ihnen folgenden Nervenzellen
entstehen aus dem ektodermalen Keimblatt. Bis in die 90er Jahre galt die
Uberzeugung, dass im adulten Organismus keine weitere Neurogenese stattfindet.
Diese Hypothese wurde in den letzten beiden Jahrzehnten von verschiedenen
Wissenschaftlern widerlegt (Emsley 2005, Kempermann 2012, Kalandarishvili 2012).
Von adulten SZ nahm man lange an, sie seien — im Gegensatz zu embryonalen SZ —
in ihrem Phéanotyp insoweit determiniert, dass sie zwar Uber lange Zeit proliferieren,
sich aber nur in die Zellen ihres bestimmten Gewebetyps differenzieren kénnen
(Martin-Rendon 2003, Prockop 2003, Weissman 2000). Die experimentelle
Transplantation von neuronalen adulten Stammzellen aus Mausegehirnen in Maus-
oder Hihnerembryonen jedoch resultierte in deren Differenzierung in Gewebe aller drei
Keimblatter (Clarke 2000). Adulte SZ sowie ihre Effektorzellen entstehen Uber viele
Reifungsstufen u.a. im Knochenmark unter Mitwirkung verschiedener Zytokine. Ihre
Mobilisierung bedeutet ein Loslosen dieser SZ aus dem Knochenmark und das
Einwandern in die Blutbahn. Als Homing bezeichnet man den umgekehrten Vorgang.
Sowohl Homing als auch Mobilisierung sind von spezifischen Mobilisierungs- und
Migrationsfaktoren abhangig.

Im Allgemeinen sind hamatopoetische Stammzellen mit ihrer Gré3e zwischen 10 und
15um lichtmikroskopisch sichtbar (s. Abbildung 4). Ihr Erscheinungsbild entspricht dem
eines kleinen bis mittelgroRen Lymphozyten (Hoffbrand 2001).

Post isolation

CD33+
CD34+4
CD45+

’ CD133+

Abbildung 4. Moldenhauer 2008.
Hamatopoetische  Stammzellen
nach Isolierung. GréRenbar: 1um.
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SZ dienen als Modellsystem fur entwicklungsbiologische Fragestellungen und bieten
ein hohes Potential in der Entwicklung regenerativer Therapeutika bei Erkrankungen,
die mit dem Untergang von Gewebe einhergehen wie z.B. Myokardinfarkte, Diabetes
mellitus Typ |, Leberzirrhose, Morbus Parkinson, oder periphere Durchblutungs-
stérungen (Weissman 2000).

So werden humane hamatopoetische SZ seit Jahrzehnten bei Leukamien und
Stoffwechselerkrankungen als Transplantate verwendet, um das maligne oder
dysfunktionale Knochenmark zu ersetzen bzw. das Uberleben einer Hochdosis-

chemotherapie zu erméglichen (Gratwohl 2002, Verfaillie 2002).

1.4.2 Stammzelltransplantation bei Spinallasion

Zahlreiche Untersuchungen am Modell von Nagetieren weisen darauf hin, dass die
Transplantation embryonaler Stammzellen die Regeneration nach Spinaltrauma
verbessern kann (Enzmann 2006, Parr 2007, Sharp 2007). Diesen positiven
Ergebnissen wurde an Primaten (Deng 2005), sowie Uber die letzten Jahre vereinzelt
auch am Menschen (Dobkin 2006, Yoon 2007) nachgegangen.

In-vivo werden zur SZ-Transplantation aufgrund erleichterter Rekrutierung meist
mesenchymale SZ genutzt. Bereits hierbei zeigte sich funktionelle Besserung nach
SCI und Apoplex im Tiermodell (Hofstetter 2002, Cho 2009), sowie verstarkte
Exprimierung neurogener Wachstumsfaktoren (Mahmood 2004).

In den vergangenen Jahren folgten schlie3lich Untersuchungen zu hdmatopoetischen
/ endothelialen CD133(+)-SZ aus dem menschlichen peripheren Blut am Tiermodell.
Die Verabreichung von ex-vivo expandierten CD133(+)-Zellen an SCI-Méause fiihrte zu
signifikant starkerer Angiogenese, Astrogliose, axonalem Wachstum und funktioneller
Verbesserung als die Zugabe von CD133(-)-Zellen (Naosuke 2013).

In einer Phase I/lI-Studie kam es bei 30,4% der mit autologen Stammzellen
transplantierten und G-CSF behandelten Patienten zu einer klinischen Besserung,
wéahrend die Dekompressions- und Fusionsoperation bei Kontrollpatienten ohne
Zelltransplantation keine signifikante Besserung erzielte (Yoon 2007).

Das Verhalten der transplantierten Zellen im ,feindlichen Milieu“ des Empfangers ist

somit weder ausreichend verstanden noch kontrollierbar (McLean 2015).
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15 Gewabhlte Zell- und Zytokinmarker

Entsprechend dem im Vordergrund der Untersuchung stehenden Interesse an
stammzell- und neuronal relevantem Geschehen wurde der Fokus sowohl auf die
Identifizierung von Hauptvertretern der hamatopoetischen Reihe, als auch auf spezielle,
die Migration und Chemotaxis von Stammzellen gerichtete Marker gelegt. Genaue
Ablaufe und Rezepturen der unterschiedlichen Nachweismethoden werden im

entsprechenden Methodenteil der Arbeit einzeln aufgefihrt und erlautert.

151 Bedeutung der Glykoproteine

Als Stammzellmarker dienten CD34 und CD133.

CD34

Der monoklonale Antikdrper wurde Mitte der 80er Jahre von Andrews et al. (Andrews
1986) auf sehr primitiven koloniebildenden Vorlauferzellen entdeckt und schliel3lich als
Antigen auf ha@matopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen identifiziert. Er hat das
Molekulargewicht von 105-120kD und bekam den Cluster of Differentiation-Code
CD34. Des Weiteren wird CD34-Expression auf Leukdmie- und Endothelzellen sowie
auf einigen fetalen mesenchymalen Zellen beschrieben (Fina 1990, Krause 1994).
Dass CD34-positive Zellen eine bedeutsame Rolle in der Hamatopoese spielen,
zeigten nicht zuletzt Versuche an knock-out-Mausen (Cheng 1996). Die Unterteilung
der heterogenen CD34 Zellpopulation gelang anhand weiterer Oberflachenmarker in
eine Vielzahl von Untergruppen unterschiedlicher Funktionalitét.

CD133

Yin et al. (Yin 1997) identifizierten Ende der 90er Jahre Uber einen neu entwickelten
Antikorper das Antigen AC133. Diese, schlie3lich zu CD133 umbenannte Membran-
Mikrodoméne, ist ein apikalstandiges 5-transmembranares Zelloberflachen-Antigen mit
dem Molekulargewicht von 117 kD (Miraglia 1997). Mittlerweile hat CD133, des
Weiteren bekannt als Prominin-1, sich als spezifischer Marker fur hamatopoetische,

endotheliale und fetale neurogene Stamm- und Progenitorzellen (Barraud 2007, Uchida
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2000), wie auch ependymale Zellen des erwachsenen Rattenhirnes (Pfenninger 2007)
durchgesetzt.

Im ha&matopoetischen System ist die CD133(+)- Expression auf eine Untergruppe der
CD34(+) Stamm- und Vorlauferzellen in menschlicher fetaler Leber, Knochenmark,
Nabelschnurblut und peripherem Blut beschrankt (Buhring 1999). Im Gegensatz zu
hamatopoetischen und endothelialen Progenitorzellen exprimieren CD133(+)
neurogene Stammzellen kein CD34 (Clarke 2003).

CD14

Bei der Differenzierung pluripotenter Stammzellen zu funktionellen Monozyten/
Makrophagen und Granulozyten markiert CD14 vor allem reife Zellen der monozytaren
Reihe (Goyert 1988). Es bestehen zwei Isoformen dieses Rezeptors fir
Lipopolysacherid-Bindeproteine mit 50 und 55 kD.

Die Interaktionen von CD14 mit ,nonself‘- Komponenten (Lipopolysacharide, LPS) und
,Self‘- Komponenten (apoptotische Zellen) verursacht unterschiedliche Makrophagen-
antworten und unterstitzt hierbei die Erkennung und Tilgung apoptotischer Zellen.
Ebenfalls tragt dieser Zellrezeptor durch Bindung bakterieller LPS zur Verstarkung der
Entziindungsantwort bei. Die hierbei mogliche Uberstimulierung der LPS kann das

haufig fatale Toxic-Schock-Syndrom erzeugen (LeVan 2001).

CD45

Das CD45 Antigen ist auch unter dem Namen leukocyte common antigen (LCA)
bekannt, was seine Expression auf Leukozyten impliziert. Auch ist diese Tyrosin-
Phosphatase auf allen menschlichen Zellen hAmatopoetischen Ursprungs prasent — mit
Ausnahme der Erythrozyten und Thrombozyten sowie deren Vorlauferzellen. Im
Vordergrund seiner Zielwirkung steht die B- und T- Zellaktivierung. Es existieren funf
Isoformen mit unterschiedlichem Molekulargewicht zwischen 120 und 220 kD (Egerton
1990). CD45 ist auferdem zu finden auf Lymphomzellen, bei chronischer
lymphozytérer B-Zell-Leukamie, Haarzelleukdmie und akuter nichtlymphoblastischer

Leukamie.
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CDh4

CD4 ist die offizielle Bezeichnung fur das T-Zell-Antigen T4/leu3, welche mit der
Empfehlung des ,Committee on Human Leukocyte Differentiation Antigens® (Committee
on Human Leukocyte Differentiation Antigens 1984) Ubereinstimmt. Maddon et al.
(Maddon 1987) zeigten in einer Arbeit zu Struktur und Expression menschlicher sowie
mauseigener T4-Gene, dass T4 RNA nicht nur auf T-Lymphozyten, sondern auch auf
B-Zellen, Makrophagen und Granulozyten exprimiert wird. Ferner spielt es eine
entwicklungsregulierende  Rolle  fir  spezifische Regionen des  Gehirns.
Dementsprechend schlagen die Autoren vor, dass T4 eher bei der Vermittlung von
Zellerkennungs-Prozessen eine Rolle spielt als in der Immunantwort.

CD4 steigert die T-Zell Sensitivitat gegentber Allergenen und bindet an LcK
(Lymphocyte-specific Protein-Tyrosine Kinase) sowie an MHC-II-Molekule (Li QJ 2004).
Bei transgenen Mausen mit menschlichem CD4 Gen wurde menschliches CD4 auf
Mikroglia, den mononukledren Phagozyten im Gehirn gefunden (Buttini 1998). In
Postmortem-Gehirnuntersuchungen von AIDS-Patienten mit  opportunistischen
Infektionen, aber ohne HIV Enzephalitis, korrelierte die CD4 Expression mit der
Neurodegeneration. Folglich wird CD4 als wichtiger Mediator von indirekten neuronalen
Schéaden bei Infektionen und immunmvermittelten Krankheiten des ZNS vermutet. Die
wichtige Rolle humaner CD4 Expression auf Mikroglia/Makrophagen schafft eine
pathogenetische Verbindung zwischen dem Immunsystem und dem ZNS (Buttini 1998).

CD19

CD19 ist ein Oberflachenmarker auf follikularen dendritischen Zellen und B-
Lymphozyten, welcher wahrend der frihen Pra-B-Zell-Differenzierung bis zur
endgiltigen Differenzierung zu Plasmazellen exprimiert wird. CD19 nimmt an der
Entwicklung von B-Lymphozyten, an der B-Zell-Aktivierung, der Reifung von B-
Gedachtniszellen und an der Toleranzregulation teil (Sato 1997). Auch wurde es auf
peritonealen Mastzellen, co-lokalisierend mit CD21/CD35, entdeckt. Vermutlich spielt

es eine Rolle bei der Komplement-vermittelten Mastzellaktivierung (Tedder 1994).
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1.5.2 Zytokine

Faktoren, welche die oben besprochene Differenzierung von SZ zu Zielzellen initiieren
und im Weiteren sowohl proliferierende als auch eingrenzende Wirkung auf sie
ausuben sind als Zytokine bekannt. Es handelt sich um hochaffine Glykoproteine, die in
funf Hauptgruppen unterteilt sind: Interferone, Interleukine, koloniestimulierende
Faktoren, Tumornekrosefaktoren und Chemokine. Einige Zytokine werden folglich als
Wachstumsfaktoren bezeichnet, andere haben spezielle immunologische Funktionen
und gelten dabei als Mediatoren. In Hinsicht auf die Mobilisierung und Transmigration
von Stammezellen aus dem Knochenmark sind einige der im Folgenden aufgefiihrten
Zyto- und Chemokine von besonderer Bedeutung (Leary 1988, Kollet 2012, Yu 2006,

Saito 1994). In der Regel wirkt ein Zytokin auf verschiedene Zellreihen ein.

153 Bedeutung der Zytokine

SDFE-1

Stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) wird konstitutiv von Knochenmarksstromazellen
exprimiert und ist in vielen anderen Geweben prasent (Tashiro 1993, Bluel 1996). Es
wirkt potent chemotaktisch auf hamatopoetische Stammzellen, Lymphozyten und
Monozyten und verstarkt die B-Zell-Proliferation (Tashiro 1993, Bluel 1996), was zu
dem Vorschlag fuhrt, dass es eher der Immuniberwachung als der Immunantwort dient
(Bluel 1996). SDF-1 ist maRRgeblich fur die Wanderung der Zellen in geschadigtes
Gewebe verantwortlich (Ma 2005), seine Rolle bei Auswanderung und Homing von
Lymphozyten und hdmatopoetischen Stammzellen gilt als belegt (Bluel 1996).

Der hier verwendete SDF-1 a Immunoassay misst speziell humanes SDF-1a in
Zellkultur sowie im Uberstand und plattchenarmem Plasma. Er basiert auf E.-coli-
exprimiertem, rekombinant-humanem SDF-1a und enthalt gegen rekombinanten Faktor

gerichtete Antikorper.

Matrixmetalloproteinasen

Matrix-Metalloproteinasen sind eine Familie von proteolytischen Enzymen mit der

Féahigkeit, extrazellulare Matrixproteine zu zerstéren, welche beim Gewebsumbau im
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Zuge verschiedener pathologischer sowie physiologischer Prozesse auftreten
(Birkedal-Hansen 1993). Ihre Aktivitdt wird durch Inhibitoren sehr genau reguliert.
Hierzu gehért vor allem die MMP-spezifische Familie der tissue inhibitors of
metalloproteinases (TIMPs). Dieser Balanceakt kann in Prozessen wie z.B.
Gewebsmorphogenese, Wundheilung, Zellmigration und Angiogenese beobachtet
werden. MMPs sind in der Lage, die endotheliale Permeabilitdt weitgehend zu steigern
(Alexander 2002) und spielen auch nach Spinaltraumata eine wichtige Rolle bei der
Eingrenzung der funktionellen Wiederherstellung wie im Folgenden beschrieben (Noble
2002). Weitere Kennzeichen fur Mitglieder der Metalloproteinase-Familie sind
Blockierbarkeit durch Chelatbildner und die Aktivierung latenter Formen durch
organische Quecksilberverbindungen (Nagase 1992). Entsprechend ihrer Hauptstruktur
kbnnen MMPs unterteilt werden in Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine und
Matrilysine (Docherty 1992).

- MMP-8

Die neutrophile Kollagenase MMP-8 hat grof3e Strukturdhnlichkeit mit fibroblastischen
MMP-1. Sie spaltet unter anderem Kollagen Typ I, Il, lll und Aggrecan (Birkedal-
Hansen 1993). lhr Vorlaufer (proMMP-8), welcher nach dem Translokationsprozess
glykosyliert wird, befindet sich in spezifischen Granulozyten und Neutrophilen. Er wird
im Zuge von Entziindungsprozessen ausgeschuttet und schlief3lich in Koérperflissig-
keiten und Gewebe aktiviert (Hasty 1986).

- MMP-9

MMP-9, auch Gelatinase B, ist mit 83 kD eines der grol3eren Proteine unter den
Metalloproteinasen. Wie auch andere Varianten der genetischen MMP-Familie wird
MMP-9 als Vorlauferform (proMMP-9) abgesondert, die durch organische Quecksilber-
verbindungen oder Proteinasen wie Trypsin, a-Chymotrypsin, Cathepsin G und MMP-3
(Stromyelysin-1) oder Hypochlorséure aktiviert wird (Okada 1992, Wilhelm 1989).
Aktives MMP-9 baut vor allem endotheliale Basallaminae und die Tight Junction
Proteine Occludin und Claudin ab (Yang 2007). Die Proteinase MMP-9 hat eine grol3e
substratspezifische Bandbreite fur native Kollagene, mitunter Typ I, 1, IV, und V sowie

Gelatine, Proteoglykane und Elastin (Okada, 1992). Sie wurde in einer Vielzahl von
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Geweben und Korperflussigkeiten unter pathophysiologischen Konditionen identifiziert
(Wilhelm 1989, Mackay 1990). MMP-9 gilt als wichtiger Faktor bei der Carcinom-
invasion und Methastasierung (Mackay 1990, Ballin 1988), der Auswanderung
inflammatorischer Zellen (Welgus 1990), der uterinen Einwanderung von Trophoblasten
(Librach 1991) und bei Knochenresorption.

Laut Noble und Kollegen spielt MMP-9 eine Schlisselrolle bei der Dysfunktion der
Blut-Rickenmarks-Schranke, bei Entzindungen und motorischer Wiederherstellung
nach Spinaltrauma. Im Versuch an Mausen zeigte sich unter MMP-9-Inhibition eine
signifikant geringere Storung der Blut-Rickenmarks-Schranke, eine Hemmung der
Infiltration  von  neutrophilen  Granulozyten und eine signifikant bessere
Wiederherstellung motorischer Funktionen im Vergleich zu nicht manipulierten
Mausen. Folglich schlagen die Autoren die Hemmung von MMP-9 als potenziell
effektive Behandlungsstrategie bei akuter Querschnittslahmung vor (Noble 2002).
Shirvaikar et al beschrieben das Ausbleiben einer MMP-9 Sekretion im Ruhezustand
der SZ. Eine Stammzellmobilisierung durch Neupogen (G-CSF) geschieht tber die
Aktivierung neutrophiler Granulozyten mit anschlie3ender Freisetzung von MMP, welche
schlie3lich SZ mobilisieren. Im Verlauf wirken SZ an diesem Prozess schlie3lich direkt
mit, indem sie — stimuliert durch Wachstumsfaktoren wie G-CSF — selbst MMP-9 und
MMP-2 freisetzen. Dies wiederum fuhrt zu ihrer beschleunigten Migration aus dem
Knochenmark. Folglich wird vermutet, dass die Modulation u.a. der MMP-9 Expression
in Hinsicht auf die Entwicklung neuer, stammzellbasierter Therapien von grof3em
Nutzen sein konnte (Shirvaikar 2012).

Zudem stellten Choi und Kollegen nach Akupunkturbehandlungen an SCIl-Patienten
neben klinischen Vorteilen und bedeutsamen Veranderungen im Bereich weiterer

neuroaktiver Faktoren auch verminderte MMP-9 Werte fest (Choi 2010).

G-CSF

Granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) ist ein pleiotropes Zytokin mit
spezifischer proliferativer, differenzierender und aktivierender Wirkung auf
hamatopoetische Zellen. G-CSF wird von aktivierten Monozyten und Makrophagen,
Fibroblasten, Endothelzellen, Astrozyten, Osteoblasten und Knochenmarkszellen
synthetisiert (Saito 1994). Sowohl in humanen als auch in murinen hamatopoetischen

Vorlauferzellen und neutrophilen Granulozyten besteht dieselbe Klasse hochaffiner
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G-CSF-Bindungsstellen. Rezeptoren befinden sich auch auf nicht-h&matopoetischen
Zellen wie plazentaren Zellen, Endothelzellen, verschiedenen Karzinomzelllinien und
myeloblastischen Leukamiezellen (Fukunaga 1990).

G-CSF wird zum Aktivieren und Mobilisieren von Knochenmarksstammzellen im
Rahmen der Transplantation hamatopoetischer SZ verwendet. Eine Rolle von G-CSF in
der Neuroregulation wird vermutet, denn es aktiviert Makrophagen im ZNS zur
Beseitigung von Myelintrimmern, welche die axonale Regeneration behindern (Kim
2005). Des Weiteren ist G-CSF vermutlich dazu imstande, die Proliferation neuronaler
SZ zu erh6éhen und die neuronale Apoptose zu verhindern, was in der Verbesserung
neurologischer Funktionen im Tiermodell nach Spinaltrauma zum Ausdruck kam (Kim
2005).

IL-6

Interleukin 6 (IL6) gilt als eine Mediatorsubstanz des Immunsystems mit breitem
Wirkungsspektrum. Es ist als Aktivator der Akute-Phase-Reaktion sowie als B-Zell-
Stimulationsfaktor bekannt (Nishimoto 2008). IL-6 gilt als entscheidender Faktor der
angeborenen Immunitat sowie begulnstigend fur erworbene Immunantworten (Jones
2005). Viele unterschiedliche Zellen sind zur IL-6-Synthese fahig. Darunter befinden
sich Monozyten/Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen, Keratinozyten, Mastzellen,
T-Zellen und viele Tumorzellinien (Kishimoto 1995).

IL-6 wird in der Literatur auch als Interferon B2, B-Zell-Stimulationsfaktor (BCSF), B-
Zell-Stimulationsfaktor 2 (BSF-2), Hepatozyten-Stimulationsfaktor (HSF), und unter
vielen anderen Namen aufgefihrt.

Bei der Differenzierung von hamatopoetischen Vorlauferzellen in vitro zeigen IL-3 und
IL-6 synergistische Effekte (Leary 1988). Kishimoto berichtet von Versuchen im Sinn
der Transplantationspraparation von Knochenmarkszellen: Wurden diese vor
Transplantation in Kultur mit IL-6 und IL-3 gegeben, erhohte sich ihre Uberlebensrate
um 90%. AulRerdem wurde ein morphologischer Wandel zu Zellen mit verlangerten
Neuriten beobachtet. Auch die Sekretionszunahmen von NGF wird durch IL-6
nachweislich gefdrdert (Kishimoto 1989). Ein weiterer Hinweis fur bestimmte IL-6-
Effekte auf Nervenzellen ist die bewiesene Induktion von IL-6 mRNA durch IL-1
Stimulation von Glioblastom- oder Astrozytomzellen. Kishimoto folgert daraus eine

maogliche Beteiligung von IL-6 an zellularen Reparaturmechanismen (Kishimoto 1989).
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Durch IL-6 begunstigte posttraumatische Nervenregeneration wird von verschiedenen
Autoren bestéatigt (Hirota 1996, Nakamura 2005, Mukaino 2005).

Brain - Derived Neurotrophic Factor, BDNF

Neurotrophe Faktoren kontrollieren inter- sowie intrazellulare Signalwege, welche
neuronale Kreislaufe wahrend der Gehirnentwicklung formen und die Plastizitat wie
auch das Uberleben der Gehirn- und Nervenzellen des Erwachsenen fundamental
regulieren (Mattson 2004). Peripher wird BDNF vor allem in Neuronen (Zafra 1991),
aber auch in Schwannzellen peripherer Motoneurone gebildet (Acheson 1991). Im ZNS
ist BDNF ubiquitar verteilt und wird dort unter anderem von den Gliazellen produziert
(Leibrock 1989). BDNF ist in Neuronen des embryonalen, postpartalen und adulten
ZNS zu finden, die héchste Konzentration findet sich im Hippocampus. Inzwischen ist
die BDNF- Produktion auch durch viele andere Kdrperzellen bekannt (Cartwright 1994).
Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) ist innerhalb des zentralen Nervensystems
einer der am weitesten verbreiteten Faktoren, welcher speziell tber einen hochaffinen
Zelloberflachenrezeptor wirkt (TrkB). Indem er die intrazellulare Proteinkinase B
(PKT/Akt), mitogen-aktivierte Proteinkinasen, und die extrazellular signalregulierten
Kinasen aktiviert, verhindert BDNF wirkungsvoll den neuronalen Zelltod nach
verschiedenen Traumata wie etwa der zerebralen Ischamie (Schébitz 2000). BDNF und
andere Mitglieder der Familie neurotropher Faktoren spielen somit eine bedeutsame
Rolle bezuglich Zelldifferenzierung und neuronaler Reparatur (Yamamoto 1996).

Neben qualitativer Verbesserung neuronal struktureller Plastizitdt erhoht die Prasenz
von BDNF nachweislich die Anzahl junger Neurone in etlichen Gehirnarealen (Pencea
2001). Bei experimentellem Spinaltrauma begunstigt die Behandlung mit BDNF die
Regeneration und verbessert lokomotorische Funktionen (Houweling 1998).

Nerve Growth Factor, NGF

Das Neurotrophin NGF wirkt bekannter Maf3en auf zentrale cholinerge Neurone und
Subpopulationen peripherer Nervenzellen. Aul3erdem spielt er sehr wahrscheinlich eine
besondere Rolle im Erhalt konzertierter Aktionen von nervalem, immunogenem und
endokrinem System (Aloe 1997). NGF wird von einer Vielfalt von Zellen aul3erhalb des

Nervensystems synthetisiert und gespeichert, was annehmen lasst, dass er Uber eine
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Vielzahl von Ubertragungswegen arbeitet, um die physiologische Homoostase sowie
pragmatische Verhaltensstrukturen zu regulieren (Alleva 2001). Neuroendokrine,
neurochemische und verhaltensbasierte Veranderungen beim Erwachsenen, wie sie
bei den meisten neuropsychiatrischen Stérungen vorkommen, werden entscheidend
durch Gehirnentwicklung und -Plastizitat, beiderseits vermittelt Gber Neurotrophine,
beeinflusst (Cirulli 2001). Schwankungen betreffs Alter und Geschlecht sind teilweise
widersprtchlich, wobei keine geschlechtsspezifischen Verdnderungen, jedoch eine
leichte altersabhangige Reduktion auffallt (Lang 2003).

Wie BDNF ist auch NGF neuroprotektiv und gilt entsprechend einem Experiment an
Primaten zu Ischdmie und traumatischer Hirnverletzung als Regulator der
postischamischen Gliazellproliferation (Tonchev 2011). Intraventrikular oder intra-
parenchymal applizierter NGF verbessert das raumliche Gedachtnisvermégen und
senkt den apoptotischen Nervenzellverlust nach Gehirntraumata (Dixon 1997, Sinson
1995).
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1.6 Zielsetzung der Arbeit —

Untersuchung der Akupunkturbehandlung beziiglich potenzieller
Stammzellmobilisation

Aufgrund Klinischer Erfolge riickte die Akupunktur tGber die letzten Jahrzehnte in neues
Forschungslicht. Im Rahmen der Schmerztherapie hat sie seitdem auch im Westen
eine anerkannte Stellung. Bezuglich der Spinallasion existieren klinische Studien,
welche auf eine mogliche Wirksamkeit der Akupunktur hinweisen. Die
Wirkmechanismen werden bislang auf Manipulationen des Nervensystems
zurUckgefuhrt. Zellularen Effekten, insbesondere bezuglich der Beeinflussbarkeit von
Stammzellen durch Akupunktur, wurde im Tierexperiment ansatzweise nachgegangen.
Wir stellen die Arbeitshypothese auf, dass Akupunktur bei Spinallasion potenziell
Stammzellen mobilisiert. Aus dieser Hypothese heraus ergeben sich die Zielsetzungen
der vorliegenden Arbeit:

Das zellulare Geschehen nach im Folgenden beschriebener Akupunktur-Therapie soll
anhand gesunder Testprobanden (n=14) untersucht werden.

Von Interesse ist die Zunahme von potenziellen Stammzellpopulationen in zeitlichem
Zusammenhang zur Akupunkturbehandlung. Somit sollen Stammzellen quantitativ
sowie auf ihre genaue Charakteristik hin identifiziert werden. Es folgt die Messung von
Mobilisierungs- und Transmigrations- sowie Wachstumsfaktoren, die eine Regeneration
von Nervengewebe positiv beeinflussen kdonnten. Um einen mdglichen Einfluss der
Akupunktur auch auf andere Blutzelltypen zu untersuchen, wird das Glykoproteinprofil

peripherer Blutzellen durchflusszytometrisch bestimmt.

44



2. Material und Methoden

2.1 Studiendesign — Praktische Durchfiuhrung

Wir fuhrten eine prospektive, experimentelle, nicht-randomisierte Studie an insgesamt
vierzehn Testprobanden durch. Bei zwei weiteren Personen, einem Mann und einer
Frau, wurden wie bei den Probanden Zellprofile und potenzielle Mobilisierungsfaktoren
bestimmt, ohne dass diese sich einer Akupunktur unterzogen.

Insgesamt partizipierten acht weibliche und acht méannliche gesunde freiwillige
Studienteilnehmer im Alter von 24 bis 52 Jahren (34,3 £ 7,4 Jahre). Bei der Einstufung
im ASIA-Score (American Spinal Injury Association-Score) (Savic 2007) gehdorten alle
Probanden zur Kategorie E, was dem Normalbefund entspricht.

Sonstige gravierende Krankheiten wurden vor der Teilnahme ausgeschlossen.
Ebenfalls nicht eingeschlossen wurden Personen, welche in den vergangenen sechs
Monaten an anderen Studien teillgenommen oder sich in dieser Zeit
Akupunkturbehandlungen bzw. Operationen unterzogen hatten. Die Probanden 0-14
erhielten jeweils vor und nach der Nadelung Puls- und Blutdruckmessung sowie
Blutentnahmen mittels Vaccutainer (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) zur
Untersuchung auf diverse, in spateren Kapiteln aufgelistete Zyto- und Chemokine sowie
Zellmarker. Erneute Blutentnahmen zur Bestimmung derselben Laborparameter folgten
24 und 48 Stunden nach Akupunktur. Proband 15 und 16 dienten ausschlief3lich der
Negativkontrolle. Sie wurden nicht akupunktiert, Untersuchungsproben wurden vor und
nach halbstindiger Bauchlage sowie 24 und 48 Stunden spater enthommen. Das Blut
einer Probandin (Proband 0) wurde Uber insgesamt acht Tage nach einmaliger
Akupunkturbehandlung analysiert.

Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der Charité, EA 2/059/07
genehmigt und es liegen schriftliche Einverstandniserklarungen aller Untersuchungs-

teilnehmer vor.
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2.2

Probanden

Tabelle 1: Probanden: Alter, Geschlecht, Medikamentenanamnese

Proband| Alter | Geschlecht Medikation Wirkstoffgruppe Indikation
0 38 Q keine
1 33 Q keine
2 33 Q Leios OStrOfg&%ﬁ;ﬁgﬁn' Kontrazeption
3 29 Q keine
Omeprazol Protoneljp_umpen— Refluxésophagitis
4 34 3 Metoprolol 100mg inhibitor
50-0-5 B-Blocker Hypertonie
s | o | o
6 25 g keine
7 45 a8 MetopS)BciIg_IS%OOmg B-Blocker Hypertonie
8 29 Q keine
9 29 o) keine
10 24 o) keine
11 32 ) keine
12 30 Q keine
13 31 ) keine
14 37 Q keine
15 38 ) ASSTZ%%:]IN 3 Cycloo;](g?ner:l]zfe- Kopfschmerzen
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2.3 Durchfihrung der Akupunktur
2.3.1 Die Praxis der Nadelung

Die Akupunktur zur Behandlung der Spinallasion (im Folgenden SCI-Akupunktur) findet
ausschliel3lich in Bauchlage statt.

Zur Auffindung der individuellen Korperpunkte wird in der Uberlieferung der
chinesischen Tradition in Cun gemessen. Dies ist eine simple Methode, die Eigenmalie
des Probanden/Patienten mit allgemeinen Messangaben abzustimmen, denn ein Cun
entspricht der Daumenbreite der behandelten Person selbst (Lian ¢ 2004).

Prinzipiell erfolgt vor der Nadelung eine sachgerechte Hautdesinfektion. Nach dem
Spannen der Haut wird die je nach Grundtypus des Patienten und erwinschter Wirkung
in Dicke und Lange gewahlte Nadel schnell durch die Haut eingefihrt und langsam bis
zur vorgesehenen Tiefe geschoben. Der Einstichwinkel variiert je nach topografischer
Gegebenheit des jeweiligen Akupunkturpunktes und seinen Zielstrukturen. In
vorliegendem Forschungsprojekt wurden sterile Einwegnadeln (0,3 x 0,3, Wandrey,
Berlin, Deutschland) bei der manuellen Insertion senkrecht zur Haut gesetzt und
sogleich im Uhrzeigersinn 45° um die eigene Achse gedreht. Anschlie3end lagen die
Probanden fir 30 Minuten ruhig in Bauchlage.

Bei korrekter Lokalisierung der Einstichstelle tritt meist ein vom reinen Einstichschmerz
abzugrenzendes ,dumpf-drickendes®, ,elektrisch-kribbelndes® Gefihl ein. Die
chinesische Literatur beschreibt diese Sensation als De-Qi (Erreichen oder Ankommen
des Qi). Auch kann sich De-Qi entlang des punktierten Meridians ausbreiten und wird
dann als PSC-Phanomen (Propagated Sensation along the channel) bezeichnet.
Letzteres, sowie auch das De-Qi-Gefunhl, ist nicht an jedem Akupunkturpunkt auslésbar
und unterliegt inter- sowie intraindividuellen Schwankungen. Beschriebene Sensationen
konnen im Fall unzureichender Spontanreaktion durch manuelle Manipulation der
gesetzten Nadel wie leichtes Heben und Senken oder durch Drehen der Nadel
hervorgerufen werden. Ist die De-Qi-Sensation beim Patienten erreicht, kbnnen die
ausgewahlten Punkte in spezifischer Weise weiter beeinflusst werden. Hier spricht man
von ableitenden (chin. Xie) und auffillenden (chin. Bu) Techniken, die je nach
Beschwerdebild synchron zum oben beschriebenen Fiille-Leere-Zustand eingesetzt
werden (Lian a 2004). Bei vorliegender Forschungsunternehmung wurde das Drehen

der Nadeln beim Setzen im ,auffullenden® Sinn angewandt.
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2.3.2 Behandlungsschema der Akupunktur bei Spinallasion

Soweit es sich um eine standardisierte Akupunkturbehandlung der Paraplegie handelt
wie in vorliegendem Forschungsprojekt, werden wie in Abbildung 5 ersichtlich
klassische elf Punkte genadelt (Gao 1996, Wong 2003).

Auch werden Punkte auf vier weiteren Meridianen hinzugezogen. Sie werden im
Chinesischen mit komplexen Namen bezeichnet, die im europaischen Sprachgebrauch

nicht eindeutig tbersetzt werden kénnen.

GV 20

UB 23

Abbildung 5 A,B: Moldenhauer et al 2010
Klassische Behandlungspunkte der SCI-Akupunktur (Gao 1996, Wong 2003)
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Tabelle 2: genadelte 11 Punkte mit chinesischer Bezeichnung und Lokalisationsbeschreibung

(Deadman 2000)

Chinesische

Blase 62

Akupunkturpunke . . Lokalisation
Terminologie
LG 20 - Lenkergefald 20 Baihui Schadelzentrum
LG 14 - LenkergefaR 14 Dazhui HWK 7, unterh_alb des Processus
spinosus
LG 4 - LenkergefaR 4 Mingmen LWK 2, unterhglb des Processus
spinosus
Di 3 (rechts und links) - . Ulnares_, Ende der_dlstalen Palmarfalte
8’ Houxi proximal des funften Metacarpo-
Dunndarm 3
phalangeal-Gelenkes
Di 4 (rechts und links) - Hequ Zwischen erstem und zweitem
Dickdarm 4 g Metacarpalknochen
BL 23 (rechts und links) - Shenshu 1,5 Cun lateral zu LG4
Blase 23
BL 62 (rechts und links) - : Einkerbung direkt unter dem
Shenmai

AuRRenkndchel
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2.4
24.1

Material

Gerat

Durchflusszytometer FACScan

Lichtmikroskop: Leica DMRBE

Sicherheitswerkbank Lamin Air HB 2472
Zentrifuge Megafuge 1.0

Wasserbad Julabo ED

Mini Rocker MRA

Vortexer Genie 2 (G 560E)
Pippettierhilfe Easypet 4420
Neubauerkammer 0,1 mm Tiefe
Kamera: Nikon E4500

Blutbilder: Sysmex XE-2100

SPECTRA | Mikrotiterplattenphotometer

Brutschrank Heraeus Scientific,
5% CO2, 37°C

Kihl- und Gefrierschrank Liebherr
Glass Line

MSI Wind Notebook PC U100

Apple Macintosh iMac G3

Gerate und Hilfsmaterialien
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Hersteller

Becton Dickinson, San Jose,
CA, USA

Leica Mikroskopie & Systeme GmbH,
Wetzlar, D

Heraeus Holding GmbH, Hanau, D
Heraeus Holding GmbH, Hanau, D

JULABO Labortechnik GmbH
Seelbach im Schwarzwald, D

Lab 4 You, Berlin, D

Scientific Industries, Bohemia, NY, USA
Eppendorf, Hamburg, D

Fein-Optik, Bad Blankenburg, D

Nikon, Japan

Sysmex GmbH, SLT, D

SLT Spectra, Austria

Heraeus Instruments, Hanau, D
Liebherr Hausgeréate

GmbH, Ochsenhausen, D

MSI Technology GmbH, Frankfurt, D

Apple Distribution International,
Hollyhill Industrial
Estate Hollyhill, Cork, Republic of Ireland



242 Chemikalien

Substanz Hersteller

steriles Wasser Delta Select, Pfullingen, D

BD FACS Lysing Solution Shannon, Irland

Fetal Bovine Serum (FBS) HyClone, Utah, USA

1 M Schwefelsaure Berlin-Apotheke an der Charite, Berlin, D
Bicoll-Trennlésung BioChrom AG, Berlin, D

FACS Rinse Becton Dickinson, Heidelberg, D
FACS Safe Becton Dickinson, Heidelberg, D
0,5 % Trypanblau Biochrom AG Berlin, D
Alkoholisches Hautantiseptikum Schilke, Norderstedt, D
Octeniderm

2.4.3 Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller

Falcon Polystyrene Rundboden- Becton Dickinson, Heidelberg, D

réhrchen (5ml)

Falcon Konisches Rohrchen (15ml, 50ml)  Becton Dickinson, Heidelberg, D

Falcon 6-Well-Platten Becton Dickinson, Heidelberg, D

Falcon Einmalpipetten (5ml, 10ml) Becton Dickinson, Heidelberg, D
Pipettenspitzen (10 ul, 200 pl, 2000 ul) Sarstedt, Niumbrecht, D

Eppendorf Biopur Einwegpipettierhilfe Eppendorf, Hamburg, D

Akupunkturnadeln 0,3x0,3 Jan Wandrey, Berlin

Butterflies, Adapter Vacutainer Systems, Blood Collection Set

Becton Dickinson, France/Japan

Blutentnahme-Rohrchen: EDTA, Becton Dickinson & Company, 2004, Bd,
Citrat, Serum UK
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244 ELISA-Kits

ELISA-Kit-Set

Biotrak ELISA System
Amersham Matrix Metalloproteinase-8

Biotrak ELISA System
Amersham Matrix Metalloproteinase-9

Quantikine Human CXCL12/SDF-1a

Quantikine HS Human
G-CSF Immunoessay

Immulite IL-6

2.45 Antikérper

Tabelle 3: Antikdrper fur Durchflusszytometrie

Hersteller

GE Healthcare, Buckinghamshire, UK

GE Healthcare, Buckinghamshire, UK

R&D Systems GmbH,
Wiesbaden- Nordenstadt

R&D Systems GmbH,
Wiesbaden-Nordenstadt

DPC Biermann GmbH, Bad Nauheim

Antikorper Markierung Klon Firma
Antihuman Miltenyibiotec,
CD133/1 FITC AC133 Bergisch Glattbach
Antihuman Miltenyibiotec,
CD133/2 FITC Aclal Bergisch Glattbach
Antihuman : .
CD34 PE AC136 BD Pharmigen, San Diego
Antihuman CD14 FITC M5E2 BD Pharmigen, San Diego
Antihuman CDA45 PE HI30 BD Pharmigen, San Diego
Antihuman CD4 FITC RPA-T4 BD Pharmigen, San Diego
Antihuman CD19 PE HIB19 BD Pharmigen, San Diego
Recombinant PE MGC16142/ Immunotools Friesoyte
Human beta-NGF MGC161428 y
Mouse 1gG FITC MCG1 (mouse) Immunotools Friesoyte
Mouse IgG PE 203 Immunotools Friesoyte
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2.4.6

10x Phosphate buffered solution (PBS)

80g Natriumchlorid

29 Kaliumchlorid
29 Kaliumhydrogenphosphat
14,4g  di-Natriumhydrogenphosphat

Verwendete Medien und Stammldsungen

—> auf 1000ml mit destilliertem Wasser aufgefullt

Stammzellmedium

160ml IMDM

40ml FBS

2ml Glutamin (200mM)

200yl Gentamycin (50ug/ml)
200yl Mercaptoethanol (50mM)

—> gut gemischt und steril filtriert

2.4.7 Computersoftware

Software

Open Office fur Windows 2000
Microsoft Word fur Windows 2007
Excel 2000

SPSS 15

CellQuest Pro

GraphPad Prism Version 3.0

Adobe InDesign CS3, Version 5
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Hersteller

Oracle America, USA

Microsoft Corporation, USA
Microsoft Corporation, USA

Tree Star, Inc., Ashland, OR 97520
Becton Dickinson, Heidelberg, D

GraphPad Software, San Diego,
CA, USA

Adobe Systems Incorporated, USA



2.5 Labormethoden
251 Untersuchungen auf Zellebene

Grundlage der Bestimmung einzelner Zellpopulationen und deren Veranderung im
zeitlichen Verlauf ist die Aufarbeitung des mit Citrat gerinnungsunféhig gehaltenen
Vollblutes zur Isolierung der messrelevanten Zellen.

Hierbei boten sich zwei verschiedene Methoden an. Zum einen die Isolation von
Stammzellen durch Ficoll mit anschlieRender Antikérpermarkierung, zum anderen die
Lysierung der Erythrozyten. Dieser Zellselektion, beziehungsweise Zellmarkierung folgt
die eigentliche Messung im Durchflusszytometer. Dabei wird fur jede Blutprobe zu allen
Zeitpunkten eine IgG-Kontrolle angesetzt und im Zuge der Messung als Bezugspunkt

mit ausgewertet.

2511 Blutabnahmeschema

Die ersten Blutabnahmen erfolgten bei allen Teilnehmern vor der Akupunktur-
behandlung bzw. vor halbstindiger Bauchlage ohne Akupunktur. Die zweiten
Blutentnahmen geschahen direkt nach Akupunktur bzw. Bauchlage. Dritte und vierte
Blutentnahmen erfolgten zwischen 24 bzw. 48 Stunden nach Akupunktur. Dabei wurden
jeweils ein Monovetten-Réhrchen EDTA, Citrat und Nativ abgenommen. Unmittelbar
nach der Abnahme wurden die Entnahmeproben gut durchmischt. Die
Weiterverarbeitung der meisten Proben wurde innerhalb einer, wenige innerhalb von
zwei Stunden begonnen. Blutbilder wurden innerhalb einer Stunde nach Abnahme am
Sysmex XE-2100 erstellt. Das Nativblut wurde zur Gewinnung von Serum bei 1800rpm

Uber 10 min zentrifugiert.

25.1.2 Aufarbeitung von Citratblut Gber Ficoll

Bei der Aufarbeitung des Citratblutes Uber Ficoll werden initial 5 bis 6 ml Vollblut
bendtigt. Diese Blutproben werden einzeln vorsichtig tber je 15 ml Ficoll in 45 ml
umfassende Falconrbhrchen geschichtet. Nach 40-minltiger Zentrifugation der
Falconréhrchen bei 1800rpm ohne Bremse werden die Buffy-Coats vorsichtig
entnommen und zum ersten Waschschritt auf ca. 4°C gekihltes PBS zu 15ml gegeben.

Nach der Befiullung mit PBS wird das Falconréhrchen bei 1800 rpm 7 min zentrifugiert.
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Der Uberstand wird verworfen und die verbleibenden Pellets werden zum zweiten
Waschschritt, der der Ausfallung von Thrombozyten gilt, mit einfachem PBS
resuspendiert. Es folgt die Zentrifugation bei 1000 rpm fiir 7 min. Der Uberstand wird
erneut verworfen und die Pellets werden nun in 1ml PBS resuspendiert. Die Zellzahl
wird unter dem Mikroskop per Hamozytometer gezahlt. Dazu werden die Proben zuerst
mit je 90 ul PBS resuspendiert. Erneut werden 10 pl entnommen und mit 10 pl 10fach
verdinntem Trypanblau resuspendiert. Im Hamozytometer werden 10 ul eingefillt und
die vitalen Zellen in vier Quadranten bei 100facher VergroR3erung gezahlt. Die
gezahlten Zellen werden auf 1 ml aufgerechnet, was in diesem Fall der absoluten
Zellzahl (ZZ) entspricht. Der Rechenweg stellt sich wie folgt dar:

ZZ pro ml= Summe aus 4 Quadranten/4 * 10* * Verdiinnungsfaktor = Konzentration.

Die Zellsuspension (10ul + 90ul PBS), versetzt mit Trypanblau (10ul) ergab einen fur
jede Probe identischen Verdunnungsfaktor von 20. Der Ubrig gebliebene Zellbestand
wird auf jeweils vier FACS-R6hrchen verteilt und mit 1,8 pl Antikdrpern markiert. Nach
30mindtiger Inkubation bei 4°C und einem anschliel3end letzten Waschschritt mit 0,9 ml
PBS bei 1800 rpm fir 10 min wird der Uberstand verworfen und in 300 upl PBS
resuspendiert und durchflusszytometrisch analysiert.

25.1.3 Behandlung von Citratblut mit BD-Optilyse

Hierzu wurden jeder Blutprobe 50 yl entnommen und auf FACS-R6hrchen verteilt. Hier
werden je 10 pl des bendtigten Antikoérpers zugegeben. Nach sanftem Vortexen wird
bei Raumtemperatur (20-25 °C) im Dunklen inkubiert. Nach 15 min werden 450 pl BD
FACS Lysing Solution zugegeben und es folgt eine weitere Inkubation bei
Raumtemperatur zu 15-30 min. Die Proben sind nun zur Messung im FACS-

Durchflusszytometer bereit.

25.14 Glykoproteinbestimmung mittels Durchflusszytometrie

Die  Durchflusszytometrie  dient der Analyse der  Fluoreszenz- und
Streulichteigenschaften von Einzelzellen in Suspension. Die unterschiedlichen
Streulichteigenschaften lassen eine grobe Differenzierung der Zellen zu. Anhand von
spezifischen, fluoreszenzmarkierten monoklonalen Antikdrpern koénnen einzelne

Zellpopulationen aufgrund  unterschiedlicher Oberflachenantigene voneinander
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abgegrenzt werden. Eine Ansaugkapillare befordert die zu untersuchende
Zellsuspension zum Ort der eigentlichen Messung. Zellaggregate werden durch
hydrodynamische Fokussierung aufgelést und die einzelnen Zellen treffen
perlschnurartig aneinandergereiht in einen zentralen Hullstrom am Messpunkt. Dort
findet die Bestrahlung der Zellen durch monochromatisches Licht aus einem Argonlaser
mit der Wellenlange 488 nm statt und ergibt je nach Zellgrol3e ein unterschiedlich
starkes Streulicht. Dieses wird erfasst und verstarkt. Das 90°-Seitwartsstreulicht ist von
der Zellbeschaffenheit, d.h. ihrer Oberflachen- und Membranstruktur unabhangig,
weswegen als Mald der Zellgrof3e nur die Intensitdt des Vorwartsstreulichtes (FSC)
nach Ausblenden des ungebrochenen Mittelstrahles gilt. Optische Filter erfassen
zusatzlich im Seitwartsstreulicht dessen Intensitat fur die speziellen Wellenlangen
515nm, 580nm, 680nm (FL1, FL2 und FL3).

Hier kommen die kennzeichnenden Emissionsspektren fluoreszierender Farbstoffe (s.
Tabelle 4) zur Geltung, welche die Intensitat des zugehorigen Streulichtes bedingen.
Diese Farbstoffe sind kovalent an spezifische monoklonale Antikérper gebunden.
Photomultiplier messen die Lichtstreuung als Mafd fur ZellgréRe und Zellgranularitat
sowie die Emissionen der verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe.

Tabelle 4: Fluoreszeinfarbstoffe. Auswahl von Absorptions- und Emissionsmaxima der in der
Durchflusszytometrie eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe.

Absorptions- Emissionsmaxima ’
Fluorochrom maxima [nm] [nm Abkirzung
Fluoreszeinisothiozyanat* 495 519 FITC
Phycoerythrin* 480; 565 578 PE

Die Fluoreszenzintensitat steht analog zur Oberflachendichte des jeweiligen
Zellantigens, gegen das der monoklonale Antikdrper gerichtet ist.

Die oben genannten fiinf Streulichtparameter werden fir jede durch den Messpunkt
tretende Zelle erfasst. Es wurden 10.000 bis 100.000 Einzelergebnisse gesammelt. Zur
Auswertung wurde ein X-Y-Diagramm verwendet, in dem jeweils zwei Streulicht-
parameter gegeneinander aufgetragen sind und jedes Messereignis als Punkt
dargestellt wird.

Das zur groben Vordifferenzierung der Zellen in verschiedene Zellpopulationen (z.B.
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Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten, Zelldebris) dienende FSC-SSC-Diagramm (s.
Abbildung 6) erfasst im Auswertefenster alle Populationen. In einem FL1-FL2-
Diagramm wird anschlieBend zur weiteren Differenzierung die Expression zweier
vorgegebener Oberflachenantigene erfasst. Die Einteilung in Quadranten (Quadrant
UL-oben links-, FL1- FL2+, Quadrant UR -oben rechts- FL1+ FL2-, Quadrant LL -unten
links- FL1-FL2-, Quadrant LR -unten rechts- FL1+FL2-) ermoglicht die automatisierte

Auswertung der relativen Haufigkeit der einzelnen Populationen.

400 EON gon 1000
1 ' T

Seitwartsstreulicht (SSC)

200
1

1]

0 00 400 BOD &0 1000
Vorwartsstreulicht (FSC)

Abbildung 6: Streulicht-Dot-Plot. Die x-Achse zeigt das
vorwarts-, die y-Achse das Seitwartsstreulicht. Anhaufungen von
Zellen mit dhnlichen Streulichteigenschaften sind wie in diesem
Beispiel auch ohne deren vorangehende AK-Markierung zu
erkennen.
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2.5.2 Immunphénotypisierung von Stamm- und ausgewahlten

Tochterzellen

Zur qualitativen und quantitativen Untersuchung veranderter Stammzellmobilisation und
weiteren Auswirkungen der Akupunktur auf das Zellgeschehen sind flur diese Arbeit
einige Oberflachenmarker von besonderem Interesse. Die Analyse der im zeitlichen
Verlauf zur Akupunktur gemessenen Zellpopulationen (s. Tabelle 5) betrifft die im
Folgenden dargelegten Zellen sowie sie potenziell beeinflussende Zytokine und
Chemokine (vgl. 1.3.2 Zytokine).

Tabelle 5: Uber FACS-Flow bestimmte Antikdrper/Zytokin NGF-Rezeptor

Rh-NGF(+)

CD 133 (+) CD 34 (+) CD 45 (+) CD 14 (+) CD 19 (+) CD 4 (+) -Rezeptor
Neurogene . Nerve
Sz Hamato- Leukozyten | Monozyten B-Lympho- | T-Lympho- Growth
* poetische SZ zyten zyten Factor

*. der Autorin ist bewusst, dass CD133-Positivitéat alleine nicht zur Identifizierung neurogener
Stammzellen gentigt. Diese werden daher in Folgetabellen mit Anfihrungszeichen (,“) als potenziell
neurogen gekennzeichnet.

253 Serumparameter

ELISAs
Immunoassay-Technik. Auf eine mit
verschiedene Epitope von G-CSF, SDF-1, MMP-8 oder MMP-9 vorbeschichtete
Mikroplatte werden Standards sowie Proben pipettiert. Vorhandenes Zytokin wird vom

Die hier verwendeten benutzen die quantitative Sandwich-Enzym-

monoklonalen Antikérpern spezifisch flr

zugehorigen immobilisierten Antikorper gebunden. Durch mehrere Waschschritte
werden ungebundene Substanzen entfernt und ein enzymgebundener polyklonaler
Antikorper spezifisch fur das jeweilige Zytokin wird auf die Wells zugegeben. Nach
weiteren Waschschritten zur S&uberung von ungebundenen Antikdrper-Enzym
Substanzen wird eine Substratldsung den Wells hinzugefiigt. Nach einer Inkubations-
zeit gemal Gebrauchsinformation wird durch die Zugabe einer Verstarkungslosung
eine Farbenentwicklung entsprechend der Menge des im Initialschritt gebundenen
Zytokins und ihre Intensitat wird

initiiert. Die Farbentwicklung wird gestoppt

photometrisch unter der vom Hersteller empfohlenen Wellenlange gemessen.
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2.5.3.1 Bestimmung von Nerve Growth Factor und Brain-Derived
Neurotrophic Factor aus Serum

Die fur gewohnlich im Hirngewebe bestimmten Neurotrophine Nerve Growth Factor
(NGF) und Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) wurden fir die vorliegende
Studie mittels spezifischer und hochsensitiver fluorometrischer NGF-/BDNF-ELISA in
dem neurochemischen Labor von Herrn Prof. Dr. Hellweg von der Psychiatrischen
Klinik der Charité in Berlin im Serum gemessen. Die Details dieser Messmethoden
wurden bereits mehrfach veréffentlicht; im Folgenden sollen diese nur in gekirzter
Form laut Ziegenhorn et al. (Ziegenhorn 2007) dargestellt werden.

Die wieder aufgetauten Serumproben wurden mit Probe-Puffer verdunnt, welcher
verschiedene Proteaseinhibitoren enthélt und unspezifische IgG Antikérper, um
maogliche unspezifische Reaktionen, d.h. ein Hintergrundrauschen zu minimieren.
Insbesondere NGF ist bekannt dafir, mit hoher Affinitat an Proteine wie Albumin und 2-
Makroglobuline (Crookston 1994, Ronne 1979) zu binden. Im Fall der NGF-
Untersuchung wurde das beste Signal zur Rauschzahl bei einer 1:5 Losung erhalten
(z.B. 1 Vol. Serum + 4 Vol. Probe-Puffer) in Kombination mit Uberschuss-Erfassung
von anti-NGF Antikérper 27/21. Die NGF Konzentrationen wurden anhand der
Regressionslinie fur den NGF Standard bestimmt (welcher von 0,25 bis 1000 pg/ml
gereinigtem Maus 2,5 S NGF reicht) und bei jeder Probe unter denselben
Voraussetzungen inkubiert. Die gemessenen NGF-Werte wurden anhand des
durchschnittlichen Uberschusses an zugesetztem Maus-NGF (125 pg/ml) kalibriert, der
fur jede Probe bestimmt wurde. Aufgrund hoher BDNF Werte im Serum, wie zuerst
durch Radka und Kollegen beschrieben (Radka 1996), wurden die Serumproben vor
den BDNF Messungen 1:200 verdinnt (1 Vol. Serum + 199 Vol. Probepuffer). Der
BDNF Gehalt wurde quantitativ im Vergleich zum rekombinanten humanen BDNF
berechnet. Die untere Nachweisgrenze des BDNF Tests lag bei 1pg/ml. Die
Begrenzung des Nachweises spezifischer und unspezifischer Neurotrophinbindung fur

NGF und BDNF beinhielt vierfache Fluoreszenz-Bestimmung fur jede Serumprobe.

2.5.3.2 Bestimmung von IL-6

IL-6 wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Lun anhand eines sequentiellen

Festphase-Chemilumineszenz immunometrischen Assays der Firma DPC Biermann,
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Bad Nauheim, gemessen.

Als Festphase dient eine im Immulite-Testrohrchen enthalte, mit spezifischen
monoklonalen Maus-Antikérpern beschichtete Polystyrolkugel. IL-6 aus aufgetautem
Probandenserum bildet zusammen mit einem polyklonalen Sekundarantikérper
(Kaninchen-AK, mit alkalischer Phosphatase markiert) und dem primaren Antikorper
wahrend der 30-mindtigen Inkubation bei 37°C einen Sandwichkomplex. Ungebundene
Reaktionspartner werden durch Zentrifugation eliminiert. Wahrend einer 10minltigen
Inkubation wird zugegebenes Chemilumineszens-Substrat (PPD, 3-Phosphoryloxy-
Phenyl-1,2-Dioxetane) vom gebundenen Enzym umgesetzt. Die Menge des
gebundenen Enzymkonjugates wird mit Hilfe eines hochsensitiven
Chemilumineszenzsubstrates, dem Adamantyl Dioxyetan Phenylphosphat (ADDPP)
bestimmt. Der Zerfall eines hierbei durch enzymkatalysierte Dephosphorylierung
gebildeten Anions (ADP) als instabiles Zwischenprodukt fuhrt zu einer Lichtemission.
Letztere ist zur Konzentration des in der Serumprobe gemessenen Parameters direkt

proportional.

254 Anzichtung von Stammzellen im Kulturmedium

Aus den bei der Blutaufbereitung Ubrig gebliebenen Buffy-Coats wurden Zellkulturen in
Stammzellmedium angesetzt. Diese wurden bei 37°C uber funf Tage im Zellinkubator
bebritet. AnschlieRend wurden die Zellen unter einem Leica Mikroskop in 20.000-
sowie 40.000-facher Vergrdél3erung mit einer Nikon E4500 Kamera fotografiert.

2.6 Statistische Auswertung

In vorliegender Pilotstudie wird eine Stichprobe von 14 freiwilligen gesunden
Probanden der Akupunkturbehandlung unterzogen. Damit kann mit einer Teststarke
von 90% eine Mobilisation von Stammzellen bei mindestens 17,46% der Population
und mit einer Teststarke von 80% eine Mobilisation von Stammzellen bei mindestens
12,55% der Population nachgewiesen werden (Berechnung Dr. Ekkehart Dietz, Institut
fur Biostatistik).

Dabei ist die Mdglichkeit eines Fehlers 1. Art (Entscheidung dass ein Mobilisierungs-
effekt vorhanden ist, obwohl er tatsachlich nicht vorliegt) minimiert. Die Ergebnisse
wurden deskriptiv per Mittelwert (MW), Standard Error of the Mean (£ SEM) und t-Tests
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dargestellt. Die Berechnungen liefen auf Microsoft Excel 2000. Signifikante
Veranderungen der Resultate in Abh&ngigkeit von der Zeit wurden von Herrn Dr. Dietz
und Kollegen anhand eines nicht-parametrischen Wilcoxon-Testes fur gepaarte Proben
auf der ,Statistical Package for Social Sciences” (SPSS 15) bestimmt. Des Weiteren
wurden die Korrelationskoeffizienten nach Pearson und Spearman zwischen
CD133(+), BDNF und MMP-9 berechnet.
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3. Messergebnisse

3.1
3.1.1

Untersuchungen der Probanden

Unerwinschte Wirkungen der Akupunktur und Blutentnahmen

Alle Studienteilnehmer haben sowohl Akupunkturbehandlung als auch Blutentnahmen

gut und ohne Komplikationen vertragen. Geringe Nebenwirkungen waren lokale

Bluterglusse (ein Proband), Hamatome der Ellbeuge (drei Probanden), vortibergehende

Hypasthesie der Hande (zwei Probanden), Unterarme (zwei Probanden), oder des

Kopfes (drei Probanden).

3.1.2

Blutdruck und Puls

Hinsichtlich der Blutdruck- und Pulsamplitude hat sich bei den meisten Probanden nach

Akupunkturbehandlung eine signifikante Senkung der Werte ergeben.

Tabelle 6: Blutdruck (RR) und Puls von vierzehn Probanden vor und nach Akupunktur, anschlieRend
Mittelwert und SEM (standard error of the mean).

Signifikanzen:  Puls:  P(Stunde  0:Stunde  1)=0,029; Systolischer  Blutdruck: P(Stunde
0:Stunde1)=0,0016; Diastolischer Blutdruck: P(Stunde0:Stunde1)=0,038.
Proband | Puls vor Aku | RRvor Aku | Puls nach Aku | RR nach Aku
0 88 120/75 80 120/80
1 72 130/80 nicht bestimmt 110/70
2 65 120/80 65 120/80
3 60 115/85 60 105/70
4 72 135/85 76 120/85
5 88 130/80 76 125/85
6 72 110/80 64 100/70
7 68 135/105 60 130/90
8 76 110/70 76 90/60
9 56 100/70 48 105/65
10 72 130/80 72 130/90
11 76 105/75 64 100/75
12 64 120/80 48 105/65
13 64 110/75 76 105/75
Mittelwert 70,93 120/80 66,54 111/75
SEM 2,48 3,05/2,28 2,95 3,3/2,56
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Tabelle 7: Blutdruck (RR) und Puls der beiden nicht akupunktierten Kontrollprobanden vor und nach
halbstiindiger Bauchlage (BL).

Proband Puls vor BL RR vor BL Puls nach BL | RR nach BL
14 91 120/90 72 160/80
15 73 140/80 60 135/80
Mittelwert 81 130/85 66 147,5/80
SEM 0,5 10/5 6 12,5/0
3.1.3 Blutbilder

Die Auswertung der grol3en differenzierten Blutbilder erfolgte jeweils sofort am Tag der
Blutentnahme aus heparinisiertem Blut am Sysmex XE-2100-Gerat. Es liel3en sich
keine signifikanten Veranderungen der Blutbilder, Hamatokrit- oder Hamoglobinwerte
Uber die vier Zeitpunkte hinweg erkennen (P>0,05). Ebenso in Tabelle 9 ersichtlich die

Mittelwerte der Blutbilder beider Kontrollprobanden.

Tabelle 8: Mittelwerte und SEM der Blutbilder der 14 akupunktierten Probanden vor und nach
Akupunktur im zeitlichen Verlauf.

wWBC HGB HCT PLT |Lympho-| Mono- | Neutro-
Stunde zyten zyten phile
(103/ul) | (g/dl) (%) (103pl) | (@o3/pl) | (103ul) | (103/pl)
0 56+13 | 140+1,4 | 39,9+35 |2424+59| 1,8+05 | 045+0,1 | 32+1,0
1 56+14 | 140+1,4 | 39,7+3,7 | 2326+58| 1,7+05 | 043+0,1 | 3,3+10
24 55+1,3 | 13,615 | 39+39 |2432+66| 1,7+06 | 043+0,1 | 3,1+1,0
48 56+1,2 | 13,9+15 | 39,7+3,8 [ 241,1+60| 1,8+06 | 045+0,1 | 3,2+ 1,0
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Tabelle 9: Mittelwerte und SEM der Blutbilder der zwei nicht akupunktierten Kontrollprobanden vor
und nach Bauchlage im zeitlichen Verlauf

WBC HGB HCT PLT Lympho-| Mono- | Neutro-
Stunde zyten zyten phile

(103/ul) | (g/dl) (%) (103/pl) | (103/pl) | (103/ul) | (103/ul)
0 43+03 | 141+0,1 | 396+15 | 213+33 | 1.9+09 | 08+05 | 26+0,1
1 42+02 | 144+05 | 41+24 |2195+22| 1,8+08 | 0,805 | 25%0,1
24 47402 | 145+0,1 | 41,1+0,7 | 224+22 | 1,4+0,1 0,3£0 2,8+0,2
48 5+0,1 | 144+02 | 402+06 | 215+24 | 1,3+0,1 0,3£0 32+0,.2

3.2 FACS-Analysen

In den FACS-Analysen wurden unter BD-Optilyse und Ficoll-Aufbereitung
unterschiedliche Ergebnisse erzielt wie in Tabelle 10, 11, 13 und 14 dargestellt.

Tabelle 12 zeigt die prozentualen Messergebnisse der beiden Kontrollprobanden.

Tabelle 10: Prozentuale Messergebnisse (Mittelwerte und SEM) der Zellpopulationen von 14
akupunktierten Probanden nach Zellaufbereitung anhand BD-Optilyse. CD133 stieg stetig an mit
signifikanten Unterschieden 48 Stunden nach Akupunktur.

Gelb gekennzeichnet: signifikanter Unterschied (P=0,015) verglichen mit dem Ausgangswert (Std 0).

“Neuro- = Hamato- Leuko- |Monozyten| T-Lympo- B-Lympho-
BD- gene” SZ  poetische zyten zyten zyten
Optilyse SZ
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Stunde | CD133(+) CD34(+) CD45(+) CD14 (+) CDA4(+) CD19(+)
0 11,450 | 0,14+5,0 9,4+28 7,6+4,4 28,7+79 1,7+15
1 17,7+6,0 | 2,05+2,0 11,6 £5,8 8,8+3,0 23,1+7,3 0,3+0,2
24 229+7,4 | 1,95+20 15,1 +5,3 35+0,8 26,9+59 1,6+0,9
48 29,1+6,0 | 0,02+5,0 19,7 £5,7 2,6 +0,6 30,3+5,7 0,5+0,2
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Tabelle 11: Mittelwerte und SEM der Zellpopulationen/pl nach FACS-Messung (Zellaufbereitung
anhand BD-Optilyse) der

dreischrittiger Formel berechnet: (Zellzahl in 103/ul * %CD)/100 - Zellzahl * CD/nl - *1000 »> ZZ *
CD/ml = CD %.

Gelb gekennzeichnet: signifikanter Unterschied (P=0,015) verglichen mit dem Ausgangswert (Std 0).

14 akupunktierten Probanden.

Die Absolutzahlen wurden nach

“Neuro- | Hamato- | Leuko- Mono- | T-Lympo- B-
BD- gene” SZ | poetische | zyten zyten zyten Lympho-
Optilyse Sz zyten
(i) (/ul) (/ul) (/ul) (/ul) (/ul)
Stunde CD133 (+) | CD34 (+) CD14 (+) CD45 (+) CD4 (+) CD19 (+)
0 599,8 + 273 79+6 417,1 +219 | 497,9 + 148 |1458,2 + 393 | 153,9 + 142
1 885,1 £295 | 950+94 | 409,8+ 155 | 598 +298 |1214,9+377| 15110
24 1039,7+358| 8888 179,5+43 | 819,8 +288 |1449,5+303| 81,8+45
48 1604,4 +356| 1,32+1 147,3+31 |1180,6 +364|1750,3+351| 27,1+8

Tabelle 12: Prozentuale Messergebnisse (Mittelwerte und SEM) der Zellpopulationen von

zwei nicht akupunktierten Kontrollprobanden nach Zellaufbereitung anhand BD-Optilyse.
(Pippettierfehler betr. Zeitpunkt 1 (CD133) liel3 hier keine SEM-Berechnung zu).

Die CD133-Werte sind insgesamt sehr viel hoher als die der Akupunktur-Probanden.

“Neuro- | Hamato- Leuko- Mono- | T-Lympo- B- Lympho-
BD- gene” SZ | poetische zyten zyten zyten zyten
Optilyse SZ
(%) (%) (%0) (%) (%) (%)

Stunde | CD133(+) CD34(+) CD45(+) CD14 (+) CDA4(+) CD19(+)
0 68,2 +2,5 0+0 6,9+0,3 32+0,3 51,2 +0,6 0,2+0

1 71 00 5,6 £0,2 16+01 | 60,0+13,8 | 0,2%0,2

24 48,8 £ 6,5 0+0 7,9+0,1 20+0 37+0,9 0,30

48 68,7+ 0,8 0+0 9,0+0,6 25+0,5 41,4+59 0,10,1
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Tabelle 13: Prozentuale Messergebnisse (Mittelwerte und SEM) der Zellpopulationen von
13 akupunktierten Probanden nach Zellaufbereitung anhand Ficoll.
Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede der einzelnen Messzeitpunkte.

“Neuro- Hamato- Leuko- |Monozyten| T-Lympo- B- Lympho-
. gene” SZ | poetische zyten zyten zyten
Ficoll
Sz
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Stunde | CD133 (+) CD34 (+) CD14 (+) CD45 (+) CD4 (+) CD19 (+)
0 0,3+0,1 34+1,0 39,2+5,6 722+72 2,84 0,6 59+1,4
1 0,4+0,2 3,0+0,7 41,0+ 4,9 77,1+45 3,2+0,7 51+0,8
24 0,3+0,2 57+2,0 36,7 £ 4,3 75,1 £6,0 70+£18 8,7+15
48 0,4+0,3 2,3+£0,7 33,1+53 71,4+7,4 47+25 51+0,9

Tabelle 14: Mittelwerte und SEM der Zellpopulationen/pl nach FACS-Messung (Zellaufbereitung
anhand Ficoll) von 13 akupunktierten Probanden.

“Neuro- | Hamato- Leuko- Mono- | T-Lympo- B-
. gene” SZ poetische | zyten zyten zyten Lympho-
Ficoll
SZ zyten
(/i) (/ul) (/ul) (/) (/ul) (/)
Stunde CD133 (+) | CD34 (+) CD45 (+) CD14 (+) CD4 (+) CD19 (+)
0 268+13 | 27,0+7,8 |854,1+321,2408,0+158,3 28,072 | 443+9,1
1 3,86 £2,4 | 51,7+18,9 8858 +240,5550,0 +220,0 205+52 | 37,2+9.2
24 0,86+0,4 | 43,0+150 |748,4+161,4 329,9+754 | 505+21,7 | 69,8+223
48 6,39+52 | 363+133 12%21’11 4385+ 80,1 | 434+181 | 62,4 +147

Betreffs Haufigkeiten des Auftretens von CD34(+), CD14(+), CD45(+), CD4(+) und

CD19(+) Zellen ergaben sich zu den vier gemessenen Zeitpunkten keine auffalligen

Unterschiede. Bezuglich CD133(+)34(-) Zellen hingegen erreichten zwolf von 14

Probanden unter BD-Optilyse-Solution-Messung nach Akupunktur héhere Werte im

Vergleich zum Zeitpunkt vor der Akupunktur. Die relativen und absoluten Werte mit BD-
Solution aufbereiteten CD133(+)CD34(-) markierten Zellen (siehe Tabelle 10 und 11)

nahmen bei sechs Teilnehmern direkt nach der Akupunkturbehandlung zu und stiegen

24 Stunden spater bei funf dieser sechs Probanden noch weiter an. In diesem
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Zeitrahmen nahmen die CD133(+)CD34(-) Fraktionen auch bei zwei weiteren
Probanden zu. Vier andere Studienteilnehmer mobilisierten 48 Stunden spater. Der
CD133(+)- Anstieg uber die vier Zeitpunkte hinweg lasst sich in Tabelle 10 und 11,
sowie Abbildung 7 ersehen. Ein reprasentatives Profil der Durchflusszytometrie findet
sich in Abbildung 8. Nur ein Proband wies keine Veranderung auf, wahrend ein anderer
zu Beginn hthere CD133(+)CD34(-) Werte hatte als nach der Akupunktur. Signifikant
war der Anstieg der prozentualen sowie absoluten CD133(+) Ergebnisse 48 Stunden
nach Akupunktur im Verhdltnis zur Nulllinie (p=0,015). CD34 (+)-Zellen waren im
peripheren Blut wahrend dessen nicht zu verzeichnen (vgl. Tabelle 10, 11 und
Abbildung 8). Die Veranderungen der CD133(+)34(-) Zellen korrelierten im Vergleich
von Stunde 24 zu Stunde 48 invers miteinander (r=-0.598, p= 0.024).
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Abbildung 7: Prozentuale Darstellung der Haufigkeit von CD133-positiven Zellen nach direkter
Markierung der Zellen im peripheren Blut ohne Ficollisolation.
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Abbildung 8: Durchflusszytometrische Analyse der Oberflachenantigene CD133/1, CD133/2 und
CD34 (nach BD-Optilyse-Zellaufbereitung) eines Probanden (Proband 10) im zeitlichen Verlauf nach
Akupunkturbehandlung, Uberlagert auf IgG-Kontrollen in weil3.

A: CD133(+) Zellen (schwarz) auf IgG-Kontrolle (weil3, PE-Markierung)

B: CD34(+) Zellen (schwarz) auf IgG-Kontrolle (weil3, FITC-Markierung)

Im Gegensatz zu den akupunktierten Probanden waren die Ausgangswerte der
Kontrollprobanden bereits sehr hoch und fielen nach 24 Stunden ab.

Unter Aufbereitung des Blutes Uber Ficoll ergaben sich keine mit der BD-Optilyse-
Solution-Aufbereitung vergleichbaren Veranderungen der Messergebnisse Uber die vier
Zeitpunkte hinweg.
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3.3 Stammzellen in Kultur

Nach Aufbereitung des Blutes Uber Ficoll wurde ein kleiner Anteil des gereinigten
Zellsubstrates kultiviert. In den bei 37°C bebriteten Zellkulturen lie3en sich nach funf
Tagen grofRe Zellen erkennen, die Stammzellen ahneln. Neuronale Formationen lassen

sich zu diesem Zeitpunkt nicht erkennen.

3.4 Auswertungen der Serumparameter

Die Messergebnisse der unter Punkt 2.3.3 aufgefihrten Zytokine und Chemokine
wurden hier ihrer genaueren Beschreibung vorweg tabellarisch aufgelistet. Quantitativ
zeigten sich teilweise signifikante Veranderungen:

Tabelle 15: ELISAs der Cytokine / Chemokine - Mittelwerte und SEM der 13 akupunktierten
Probanden. Gelb gekennzeichnet: signifikanter Unterschied im Vergleich zum Ausgangswert.
Signifikanzen: MMP-9: P (Stunde 0:Stunde 24)=0,028; P (Stunde 0:Stunde 48)=0,022;

BDNF: P (Stunde 0:Stunde 48)=0,014.

Std SDF-1 G-CSF MMP-9 MMP-8 NGF BDNF
ng/ml pg/ml ng/ml ng/ml pg/mli ng/ml
0 1,8+700 | 0,64+0,06 | 446+19 | 0,043+0,01 | 22,7+87 10,8 +1,7
1 18+ 616 | 065+006 | 434+15 | 0,0043+00 | 17,9+83 10,4 + 1,4
24 1,8+69,6 | 060+0,04 | 418+15 | 0,041+0,03 | 21,2+8,11 92+12
48 18 + 77,2 0,65+0,06 | 409+15 | 0,11+004 | 225+87 75+1,0

Tabelle 16: ELISAs der Cytokine / Chemokine — Mittelwerte und SEM der beiden nicht akupunktierten

Probanden.
Std SDF-1 G-CSF MMP-9 MMP-8 NGF BDNF
pg/mi pg/ml ng/mi ng/mil pg/mi ng/ml
0 1720+270 | 052+003 | 5875+19 | 031+031 | 579+1,09 | 10,43 +0,21
1 1540 +290 | 053+0,01 |51,63+13,88 0,29 +0,29 hicht 9,50 + 0,12
gemessen
24 | 1785+165 | 06+0,07 |5513+16,13 042+001 | 6,13+158 | 10,15+0,61
48 | 1912+375 | 06+008 | 535+1975 | 046+012 | 573+1,1 | 10,90 0,06
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34.1 BDNF Auswertung

Der Akupunkturbehandlung folgend zeigte sich eine Reduktion des BDNF, die nach 48
Stunden signifikant war (Tabelle 15, Abbildung 9). Bei Proband 0 (Abbildung 15)
erreichte der Wert an Tag 6 wieder den Ausgangswert.

BDNF
pa/ml

30.000

25.000

20.000 T

15.000—

10.000-

Ausgangswert 1 Stunde 24 Stunden 48 Stunden
nach Akupunktur nach Akupunktur nach Akupunktur

Abbildung 9: Boxplot BDNF: Verteilung und Mittelwerte der 14 akupunktierten Probanden.
Zum Zeitpunkt des Ausgangspunktes fiel als Ausreier (Proband 2) mit einem vergleichsweise
hohen BDNF-Wert von 26500 pg/ml auf.

Der prozentuale Zu-/ Abnahmewert der BDNF-Werte der jeweiligen Probanden zu den
drei Zeitpunkten nach Akupunktur im Verhaltnis zum Ausgangswert lasst sich aus

Tabelle 17 entnehmen. Die Abnahmetendenz lasst sich bereits 24 Stunden nach

70



Akupunktur mit einem Mittelwert von -3,8% feststellen und ist 48 Stunden nach
Akupunktur mit -20,9% signifikant. Unter den beiden Kontrollprobanden (s. Unterkapitel
3.4.3, Tabelle 19) hingegen ergab sich zu Stunde 1 und Stunde 24 nach Bauchlage
zwar ein geringer BDNF-Abfall von -9% bzw. -2,7% im Vergleich zum Ausgangswert,
bis Stunde 48 hingegen ein leichter BDNF-Anstieg (4,5%).

Tabelle 17. Prozentuale Zu-/Abnahme von BDNF pro Proband - Einzelwerte, Mittelwert und SEM.
Die prozentuale Zu-/Abnahme wurde nach regularer Prozentsatzrechnung erstellt, indem von den
jeweiligen Einzelwerten der Stunden 1, 24 und 48 nach Akupunktur der jeweilige Ausgangswert vor
Akupunktur abgezogen und die errechneten Differenzen anschlieend durch den Ausgangswert
dividiert und mit 100 multipliziert wurden.

Zu-/Abnahme Stunde | Zu-/Abnahme Stunde | Zu-/Abnahme Stunde
Proband 1 verglichen mit dem | 24 verglichen mit dem | 48 verglichen mit dem
Ausgangswert Ausgangswert Ausgangswert
(%) (%) (%)
Proband O 9,2 -22,7 3,2
Proband 1 -32,7 -57,7 -52,9
Proband 2 -12,9 -25 -43
Proband 3 4,1 -64 -74,3
Proband 4 18,1 20,9 -88,5
Proband 5 65,7 44,4 -21
Proband 6 -29,9 -49,2 -31,1
Proband 7 47,7 64,8 12,8
Proband 8 26,5 -25 30,2
Proband 9 -9,3 -13,9 -14,9
Proband 10 -19,6 25,1 3,5
Proband 11 5,3 10,9 11,5
Proband 12 -14,4 0 -5
Proband 13 -25 38,7 -23,6
Mittelwert 2,4 -3,8 -20,9
SEM 7.8 10,6 9,2

Als wichtige Quelle fir Serum-BDNF gelten Thrombozyten (Fujimura 2002). Um bei der
BDNF Messung eine Abhangigkeit von der Thrombozytenzahl auszuschliel3en, wurden
die Thrombozytenzahlen (PLT) mit den BDNF-Frequenzen abgeglichen. Die
Thrombozytenzahl blieb, wie schon in Tabelle 8 gezeigt, wahrend des Beobachtungs-
zeitraums konstant. Die Reduktion der BDNF-Konzentration erfolgte unabhangig von

der Plattchenzahl.
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3.4.2 MMP-9 Auswertung

MMP-9 nahm bei zehn der Testprobanden kontinuierlich ab, stieg bei zwei anderen an
und blieb bei zwei weiteren konstant. Die MMP-9 Abnahme war ab 24 Stunden nach
Akupunktur signifikant (p=0,033). Die Werte sanken nochmals bis 48 Stunden nach
Akupunktur. Die Kurven von MMP-9 verliefen insgesamt relativ flach. Bei einer mittleren
Reduktion der MMP-9 Werte um -1,5% zwischen dem Zeitpunkt vor Akupunktur und
Stunde 1 nach Akupunktur sank die MMP-9 Konzentration in funf Fallen leicht ab. Im
Verlauf verstarkte sich diese Tendenz unter neun Probanden, was einer
durchschnittlichen Reduktion von -5,7% zwischen dem Zeitpunkt vor Akupunktur und
24 Stunden nach Akupunktur entspricht. Die durchschnittliche Reduktion ab dem
Ausgangszeitpunkt bis Stunde 48 betragt -7,4%. Zwischen Stunde 24 und 48 sanken
die Werte bei vier Probanden. Bei den restlichen zehn stieg die MMP-9-Konzentration
bis zur 48. Stunde erneut an (Abbildung 10).

Die Auswertung der Messungen an den beiden nicht akupunktierten Kontrollprobanden
(s. Unterkapitel 3.4.3, Tabelle 19) ergab eine Senkung bis zur ersten Stunde nach
Bauchlage von -12,1%. Zu Stunde 24 nach Bauchlage betraf die Senkung verglichen
mit dem Ausgangswert nur mehr -6,2%, zu Stunde 48 wiederum -8,9%.

Aufgrund der geringen Anzahl der Kontrollprobanden ist eine statistische Aussage nicht

maoglich.
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Tabelle 18. Prozentuale Zu-/Abnahme von MMP-9 pro Proband - Einzelwerte, Mittelwert und SEM.
Die Prozentsatzberechnung geschah wie zu Tabelle 17 erlautert.

Zu-/Abnahme Stunde | Zu-/Abnahme Stunde | Zu-/Abnahme Stunde
Proband 1 verglichen mit dem | 24 verglichen mit dem | 48 verglichen mit dem
Ausgangswert Ausgangswert Ausgangswert

(%) (%) (%)

Proband 0 3,6 -3,6 -2,4
Proband 1 8,7 -3,8 -1,9
Proband 2 0 -11,4 0

Proband 3 -41,8 -26,4 -29,3

Proband 4 -0,6 -5,6 -37,6
Proband 5 6,2 -15,4 -3,7
Proband 6 10 6,1 1,1
Proband 7 2,4 4,2 9,7
Proband 8 -0,48 -17,3 -8,7
Proband 9 11 -7,1 -1,6
Proband 10 13,8 10,7 -8,8
Proband 11 -0,6 -0,6 0
Proband 12 -9,4 -2,9 -7

Proband 13 -8,8 -6,2 -13,2
Mittelwert -1,5 -5,7 -7,4
SEM 3,6 2,6 3,3
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Abbildung 10: Boxplot MMP-9. Verteilung und Mittelwerte der 14 akupunktierten Probanden.
Ausrei3er zum Ausgangszeitpunkt: Proband 3 (59,75ng/ml) und Proband 13 (56,75ng/ml);
Ausreier 24 Stunde nach Akupunktur: Proband 13 (53,25ng/ml) und Proband 2 (29,25ng/ml);
Ausreil3er 48 Stunden nach Akupunktur: Proband 4 (27,75ng/ml).

Bei den Uubrigen Parametern (G-CSF, SDF-1, MMP-8 und IL-6) gab es keine

akupunkturinduzierten Veranderungen.
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3.4.3 Auswertung der ELISAs der Kontrollgruppe

Tabelle 19: ELISAs der Cytokine / Chemokine — Mittelwerte und SEM der beiden Kontrollprobanden.
Stunde 1 fur NGF nicht gemessen.

NGF BDNF G-CSF SDF-1 MMP-9 MMP-8

Stunde pg/ml ng/ml pg/ml pg/ml ng/ml ng/ml
0 579+1,09 | 10,43+0,21 | 0,52+0,03 | 1720+ 270 58,75+ 19 0,31+0,31
1 - 9,50+0,12 | 0,53+0,01 | 1540+290 | 51,63 +13,88 | 0,29 +0,29

24 6,13+1,58 | 10,15+0,61 | 0,6 £0,07 1785+ 165 | 55,13+16,13 | 0,42+0,01
48 573+1,1 | 10,90+0,06 | 0,6+0,08 | 1912+ 37,5 535+19,75 | 0,46+0,12

Betreffs der beiden nicht akupunktierten Kontrollprobanden ergaben sich unter den
Parametern NGF, G-CSF und MMP-9 keine groben Veranderungen Uber die vier
Zeitpunkte hinweg. SDF-1 und MMP-8 zeigten leichte Steigungen, Die Ergebnisse der
MMP-9- und BDNF-Messungen der Kontrollprobanden werden unter Kapitel 3.4.1 und
3.4.2 behandelt. Bei der Zahl von nur zwei Probanden kann nicht von Signifikanz

ausgegangen werden.

3.5 Korrelation der CD133(+)CD(34-)-, BDNF- und MMP-9-Werte
zueinander

Um die Korrelationen zwischen BDNF, MMP-9 und CD133 zu betrachten, wurden ihre

Verlaufe zu einzelnen Zeitpunkten und ihre Relationen zueinander statistisch Uberprift.

- Vergleich CD133 % mit BDNF (ng/ul):

Wahrend BDNF und CD133 zu Stunde 1 nach Akupunktur bei sechs Probanden
gleiche Verlaufe aufwiesen (vier steigend, zwei sinkend), stiegen zu Stunde 24 bei vier
der Probanden die beiden Werte gleichzeitig (Proband 0, 1, 9 und 12), bei zwei
anderen sanken sie simultan (Proband 10 und 13). Zu Stunde 48 stiegen CD133(+)-
Zellen und BDNF bei zwei der Probanden und sanken gleichzeitig bei zwei anderen. Im
Gegensatz dazu verhielten sich CD133 und BDNF direkt nach Akupunktur bei funf,
nach 24 Stunden bei acht und nach 48 Stunden bei zehn Probanden antiparallel.

Entsprechend verhielt sich der CD133 Wert zu Stunde 1 bei funf der Probanden
konstant (Proband 1, 2, 3,5, 7). Zu Stunde 24 zeigten — bei starker ansteigenden
Einzelwerten — nur mehr zwei Probanden einen konstanten Verlauf (CD133 der
Probanden 3 und 6). Zu Stunde 48 zeigten sich weder BDNF noch CD133(+)34(-)
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Werte konstant.

Beim Vergleich der Ausgangswerte mit den Werten zu Stunde 48 war die Zunahme der
CD133(+)34(-) Zellen bei neun von zwolf Probanden von sinkenden BDNF
Konzentrationen begleitet (Proband 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 11, 13). Funf dieser Félle ging ein
initialer Anstieg voraus (bei Proband 3, 5 und 11 je von Stunde O zu Stunde 1, Proband

4 und 7 je von Stunde 0 zu Stunde 1 und weiter zu Stunde 24).

- Vergleich CD133 % mit MMP-9 (ng/ul):

Bei MMP-9 liel3 sich, verglichen zur Tendenz von CD133(+)34(-), zu Stunde 1 in vier
Fallen gleiche Tendenz (Proband 0, 9 und 10 steigend, Proband 12 sinkend)
feststellen, wobei in sechs der Félle einer bzw. zwei der beiden Parameter (MMP-9:
Proband 2, 4, 8, 11; CD133: Proband 1,3; BDNF: Proband 3) verhaltnismafig konstant
blieb. Zu Stunde 24 zeigten funf Falle bezuglich MMP-9 und CD133 gleiche Tendenzen
(Proband 6, 8, 9, 12 steigend, Proband 10 sinkend), wahrend je ein Einzelwert
verglichen mit vorherigem Messpunkt unverandert blieb (MMP-9: Proband 11, CD133:
Proband 3). Zu Stunde 48 stiegen in drei Fallen CD133(+)34(-) gleichzeitig mit MMP-9
(Proband 6, 7, 10) und sanken parallel bei drei anderen Probanden (Proband 0, 9, 12).
Die Veranderungen von MMP-9 korrelierten mit denen von CD133(+) Zellen nach 24
Stunden (r= 0.612, p= 0.02).

- Vergleich BDNF und MMP-9

Eine Stunde nach Akupunktur korrelierten die BDNF Werte stark mit dem MMP-9
Gehalt zum selben Zeitpunkt (r= -0.849, p< 0.001), und BDNF Konzentrationen zu
Stunde 24 korrelierten mit MMP-9 Werten zu allen Zeitpunkten (r= -0.533 bis -0.655, p<
0.05). Zeitabhangige Anderungen von BDNF korrelierten mit zeitabhangigen
Anderungen von MMP-9 (AMMP-9 vor Akupunktur bis zu Stunde 1 nach Akupunktur
versus ABDNF von Stunde 24 zu Stunde 1: r= 0.564, p= 0.035).

76



3.6 Beobachtung einer Probandin tber acht Tage nach Akupunktur

Uber den Zeitraum von 8 Tagen wurden bei Proband 0 dieselben Parameter gemessen
wie bei den ubrigen Studienteiinehmern. Es ergaben sich keine markanten
Unterschiede in Blutbild, Hamatokrit- oder H&amoglobinwert, CD34(+), CD14(+),
CD45(+), CD4(+) und CD19(+) Zellen. Auch die ELISAS fur G-CSF, SDF-1a, MMP-8
und NGF fielen unauffallig aus. Betreffs der bei den tbrigen Probanden Uber zwei Tage
gemessenen signifikant ausgefallenen Parameter war auch hier ein steiler initialer
Anstieg der CD133(+)34(-) Zellen in der Stunde nach Akupunktur von 0,6 auf 77,0 % zu
verzeichnen. Der Wert fiel wieder nach 24 Stunden und sank bis Tag vier auf den
Ausgangswert. Zwei weitere Peaks von 40% wurden an Tag 5 und 7 festgestellt.
Gefolgt von einem M-férmigen Peak zwischen Tag vier und acht erreichte er zu diesem
letzten Messzeitpunkt wieder den Ausgangswert. BDNF sowie MMP-9 verliefen bei
dieser Probandin beide mit maRigen Variationsbreiten von 41,25 ng/ml + 0,38 fir
MMP-9 und 9,4 ng/ml £ 0,75 fur BDNF, welcher zum letzten Messzeitpunkt seinen
extremsten Tiefpunkt von 4,7 ng/ml erreichte (Abbildung 11).

77



Proband 0: MMP-9, BDNF und CD133 Uber 8 Tage

ng/ml
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Abbildung 11: Proband 0, gemessen Uber den Zeitraum von 8 Tagen nach Akupunktur.

gelb: CD133 - vor Akupunktur: 0,58%
- 1 Stunde nach Akupunktur: 77,0 %
- 8 Tage nach Akupunktur: 0,00 %

blau: MMP-9 - vor Akupunktur: 41,5 ng/ml
- 48 Stunden nach Akupunktur: 40,5ng/ml
-Tag 8: 42 ng/ml

rot: BDNF - vor Akupunktur: 10,3 ng/ml
- 48 Stunden nach Akupunktur: 10,6 ng/ml
-Tag 8 nach Akupunktur: 4,7 ng/ml
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4. Diskussion

Bei gesunden Probanden konnten wir nach Akupunktur entsprechend des klassischen
Akupunkturmusters bei SCI innerhalb von zwei Tagen einen signifikanten Anstieg von
CD133(+)CD34(-) Zellen im Blut feststellen. Parallel sanken Serumkonzentrationen der
Migrations- bzw. Wachstumsfaktoren MMP-9 und BDNF. Nach unserem Wissen ist dies
die erste Studie an Menschen, die einen Zusammenhang zwischen
Stammzellmobilisation und Akupunktur thematisiert. Die heutige Datenlage sowohl zur
Akupunktur als auch zur Stammzellwirkung in der Therapie des SCI ist jedoch sehr viel
umfangreicher. Die Mobilisierung neurogener Zellen aus dem Knochenmark wird
kontrovers diskutiert. Die Identitédt von Neurotropin-sezernierenden Zellen im Blut ist

nicht vollstandig geklart und ihre Position im Stammzellbaum bleibt ungesichert.

4.1 Beurteilung der Akupunktur unter wissenschaftlichen Bedingungen

Die Akupunktur stellt die westliche Wissenschatft seit jeher vor das Problem mangelnder
Objektivierbarkeit. Der TCM geht es, wie im Kapitel ,1.1.2 Philosophische Grundsatze®
beschrieben, um mehr als die Eradikation von Symptomen. Der traditionell chinesisch
arbeitende Arzt bemiht sich darum, mit der patienteneigenen Konstitution unter
Miteinbeziehung aktueller, stets wandelbarer Faktoren zu interagieren. Durch die
spezifische chinesische Diagnostik ist der Behandler jederzeit im Stande, spontane
Anderungen des Zustandes seines Patienten zu verfolgen und im Sinn einer
dynamischen Behandlung, sei es durch Manipulation oder Versetzen der Nadeln etc.,
zu interagieren. Es kann also kein anderer als der sachkundige TCM-Arzt die Nadeln
setzen.

In der Einleitung wurde die GERAC Studie genannt, welche ein klassisches Beispiel fur
Schwierigkeiten beziglich objektiver Beurteilung der Akupunktur liefert. Ihr zufolge ist
eine Akupunkturtherapie der an aktuellen Leitlinien orientierten Standardtherapie bei
Rucken- und Knieschmerzen sogar Uberlegen, was letztendlich zur heutigen
Kostenibernahme durch die gesetzlichen Krankenkassen bei  wenigen
Schmerzindikationen fiihrte (Stux b 2008, German Acupuncture Trials). Nichtsdestotrotz
konnten in der GERAC-Studie keine unterschiedlichen Ergebnisse zwischen Verum-

und Sham- Akupunktur festgestellt werden. Neurophysiologen und Akupunkteure wie
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Thalmann setzen entgegen, dass im Zuge der GERAC-Studie wichtige klassische
Akupunkturpunkte nicht mit einbezogen wurden, welche mit Headschen Zonen
zusammenfallen und mittels derer vermutlich noch starkere Wirkungen erzielt werden
konnten. AuRBerdem wird das falsche Einstechen zu nahe an anderen Headschen
Triggerpunkten bei der Sham-Akupunktur angefochten, welche hierdurch an
Aussagekraft verliere (Thalmann 2005). Diese Ansicht beruht auf der Erklarung der
Akupunkturwirkung  Uber die  ebenfalls oben  aufgefihrten  komplexen
neurophysiologischen Regelkreise der Schmerzentstehung und -lbertragung (Stux ¢
2008).

In vorliegender Untersuchung zur SCI-Akupunktur wurde im zeitlichen Verlauf zur
Akupunktur keine subjektive Schmerzschwelle der gesunden Probanden, sondern
biochemisches, zellulares Geschehen gemessen. Hiermit wird willentliche, genauso wie
unterbewusste Manipulation durch die Probanden ausgeschlossen. Die Durchfihrung
durch eine klassisch geschulte Akupunktur-Fachérztin ermdglichte zudem eine hohe
Punktprazision. Die gesunden Probanden sind bezuglich Alter, Geschlecht und
Begleitmedikation nicht durchweg homogen. So sind bei gesunden Frauen
beispielsweise menstionsabhangige BDNF-Konzentrationen bekannt (Pluchino 2009).
Ebenso werden orale Kontrazeptiva beziglich neurogener Stoffwechselvorgange
kritisch diskutiert (Jayaraman 2014). Zum noch praziseren Ausschluss derartiger oder

ahnlicher Einflussfaktoren ware eine spezifischere Probandenauswabhl gtinstig.

4.2 Diskussion der signifikant veranderten Parameter

Es folgt die Betrachtung der in vorliegender Pilotstudie signifikant veranderten Marker
im Einzelnen, im Zusammenspiel und nicht zuletzt im Abgleich mit Ergebnissen

bisheriger Forschung zur Spinallasion und Akupunktur bei ZNS-Schaden.

4.2.1 Anstieg von CD133(+) Zellen

Wie im vorangehenden Kapitel dargelegt, ergaben sich bei den FACS-Messungen der
Zellph&notypen deutlich steigende Werte im Bereich von CD133(+)-Zellen unter
Hamolysierung des  Probandenblutes anhand  BD-Optilyse-Solution  nach
vorangegangener Antikorpermarkierung. Signifikanz wurde nach 48 Stunden erreicht.

Eine Assoziation der steigenden CD133(+)-Zellen zu CD34(+)-Zellen war nicht
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gegeben. Neben der Betrachtung der Ergebnisse im Kontext sonstiger
wissenschaftlicher Ergebnisse zum Themenkomplex steht zur Diskussion, dass die
positiven Ergebnisse fur CD133(+)-Zellen nach Ficoll-Zellaufbereitung trotz gleichem
Messgeréat nicht reproduzierbar waren. Zudem ist die gemessene Baseline der
CD133(+)Zellen im Vergleich zu anderen Studien teilweise ausgesprochen hoch, was
auch an der Nicht-Eingrenzung einer bestimmten Zellpopulation liegen kann. Ziel dieser
Studie war es nicht, hamatopoetische Stammzellen zu identifizieren, sondern eine
maoglicherweise neurogene Stammzellpopulation ausfinding zu machen. Eine
Einschrankung der Messergebnisse auf einen bestimmten Zelltyp hdmatopoetischen
Ursprungs befanden die Initiatoren dieser Studie daher als nicht sinnvoll. Vielmehr weist
die Tatsache, dass in Ficoll keine nennenswerte CD133(+)34(-)-Population messbar
war, darauf hin, dass es sich bei der Zunahme im peripheren Gesamtblut nicht um
Blutstamzellen handelt.

Unter Vorwegnahme der Ergebnisse der Fortsetzungsstudie weisen wir darauf hin, dass
auch an Patienten mittels CoulterCounter eine Zunahme an CD133(+)34(-) Zellen nach

Akupunktur festgestellt wurde (Manuskript in Vorbereitung).

4211 Neurogenes Potential von CD133(+)

CD133 befindet sich auf fotalen neurogener Stammzellen (Barraud 2007) als auch auf
den Ependymzellen des erwachsenen Gehirns (Pfenninger 2007). Es sind einige
Arbeiten zu CD133(+)CD34(+) Zellen bekannt, entsprechend derer diese Population
als Supporter neuronaler Regeneration fungiert. So erwiesen sich aus dem
peripheren Blut anhand von CD133-Antikdrpern isolierte Zellen am Spinaltrauma-
Modell der Maus als fahig, Angiogenese, Astrogliose, axonales Wachstum und
funktionelle Wiederherstellung zu begunstigen. CD133(-) Zellen hingegen férdern
weder axonales Wachstum noch funktionelle Wiederherstellung, verbessern aber
geringfiigig Angiogenese und Astrogliose (Kamei 2013). Das neurogene Potential von
CD133 liel3 sich zudem per Infiltration von CD133(+) Zellen in die verletzten Nn.
Ischiadici von Ratten bestatigen. Innerhalb von 8 Wochen regenerierten die Nn.
Ischiadici strukturell sowie funktionell und die transplantierten CD133(+) Zellen
differenzierten zu Schwannzellen (Kijima 2009).

Forschungsarbeiten zu  hautzellabkdmmlichen  CD133(+)-Antikorper-markierten

Zellpopulationen zeigten ferner, dass diese unter speziellen Bedingungen betreffs
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Nahrmedium und Zugabe fordernder Wachstumsfaktoren proliferierten, Sphéaren
schafften und in vitro zu Neuronen, Astrozyten und selten zu Oligodendrozyten
differenzierten (Belicchi 2004).

4.2.1.2 Interpretation der CD133(+)CD34(-) Zellen

Wie bereits in den Kapiteln 1.5.1 und 4.2.1.1 erwahnt tritt CD133 keineswegs
ausschlieBlich als Zellmarker in hamatopoetischen Linien auf. Vielmehr findet sich
CD133 als Stammzellmarker im embryonalen Gehirn, auf Ependymzellen und ihren
Progenitoren, Oligodendrozyten und Astrogliazellen sowie einer Subpopulation von B-
Zellen (Corbeil 2009, Pfenninger 2009, Olausson 2014). Die ausbleibende Korrelation
des CD133(+)-Anstiegs mit CD34(+)-Zellen kdnnte vielmehr den Ausschluss von
CD133-positiven h&matopoetischen und endothelialen Progenitorzellen erlauben und
bestarkt die Vermutung einer durch Akupunktur geforderten Neurogenese.

Unter Annahme korrekt gemessenen CD133(+)CD34(-)-Anstiegs lassen sich weitere
Schlussfolgerungen beziglich der Genese dieser Zellen auf der Basis bisheriger For-
schungsinvestitionen ziehen. So gehen Meletis und Kollegen z.B. von einer Stammzell-
funktion der Ependymzellen im erwachsenen Riickenmark aus (Meletis 2008). Hypothe-
tisch gesprochen wirde sich dies u.a. mit CD133 als besagtem Ependymzellmarker
(Pfenninger 2009) decken und lieBe die Differenzierung der detektierten CD133-Zellen
in die neurogene Linie offen, was wiederum mit der positiven Empirik im Bereich der
SCI-Akupunktur konsistent ware (Vgl. Kapitel 1.2.1). Ob in vorliegender Arbeit gemes-
sene CD133(+)CD34(-) Zellen nun primitive hamatogene Zellen oder etwa durch Aku-
punktur mobilisierte Mesenchym- oder Ependymzellen aus dem Knochenmark sind und
ob sie sich  schlief3lich in neurogene  Zellen  entwickeln kbnnen
bleibt ohne Weiterfihrung &hnlicher Akpunkturversuche unklar.

Einen systematischen Fehler im laboranalytischen Vorgehen schlie3en wir aus.

4.2.2 Senkung der BDNF-Werte
In vorliegender Studie sanken die BDNF-Werte bei einer Mehrzahl der akupunktierten
Probanden nach Untersuchung der Serumproben im Sandwich-ELISA kontinuierlich ab.

Entsprechend der Berechnung mit SPSS 15 sowie unter Abgleich im Wilcoxon-Test
zeigt das Ergebnis Signifikanz (P=0,014).
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Wahrend des BDNF-Abfalls traten keine Veranderungen des verwandten
Neurotrophins NGF auf, was unsere Hypothese nicht zusatzlich starkt. Auch IL-6
verhielt sich permanent negativ, was ein potenzielles Entziindungsgeschehen oder

Stress nach Nadelung als Ursache der BDNF Veranderungen ausschliel3t.

4.2.2.1 BDNF-Aktivitat bei ZNS-Verletzungen

Die Rolle von BDNF beim Uberleben der Gehirn- und Nervenzellen sowie seine
Beschaffenheit wurden in Kapitel 1.5.3 dargelegt. Neben seinen physiologischen
Eigenschaften spielt BDNF auch unter pathologischen Bedingungen wie z.B.
Spinaltraumata eine entscheidende Rolle.

Bei gesunden, nicht gelahmten Tieren wurde eine BDNF-induzierte Neurogenese in
vivo beobachtet (Pencea 2001). Endogen auftretendes BDNF, ebenso wie seine
exogene Zufuhr, wirkt entgegen der Bildung neuer Granulomzellen im Gyrus dentatus,
die nach globaler Ischamie im Rattenhirn stattfindet (Larsson 2002). Des Weiteren
wurde dargelegt, dass die mit Lernen, Gedachtnis und mit sensomotorischer Genesung
assoziierte synaptische und axonale Plastiztat durch BDNF entscheidend gefdrdert wird
(Schébitz 2004). Diese Entdeckungen bestétigen die Rolle von BDNF als Modulator der
Neurogenese im Gehirn und zur Verbesserung des funktionellen und neurologischen

Langzeitergebnisses nach zerebraler Ischamie.

4.2.2.2 BDNF und Stammzellen

Naheliegend ist die Frage des Einflusses von BDNF auf Stammzellen. Hier forschten
Kerr et al an embryonalen SZ und deren Einsatzmoglichkeit in Hinsicht auf
Motoneuronen-Verletzungen bei Ratten. Einhergehende in vitro Untersuchungen
bestatigten die Sekretion von Wachstumsfaktoren wie BDNF durch embryonale SZ. Des
Weiteren forderten embryonale SZ in Loésung das Uberleben von Motoneuronen,
wahrend das axonale Auswachsen durch BDNF-neutralisierende Antikorper inhibiert
wurde (Kerr 2003).

Ein zum Transplantat neuronaler Progenitorzellen zugegebener lentiviraler, BDNF
exprimierender Vektor induzierte das axonale Wachstum der Transplantat-abstammigen
Neuronen in deutlich starkerem Ausmal} als die Zugabe von reinem BDNF. Tiere mit

BDNF Lentivirus zeigten signifikant mehr und signifikant langere Axone als eine
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Kontrollgruppe, bei welcher GRP (glial restrictes progenitors) Lentivirus hinzugezogen
worden war (Bonner 2010). Ahnlich positive Ergebnisse erzielten Sasaki et al bei ihren
Untersuchungen anhand humaner mesenchymaler Stammzellen (hMSZ), welche in
SCI-Ratten implantiert wurden. Hier kam es zu deutlich verbesserter lokomotorischer
Rehabilitation unter der Verwendung genetisch modifizierter, BDNF-hypersekretierender
hMSZ. Dies ging mit strukturellen Veranderungen im Sinn vermehrten Auswachsens
des verletzten kortikospinalen Traktes und serotonerger Projektionen einher und stand
im Gegensatz zu Tieren mit normalen hMSZ (Sasaki 2009).

Schlussfolglich ist die fordernde Auswirkung von BDNF auf die neurogene Entwicklung

verschiedener SZ anzunehmen.

4.2.2.3 BDNF-Veranderungen nach Akupunktur

In ndherer Vergangenheit wurden bereits Daten zum Einfluss der Akupunktur auf die
Sekretion nervaler Wachstumsfaktoren erhoben. Diesen Untersuchungen zufolge wird
BDNF nach peripherer Stimulation Uber Hautareale im Rahmen von Elektroakupunktur
bei schubweiser Einwirkung von 100Hz, jedoch nicht bei konstanter, ausschlielich
nieder- oder ausschlie3lich hochfrequenter Anwendung (1 Hz/100Hz) ausgeschiittet.
Dies wurde anhand von Primarkulturen hippokampaler Neuronen verifiziert, bei
welchen Schiibe hochfrequenter Stimuli die augenblickliche Sekretion von BDNF
zusammen mit der Induktion einer Langzeitpotenzierung evozierten (Gartner 2002).

Die Moglichkeit peripherer Stimulation im Sinne der Akupunktur zur Beschleunigung der
Freisetzung nervaler Wachstumsfaktoren hat laut Ji-Sheng Han ohne Zweifel klinische
Bedeutung (Han 2002).

4.2.2.4 Interpretation der akupunkturbedingt veranderten BDNF Werte

Die peripher gemessene BDNF-Reduktion stellt die Frage nach einem zentralen
neurotrophen Geschehen in den Raum. Aufgrund bisheriger Untersuchungen zu BDNF
bei ZNS-Erkrankungen hétten wir einen zentralen Anstieg der BDNF-Werte erwartet. In
unserer Studie fiel ein signifikanter Abfall der BDNF-Serumkonzentrationen auf. Es
ware zu untersuchen, ob dieser periphere Abfall einem zentralen Anstieg entspricht. Zu
verifizieren ware dies jedoch nur anhand von Liquorpunktionen, die den Rahmen der

geplanten Untersuchungen innerhalb dieser Pilotstudie gesprengt.
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Eine andere Erklarung fur das Sinken der BDNF-Werte im Verlauf ware die potenziell
im Rahmen einer Mobilisierung von CD133(+) Zellen stattgehabte Bindung an die
solchen. Kritisch betrachtet ist bei ausbleibenden Veranderungen sonstiger
Mobilisationsfaktoren (NGF, SDF-1, G-CSF) eine tatsachlich stattgehabte SZ-
Mobilisierung nicht gesichert.

Unter den beiden Kontrollprobanden ergab sich bis zur ersten Stunde nach Bauchlage
zwar ein geringer BDNF-Abfall, bis Stunde 48 jedoch waren die BDNF-Werte hoher als
zum Ausgangszeitpunkt. Auch wenn die Ergebnisse der Kontrollprobanden aufgrund
der geringen Fallzahl nicht statistisch ausgewertet werden konnen, ist zumindest
festzuhalten, dass beziglich BDNF keine gleichartig abfallende Tendenz wie bei den

akupunktierten Probanden beobachtet wurde.

4.2.3 Senkung der MMP-9-Werte

In unserer Studie sanken die MMP-9-Konzentrationen zwar marginal, aber dennoch
signifikant 24 und 48 Stunden nach Spinaltrauma-assoziierter Akupunktur. Folglich
sehen wir neben der Mobilisierung potenziell neurogener Stammzellen einen
womoglich zweiten Wirkmechanismus der Akupunktur, ndmlich die Reduktion von
Matrixmetalloproteinasen, die die klinisch verbesserte Rekonvaleszenz akupunktierter

gegenuber nicht-akupunktierter Querschnittspatienten erklaren kénnte.

4.2.3.1 MMP-9 Aktivitat bei ZNS-Verletzungen

ZNS-Verletzungen ziehen zwei Pathomechanismen nach sich, den oxidativen Stress
und die lokale Entziindung. Entziindung ist generell — zusammen mit den folglich
ausgeschutteten Proteinasen — der wahrscheinliche Mediator friher Sekundarantwort in
der Pathogenese nach Spinaltrauma. So wird von Noble und Kollegen vermutet, die
Unterdriickung der MMP-9-Antwort konnte eine effektive Therapiemethode bei
Patienten mit Spinall&sion sein (Noble 2002).

Oxidativer Stress gilt als pathologische Stoffwechsellage in diversen Krankheits-
geschehen. Ein Uberhandnehmen freier Sauerstoffradikale wird schlieRlich nicht mehr
durch oxidierende bzw. reduzierende Stoffe neutralisiert und tGberfordert die normale
Reparatur- und Entgiftungsfunktion der Zellen.

Oxidativer Stress besteht u.a. bei Ischamie sowie bei Spinaltrauma. Hierbei wird eine
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MMP-2 und MMP-9 Hochregulation beobachtet (Gasche 2001, Pustovrh 2005). MMP-9
war in den Meningen und Neuronen geschadigten Markes nachweisbar und nahm nach
maRiger Rickenmarkskontusion rasch zu. 24 Stunden nach dem traumatischen
Ereignis war es in Gliazellen, Makrophagen, Neutrophilen und vaskularen Elementen
des verletzten Markes zu finden. MMP-9 spielt bewiesener Mal3en eine Schlusselrolle
bei einer abnormalen vaskulareren Permeabilitdt und bei Entzindungen in den ersten
drei Tagen nach Spinaltrauma. Die Blockierung von MMP-9 wéahrend dieser kritischen
Phase dampft das vaskuldre Geschehen und fuhrt zu einer verbesserten motorischen
Wiederherstellung (Noble 2002, Gasche 2001). Einen Zusammenhang zwischen
Zerstbrung der Blut-Hirnschranke (BHS) und der Hochregulation von MMP-9
bestéatigten Cucullo et al. an einem in vitro BHS Modell einer menschlichen
GefalRendothelzelllinie (Cucullo 2008). Aus Inhibitions-Experimenten lasst sich
schlieRen, dass bei intrathekaler Injektion von SB-3CT (ein selektiver MMP-2/MMP-9
Inhibitor) die MMP-9 Aktivitat abnimmt und die neuronale Apoptose sowie die
Infarktausweitung bei zerebraler Ischamie gemindert werden (Gu 2005).

Eine weitere in vitro Arbeit zeigte, dass reaktive Sauerstoffspezies (ROS) MMPs (-1, -2
und -9) aktivierten und Gewebelnhibitoren von MMP in einem BHS-Modell
unterdriickten (Haorah 2007). Auch die Uberexpression der Kupfer-/Zink-
Superoxiddismutase (SOD1) in transgenen (tg) Nagern wurde als Induktor und
Aktivator von MMPs dargestellt. Nach kélteinduziertem Gehirnschaden und fokaler
zerebraler Ischamie gilt sie als entscheidendes Antioxidations-Enzym bei der
Ausscheidung von Superoxid (Kamada 2007). Den neuroprotektiven Effekt der SOD1
nach Spinaltraumata demonstrierten Sugawara et al. (Sugawara 2002). Im Ratten-
modell wurde ein signifikanter MMP-9 Anstieg nach Rickenmarksdurchtrennung
beobachtet (Yu F 2008).

Eine Senkung von MMP-9 wie in vorliegender Studie kdnnte eine akupunkturinduzierte
Gegenregulation des Korpers signalisieren. In  Anbetracht der Werte der
Kontrollprobanden, bei denen ebenfalls MMP-9 Reduktionen beobachtet wurden, ist
eine  Abhangigkeit von  nicht-Akupunktur-assoziierten  Umgebungseinfliissen

(Bauchlage, Blutentnahmen) nicht auszuschliel3en.
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4.3 Normabweichung der gemessenen CD34(+)-Werte

Die Baseline der CD34(+) Zellen nach Aufbereitung des Probandenblutes anhand BD-
FACS-Lysing Solution ergab sich mit einem Durchschnitt von 7,9 £ 6 CD34(+)-Zellen/ul
als erhoht im Vergleich zu Standardangaben von 2-4 Zellen/pl zu Messungen aus
peripherem Blut (Dauber 2010).

Sowohl eine, als auch 24 Stunden nach Akupunktur zeigte sich eine deutliche,
wenngleich statistisch nicht signifikante Erhohung der CD34(+)-Werte auf tber
Zehnfaches. Zugrunde liegen stark erh6hte Werte nach Vollblutlyse insbesondere einer
Probandin (Proband 0), bzw. betreffs der Baseline zweier Probanden (Proband O und
Proband 4). Zur Baseline betrug der héchste CD34(+) Wert unter den beiden
genannten Probanden 83 CD34(+)-Zellen/ul, eine Stunde nach Akupunktur stieg er bei
Proband 0 auf 1314 CD34(+)-Zellen/ul und 24 Stunden nach Akupunktur bei selber
Probandin auf 1232 CD34(+)-Zellen/ul. Zum vierten Zeitpunkt, sprich 48 Stunden nach
Akupunktur, betrug der CD34(+) Wert bei den sonst so ausreiRenden Werten besagter
Probandin (Proband 0) nur mehr 0,87 Zellen/ul. Der Durchschnitt ist zum vierten
Zeitpunkt mit 1,32 CD34(+)-Zellen/ul entsprechend zitierten Standardangaben
normwertig. Wahrend die CD133(+) Werte von Proband O parallel zu entsprechenden
CD34(+) Werten zu Zeitpunkt zwei und drei ebenfalls Uberdurchschnittlich hoch waren,
zeigten sich die tbrigen zellularen Surface-Marker bei Proband 0 - CD4(+), CD14(+),
CD 19(+), CD45(+) - ohne auffallende Unterschiede im Vergleich mit dem
Gruppenquerschnitt bzw. mit den sonstigen Einzelwerten der Teilnehmerin. Die
Messungen der Proben aller Probanden wurden zum gleichen Zeitpunkt und unter stets
unveranderten Voraussetzungen vorgenommen. Keine der Blutproben wurde langer
konserviert als die der tbrigen Teilnehmer (maximal 3 Stunden).

Nachdem sich die Exaltation der CD(34)-Durchschnittswerte aus den Messungen an
genanntem Proband O ergeben wurden individuelle Besonderheiten erneut gepruift.
Vorwegzunehmen seien ethnische Unterschiede bei CD34(+) Zellen wie sie in
Untersuchungen von Ballen und Kollegen ausschlief3lich fir Menschen afrikanischer
Abstammung gemessen wurden (Ballen 2004); Proband 0 hingegen tragt genetisch
asiatischen Einfluss, beziglich dessen keine CD34(+)-Unterschiede im Vergleich mit
anderen ethnischen Gruppen bekannt sind. Zudem sind bei Patienten mit
unterschiedlichen Leukamien ebenfalls hohe CD34(+) Werte von bis zu knapp 70

Zellen/ul festgestellt (Tamul 1995) - was mit Proband 0, bei welchem weder zum
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Zeitpunkt der Messung noch in Folge eine Leukdmie bekannt wurde, mit Uber zehnfach
erhohten Werten nicht in Verhaltnis gesetzt werden kann.

Eine mdgliche Stérquelle im Bereich der mit BD FACS Lysing Solution bearbeiteten
Blutproben stellt theoretisch das in der Lysereagens enthaltene Fixativum dar. Fixativa
konnen die Fluoreszenzintensitat verandern und auch die Zellgrol3e beeinflussen. Die
Anfalligkeit der Zellen in Lysereagens besteht jedoch eher, wenn die Messung nach Ly-
se zeitlich verzdgert und nicht entsprechend des Protokolls erfolgt (Sutherland 1996,
Whitby 2012) — welches in vorliegenden Untersuchungen mit Gewissheit beachtet wur-
de. Neben rein praktischen Vorteilen des Lyseverfahrens im Vergleich mit herkbmmli-
chen Verfahren im Sinn der kirzeren Verarbeitungsdauer gelten als ergebnisorientierte
Vorteile ein geringerer Verlust an Lymphozytensubpopulationen sowie bessere Ver-
gleichprazision (Jackson 1990, Tamul 1995).

Die Messungen nach Ficoll-Aufbereitung des Blutes ergaben sich mit einer Baseline
von 27 £ 7,8 und 51,7 + 18,9 CD34(+)-Zellen/ul (h6chster Wert nach Akupunktur) als
hoch, was die Vermutung einer Fehlerquelle nahelegt. Haufige Fehler laut den Richtli-
nien der International Society for Hematotherapy and Graft Engineering (ISHAGE) sind
das Verwenden suboptimaler Antikérper und falsches Gating (Sutherland 1990, Whitby
2012). Erstaunlicher Weise beschreiben Tamul et al unter Ficollaufbereitung eher zu
niedrig oder negativ gemessene CD34(+)-Ereignisse im Vergleich zur Messung dersel-
ben Proben nach Vollblutlyse (Tamul 1995). Somit kdnnte fiir die beiden CD34(+) Wer-
ten im dreistelligen Bereich letztendlich ein Kommafehler angenommen werden. Unter
Annahme isolierter Kommafehler im Bereich der CD34(+) Messung nach Vollblutlyse

bleiben die Ergebnisse der CD133(+)-Messungen unbeeinflusst.

4.4 Ergebnisdifferenzen zwischen Ficoll- und BD-Optilyse-Messungen

In unseren Untersuchungen gab es eine deutliche Differenz der Messergebnisse nach
unterschiedlicher Zellaufbereitung. Wie in vorangehenden Kapiteln dargelegt handelt es
sich bei der Aufarbeitung der Zellsuspension tber Ficoll um ein mehrschrittiges, teils
manuelles Verfahren, in dem der Buffy Coat isoliert wird. Der Buffy-Coat als
Grenzschicht zwischen roten Blutkdrperchen und Plasma enthalt neben den
naturgemald wenigen peripheren Stammzellen vor allem Leukozyten und
Thrombozyten. Er macht etwa ein Prozent der Blutprobe aus.

Wie bereits in Kapitel 4.3 diskutiert ist die direkte Zellmarkierung mit anschlieRender
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Lyse der nicht-markierten Zellen eine leicht standardisierbare, weniger zeit- und
materialaufwendige Methode als die Zelltrennung Uber Ficoll. Bei der Zellaufarbeitung
Uber Ficoll kénnte die bei der direkten Markierung gemessene CD133(+)34(-)
Zellpopulation jedoch eventuell aufgrund einer hohen Sedimentationskonstante der
Zellen in Ficoll verloren gegangen sein, was Berichten negativer Messungen diverser
Zellkolonien nach Ficoll-Aufarbeitung im Vergleich zur Vollblutlysemethode entspricht
(Tamul 1995).

4.5 Interindividuelle Differenzen der Messergebnisse von CD133(+)-,
BDNF- und MMP-9

Die in den Kapiteln 3.2, 3.4 und insbesondere 3.5 (Korrelation der CD133(+)34(-)-,
BDNF- und MMP-9-Werte) dargelegten Resultate zeigen deutliche Signifikanzen, aber
kein rein homogenes Muster.

Interindividuelle Unterschiede kdnnen verschiedene Ursachen haben. Zun&chst wurden
die Ergebnisse mit den Einflussparametern auf einzelne Probanden (Kapitel 2.2)
verglichen. Einer dieser untersuchten Faktoren waren von Probanden eingenommene
Medikamente. Weder beziiglich Ostrogen-Gestagen-Praparaten noch Betablockern (je
zwei Probanden) wurden besondere Unterschiede zu Mittelwerten beobachtet.

Bei einem Mittel von 33 Jahren befanden sich zehn der 14 Probanden und
Probandinnen unter oder gleich diesem Durchschnittsalter. Die beiden mit Abstand
altesten Probanden (45 und 50 Jahre) mobilisierten CD133(+)24(-) Zellen ohne
signifikante Unterschiede zu jingeren Teilnehmern. Die BDNF-Werte zeigten bei der
50jahrigen Probandin insgesamt einen relativ geringen Abfall von 5,5 auf 4,4 ng/ml, und
einen nur leichten Anstieg bei dem 45jahrigen Probanden von 9,0 auf 10,2 ng/ml. An
dieser Stelle sei auf eine Untersuchung von Prof. Ziegenhorn und Prof. Hellweg
verwiesen, welche Altersabhéngigkeit u.a. von BDNF- Werten im gréf3eren Querschnitt
belegt (Ziegenhorn 2007). Letztere Untersuchungen betrafen Probanden und Patienten
zwischen 70 und 103 Jahren, jedoch wiesen bereits vorangehende Untersuchungen auf
mit dem Alter stetig sinkende BDNF-Werte hin (Lommatzsch 2005).

Des Weiteren wurden die Ergebnisse unter geschlechtsspezifischen Aspekten
betrachtet. Mannliche Studienteilnehmer wiesen zu Stunde 48 im Durchschnitt 27,5%
CD133(+)34(-)-Zellen mehr als zum Ausgangszeitpunkt auf, waéhrend die Zunahme

unter den Teilnehmerinnen auf insgesamt 8,01% beruhte. Hingegen waren bei den
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Frauen zur 48sten Stunde insgesamt starkere BDNF- und MMP-9 Abfélle im Vergleich
zu Ausgangswerten als bei Mannern (BDNF-Abfall bis zu Stunde 48 ?: 4,9ng/ml; J:
1,7ng/ml. MMP-9-Abfall bis zu Stunde 48 2: 4ng/ml; &:2,7ng/ml). Drei einzelne
Probandinnen wiesen initiale BDNF-Werte von Uber 15ng/ml auf (funf Frauen mit
initialen BDNF-Werten Uber 10ng/ml). Bis auf zwei ménnliche Teilnehmer mit initialen
BDNF-Werten von 10,4 und 10,6ng/ml lagen die anderen sechs Manner bei Werten
unter 10ng/ml. Die Studienlage zu ungleicher Geschlechterverteilung hinsichtlich BDNF
ist laut Ziegenhorn und Kollegen kontrovers und in keiner Richtung signifikant. Ob etwa
geschlechtsspezifisch unterschiedliche Reizschwellen fiir BDNF- oder MMP-9 existieren
ware eine vage Hypothese. Interindividuell wurden von Ziegenhorn zumindest fur NGF
grol3e Varianzbreiten gezeigt, wahrend die Werte innerhalb eines Individuums jeweils
relative Stabilitdét aufwiesen. Dies lasst bei vermuteten 10% der besetzten NGF-
Rezeptoren eine hohe Rezeptorsensitivitdt annehmen (Ziegenhorn 2007).

Proband 12 war der einzige, bei dem Uuber zwei der vier Zeitrdume sinkende
CD133(+)34(-)-Zellen festgestellt wurden. Die Ursache dafir kann letztendlich nicht
geklart werden. MMP-9 und BDNF verhielten sich bei diesem Patienten auffalliger
Weise anndhernd parallel zu CD133(+)34(-).

Nicht ganz geklart sind die vergleichsweise hohen CD133-Ausgangswerte der beiden
nicht akupunktierten Kontrollpersonen. Bei dem mannlichen Kontrollprobanden wurde
ein Jahr nach der Blutenthahme ein Hodenkarzinom diagnostiziert. Man weil3
inzwischen, dass eine Reihe von Krebsstammzellen das CD133 Antigen tragen (Cheng
JX 2009). Eventuell wurden zum Zeitpunkt der Studie bereits zirkulierende
Krebsstammzellen nachgewiesen, die sich spater manifestierten. Eine lagerungs- oder
blutabnahmebedingte Mobilisation wurde in keiner der Kontrollpersonen festgestellt. Die
Aussagekraft bei n=2 Kontrollpersonen ist wie bereits erwéhnt als sehr gering

einzustufen.

4.6 Potenzierung eines naturlichen Prozesses?
- Sammzellmobilisierung nach Trauma

Verschiedene Untersuchungen weisen darauf hin, dass eine Besserung der klinischen
Symptomatik bei Patienten nach diversen Traumata mit vermehrter Ausschittung von
Stammzellen einhergeht. Die mobilisierten SZ wandern nachweislich zum

Verletzungsort hin, was eine adaptative und notwendige Systemantwort zur
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erfolgreichen Wundheilung und Gewebsreparatur zu sein scheint (Shah 2009). Am
Beispiel der Gefal3regeneration ist belegt, dass die dort stattfindende Heilung teilweise
durch zirkulierende endotheliale Progenitorzellen vermittelt wird (Asahara 1999,
Takahashi 1999). Im Steady-State zahlen Progenitorzellen <0,01% aller zirkulierenden
monoklonalen Zellen. Unter ischamischen Zustanden werden Populationen
knochenmarksabkémmlicher endothelialer Progenitorzellen mobilisiert und sammeln
sich in den ischdmischen Zonen, wo sie den Neovaskularisationsprozess
beschleunigen (Kalka 2000).

Ebenso wie Ischdmie bewirken auch Entzindungen und Gefallverletzungen eine
vermehrte Stammzellzirkulation (Asahara 1999, Gill 2001). Der Mobilisationsprozess
scheint aus proteolytischer Matrixdegeneration, vermehrter Migration durch Chemokine
und Cytokine, sowie der Induktion von Adhasionsmolekilen zu resultieren (Lapidot
2002). Auch bezlglich der Spinallasion finden Untersuchungen zur traumabedingten
Mobilisierung von Progenitorzellen statt. Im Jahr 2005 identifizierten Azari und Kollegen
die Mobilisierung endogener neuronaler Progenitorzellen (NPZ) im Rickenmark nach
Axotomie in Kombination mit der Verletzung motorischer Neuronen bei Mausen. Die
NPZ-Differenzierung in Astrozyten konnte nachgewiesen werden. Eine signifikante
Differenzierung in verschiedene Neuralzelltypen wurde innerhalb der ersten beiden
Wochen nach Querschnitt jedoch nicht verzeichnet (Azari 2005).

Bemerkenswert ist inshesondere auch eine Publikation von Ritz et al, welche CD34(+)
Mobilisation bei 35 Polytraumapatienten untersucht. Acht der untersuchten Patienten
erlitten eine traumatische Hirn- oder Spinalverletzung, was eine Minderheit unter den
Untersuchten ausmacht. Wahrend hier am 1., 3. und 7. Tag nach Trauma ein
signifikanter Anstieg von CD34(+)-Zellen zu verzeichnen war, mal3en CD133(+)-Zellen
in dieser Zeitspanne zwar keine signifikante, aber dennoch eine geringe Erhéhung von
0,14+0,03% an Tag 1, auf 0,23%+0,13% an Tag 7 bei erhohten CD133(+)-Werten
gegenuber der Kontrollgruppe (0,08+0,04%) am Tag 1. Eine Auffacherung der Werte
entsprechend der spezifischen Form der Polytraumata wurde nicht veréffentlicht (Ritz
2014). Eine entsprechende Studie zu proangiogener zellularer systemischer Antwort an
SCI-Patienten ergab in Messungen zu selbigen Zeitpunkten wie bei Ritz's
Untersuchungen u.a. signifikant erhohte endotheliale Progenitorzellen mit sowohl CD34,
als auch CD133 Positivitat (Paczkowska 2014). Da bei akutem Trauma jeder Art von
einer systemischer Antwort auszugehen ist, sollte kritisch hinterfragt werden, ob die

CD34(+) Antwort neuronenspezifisch oder eher in Bezug auf generelle

91



Gefallerneuerung mit der CD133(+) Antwort korreliert.

Wie in Kapitel 1.2.1 beschrieben, gibt es Experimente an Versuchstieren, welche den
Nutzen der Akupunktur bei ZNS-Verletzungen bestatigen. So induzierte Elektro-
akupunktur an Ratten die Migration von neurogenen Stammzellen (Chen 2008) wie
auch die Proliferation von Gehirnzellen (Cheng 2008) und fuhrte zu axonaler
Regeneration (Ding 2009). Aul3erdem wurde durch EA die stressinduzierte Abnahme
von hippokampalen Progenitorzellen geschwacht (Liu 2007). Nicht zuletzt vor dem
Hintergrund der beschriebenen Rolle von MMP-9 und BDNF bei ZNS-Verletzungen
lassen die Ergebnisse vorliegender Arbeit eine durch Akupunktur angestof3ene
Selbstregulation in Richtung Rickenmarksregeneration vermuten. Dies wirde eine
Unterstitzung des nattrlichen Heilvorganges des Kdrpers bedeuten.

Da es die mobilisierten Zellen negativ fur CD34 waren, ist ein hamatogener Charakter
der aufgezeigten CD133(+) Zellen unwahrscheinlich. Um bei unseren Untersuchungen
eine traumabedingte Mobilisation von Stammzellen auszuschliel3en, haben wir bewusst
in dieser ersten Studienphase auf die Behandlung und Untersuchung von Patienten

nach Spinallasion verzichtet und stattdessen gesunde Probanden eingeschlossen.

4.7 Stammzellkultur

Wie in Kapitel 3.3. beschrieben waren Zellkulturen aus dem per Ficoll extrahierten
Buffy-Coat angesetzt und Uber 5 Tage inkubiert worden. Wir verwendeten ein
Kulturmedium, das fir die Expansion neurogener Zellen aus traumatisierter Hirnmasse
eingesetzt wird (Zhu 2006).

Zu erkennen waren schliel3lich grol3e Zellen, welche entsprechend ihrer GréRe mit
Stammzellen verglichen werden konnen, jedoch keine axonalen Auswachsungen
entsprechend ausgewachsenen neurogenen Stammzellen zeigten.

Dem in vorliegender Untersuchung ausbleibenden axonalen Aussprossen der
kultivierten Zellen sei vorweggenommen, dass die hier verwendete, Uber Ficoll
extrahierte Zellsuspension in den FACS-Messungen keine CD-133-Positivitat ergab,
was das Nichtvorhandensein neuronaler Stammzellen bestatigt. Neuronale
Differenzierungsprotokolle zirkulierender neurogener Stammzellen aus dem peripherem
Blut gibt es bisher nicht, so dass alternative, empirische Kulturmodelle unter
Anwendung von z.B. FGF, EGF, IL-6 mit und ohne NGF oder BDNF in der Fortsetzung

unserer Studie in Erprobung sind.
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5. Schlussfolgerung

Die Akupunktur erfreut sich dber die letzten Jahrzehnte hinweg zunehmender
Beliebtheit — und ebenso Kritik.

In vorliegender Arbeit zeigte sich bei der Untersuchung verschiedener Messparameter
zum einen die signifikante Erhéhung von CD 133(+)34(-)-Zellen im zeitlichen Rahmen
von zwei Tagen nach Akupunktur von Punkten zur Behandlung einer Spinall&sion,
sowie zum anderen signifikante Anderungen im Bereich der mit einer
Stammzellmobilisation zusammenhangenden Faktoren (MMP-9 und BDNF). Eine
Akupunktur-induzierte Veranderung anderer Mobilisierungsfaktoren hamatopoetischer
Stammzellen, z.B: SDF-1, G-CSF oder IL-6 lief3 sich nicht nachweisen.

Unsere Ergebnisse scheinen im Zusammenhang betrachtet einen Hinweis auf ein
akupunkturbedingtes  zellulares Geschehen zu liefern. Fir eine definitive
Schlussfolgerung sollten die Resultate unserer Untersuchungen an spinalladierten

Patienten verifziert werden.
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