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Zusammenfassung

Traumatische Lasionen des zentralen Nervensyst@Ent)(stellen verheerende Erkrankungen dar
mit der Gefahr irreversibler Schadigungen von msttien, sensorischen und autonomen Funkti-
onen. Bislang gibt es keine effektive Therapie tt@umatische Verletzungen des Gehirns oder
Ruckenmarks und durch die Einflisse glialer Zeflewie einwandernder Entziindungszellen wird
die Regenerationsfahigkeit des ZNS begrenzt. Sreugien ein Milieu, das der Wiederherstellung
von neuronalen Strukturen und Myelinscheiden weikgel entgegenwirkt, zum Beispiel durch
die Ausbildung einer Glianarbe. Mastzellen sind tifwriktionale Effektorzellen des Immunsys-
tems und insbesondere bekannt fur die Rolle, @dsi Allergien und Anaphylaxie spielen. Im
Gegensatz zu anderen hamatopoetischen Zellen kosimen gesunden Gehirn und Riickenmark
vor. In Modellen von Hirnischamie und Hirnblutungearden nachteilige Effekte von Mastzellen
gezeigt, aber es gibt neuere Hinweise auf proteRtirkungen von Mastzellen im Kontext trau-
matischer Hirnschadigungen. Wir haben in der vgdielen Studie die Rolle von Mastzellen und
zwei der wichtigsten Mastzellproteasen bei versignen Mausmodellen traumatischer ZNS-
Schadigung - der entorhinalen Kortexlasion (ECLJ der Sektion des Tractus corticospinalis als
Modell der Rickenmarkslasion (SCI) - weiter untelduMause mit einer Defizienz fur die Mast-
zell-Carboxypeptidase A (CPA) zeigen, anders alstkédl-defiziente Mause und Mause mit De-
fizienz fur die Mastzell-Chymase-4 (mnMCP-4) keirestpigerte Entziindungsreaktion nach ECL.
Im Kontext der SCI konnten wir zeigen, dass Magtpalind insbesondere mMCP-4, jedoch nicht
CPA wichtig sind fir die Wiedererlangung motorischanktionen, gemessen mittels Rotarod und
Basso Maus Skala, wenngleich sich dies nur bedmnder inflammatorischen Reaktion im Ge-
webe widerspiegelt. Damit stlitzen unsere Daterzaieehmenden Hinweise auf eine essentielle
Rolle von Mastzellen und insbesondere von mMCPt4rbematischen L&sionen des ZNS, wéh-
rend die CPA in diesem Kontext unbedeutend scheiimie proinflammatorische Wirkung der
Mastzellen scheint die klinischen Resultate zu @ssbrn. Daraus ergeben sich méglicherweise
neue therapeutische Ansétze Uber eine Beeinflusdand\ktivierung und Degranulation von
Mastzellen. Letztlich wird diese Hypothese auchiges durch Beobachtungen in Mastzell-defi-
zienten Mausen, die mit Wildtyp-Mastzellen oder kalen von Mastzellprotease-defizienten
Mausen rekonstituiert wurden, und die insgesang aimzureichende Repopulation des ZNS mit
Mastzellen zeigen, sowie eine deutlich gesteigdaealitat.



Abstract

Traumatic injuries of the central nervous systemMi$Care devastating diseases that hold the dan-
ger of irreversible locomotor, sensory, and autoicatgsfunction. To date, there are no effective
therapies to treat traumatic brain or spinal cojdries and the regenerative capacity of the CNS
is limited by the influences of glial cells and ading inflammatory cells. They create an environ-
ment that largely counteracts the repair of nedrstmactures and myelin sheaths, e.g. by the for-
mation of a glial scar. Mast cells are multifuno@beffector cells of the immune system, especially
known for their role in allergy and anaphylaxis.cintrast to other cells of hematopoietic origin,
they are present in the healthy brain and spinal.doetrimental effects of mast cells have been
shown in models of brain ischemia and hemorrhaggedzent evidence suggests a protective role
following traumatic brain injury. In the presenaidy we aimed to further evaluate the role of mast
cells and two major mast cell proteases in differeause models of traumatic CNS injury - the
entorhinal cortex injury (ECL) and the section lodt corticospinal tract as a model of spinal cord
injury (SCI). Mice deficient in mast cell carboxygglase A (CPA) do not show an increased in-
flammatory reaction following ECL, as it has befbeen observed in mast cell-deficient mice and
mice deficient for mast cell chymase-4 (mMCP-4)tHa context of SCI, we could demonstrate
that mast cells, and especially mMCP-4, but not @RApivotal for the recovery of locomotor
function measured by rotarod and the Basso mouwse, @dthough these cells only patially affect
the inflammatory reaction in the tissue. Our daigp®rts the increasing evidence of a crucial role
of mast cells, and in particular mMCP-4, in traumdirain injuries, whereas CPA seems to be
irrelevant in this context. It hints at a proinflaratory effect of mast cells that has a positiveantp

on clinical outcome. Influencing the activation ategranulation of mast cells might therefore be
a new therapeutic approach. In the end, this hgsiths supported by our observations in mast
cell-deficient mice that were reconstituted witHdiype mast cells or mast cells from different
mast cell protease-deficient mouse strains whidwsld poor repopulation of the CNS and very
high mortality rates.



1 Einleitung

Schadigungen des zentralen Nervensystems wie ra@natische Verletzungen des Gehirns
oder Ruckenmarks, aber auch ischdmische und neygodetive Prozesse flhren zum
Untergang axonaler Verbindungen. Konstitutiondllidie Regenerationsfahigkeit des ZNS im
Vergleich zum peripheren Nervensystem stark begrend Heilungsprozesse werden durch
Interaktionen des Immunsystems mit dem ZNS beessfllEs gibt erste Hinweise darauf, dass
Mastzellen fir eine nutzbringende Kontrolle und lLtienung inflammatorischer Vorgange nach
mechanischen Traumata des ZNS verantwortlich siadnastzelldefiziente Mause in diesem
Kontext eine gesteigerte Entzindungsreaktion undnelrte Neurodegeneration zeigen
(Hendrix et al. 2013). Dies ist insbesondere utéen Aspekt der bisher bekannten nachteiligen
Funktionen zu betrachten, die Mastzellen in andpeghologischen Veranderungen des ZNS,
wie z.B. der multiplen Sklerose oder ischamischdarkten innehaben, sowie der in anderen
Geweben zu beobachtenden mastzellvermittelten e3teig der Entzindungsreaktion
(Nelissen et al. 2013, Skaper et al. 2014). Didiegende Arbeit setzt sich mit der genaueren
Untersuchung der Mastzellwirkung und dabei insbdsom mit der Rolle bestimmter
Mastzellproteasen in verschiedenen LasionsmodeleEnZNS auseinander. Die Erlangung
weiterer Kenntnisse zu den zellularen und molelmaxorgangen nach traumatischen
Lasionen des ZNS birgt die Hoffnung auf Madoglichkeit zur Entwicklung neuer

Therapieansatze.

1.1 Mastzellen
1.1.1 Mastzellbiologie

Im Jahre 1863 wurden durch Friedrich von Recklingiem erstmals die so genannten
granulierten Gewebszellen beschrieben, zu denam matigem Wissen auch die Mastzellen
gehdren (von Recklinghausen 1863). Paul Ehrlichudwntierte 1878 sehr detailliert

Morphologie und histochemische Eigenschaften destkédien sowie ihre Lokalisation im

Gewebe und beschrieb zudem erste physiologische patftbphysiologische Funktionen.
Aufgrund ihres gemasteten Aussehens nannte erastz®llenEhrlich 1877; Ehrlich 1879).

Reife Mastzellen sind in fast jedem Gewebe anZetnefam zahlreichsten sind sie jedoch in
Organen lokalisiert, die in direktem Kontakt mir démwelt stehen, wie der Haut, dem Darm
und den Atemwegen. Sie finden sich hier zumeisinmittelbarer Nahe von GefalRen und
Nervenendigungen, in Atmungs- und gastrointestmal®rganen auch nahe glatter

Muskelzellen und schleimbildender Driisen, sowidanHaut auch in Nahe von Haarfollikeln
10



und tragen in bedeutendem Ausmald zur Entstehundgemtmuindungsprozessen im Rahmen
allergischer Reaktionen sowie der unspezifischenumabwehr von Pathogenen bei (Metcalfe
et al. 1997; Galli et al. 1992; Galli & Hammel 1994). In Organen wie dem Gehirn, das fur
Pathogene schwerer zuganglich ist, sind Mastzelleit weniger zahlreich vorhanden

(Theoharides 1990).

Die zu den Leukozyten gehdrenden Mastzellen rafeihamatopoetischen Stammzellen im
Knochenmark heragKitamura et al. 1977; Kirshenbaum et al. 1991; Kirshenbaum et al. 1999)
und zirkulieren im Blut als unreife Vorlauferzellebevor sie in verschiedene Gewebe
einwandern, wo sie unter dem Einfluss lokaler Waghsfaktoren wie dem Stammzellfaktor
(SCF), dem wichtigsten Faktor fur das Uberleben dirdEntwicklung von Mastzellen (Tsai et
al. 1991; Galli et al. 1995), aber auch NGF, IL-3, IL-4, IL-9 oder IL-10 ihrerminale
Differenzierung in unterschiedliche Phanotypen blaafen(Metcalfe et al. 1997; Theoharides
1990). Somit bilden Mastzellen keine homogene oglipation, sondern differenzieren in
Abhangigkeit vom sie umgebenden Milieu in unteredhchen Geweben oder als Antwort auf
verschiedene biologische Stimuli in verschiedenbtyfen aus (Enedbk 1966b; Enerback
1966a; Kitamura et al. 1987; Kitamura 1989). Diese auch als Mastzell-Heterogenitat
bezeichnete Fahigkeit ermdglicht die Entstehungividdeller, sich in funktionellen
Eigenschaften, Menge und Zusammensetzung an Meglasowie anderen phanotypischen
Eigenschaften unterscheidender SubpopulationenAbiméngigkeit der Bedingungen der
jeweiligen physiologischen, immunologischen, inftaatorischen oder anderweitigen
biologischen Prozesse zeigen diese SubpopulatieimengroRe Variabilitat im Hinblick auf

spezifische Aktivierungsmechanismen als auch audgdtunktionen (Galli et al. 2005).

Mastzellen exprimieren ebenso wie basophile Graaytdm den hochaffinen IgE-Rezeptor
FceRI (Kinet 1999; Metcalfe et al. 1997). Die Quervernetzung von asRF@ebundenen IgE-
Molekulen mit den entsprechenden Antigenen fuhrtastzellaktivierungNadler et al. 2000;
Turner & Kinet 1999). Die FaRI-vermittelte immunologische Aktivierung stellt skl den
klassischen Weg der Mastzellaktivierung wéahrendiemlicher Prozesse dar. Auch lgagd
Ig-bindende Superantigene kbnnen Uber die entspnelem Rezeptoren Mastzellen aktivieren.
Daneben fuhrt aber auch eine Reihe weiterer, mhtunologischer Substanzen und Stimuli
zur Aktivierung von Mastzellen. Hierzu gehdren urgederem die Komplementfaktoren C5a
und C3gSchulman 1993; Prodeus et al. 1997), Neuropeptide wiSubstance INGF und CGRP
(Williams et al. 1995), Parasitgalli & Wershil 1996; Galli 1993), Viren, Bakterien und
bakterielle Bestandteile wie LPS (Malaviya & Abrahd998), Zytokine wie IL-1 und IL-12
sowie chemische und physikalische Reize wie ultlaties Licht, Kalte oder Hitze. Nach der
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Aktivierung durch einen spezifischen Reiz konnenstdallen eine Bandbreite an potenten
biologisch aktiven Mediatoren freisetzen, welche hlmache physiologische und
pathophysiologische Effekte vermitteln, wozu untanderem die Modulation von
inflammatorischen Prozessen und der Gewebshoméossmsie Einfluss auf die
Blutgerinnung, das Fibrinolyse-, Komplement- unaiksystem gehoren (Krystel-Whittemore
et al. 2016). Neben praformiert in den zytoplasstden Granula der Mastzellen gespeicherten

Mediatoren gibt es auch solche, die erst nach Addimg der Zellen synthetisiert werden.

Zu den praformierten Mediatoren gehoéren Histamigtokine, Proteoglykane (Heparin,
Chondroitinsulfat E) und Proteasen (Tryptase, Clsgnand Carboxypeptidase A). Daneben
kann die Mastzellaktivierung auch zde novoSynthese von Fettsaurederivaten fuhren.
Prostaglandin B sowie die Leukotriene £ Ds und E, die Cyclooxygenase- und
Lipooxygenase-Metabolite der Arachidonsaure, spieleer eine besondere Rolle. Des
Weiteren kdnnen Mastzellen auf spezifische Reipeb@stimmte Zytokine, Chemokine und
Wachstumsfaktoren produzieren, darunter IL-1, ILH34, IL-9, TNF-a, IFN-y, NGF und
VEGF (Gordon et al. 1990).

Zu den Funktionen der freigesetzten Substanzen rgeh&or allem solche, die als
proinflammatorisch bezeichnet werden koénnen, dasedidediatoren allein oder im
Zusammenspiel mit anderen Substanzen und Faktoilemmatorische Zustdnde im Rahmen
akuter wie chronischer Entziindungen unterhaltemé&bnso zum Beispiel Vasodilatation,
Erhéhung der vaskuldaren Permeabilitat und die Rekung und Aktivierung von
Granulozyten (Neutrophilen, Eosinophilen und Badeph, T-Lymphozyten, B-Lymphozyten,
Dendritischen Zellen und Monozyté@alli et al. 2005; Metcalfe et al. 1997; Marshall 2004;
Christy & Brown 2007; Metz et al. 2007; Bochner & Lichtenstein 1991; Schwartz & Austen
1984). Aber auch antiinflammatorische und immunseggive Eigenschaften gehéren nach
neueren Erkenntnissen zum Funktionsspektrum eisigeernierter Mediatoren. Somit kann
die Rolle der Mastzellen nicht mehr nur als reioipitammatorisch angesehen werden. Auf
die diversen Funktionen von Mastzellen in physi@olgen und pathologischen Prozessen wird

im Abschnitt 2.1.6 genauer eingegangen.
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1.1.2 Kilassifizierung humaner und muriner Mastzellen

Mastzellen kdnnen nach ihrer Lokalisation im Gewealem Inhalt ihrer zytoplasmatischen
Granula oder ihrer Abhangigkeit von T-Lymphozytenunterschiedliche Subtypen unterteilt
werden (Irani et al. 1986). Humane Mastzellen wenagch dem Proteasegehalt ihrer Granula
in zwei Subtypen unterteilt, die als M@nd MGCrc bezeichnet werden (siehe Tabelle 1.1). Die
MC+t exprimieren Tryptase als einzige Mastzellproteas®sind hauptsachlich in der Mukosa,
zum Beispiel von Lunge und Darm lokalisiert. Im @egatz dazu exprimieren die M
sowohl Tryptase und Chymase als auch Carboxypesatiland sind vor allem in der Haut und
intestinalen Submukosa, aber auch im Gehirn undvtlmingen zu finden. Die Granula eines
von einigen Autoren erwahnten dritten Subtyps, d&€Cc, enthalten Chymase und
Carboxypeptidase A und zeigen eine unterschiedl@dsebeverteilung (Noli & Miolo 2001).
Anders als die humanen werden die murinen Mastzelh@ch ihrer bevorzugten
Gewebelokalisation Ublicherweise in zwei Subtypemtertieilt, Bindegewebsmastzellen
(connective tissue mast ce#sCTMC) und Mukosamastzellem(icosal mast cells MMC).
Die MMC exprimieren Chymase und sind wie die hunmaMCr bevorzugt in der Lamina
propria und gastrointestinalen Mukosa lokalisi®ie CTMC finden sich wie die humanen
MCr+c vor allem im Bindegewebe der Haut, im subepithefid8indegewebe des Respirations-
und Gastrointestinaltraktes sowie im Gehirn und déeningen. lhre zytoplasmatischen
Granula enthalten die Proteasen Tryptase, Chyr@asbpxypeptidase A und Cathepsin G. Ein
wichtiges Merkmal der Mukosamastzellen von Mensuth Maus ist ihre Abhangigkeit von T-
Lymphozyten, die sich darin zeigt, dass dieser kidstubtyp in thymusdefizienten Mausen
sowie bei Menschen mit erworbener Immundefizieih#t {®uitenberg & Elgersma 1976; Irani

et al. 1987). Im Hinblick auf die Gewebeverteilgsprechen murine MMC weitgehend den

humanen M& sowie murine CTMC weitgehend den humanentyIC

Tabelle 1.1: Proteasen in unterschiedlichen Mastzellpopulatioidodifiziert nach Wenersson S. &
Pejler G., Nature Reviews Immunology, 14, 478-48314).
murine MMC humane Mg murine CTMC humane Mfc
Chymase mMCP-1 mMCP-4 Chymase
mMCP-2 mMCP-5
mMCP-9
Tryptase a-Tryptase mMCP-6 a-Tryptase
B-Tryptase mMCP-7 B-Tryptase
hTMT mTMT hTMT
Cathepsin Cathepsin G Cathepsin G
Carboxypeptidase CPA CPA
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1.1.3 Mastzellproteasen

Proteasen machen mehr als die Halfte des Granaléashreifer Mastzellen aus. Die
spezifischen Expressionsmuster der Mastzellproteaagieren dabei erheblich zwischen den
verschiedenen Spezies ebenso wie zwischen den Ir@nzeMastzell-Subklassen. Die
Bandbreite der von einer Mastzelle exprimiertentéasen hangt, wie bereits erwahnt, in
grofiem Ausmald von den regulatorischen Faktoredei®gn sie in ihrer aktuellen, aber auch
ihrer vorherigen Umgebung ausgesetzt ist bzw. B&her wurden nur wenige mastzell-
spezifische Proteasen beim Menschen identifizi@msammen mit Aminen, Histamin und
Serotonin werden in den zytoplasmatischen Granulginer Mastzellen zwo6lf bekannte
Proteasen im Komplex mit verschiedenen Proteoglkagespeichert. Die drei grof3en
Gruppen innerhalb der Mastzellproteasen sind TegitaChymasen und Carboxypeptidase A.
Es handelt sich dabei um so genannte neutrale &2exe die bei einem neutralen pH-Wert
enzymatisch aktiv sind. Tryptasen und Chymasenrmgeh#iu den Serinproteasen, wahrend es
sich bei der Carboxypeptidase A um eine zinkablgingVietalloprotease handelt. Die
Bezeichnung der einzelnen Proteasen bezieht si€hihe® Substratspezifitat. So haben
Tryptasen eine Trypsin-ahnliche, Chymasen eine @hrypsin-ahnliche spezifische
Wirksamkeit. Die Carboxypeptidase A verdankt inlamen der Tatsache, dass sie Substrate

bevorzugt vom C-terminalen Ende her spaltet.

Neben den mastzellspezifischen Proteasen konnetz®las weitere Proteasen enthalten und
freisetzen, so zum Beispiel Matrix-Metalloprote@séBaram et al. 2001), Granzyme oder
Cathepsin D, E und G (Dragonetti &t2000; Henningsson et al. 2005; Schechter et al. 1990).

Samtliche Mastzellproteasen werden als Zymogeneemigm N-terminalen Signalpeptid
synthetisiert, nach dessen Abspaltung und weitsteymatischer Aufbereitung der Proenzyme
die jeweiligen biologisch aktiven Enzyme entstehBass ausschliel3lich biologisch aktive
Proteasen in den Mastzellgranula gespeichert wesdelit ein ungewéhnliches Merkmal der
Mastzellen dar. Sie bendtigen daher neben einedrigen pH-Wert innerhalb der Granula,
welcher einer Autolyse vorbeugt, sehr wahrschdinl®chutzmechanismen in Form von
Proteaseinhibitoren, die ins Zytosol gelangte Ris#a neutralisieren kdonnen. Die Fahigkeit in
kurzer Zeit gro3e Mengen aktiver Proteasen freizaese scheint jedoch fur die normale
Funktionsfahigkeit der Mastzellen von erheblichedButung zu sein (Schwartz et al. 1987).
So liegt die Annahme nahe, dass Mastzellproteaseler initialen Phase einer Antwort auf
Pathogene oder andere zur Mastzellaktivierung fidee Stimuli eine weitreichende Rolle
spielen. Und obwohl die Funktionen von Mastzellpasienin vitro bereits umfassend
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untersucht wurden, lieferten nur wenigevivo Experimente Belege fur den Ab- oder Umbau

bestimmter Substrate durch Mastzellproteasen.

1.1.3.1 Chymasen

Die Chymasen werden nach ihren strukturellen urytbglenetischen Eigenschaften atsoder
B-Chymasen klassifiziert (Chandrasekharan et al6l98eim Menschen existiert nur ein
einziges, zun-Klasse gehériges Chymasegen (Caughey. @9l ; Johnson et al. 1986) und
wie bereits erwahnt, exprimieren allein Mund evtl. ME) die entsprechende Chymase. Im
Gegensatz dazu gibt es bei der Maus vier verschge@&hymasen (mMCP-1, mMCP-2,
MMCP-4 und mMCP-9) sowie eing-Chymase (mMCP-5). Dabei zeigen CTMC eine
Uberwiegende Expression von mMCP-4 und -5, MMC iexleren mMCP-1 und -2,
spezifische MMC des Uterus exprimieren mMCREu et al. 1992; Reynolds et al. 1990;
Serafin et al. 199MHunt et al. 1997).

Bisher wurde eine Vielzahl von Substraten der Jeestenen Mastzellchymasen identifiziert,
eines der am besten untersuchten ist das ProhorAmgiotensin |. Verschiedene
Arbeitsgruppen konnten nachweisen, dass sowohhdirane Chymase als auch mMCP-4
Angiotensin | in das vasoaktive Angiotensin Il unmaaln kdnnergReilly et al. 1982; Caughey

et al. 2000). Diese Funktion der Chymasen wurdehldiMersuche an mastzelldefizienten
Mausen belegt, welche eine verringerte Fahigkeidngiotensin 11-Bildung aufweisen (Li et
al. 2004). Andere Chymasen fihren zum Abbau vonidagsin | ohne die Bildung von
aktivem Angiotensin Il und auch mMCP-4 besitztB@higkeit, Angiotensin | abzubauen. Eine
Reihe weiterer Substrate der Mastzellchymasen gehdlen Komponenten der extrazelluléaren
Matrix bzw. ist am Umbau dieser beteiligt. So zahteB. Fibronectin und Vitronectin zu den
Substraten der humanen und murinen Chym@éaenio et al. 1981; Tchougounova et al. 2003;
Tchougounova et al. 0R5; Banovac et al. 1993), desgleichen TGPB1, Prokollagen,
Prokollagenasen und Pro-Matrixmetalloprotea€Bxipale et al. 1995; Kofford et al. 1997,
Saarinen et al. 1994; Tchougounova et al. 2005). Die Chymasen scheinen somit unter
physiologischen Bedingungen eine wesentliche Fanktiin der Regulation der
Bindegewebshomaoostase inne zu haben. Daneben geddsk inflammatorische Substanzen
und bioaktive Peptide zu den Substraten, derenlldeweh Mastzellchymasen reguliert werden
konnen. Fur einige Interleukin-VorstufeBubstance PVIP, Bradykinin und Kallidin konnte
eine Aktivierung bzw. Deaktivierung durch Chymadeiegt werden (Mizutaniteal. 1991;
Omoto et al. 2006; Caughey et al. 1988; Reilly et al. 1985). Durch die Fahigkeit zum Abbau
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von Thrombin und Plasmin liegt eine Mitwirkung aerdRegulation des Blutgerinnungs-
Fibrinolyse-Systems naltBejler & Karlstrom 1993; Tchougounova & Pejler 2001). Mause mit
einer selektiven Defizienz fur mMCP-4 zeigen, wigcla mastzelldefiziente Mause, eine
signifikant gesteigerte Morbiditat und Mortalitéaah intradermaler Injektion des Giftes der
Gila-Krustenechse sowie des Giftes zweier Skorptenawas dafir spricht, dass mMCP-4
wesentlich zur Fahigkeit der Mastzellen beitrags, Resistenz gegeniiber diesen Toxinen, wie
auch gegenuber VIP, dem strukturell &hnlichen eadeg Peptid, zu erhéhen (Akahoshi et al.
2011).

Da nur eine einzige, zur-Klasse gehdrige Chymase beim Menschen exprimiedt Viegt die
Vermutung nahe, dass die einzige murr€hymase, mMCP-5, deren Pendant darstellt. Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass mMCP-5 stattm@trypsin-ahnlicher Aktivitat vielmehr
eine Elastase-ahnliche Substratspezifitdt aufw@snori et al. 2002). Von den bekannten
murinen B-Chymasen hat mMCP-4 in Bezug auf die Gewebevergilund funktionelle
Eigenschaften die gré3ten Gemeinsamkeiten mit demanen Mastzellchymase und wird

somit als deren funktionelles Homolog angesehehddgounova et al. 2003).

1.1.3.2 Tryptasen

Die Tryptasen werden im- und B-Tryptasen unterteilt. Die humanen MQ@nd MG
exprimieren drei3-Tryptasen, die Isoenzym@, (Il und BllIl sowie zweia-Tryptasen, die
Isoenzymexl undall (Pallaoro et al. 1999). Die CTMC der Maus expgren zwei Tryptasen,
mMCP-6 und mMCP-7, die Expression von mMCP-7 idbfh Stamm-abhangig. Von den in
dieser Arbeit verwendeten C57BL/6-M&ausen wdrdse Protease nicht exprimiert (Hunt et al.
1996). Mit der mMCP-11 wurde ein weiteres Trypsimiiches Enzym entdeckt, das jedoch
wie auch mMCP-7 zumeist nur in sehr frihen Differerungsstadien der Mastzellen
exprimiert wird (Wong et al. 2004). Zusatzlich diag eine alsy-Tryptase bezeichnete
transmembranare Tryptase, die sowohl von MensdiBM T mit den Isoenzymewl und yll)

als auch von Mausen (MTMT) exprimiert wird und nagér Degranulation auf der
Mastzelloberflache erscheint (Caughey et al. 200thg et al. 2002). Ihre Funktion ist bislang

unbekannt.

Zwischen der Substratspezifitit der Tryptasen undhiyn@asen bestehen einige
Gemeinsamkeiten. So ist Fibronectin genauso eirstBatbder Tryptase wie der Chymase
(Kaminska et al. 1999). Auch der Abbau von Pro-Matetalloproteasen und des bioaktiven

Peptides VIP gehdren in das Wirkspektrum beideteasen (Lees et al. 1994). Auf eine Rolle
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in der Blutgerinnung weist die Fahigkeit zum Abheun Fibrinogen durch humane Tryptase
und mMCP-7 hin(Schwartz et al. 1985; Huang et al. 1997), eine Mitwirkung in
inflammatorischen Prozessen zeigt sich in der Aufing der chemotaktischen Wirkung von
RANTES und Eotaxin auf Neutrophile durch Spalturesdr Zytokine (Pang et al. 2006).

1.1.3.3 Carboxypeptidase A

Die MC-CPA ist das einzige Enzym der Mastzellen @atboxypeptidase-Aktivitat. Von reifen
murinen CTMC und humanen Mgwird sie in hohem Malf3 exprimiert, von MMC und MC
dagegen nur in sehr geringen Mengénrish et al. 1992; Serafin et al. 1987). Wahrend der
Differenzierung von hamatopoetischen Vorlauferzelter reifen Mastzellen ist die MC-CPA
eine der ersten exprimierten Mastzellproteasen €Rattl et al. 1996). Es handelt sich um eine
Exopeptidase, die bevorzugt C-terminale aliphagséminosduren abspaltet. Nattrliche
Substrate der MC-CPA sind bisher nicht bekaimvitro spaltet aber sowohl humane als auch
murine MC-CPA unter anderem das Prohormon Angiatdr(§chneider et al. 2007; Goldstein

et al 1989; Lundequist et al. 2004) sowie die vasoaktiven Peptide Endothelin-1 unaf®&wxin

6b (Metsarinne et al. 2002; Metz et al. 2006; Schneider et al. 2007). Dartber hinaus konnte mit
Hilfe einesex vivoModells gezeigt werden, dass MC-CPA in der Lagémjiotensin | in

Angiotensin I umzuwandeln (Lundequist et al. 2004)

Bei der Mastzelldegranulation wird MC-CPA im Komplenit Proteoglykanen freigesetzt
(Serafin et al. 1987), wobei Heparin ein wichtiggastandteil dieses Komplexes ist, da in
Mausen mit einer genetischen Defizienz fur sulfeggeHeparin MC-CPA — ebenso wie mMCP-
4, -5 und -6 — fehiForsberg et al. 1999; Humphries et al. 1999). Zugleich scheint die Bildung

funktionsfahiger MC-CPA von der mMCP-5-Expressiobz@#hangen, denn mMCP-5-
defiziente Mause exprimieren zwar MC-CPA mRNA, jelddkein entsprechendes Protein
(Huang et al. 1998). In gleicher Weise zeigen MaleMause ein gleichzeitiges Fehlen von
MC-CPA und mMCP-5 trotz normaler Expression von mfMMEmMRNA (Schneider et al. 2007).

1.1.4 Mastzelldefizienz: K¥/KitW-Y-Mausmodell

Bis zur Entwicklung mastzelldefizienter Mausstamimeschréankte sich die Untersuchung der
Mastzellfunktionen hauptséchlich auh vitro Studien. Ruckschlisse auf die deutlich
komplexerenn vivoProzesse sind davon aber nur in begrenztem Ausmiglich. Wie bereits

erwahnt ist der c-kit Ligand SCF der wichtigste Watams- und Differenzierungsfaktor der

Mastzellen und fur die normale Entwicklung und Rinrk dieser Zellen unabdingbar (Galli et
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al. 1992), was durch Versuche von Mekori et alegelverden konnte, in denen Mastzellen in
Abwesenheit von SCF einen programmierten Zelltagdldiefen (Mekori et al. 1993). Bereits
im Blut zirkulierende unreife Vorlauferstufen deradtzellen exprimieren den c-kit Rezeptor
und wahrend andere Zellpopulationen der hamatogmietn Reihe diesen im Laufe ihrer
Differenzierung herunterregulieren, wird er von ktafien fortwéhrend exprimiert (Galli &
Hammel 1994; Galli et al. 1994; Iemura et al. 1994). Die Unterbindung der Interaktion des
Rezeptors mit seinem Liganden ermoglichte die Generg mastzelldefizienter Mause. Durch
Kreuzung der beiden Mausstamme C57BL/6XKit und WB/Re-Kit"* entstehen zu einem
Viertel (WB/ReJxC57BL/6J)FKitVY- oder auch WBB6FKitV"“-Y-Mause (kurz W/W), in
denen eine Doppelmutation des W/c-kit Locus aufoBtasom 5 zur Expression fehlerhafter
c-kit Rezeptoren bzw. deren vollstandigem FehldmtfiDie W-Mutation (W steht fiwhite
spotting fuhrt zu einem Allel, das ein c-kit Protein kodjevelches aufgrund des Fehlens einer
transmembranaren Domane nicht auf der Zellobergotprimiert wird. Die W -Mutation
(W~ steht furviable white spottinghingegen fiihrt zu einer Punktmutation der Tyrkisiase-
Doméane des Rezeptors, was eine verringerte Aktidieéselben nach sich zieht (Reith et al.
1990). Die betroffenen Tiere zeichnen sich durch eahezu vollstdndiges Fehlen von
Mastzellen bei gleichzeitiger Beeinflussung andgedien der hamatopoetischen Zellreihe aus.
So zeigen sie eine Anamie, eine weil3e Fellfarbgrantl des Fehlens von Melanozyten (siehe
Abbildung 1.1), Sterilitat aufgrund des Fehlens Weimzellen und eine Depletion der
interstitiellen Cajal-Zellen (Kitamura et al. 1978)jie bei der Kreuzung zu 50% entstehenden
phénotypisch unauffalligen (WB/ReJxC57BL/63)kt™*- oder auch WBB6FKit**-M&use
(kurz +/+) mit schwarzer Fellfarbe haben intaktatd-oci und kénnen als mastzellkompetente
Wildtyp-Kontrolle verwendet werden. Durch Rekongitin mitin vitro gereiften, genetisch
kompatiblen Mastzellen lasst sich die Mastzelldefiz der W/W-Mause selektiv wieder
aufheben, wobei so genannte ,Mast&elbck-if Mause entstehen. Aus dem Knochenmark,
fetaler Leber oder embryonalen Stammzellen von WpldMausen oder Mausen mit
spezifischen genetischen Verdnderungen gewonnerstzéllen kbnnen dabei intravends,
intraperitoneal oder direkt in ein bestimmtes Gesvebe zum Beispiel die Haut injiziert
werden(Nakano et al. 1985; Tsai et al. 2000). Die Einwanderung und phanotypische Reifung
der injizierten Mastzellen erfolgt abhangig vom @ggen Gewebe nach unterschiedlichen
Zeitraumen(Johnson et al. 1991; Kitamura et al. 1978; Tanzola et al. 2003; Du et al. 1996).
Vergleichende Untersuchungen von physiologischehpathophysiologischen Vorgéngen in
mastzelldefizienten Mausen und den entsprechendgdtyy/ bzw. ,Mastzell knock-irf

Mausen ermdglichen eine Beurteilung, in wie wed it beobachtenden Unterschiede Folge
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eines Fehlens von Mastzellen oder bestimmter Miystateine sind. Jedoch muss dabei
bedacht werden, dass Anzahl und Verteilungsmusteresphanotypische Eigenschaften der
Mastzellen nach einer Rekonstitution in manchen &mm unter Umstanden nicht vollstandig
mit denen der entsprechenden Donor-Mause Ubemim&in(Nakano et al. 1985; Martin et al.
1993; Williams & Galli 2000; Tanzola et al. 2003).

Abbildung 1.1: (A) WBB6F-KitW"W-v-Maus, (B) WBB6R-Kit**-Maus (Kitamura et al. 1978).

Bei den ebenfalls mastzelldefizienten C57LB/6%it"W-S1Mausen, welche von einigen
Autoren als besseres Modell angesehen werden,diegtinversion oberhalb des c-kit Locus
vor. Diese Tiere haben insgesamt weniger phanatypi8bnormalitaten als W/WMaéuse; sie
sind fertil und nicht anamisch, weisen jedoch &iretrophilie auf sowie ebenfalls eine gestorte
Pigmentierung der Haut und zeigen ein &angstlicheshalten, was insbesondere die
Vergleichbarkeit mit Kontrolltieren in Verhaltensteerschweren kann (Grimbaldeston et al.
2005). In neueren Mausmodellen nutzt man Cre-Rekwasb-mediierte Zellablation um eine
Mastzelldefizienz zu erreichen, so zum BeispieCpa3-Cre- oder Mcpt5-Cre-Mausen, bei
denen gezielt mittels Cre-Rekombinase DNA-SequerngerCPA-Gen oder im mMCP5-
Promotor entfernt werden (Feyerabend et al. 20d40I8n et al. 2008).

1.1.5 Mastzellproteasedefizienz: mMCP=4und Mc-cp&3°6-E378AMausmodell

Um die biologischen Funktionen der Mastzellproteasesser untersuchen und verstehen zu
konnen nutzt man heute unter anderem Mausmodédieside moglichst selektive Defizienz
fur eine der Mastzellproteasen aufweisen. Die Aslgeuppe um E. Tchougounova entwickelte
einen solchen Mausstamm mit einer Deletion im Gandie Mastzellchymase mMCP-4
(Tchougounova et al. 2003). Die Inaktivierung dieBeotease hat keine Unterschiede im
Phanotyp oder Verhalten zwischen den betroffenen ORM’-Mausen und ihren
heterozygoten Artgenossen bzw. den korrespondiererWildtyp-Mausen C57BL/6J zur
Folge. Auch die Anzahl an Mastzellen, ihre Morplgidound die Expression und Speicherung
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anderer Mastzellproteasen wird nicht beeinflusse Dntersuchung der Mitwirkung von
mMMCP-4 an der gesamten in den Mastzellen gespégche€Chymotrypsin-dhnlichen
Enzymaktivitat in den zwei mastzellreichen Geweldw und Peritoneum zeigte, dass die
Ausschaltung von mMCP-4 zur kompletten Aufhebung yr@btrypsin-ahnlicher
Enzymaktivitat in diesen Geweben fiihrt. Kulturenijomealer Mastzellen von mMCP:4
Mausen zeigten im Vergleich mit denen von mMCP-Mausen eine deutlich verminderte
Fahigkeit zur Inaktivierung von Thrombin, ebense win deutlich vermindertes Vermogen zur
Verarbeitung endogenen Fibronectins. Damit wurdeeigg, dass mMCP-4 die Hauptquelle
Chymotrypsin-dhnlicher Enzymaktivitat in Ohr und riRmeum darstellt und eine
Schlusselrolle beim Abbau von Thrombin und Fibrdimeim peritonealen Mastzellen innehat
(Tchougounova et al. 2003). Der mMCP-Mausstamm stellt somit ein exzelleniasvivo

Modell zur Untersuchung der spezifischen Funktiodieser Maszellprotease dar.

Bereits vor einigen Jahren gelang der ArbeitsgrvympeH.-R. Rodewald die Entwicklung eines
MC-CPA-defizienten Mausstammes mit vollstandigenrlog der Carboxypeptidase A-
Aktivitat (Feyerabend et al. 2005). Jedoch zeigéesal MC-CPA-Mause auch eine
Beeintrachtigung aferer Mastzellproteasen; obwohl das Gen fur mMCP-5 funktionsfahig ist
und mMCP-5 mRNA in normaler Menge exprimiert wikbmmt es nicht zur Expression des
entsprechenden Proteins. Gleichzeitig ist in diedeeren die mMCP-4-Expression
hochreguliert. Die Defizienz fur beide Protease®-MPA und mMCP-5, erschwert somit eine
Beurteilung der funktionellen Eigenschaften jed@izelnen. Mit dem MC-CPXSeLES78A
Mausstamm steht nun jedoch auch ein Mausmodell emier selektiven Defizienz fir
funktionsfahige MC-CPA zur Verfiigung (Schneideakt2007). Anders als MC-CPAMAuse
exprimieren MC-CPA*®LE378AMause rund 80% der normalen Menge an MC-CPA udemu
mMCP-5, die exprimierte MC-CPA besitzt jedoch aufgt des Austausches zweier
Aminosauren im MC-CPA-Allel keine Enzymaktivitat.itMHilfe dieses Mausmodells konnte
gezeigt werden, dass MC-CPA die essentielle Mdptottase fur die inaktivierende Spaltung
von Endothelin-1 und Sarafotoxinen ist und MC-CPA-E378A wie auch MC-CPA-Mé&use
die Fahigkeiten zum Abbau dieser beiden Proteiclet liesitzeriMetsarinne et al. 2002; Metz

et al. 2006; Schneider et al. 2007). Phanotypisch und in ihrem Verhalten unterschegleh
MC-CPA'eLE3’8AMause nicht von ihren heterozygoten Artgenosserw. bzhrem

korrespondierenden Wildtyp-Mausstamm C57BL/6J.
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1.1.6 Mastzellen in physiologischen und pathologischesz®ssen

Eine Beteiligung von Mastzellen konnte bisher fimeeganze Reihe physiologischer und
pathologischer Prozesse nachgewiesen werden. Aterbastersucht ist ihre Rolle in der
Allergie und Anaphylaxie, bei der die #RIl-vermittelte Aktivierung zur Mastzell-
degranulation und damit zum Teil massiven Freisejaon Histamin und anderen Mediatoren
fuhrt. Neben dieser Funktion in der frihen Phasehavastzellen aber auch Aufgeben in der
spaten und chronischen Phase einer allergischekti®®a Durch die Freisetzung von
Chemokinen, Zytokinen und anderen Mediatoren nehsigehier Einfluss auf die Rekrutierung
und Aktivierung inflammatorischer Zellen wie Eospimdler (De Monchy et al. 1985),
Neutrophiler (Koh et al. 1993), Basophiler (GualetL994), T-Lymphozyten und Makrophagen
(Calhoun et al. 1993). Auch an der Pathogeneséstésnas sind Mastzellen beteiligt, einige
Autoren konnten eine Rolle von Tryptasen bei desstehung von allergischer Inflammation
und Hyperreaktivitat der Atemwege nachweisen {Bakt al. 1998; Berger et al. 1999; Clark

et al. 1995). Die neu synthetisierten Mediatoremmitteln hier noch starkere Effekte. So wirkt
PGD; als Bronchkonstriktor und Vasodilatator; LTC4 wird intrazelluldar in seine aktiven
Metabolite LTD, und LTE: umgewandelt, welche beide potente Verstarker dtisndas sind
(Austen 1995).

Mastzellen sind an der Entstehung fibrotischer €see beteiligt. Sie werden im fibrotischen
Gewebe verschiedener Erkrankungen wie der Lungesi(Pesci et al. 1993), hepatischer
Zirrhose (Armbrust et al. 1997), kardiovaskularekrBnkungen (T. Matsumoto et al. 2003),
atopischer Dermatitis (Watanabe et al. 2002), Skliermie und Keloiden gefunden (Craig et
al. 1986). Unterschiedliche Studien zeigen ein@egaihe und proliferationssteigernde Wirkung
von Chymasen und Tryptasen auf Fibroblagteigermissen et al. 1999; Maruichi et al. 2004;
Abe et al. 198; Akers et al. 2000; Gruber et al. 1997; Hartmann et al. 1992; Ruoss et al. 1991).

Im Tierversuch konnte die Fibrose durch Chymasébltdren reduziert werden (Sakaguchi et
al. 2004; Takai et al. 2003; Tomimori et al. 2003). Tryptasen kénnen die Kollagensynthese
stimulieren und haben zugleich eine mitogene Wigkauf glatte Muskelzellen und Myozyten
(Brown et al. 2002). Daneben wirken Chymasen unghtéisen auch auf Endothelzellen als
Mitogene und fordern das Kapillarwachstum (Blaiakt1997), wodurch ihnen eine Rolle in
der Angiogenese zugeschrieben wird. Durch die $iekrangiogener Faktoren sind Mastzellen
somit auch direkt in die Tumorangiogenese invotvigrd kdnnen Wachstum, Invasion und
Metastasierung férdern (Kondo et al. 2006). Diesagfime wird gesttitzt durch Versuche an
W/W?V-Mausen, in denen induzierte Tumore eine vermiede#higkeit zur Angiogenese und

Metastasierung zeigen (Starkey et al. 1988).
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In der Pathogenese der Atherosklerose spielen Elastzeine bedeutende Rolle. Ebenso wie
ACE vermag die Mastzellchymase Angiotensin | in Btgnsin Il umzuwandeln, kann jedoch
nicht wie dieses durch ACE-Inhibitoren deaktivieerden. Mastzellen kénnen durch
Forderung der Cholesteroleinlagerung die Bildung Bthaumzellen beglnstigen und zur

Destabilisierung atheromatdser Plaques beitragerngken 1995).

Ferner haben Mastzellen wichtige Funktionen im léghton Autoimmunerkrankungen, unter
denen die Multiple Sklerose und das ihr in bestiem#spekten entsprechende Tiermodell, die
experimentelle autoimmune Encephalomyelitis (EA¥9hI am eingehendsten untersucht sind.
Herde entzundlicher Demyelinisierung sind durch dikkumulation von Mastzellen
charakterisiert und in der akuten EAE korrelient Aateil degranulierter Mastzellen im ZNS
mit dem Auftreten klinischer Symptome (Brenner letl@94). Zahlreiche Studien stitzen die
Annahme, dass Mastzellen fur die volle Manifestatiter Erkrankung von Bedeutung sind
(Elieh-Ali-Komi & Cao 2016). Die Inzidenz einer MOfBduzierten EAE in
mastzelldefizienten Mausen ist in Versuchen vonoSet al. signifikant niedriger als in
Wildtyp-Kontrollen, ebenso zeigen sich ein verzégeErkrankungsbeginn und reduzierter
Schweregrad. Durch die Rekonstitution mit BMMC werden die Empfindlichkeit gegentber
MOG und der Krankheitsverlauf auf das Niveau deldWp-Tiere angehoben (Secor et al.
2000). Bennett et al. konnten in neueren Experiereatstmals zeigen, dass wahrend der EAE
BMMC aktiv ins ZNS rekrutiert werden. Uberraschemagise konnten jedoch in der gleichen
Studie auch in mastzelldefizienten WMund WYWs"-Mausen schwere Verlaufe der EAE
induziert werden. Zwar berichten die Autoren vomeen Trend hin zu niedrigeren
Schweregraden wahrend Erkrankungsbeginn und -hakéepn Vergleich mit Wildtyp-Tieren,
letztendlich wurden jedoch in allen Gruppen im esdh Erkrankungsverlauf die gleichen
Schweregrade erreicht (Bennett et al. 2009). Diggebnisse lassen die Rolle von Mastzellen

bei der Entstehung der MS bzw. EAE weniger eingegtscheinen als bislang angenommen.

Auch in viele physiologische Vorgange sind Mastellinvolviert. Fur eine effiziente
Immunabwehr gegen Bakterien, Viren und Parasitah lgiastzellen unerlasslich (Echtenacher
et al. 1996; Malaviya et al. 1996). In einem Modell der bakteriellen Peritonitis zeiy
mastzelldefiziente W/W-Mause eine Mortalitat von 80%, wéahrend die Erkrankbei +/+-
ebenso wie bei mastzellrekonstituierten Tierentrlietal verlief. In Mastzellen gespeichertes
TNF-a konnte als entscheidend fur die Neutrophilenré&ruhg und Pathogeneliminierung
nachgewiesen werden. Auch in der erworbenen Imnwelab wird den Mastzellen eine
wichtige Rolle zuteil. Sie sind zur Phagozytoseibajt und exprimieren MHC-Molekiile der
Klasse | sowie unter bestimmten Umstanden auclKtssse 1. Damit gehoéren sie zu den
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Antigen-prasentierenden Zellen und kénnen einevidting von T-Lymphozyten auslésen
(Frandji et al. 1993; Tedla et al. 1998).

Versuche an W/W-Mausen zeigten eine deutliche Beeintrachtigung daarwuchszyklus
(Maurer et al. 1997) und des Knochenumbaus (Cietli&l. 2000), wodurch die Mitwirkung
von Mastzellen am normalen Gewebeumbau verdeutlicht Auch in Wundheilungsprozesse
greifen Mastzellen durch die Histamin- und IL-44wéttelte Steigerung der Einwanderung und
Proliferation von Fibroblasten ein (Kupietzky & Lieschaffer 1996).

Das Vorhandensein von Mastzellen im gesunden ZN8 die daraus resultierende
Wahrscheinlichkeit physiologischer Funktionen irh@e und Rickenmark sind seit langer Zeit
Diskussionsgegenstand. Entlang von Blutgefal3emgelaMastzellvorlaufer bereits wahrend
der Embryonalentwicklung ins ZNS, wo sie unter leka Einflissen reifen und
ausdifferenzieren. Sie sind vorwiegend in Thalamms Hypothalamus, den Meningen sowie
dem Plexus choroideus ansassig und bleiben hiemvidgend mit Blutgefal3en assoziiert
(Hendrix et al. 2006). Verschiedene InteraktionanZallen des ZNS lassen eine Funktion als
Bindeglied zwischen Immun- und Nervensystem vermuBo beeinflussen unterschiedliche
Faktoren des ZNS Wachstum, Differenzierung und Adétungsgrad von Mastzellen. Die
Neurotransmitter Noradrenalin und Acetylcholin habenter bestimmten Bedingungen
aktivierende Wirkungen auf Mastzellen und wichtigeuropeptide, darunté8ubstance P
CGRP, VIP, Neurotensin und Neuropeptid Y, konneakdioder indirekt eine Freisetzung von
Mastzellmediatoren hervorrufen, welche wiederunedie Wirkungen an Neuronen vermitteln
kénnen (Johnson & Krenger 1992). Uber die Aussahnittvon Histamin, einem wichtigen
Neurotransmitter und -modulator, kbnnen Mastzeliendie Interaktion von Neuronen
eingreifen und die synaptische Ubertragungsrateliexgn (Villena et al. 1986). Uber die
histaminergen Neurone des tuberomamillaren NualessHypothalamus, die in ausgedehnte
Hirnareale projizieren, ist Histamin an der Regolazahlreicher physiologischer Funktionen
und Verhaltensweisen beteiligt, wie etwa der Theggolation, zirkadianer Rhythmen,
neuroendokriner und kardiovaskularer Funktionenkdmootion, Durst- und Hungergefuhl
sowie Lernen und Gedachtigi$aas & Panula 2003; Onodera et al. 1994). Uber die Beteiligung
des Mastzellhistamins am Gesamthistamingehalt ddsri& gibt es jedoch unterschiedliche
Auffassungen. Verschiedene Studien an Mausen kommen mitunter voneinander
abweichenden Ergebnissé@irzanna & Shultz 1982; Hough et al. 1984; Yamatodani et al.
1982), jedoch unterscheiden sich die in den veesigmen Studien untersuchten Tiere auch in
Geschlecht und Alter zum Teil deutlich voneinandegs wiederum die Beobachtung
untermauert, dass die Gewebeverteilung der Mastzedbwie der Mediatorengehalt ihrer
23



Granula unter anderem alters- und geschlechtsalghéing. Die differierenden Ergebnisse der
Autoren stellen somit moglicherweise physiologische Unteieste zwischen Tieren
unterschiedlichen Alters und Geschlechts dar (8iéteal. 1996)Die typische perivaskulare
Lokalisation der Mastzellen sowie ihr Gehalt anoadiven Substanzen lassen zudem eine
Beteiligung an der Regulation des zerebralen Rlasiés und der Permeabilitat der Blut-Hirn-
Schranke vermuten. Ferner liefert das Uberwieg®bdeommen an Gefal3verzweigungen, den
Orten der Angiogenese, einen Hinweis darauf, dasstMllen diese beeinflussen oder

regulieren kdnnen (Khalil et al. 2007).

1.2 Das zentrale Nervensystem
1.2.1 Allgemeine Einfihrung

Das zentrale Nervensystem umfasst Gehirn und Ruacken Neben den Neuronen, deren
Aufgaben die Erregungsbildung, -verarbeitung unditevieitung sind, besteht das ZNS zu
90% aus Gliazellen. Sie dienen dem NervensystegirasArt Bindegewebe zur mechanischen
Stabilisierung der Neurone. Daneben sind sie am Andl Abbau neuronaler Verbindungen,
der synaptischen Erregungstbertragung, dem Stediaesh sowie der elektrischen Isolierung
und Markscheidenbildung beteiligt. Zudem spielere stine Rolle bei De- und
Regenerationsvorgangen von Nervenzellen. Zu denaz@len gehéren Astrozyten,
Oligodendrozyten, Mikrogliazellen und die Ependyitere die Ventrikelsystem und
Zentralkanal auskleiden und das Epithel des Plekosoideus bilden. Astrozyten stellen die
Mehrzahl der Gliazellen im ZNS. Mit ihren zahlregchFortsatzen bilden sie untereinander ein
enges Netzwerk aus. Astrozytenfortsatze bedeckein Synapsen, Ranviersche Schnirringe
und nichtmyelinisierte Axone. Des Weiteren indugrersie in den Endothelien zerebraler
Blutgefalie die Ausbildung der Blut-Hirn-Schranke(iHaus et al. 1991). Neben der Ernéhrung
von Neuronen zahlt auRerdem die Aufrechterhaltwerdahen- und Transmitterhnoméostase zu
ihren Aufgaben. Die Fortsatze der Oligodendrozyigten die Markscheiden der Axone aus
und isolieren diese so elektrisch. Das Vorhandengan Myelin determiniert zu einem grof3en
Teil die eingeschrankte Regenerationsfahigkeit d®$S. Neben seiner Funktion in
Stabilisierung, Erndhrung und Reizweiterleitungesteiner der gréf3ten Inhibitoren axonaler
Regeneration (Qiu et al. 2000) und nahezu jede satmédigung geht mit der Freisetzung von
Myelinbestandteilen einheMikrogliazellen scheinen von monozytaren Zellen ddstes
abzustammen, die wahrend der embryonalen und frigostnatalen Phase das Gehirn
infiltrieren (Raivich et al. 1999). Unter physiolsghen Bedingungen befinden sie sich in einer
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stark ramifizierten ruhenden Zustandsform, nachiidtung gehen sie in eine hypertrophe
amoOboide Form mit kurzen Zellauslaufern Uber. Alebite immunkompetente Zellen
Uberwachen sie die strukturelle Integritdt des ZI$8& konnen im aktivierten Zustand
Eigenschaften immunkompetenter Makrophagen wié#diegkeit zur Phagozytose annehmen
und an inflammatorischen Prozessen teilnehmen.debeie Astrozyten kdnnen sie trophische
Faktoren wie bFGF, NGF oder Neurotrophin 3 freieefzwelche die Neuroplastizitat
beeinflussen(Banati 2002; Hansson & Ronnbick 2003), sowie Wachstumsfaktoren und
Zytokine, die durch Forderung der Remyelinisierang Neuroregeneration beitragen kénnen
(Diemel et al. 1998; Minghetti & Levi 1998). Da aktivierte amoéboide Mikrogliazellen
morphologisch nur schwer von aus dem Blutkreislauifgewanderten Makrophagen zu
unterscheiden sind, werden beide Zelltypen mitugesamthaft als Mikroglia/Makrophagen

bezeichnet.

1.2.2 Immunprivileg des zentralen Nervensystems

Das zentrale Nervensystem zeichnet sich neben esinenderen Organen wie vordere
Augenkammer, Plazenta, Ovar oder Hoden durch efmstand verminderter Aktivierbarkeit
des spezifischen und unspezifischen Immunsystesmssalgenannte Immunprivileg aus (Shirai
1921; Medawar 1948). In diesen nur bedingt regeneratitngén Organen kommt es unter
anderem durch Blut-Gewebe-Schranken und die Feeisgtantiinflammatorischer Botenstoffe
zu einer Unterdrickung von Immunreaktionen, so dast&indliche Prozesse hier in
abgeschwachter Form ablaufen und allogene Trarnspdaverzogert bzw. gar nicht abgestol3en
werden. Ebenso werden im ZNS auch Viren wie dagpéteZoster Virus toleriert, da deren
Eliminierung durch zytotoxische T-Lymphozyten zumtérgang postmitotischer neuronaler
Zellen fuhren wirde. In den letzten Jahren wurddogh zunehmend deutlich, dass die

Interaktionen von Immunsystem und ZNS weit umfaiuier sind als lange angenommen.

Unter physiologischen Bedingungen erschwert diet-Bion-Schranke Immunzellen und
Makromolekilen den Zugang ins ZNS, jedoch expriemedie Endothelzellen der Blut-Hirn-
Schranke in geringem Ausmald Adhasionsmolekiile,ddi® Einwandern von Leukozyten
ermoglichen (Bart et al. 2000Pas Zytokin TGH3 wird im ZNS gebildet und ist in
nachweisbaren Konzentrationen in der zerebrospirfligssigkeit vorhanden (Johnson et al.
1992) Es kann die Proliferation von ins ZNS gelangtdoymphozyten unterdriicken (Taylor
& Streilein 1996) ebenso wie die Expression chekisteher Faktoren durch Astrozyten
(Weiss & Berman 1998) Weiterhin konnte eine Abnahme der Expression von
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Adhasionsmolekilen und eine deutlich vermindertgristion von Leukozyten Uber die Blut-
Hirn-Schranke durch TGB-nachgewiesen werden (Fabry et al. 199€8)wohl anatomisch
definierbare lymphatische Organe im ZNS nicht éstiesh, kommt es doch zu einer
lymphatischen Drainage des Gehirns in zervikale filykmoten (Cserr & Knopf 1992¥udem
haben peripher injizierte Zytokine wie IFNdand TNFea sowie bakterielles LPS die Fahigkeit,
Zellen jenseits der Blut-Hirn-Schranke zu aktiviefHickey et al. 1992; Elmquist et al. 1997),
obwohl Molekile dieser GroR3e die Blut-Hirn-Schrardedbst nicht passieren konnen. Diese
Erkenntnisse werden unter anderem im MausmodelEé&& genutzt, bei dem die periphere
Injektion eines spezifischen Antigens zur Entwicigieiner der Multiplen Sklerose ahnelnden
Autoimmunerkrankung des ZNS fuhrt. Aktivierte T-Lphozyten kdnnen in das Hirngewebe
eindringen, jedoch ist ihre Anzahl unter physiosofien Bedingungen gering (Hickey 1999)
Im Rahmen einer systemischen Immunreaktion ohrekiirBeteiligung des ZNS lasst sich
eine erhdhte Anzahl von T-Lymphozyten im Gehirnhveeisen (Hickey & Kimura 1987)
Auch entziindliche Prozesse, Infektionen oder Gesatigigungen im ZNS flhren zu einer
gesteigerten Anwesenheit von T-LymphozytHiickey et al. 1991; Qing et al. 2000; Yeager et

al. 2000). Die perivaskularen monozytaren Zelles d&lS und meningeale Makrophagen
erneuern sich standig durch Einwanderung aus deim\Bbbei sie auch unter physiologischen
Bedingungen die intakte Blut-Hirn-Schranke passik@nnen. Ob diese Zellen das ZNS in

Richtung lymphatischer Organe wieder verlassen &bnist umstritten.

Nachdem Paul Ehrlich das Vorhandensein von Masizeéfi den Lasionen von Patienten mit
multipler Sklerose und Apoplex beschri@thrlich 1878; Ehrlich 1879), ist heute bekannt, dass
Mastzellen auch unter physiologischen Bedingungen ZNS auftreten. Hier sind sie
Uberwiegend in den Meningen und im Plexus chor@dsowie im Thalamus und
Hypothalamus lokalisiert und kénnen sowohl alsdesie als auch das ZNS patrouillierende
Zellen vorkommen(Johnson & Krenger 1992; Silver et al. 1996). Dabei bestehen jedoch
zwischen den verschiedenen Spezies ebenso wiehamisten unterschiedlichen Stammen
einer Spezies teils erhebliche Unterschiede, auehmen Faktoren wie Stress oder
Geschlechtshormone Einfluss auf die Anzahl der kédlen im ZNS(Asarian et al. 2002;
Bugajski et al. 1994; Cirulli et al. 1998).

Alle diese Mechanismen verdeutlichen, dass das ZM® seiner immunologischen
Sonderstellung in standiger Interaktion mit dem umsystem steht. Das Ausmald dieser
Interaktion ist verglichen mit anderen Organsystenjedoch deutlich geringer, da die
eingeschrankte Regenerationsfahigkeit des posistt@n neuronalen Gewebes eine erhéhte

Toleranz gegeniuber potentiell schédigenden Eirdliiserfordert. Das die neuronalen
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Strukturen schitzende Immunprivileg steht somit @amdheilungs- und regenerations-

fordernden Wirkungen inflammatorischer Reaktionegeniber.

1.2.3 De- und Regeneration im zentralen Nervensystem

Eine traumatische Lasion des ZNS hat zunachstidbktd Schadigung neuronaler und glialer
Zellen sowie axonaler Verbindungen zur Folbé& Degeneration von Neuronen kennt dabei
zwei Formen: In Abhangigkeit der Entfernung einemoAlasion zum Perikaryon kommt es
entweder zum Zelluntergang des Neurons oder, [saldr Schadigung, zur so genannten
Waller-Degeneration mit Untergang der Axonanteilistad der L&sion und Zerfall der
Myelinscheide. Neben diesem Primarschaden tritth neerletzungen des ZNS auch ein
sekundarer Zellschaden auf, dessen Ausmal} denrBcima@len deutlich tbertreffen kann. So
kommt es neben der Waller-Degeneration oft auchretbograden Degeneration axotomierter
Neurone und zum Absterben nicht direkt geschadidezvenzellen. Die Mechanismen dieser
sekundéaren Schadigung sind noch weitgehend unbgkBnozesse wie lonenimbalance,
Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke, EntstehungesiHirnddems mit Anstieg des
intrakraniellen Drucks, Abfall des zerebralen Psidusdrucks, Beeintrachtigung des
Energiemetabolismus, Freisetzung und Aktivierung Zeil autodestruktiver Mediatoren und
Inflammation zéhlen aber dagRaghupathi et al. 2000; Sahuquillo et al. 2001). Im Gegensatz
zum Primarschaden ist der Sekundéarschaden niahtensibel und damit einer Therapie

geundsatzlich zugénglich.

Die nach dem initialen Trauma ablaufende Kaskade Eceignissen fiihrt zur reaktiven
Astrogliose, Mikrogliaaktivierung und Entziindungskgon. Durch Schadigung der Blut-Hirn-
Schranke sind die ersten an der Lasionsstelleeffi@tiden Entztindungszellen Neutrophile und
Makrohagen aus dem Blutkreisfausie konnen hier innerhalb einer Stunde nach der
Schadigung beobachtet werden (Corrigan et al. 20&)trophile wandern in grol3er Anzahl
in das geschadigte Gewebe ein und in einem Maudimdele Riickenmarkslasion konnte
gezeigt werden, dass die frihe Ausschaltung vortrbjehilen durch einen anti-Ly6G/Gr-1
Antikorper das funktionelle und histologiscritcomewahrend 28 Tagen nach der L&sion
verschlechtert (Stirling et al. 2009). Als mdglichdechanismus wird die Interaktion von
Neutrophilen mit Astrozyten angesehen, welche U&iee reaktive Astrogliose und die
Produktion von Wachstumsfaktoren zur Wiederherstgll der geschadigten Blut-Hirn-

Schranke und Ausbildung einer regenerationsfordariidimgebung fuhren.
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Daneben migrieren Mikrogliazellen aus dem angredeerGewebe in das Lasionsgeblat.
vitro konnte auch fur aktivierte Mikroglia ein neuropktiver Effekt, unter anderem durch
Sekretion von BDNF und NGF gezeigt werd@magata et al. 1993; Eskes et al. 2002). Die
selektive Ablation proliferierender Mikrogliazellerach ischamischem Insult in M&ausen war
mit einem deutlichen Anstieg der Infarktgro3e uner @nzahl apoptotischer Neurone
assoziiertWie eingewanderte Makrophagen konnen aktiviertertdjkazellen Zelldetritus und
Myelinbestandteile, die einen wachstumsinhibierendgfekt haben, beseitigen. Jedoch
werden der Mikroglia gleichzeitig auch durch NO ufdF-a vermittelte neurodegenerative
Eigenschaften zugeschrieb@oje & Arora 1992; Merrill et al. 1993; He et al. 2002; Miinch

et al. 2003).Es gibt deutliche Hinweise darauf, dass auch deutaBlat-vermittelte

exzitotoxische Zelltod zur Neurotoxizitat der Miktazellen beitragt (Matute et al. 2012).

Aktivierte T-Lymphozyten aus der Blutzirkulationreichen das Lasionsgebiet mit einer
gewissen zeitlichen Verzogerung. Sie produzieremraisophe Faktoren wie BDNF, NGF,
PDGF und Neurotrophin 3 (Hohlfeld et al. 20@d unter bestimmten Bedingungen kénnen
autoimmune T-Lymphozyten im ZNS geschadigte Neurene sekundarer Schadigung
bewahren und somit neuronales Uberleben und neler®emeneratiofdrdern (Moalem et al.
1999).

Werden die Meningen durch das Trauma mit besch#édigimt es zur Migration meningealer
Zellen, um die freiliegende Oberflache des ZNS eddtken. Aktivierte Astrozyten wandern
aus der Umgebung in das geschadigte Gebiet eirve®ehlie3en die geschadigte Blut-Hirn-
Schranke und ersetzen zugrunde gegangenes Gewsbélefoende Struktur entsteht so
letztendlich eine Glianarbe, die Uberwiegend ausdieht miteinander verwobenen Fortsatzen
von Astrozyten besteht und nicht nur ein mechamisdHindernis fir auswachsende Axone
darstellt. Ziel der Regeneration ist die Wiedertedisng der neuronalen Verbindungen. Dies
kann auf mehreren Wegen erreicht werden: Durch idigigy von Kollateralen der Axone
unverletzter Neurone des gleichen Funktionsgebidiieslaterales Sprouting, durch
Wiederauswachsen der Axone verletzter NeuronetivesiSprouting oder durch Einwachsen

von Fortsatzen funktionell anderer Neurone mit.ertkchliel3ender Funktionsanderung.

Wie in anderen Organen kdnnen die Zellen des amgabn Immunsystems somit auch im ZNS
sowohl neuroprotektive als auch neurotoxische HEfekermitteln. Unter physiologischen
Bedingungen sind die meisten inflammatorischen kigkeebenso wie Lymphozyten im ZNS
kaum nachweisbar, unter bestimmten Umstéanden kamanetdoch zu einem massiven Anstieg
von Immunzellen und inflammatorischen Substanzemn,d&s Potenzial einer dramatischen

Schadigung neuronaler Strukturen birgt. Jedocheste auch bekannt, dass ein gewisses Mal3
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an Entzindungsreaktion fur die Remyelinisierung ¥aonen notwendig ist, wie auch in
anderen Geweben die Inflammation einen Teilaspektnbrmalen Wundheilung darstellt.
Myelindebris inhibiert oligodendrogliale Vorlaufeden und die Remyelinisierung von
Axonen In mehreren Modellen der Demyelinisierung konnezeigt werden, dass die
phagozytische Aktivitdt von Mikroglia/Makrophagenma Abbau von Myelinbestandteilen
notwendig ist bevor es zur Remyelinisierung kommemn (Raeji et al. 2016). Das
Gleichgewicht der neuroinflammatorischen Reaktiotseheidet hier Uber das funktionelle

Outcome

Zunehmend wird anerkannt, dass Mastzellen bei b#ésiodes ZNS eine Funktion als
sogenanntérst respondezukommt - also als Ersthelfern, den Zellen, dsseastes unmittelbar

auf die Schadigung reagieren (Dong et al. 2016nge al. 2016). Histamin und Tryptase, in
den Granula gespeicherte Mediatoren, die nach Mietiivierung innerhalb kirzester Zeit
freigesetzt werden, konnen die Aktivierung von Migliazellen und die Freisetzung
inflammatorischer Mediatoren induzieren, was einehtige Rolle bei der Entstehung der

Entziindungsreaktion nahelegt (Dong et al. 2016).

1.2.3.1 Die Entorhinale Cortexlasion als Modell traumatisciHirnschéadigung

Der Entorhinale Cortex (EC) ist Teil der Hippocarsfmumation, zu der weiterhin der Gyrus
dentatus, das Subiculum, das Prasubiculum, dasiacalum und der Hippocampus proper
gehdren. Der Hippocampus proper wird weiter unilertredie Cornu ammonis Regionen CA1
bis CA4. Uber den Tractus perforans projiziert & in den Gyrus dentatus, die Cornu
ammonis Regionen und das Subiculum (Geddes €3&®.)1Der dreischichtige Gyrus dentatus
besteht aus der Molekularschicht, weiter untertgiltaul3ere (OML) und innere (IML)
Molekularschicht, und der Kérnerzellschicht. Der BiGgegen ist wie der tbrige Neocortex
sechsschichtig aufgebaut, Fasern der Schichtendlllli bilden dabei den Tractus perforans.
Dieser verlauft zum gro6Rten Teil ipsilateral, zwinesn kleinen Teil jedoch auch zum
kontralateralen Gyrus dentatus. lhre relativ einéacZytoarchitektur mit trilaminarer
Organisation und schichtenspezifischer Innervatsowie ihre klinische Relevanz durch
Beteiligung an Lernvorgédngen und Gedachtnisbildyetgen der Hippocampusformation in der
Erforschung adaptiver Veranderungen des ZNS eioBggBedeutungCabalka et al. 1992;
Cotman et al. 1990; Frotscher et al. 1997).

Mit der ECL existiert ein gut etabliert@s vivo Modell zur Untersuchung postlasionaler De-

und Regenerationsprozesse nach traumatischer §ongdles ZNS (Deller & Frotscher 1997).
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Der Tractus perforans, die wichtigste entorhinale Projektion zum Gyrus dentatus, wird dabei
stereotaktisch durchtrennt (sieche Abbildung 1.2). Ipsilateral kommt es zur anterograden
Degeneration der Axone des Tractus perforans und in der Folge zur Deafferenzierung der OML
sowie der CA1l- und CA3-Region mit Verlust von 80-90% der synaptischen Verbindungen
(Fagan & Gage 1994; Jensen et al. 1994; Matthews et al. 1976; Steward et al. 1990).

Abbildung 1.2: Anatomie der Hippocampusformation bei hoheren Sdugern. DG=Gyrus dentatus (1=aufere,
Molekularschicht, 2=innere Molekularschicht, 3=Ko6rnerzellschicht, 4=Fissura hippocampi,
5=Hilus), CA1/2/3=Abschnitte des Hippocampus proper, Fi=Fimbria, S=Subikulum, aB=an-
guldres Biindel, EC=entorhinaler Cortex (I/I/III/IV/V/VI=Schichten des entorhinalen
Cortex), ECL=entorhinale Cortexldsion.

Der zeitliche Verlauf der nach einer ECL auftretenden physiologischen und morphologischen
Verianderungen ist eingehend untersucht. In den ersten 48 Stunden postldsional kommt es zur
Waller-Degeneration und initialen glialen Reaktion. Eine Mikrogliaaktivierung kann bereits
innerhalb von 24 Stunden nach Lision beobachtet werden (Fagan & Gage 1994; Gehrmann et
al. 1991), die aktivierten Mikrogliazellen haben durch das Einziehen ihrer Fortsdtze ein
rundliches Aussehen und entwickeln die Fahigkeit zur amoboiden Fortbewegung, Phagozytose
freigewordener Myelinbestandteile und Proliferation (Fagan & Gage 1990). Im Gegensatz dazu
ist eine reaktive Astrogliose in der dufleren Molekularschicht erst ab Tag drei nach der ECL
beschrieben, sie hat ihren Hohepunkt vier bis sieben Tage nach Lésion, ca. drei bis vier Wochen
nach Lésion ist sie abgeklungen (Jensen et al. 1994). Aktivierte Astrozyten zeichnen sich durch
eine gesteigerte Immunreaktivitdt fiir das astrozytenspezifische Intermedidrfilament GFAP aus

30



(Fagan & Gage 1994). In unmittelbarer Nahe zurdu@sierden sie hypertroph, bilden verstarkt
dickere Fortsatze aus und vermehren sich durchtedelig, wodurch sie die so genannte
Glianarbe ausbilden. Auch ihnen wird eine Fahigkeit Phagozytose zugeschrieben. Gliale
Phagozytose und degenerative Prozesse erreichiiaiimum zwei bis acht Tage nach Lasion
(Bechmann & Nitsch 1997; Gall et al. 1979). Bei der Aktivierung von Astrozyten nach ECL
wird eine IL-1-vermittelte stimulierende Wirkungraddikrogliazellen vermutet (Fagan & Gage
1990). Die Deafferenzierung der Molekularschichd @grus dentatus fuhrt bereits drei Tage
nach Lasion zum so genannt&prouting von Axonkollateralen unversehrter Afferenzen
(Jensen et al. 1994), zehn bis 14 Tage postlassetzi die Synaptogenese ein (Matthews et al.
1976; Scheff & Cotman 1977; Steward et al. 1990). Zwolf bis 30 Tage postlasional sind das
axonale Auswachsen und die Formierung neuer Synayé8&tenteils beend@tee et al. 1977,
Matthews et al. 1976). Die gliale Aktivitdt kehmsenach mehr als 30 Tagen wieder auf ein
Normalniveau zuriick, die Veranderungen der Denuldisuern sogar noch langer an (Steward
et al. 1993). Mit der Zeit werden fast alle denerten Neurone der hippocampalen Formation
als Resultat des kollateral&proutingskomplett reinnerviert.

1.2.3.2 Die Hemisektion als Modell traumatischer Rickenrsehidigung

Der Tractus corticospinalis (Pyramidenbahn) nimmeinen Ursprung grof3tenteils von der
Rinde des Motocortex und zieht durch den Hirnstamowinmittelbar unterhalb der Pyramiden
in der Medulla oblongata 70 bis 90% der FaserndaifSegenseite kreuzen, welche dann als
Tractus corticospinalis lateralis im Seitenstraag Rlckenmarks zu den ihnen zugehormen
Motoneuronen verlaufen (siehe Abbildung 1.3). Diwigen ungekreuzten Fasen ziehen als
schmalerer Tractus corticospinalis anterior paraamedm Vorderstrang bis ins zervikale
Ruckenmark und kreuzen auf segmentaler Ebene zgerGeite. Die Pyramidenbahn
innerviert vor allem diex-Motoneurone der distalen Extremitatenmuskulatud bat damit
eine wichtige Funktion in der Feinmotorik. Schadigan des Tractus corticospinalis fihren
zunachst zu einer schlaffen Parese, wobei vor alligen Feinmotorik betroffen ist. Bei
einseitiger Verletzung des Tractus corticospinialisralis treten die Symptome ipsilateral, bei

beidseitiger Schadigung in beiden Kdrperhélften auf

Die molekularen und zellularen Vorgdnge nach elr@sion im Rickenmark (Spinal Cord
Injury = SCI) weisen im Vergleich zum Gehirn einidaterschiede auf (Batchelor et al. 2008,
Schnell et al. 1999). So ist die inflammatoriscleaRion im Rickenmark ausgepréagter als im
Gehirn. Dies zeigt sich in einer extensiveren trdtion von Neutrophilen, wobei der zeitliche
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Verlauf mit einem Peak an Tag eins und einem darauf folgenden schnellen Abfall bis Tag vier
nach Lidsion in beiden Organen gleich ist. Aktivierte Mikrogliazellen und Makrophagen sind
im Gehirn an Tag zwei nach Lision weitgehend auf den Bereich der Lasion beschrinkt, bis Tag
vier zeigt sich dann auch eine zunehmende perildsionale Infiltration. Im Riickenmark dagegen
ist schon an Tag zwei eine nach perildsional ausgedehnte Infiltration zu sehen, die sich bis Tag
vier noch verdoppelt. Damit einhergehend ist auch die reaktive Phagozytose in der spinalen
Liasion deutlich ausgeprégter. Die Zahl von infiltrierenden CD4" und CD8" T-Lymphozyten
sowie B-Lymphozyten ist im Riickenmark doppelt bis dreifach hoher als im Gehirn, dabei
beschriankt sich die Infiltration im Gehirn auf die eigentliche Lésionsstelle, wihrend im
Riickenmark auch perildsional Lymphozyten zu finden sind. Zudem ist die 24 Stunden nach
Lésion nachweisbare reaktive Astrogliose mit Steigerung der Immunoreaktivitdt fiir GFAP und
Verdickung der Fortsdtze im Riickenmark deutlich ausgepriagter als im Gehirn, bis Tag zwei
nimmt dieser Unterschied noch zu. Der Bereich der reaktiven Astrogliose beschriankt sich dabei
wie die Lymphozyteninfiltration im Gehirn weitgehend auf die Lasion, im Riickenmark ist er
dagegen auf eine weit groflere Region ausgedehnt (Batchelor et al. 2008; Schnell et al. 1999).
Wihren die Wiederherstellung der Integritéit der Blut-Hirn-Schranke im Gehirn ca. um Tag zehn
nach der Lision stattfindet, dauert eine erh6hte Permeabilitit dieser im Riickenmark mindestens

bis Tag 14 an (Schnell et al. 1999).

Traumatische Lésionen des Riickenmarks beim Menschen sind zumeist Kompressions-
verletzungen, z.B. im Rahmen von Wirbelsdulenverletzungen, Bandscheibenvorféllen oder
Tumorwachstum. Auch in Tierversuchen werden Kompressionsmodelle hdufig genutzt,
jedoch stellt die Durchtrennung des Tractus corticospinalis durch Hemisektion des
Riickenmarkes eine deutlich definiertere Lasion dar. Zudem erlaubt dieses Modell eine
Abgrenzung der funktionellen Regeneration durch Wiederauswachsen geschadigter Axone

vom kollateralen Sprouting verschonter Nervenfasern (Steward et al. 2003).

Funiculus dorsalis ]
>

-
. >
Hinterwurzel ;s Ay ;
Tractus corticospinatis lateralis
> ‘
.S | ~
g \%j Zeiftralkanal
e/
Funiculus anterior = S
Tractus corticospinalis anterior
Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Anatomie des Riickenmarks. Die rot schraffierte Fliche mar-

kiert den Bereich der Lision bei der Hemisektion.
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1.3 Gesteigerte inflammatorische Reaktion und Neurodegeration in
mastzelldefizienten Mausen und Mastzellprotease 4efizienten Mau-

sen nach ECL

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigtden, dass mastzelldefiziente WYW
Mause sowie WYWSMause und auch Mastzellprotease 4-defiziente mMGH4use im
Vergleich mit WT-Mausen nach ECL eine signifikaesteigerte Entziindungsreaktion zeigen
(Hendrix et al. 2013). Dies aufRert sich in eineutlieh starker ausgepragten Astrogliose und
einer erhéhten Anzahl IbaMikrogliazellen/Makrophagen sowie CD8nd CD4 T-Lympho-
zyten im Bereich der Lasion. Wéahrend die reaktiggdgliose bei WT-Mausen auf die eigent-
liche Lasionsstelle begrenzt ist, zeigt sich bestzgldefizienten W/W-Mausen auch im an-
grenzenden Hirngewebe eine vermehrte GFAP-Expresio reaktiven Astrozyten 14 Tage
nach Lasion. In gleicher Weise verhalt es sichaktit/ierter Mikroglia/Makrophagen; auch die
Ibal-Expression beschrankt sich bei WT-Tieren &t dsionsstelle, umfasst bei WAAM&u-
sen jedoch einen groéf3eren Bereich des EC vier dfidde nach Lasion. Zudem ist die Anzahl
degenerierender Neurone, gemessen anhand der ARlzainb-Jade-B Zellen, bei W/\W'-
Mausen im Vergleich zu WT-Tieren signifikant gegeet. In gleicher Weise findet sich bei W
shW-sh-Mausen im Bereich der Lasion nach vier und 14 fiagee signifikant gesteigerte re-
aktive Astrogliose, zudem sieht man vier Tage ramhLasion eine signifikant erhéhte Anzahl
Ibal* Mikrogliazellen/Makrophagen und CH4-Zellen. Auch mMCP4-Mause lassen 14
Tage nach der Lasion eine signifikant gesteigexédtive Astrogliose sowie eine signifikant
gesteigerte Infiltration con CDJ-Lymphozyten im Bereich der Lasionstelle erkennen

Die intral&asionale Injektion des Chymase-Inhibit@symostatin und des CPA-Inhibitors
Potato Carboxypeptidase Inhibito(CPI) fuhrt zu &hnlichen Ergebnissen wie bei
mastzelldefizienten Mausen. Gegeniber der Kontughige sind die reaktive Astrogliose und
die Infiltration CD3 T-Lymphozyten 14 Tage nach Lasion signifikant giggrt, wobei dieser
Effekt nach Injektion des Carboxypeptidase A-Intats noch deutlich starker ausgepragt ist

als nach Injektion des Chymase-Inhibitors.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Mastzelldefizienk tracmatischer Lasion des Gehirns mit
einer signifikanten Steigerung der Entziindungsreakeinhergeht. Im Einklang damit fuhrt

die Inhibition der Mastzellproteasen Chymase und,@#Bezug auf die reaktive Astrogliose

und Infiltration CD3 T-Lymphozyten zu einem ahnlichen Ergebnis, wasSaielussfolgerung

zulasst, dass die Effekte von Mastzellen in traisohén Hirnlasionen im Wesentlichen durch
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die Wirkung der Mastzellproteasen vermittelt sibdraus ergeben sich die im Folgenden

beschriebenen, in dieser Arbeit zu untersuchendagestellungen.

1.4 Fragestellungen der Arbeit

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Einflusn Mastzellen und Mastzellproteasen auf
den posttraumatischen Verlauf der Entziindungsmaakii ZNS. Wie in einer Vorarbeit unserer
Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte, zeigt sicmastzelldefizienten Mausen und Mausen
mit selektiver Defizienz fir mMCP4 eine signifikagesteigerte inflammatorische Reaktion
nach traumatischer Hirnlasion. Daher gehen wir daaas, dass Mastzellen die Entziindung
nach traumatischer Lasion durch die FreisetzungRmeasen, welche proinflammatorische
und chemotaktische Faktoren inaktivieren, eingrenZer Uberprifung dieser These wurden
in zwei etabliertenn vivo Modellen traumatischer ZNS-Léasionen, der ECL uad $CI, die
Reaktion von Astroglia und Mikroglia sowie die  Tiddiltration in
mastzellproteasedefizienten Mausen und WT-Mausegimander verglichen. Im Modell der
SCIl wurden zudem mastzelldefiziente und -kompetbtitese gegenibergestellt und es wurde
die Entwicklung der motorischen Funktion und Koasation nach Lasion bei allen
verwendeten Mausstdmmen beobachtet. Im genauellen siie folgenden Fragestellungen

beantwortet werden:

* Zeigen Mause mit selektiver Defizienz fur die Matiprotease CPA nach ECL in der
histologischen Untersuchung eine gesteigerte Edtrigp im Vergleich mit

mastzellkompetenten Mausen?

e Zeigen mastzelldefiziente Mause und Mause mit ktgkr Defizienz fur die
Mastzellproteasen mMCP4 und CPA nach SCI in klmescTests eine Verschlechterung

der motorischen Funktion im Vergleich mit mastzeltipetenten Mausen?

* Spiegeln sich die evtl. in den klinischen Testghaodenen Unterschiede in der
histologischen Untersuchung der Entziindung wieder?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Die fUr diese Arbeit verwendeten Materialien werdarfolgenden Abschnitt in tabellarischer
Form mit ihrer Bezugsquelle angegeben und die Zosamsetzung der verwendeten Lésungen

und Puffer wird erlautert.

2.1.1 Chemikalien

Tabelle 2.1:verwendete Chemikalien mit Bezugsquelle

Substanz Bezugsquelle

2-Methylbutan Carl Roth, Karlsruhe, D
Calciumchlorid (CaG) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
D(+)-Saccharose Carl Roth, Karlsruhe, D

di-Natriumhydrogenphosphat-Heptahydrat Carl Roth, Karlsruhe, D
(NaeHP Oy 7 HO)

Glucose-20% B. Braun, Melsungen, D
Hochst-Kernfarbstoff 33342 Sigma-Aldrich, Taufkiesh D
Kaliumchlorid (KCI) Merck, Darmstadt, D
Ketamin-Actavis Actavis, Langenfeld, D
Natriumbicarbonat (NaHC£) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt, D

Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat | Carl Roth, Karlsruhe, D

(NaHPO4s H20)

Natriumhydroxid (NaOH) Merck, Darmstadt, D
Paraformaldehyd (PFA) Carl Roth, Karlsruhe, D
Phenolrot Carl Roth, Karlsruhe, D
Rimadyl Pfizer, Berlin, D
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Rompun 2% Bayer Vital GmbH, Leverkusen, D

Salzséaure (HCI) Merck, Darmstadt, D

t-Octylphenoxypolyethoxy Ethanol (Triton | Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
X-100)

Zitronensaure-Monohydrat §8sO H.O) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

2.1.2 Serum

Tabelle 2.2:verwendetes Serum mit Bezugsquelle

Serum Bezugsquelle

Ziegennormalserum Linaris, Wertheim, D

2.1.3 Antikérper

Tabelle 2.3:verwendete Antikdrper mit Bezugsquelle

Antikorper und eingesetzte Verdinnung Bezugsquelle

polyklonaler Antikbrper Rabbit-anti GFAP | Dako, Glostrup, DK
(Verdinnung 1:500)

monoklonaler Antikdrper Mouse-anti-GFAPSigma-Aldrich, St. Louis MO, USA
(Verdinnung 1:500)

monoklonaler Antikdrper Rabbit-anti-lbal | Wako Chemicals, Richmond VA, USA
(Verdinnung 1:500 fir Rickenmarkschnitte,
1:1000 fur Gehirnschnitte)

monoklonaler Antikdrper Rat-anti-human | AbD Serotec, Oxford, UK
CD3 (Verdinnung 1:200)

monoklonaler Antikdrper Rat-anti-Mouse |BD Pharmingen
CD4 (Verdinnung 1:250)

Goat-anti-Rat Alexa Flour 568 Molecular Probes, Leiden, NL
(Verdinnung 1:250)
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Goat-anti-Rat Alexa Flour 488
(Verdinnung 1:250)

Molecular Probes, Leiden, NL

Goat-anti-Rabbit Alexa Flour 568
(Verdinnung 1:250)

Molecular Probes, Leiden, NL

Goat-anti-Rabbit Alexa Flour 488
(Verdinnung 1:250)

Molecular Probes, Leiden, NL

Goat-anti-Mouse Alexa Flour 568
(Verdinnung 1:250)

Molecular Probes, Leiden, NL

2.1.4 Gerate

Tabelle 2.4:verwendete Gerate mit Bezugsquelle

Gerat

Bezugsquelle

Bohrer

Proxxon, Niersbach, D

Eppendorfpipetten

Eppendorf, Hamburg, D

Klammergerat

BD, Heidelberg, D

Kryostat

Reichert-Jung

Magnetrthrer und Heizplatte

IKA Labortechnik, S&ufD

Flourenzenzmikroskop Olympus BX 51
Magnafire

Olympus, Hamburg, D

Mikrowelle

Panasonic, Hamburg, D

Perfusionspumpe

Ismatec Laboratoriumstechnik, \Waerth
Mondfeld, D

pH-Meter Mettler Toledo, Giessen, D

Pipettus Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt, D
Rasierer Wella AG, Darmstadt, D

Rotarod Ugo Basile, Comerio VA, |
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Rotlichtlampe

Beurer, Ulm, D

Stereotakt

World Precision Instruments, Berlin, D

Waage

Korona Haushaltswaren, Langgons, D

2.1.5 Zubehor

Tabelle 2.5:verwendetes Zubehdr mit Bezugsquelle

Zubehor

Bezugsquelle

Dako Pen

Dako, Hamburg, D

Deckglaschen

Merck, Darmstadt, D

Einfriermedium

Leica Microsystems, Nussloch, D

Shandon Immu-Mount

Thermo Scientific, Pittsburgh BSA

Kanilen

B. Braun, Melsungen, D

Klingen

Leica Microsystems, Nussloch, D

Mikroschere

Fine Science Tools, Heidelberg, D

Nahtmaterial

Ethicon, Norderstedt, D

Objekttrager Superfrost Plus

R. Langendingen, Endimgen, D

OP-Besteck

Aesculap, Tuttlingen, D

Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg, D

Shandon Freezing Spray

Thermo Scientific, Pittdbig, USA

Spritzen

B. Braun, Melsungen, D

Sugi™ Saugtupfer unsteril

Kettenbach, Eschenburg, D

Wundklammern Autoclip

Clay Adams, Sparks MD, USA
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2.1.6 Versuchstiere

Tabelle 2.6:verwendete Versuchstiere mit Bezugsquelle

Mausstamm Bezugsquelle

C57BL/6J Jackson Laboratories, Boston, MA, USA
mMCP-4" Jackson Laboratories, Boston, MA, USA
Mc-cpal3°6LE378A Prof. Dr. Rodewald, Institut fir Immunologjie

der Universitatsklinikum Ulm, D

WBB6F/J-Kit** Jackson Laboratories, Boston, MA, USA

WBB6F/J-Kit"/Kit WV Jackson Laboratories, Boston, MA, USA

Alle Tierversuche waren vom Landesamt fur Gesuridhed Soziales Berlin genehmigt
(G067/04 und G0149/09) und wurden unter Einhalesg Tierschutzgesetzes durchgefihrt.

2.1.7 Losungen und Puffer

Tabelle 2.7:verwendete Lésungen und Puffer und ihre Zusamntzmnsg

Losung/Puffer Zusammensetzung

Ketaminldsung 10 ml Ketamin-HCI (50 mg/ml) und 4 ml
Rompun (20 mg/ml) in 36 ml Natriumchlo-
ridiésung 0,9%

Millipore Typ Il Wasser aus Leitungswasser gewonmettels Elix-5

Water Purification System

Natriumchloridlésung 0,9% 0,9% NaCl in Milliporegwl

Natronlauge zur pH-Wert-Einstellung 1 M Natriumhyxid in Millipore Typ 1l

PFA-L6sung zur Perfusion nach ECL 4% ParaformaldehyB

PFA-LOsung zur Perfusion nach SCI 4% Paraformaldemd 5% Saccharose if
PB
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Phosphatpuffer (PB)

0,1 M NdPQ: 7 H.O und 0,1 M NakPOy
H20 in Millipore Typ Il, pH-Wert eingestellt
auf 7,4

Rimadyllésung

0,5 ml Rimadyl-Injektionslésung (5@/ml)
in 24,5 ml PB

Ringerldsung

8,6 g NaCl, 0,3 g KCl, 0,33 g Ga0|17 g
NaHCQ, 2,5 g NaNQ@, 50000 I.E. Heparin-
Natrium in 1 | Millipore Typ lI

Saccharosepuffer

30% D(+)-Saccharose in Millipone IT

Salzsaure zur pH-Wert-Einstellung

1 M HCI in Milhig Typ Il

Zitratpuffer

Stammldsung 20,1 M Zitronensaure in
Millipore Typ II; Stammlésung B),1 M
Natriumzitrat in Millipore Typ 1I;

4,5 ml Stammlésung A und 20,5 ml
Stammldsung B in 225 ml Millipore Typ Il

2.1.8 Software

Tabelle 2.8:verwendete Software mit Bezugsquelle

Programm Bezugsquelle
Excel Microsoft Office
ImageJ National Institute of Health, USA

Metamorph Offline

Molecular Devices, LLC

PASW

PASW Inc.
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2.2 Methoden
2.2.1 Entorhinale Cortexlasion (ECL)

Die mechanische Durchtrennung des ipsilateralewtdsaperforans (siehe Abbildung 1.2)
erfolgte in einer stereotaktischen Operation. Deatden acht bis zwolf Wochen alte weibliche
Mause mit einer intraperitoneal verabreichten Ketéisung in einer Dosierung von 0,1 ml je
10 g Korpergewicht narkotisiert und nach RasurKimsfes in einen stereotaktischen Rahmen
eingespannt. Die Kopfhaut wurde mit einer Schebéfreet. Nach Lokalisation der Schnittstelle
von Bregma- und Lambdanaht wurde links lateral dawit einem Bohrer ein schmales Loch
in die Kalotte gebohrt und das Messer des Steramtdiei genau definierten Koordinaten
(2,0/0,0) vorsichtig bis auf die Schadelbasis efilige. Die Hautwunde wurde anschlie3end
mit Wundklammern verschlossen und die Mause wur@deh der Operation flr zwei Stunden
unter einer Rotlichtlampe warm gehalten, um sieresith des Aufwachens aus der Narkose vor

Unterkihlung zu schitzen.

2.2.2 Ruckenmarklasion (SCI)

Zur Durchtrennung des Tractus corticospinalis @igbbildung 1.3) wurden zwolf bis 16
Wochen alte weibliche Mause in tiefer intraperitaiee Ketaminnarkose im Bereich des Kopfes
und des Rickens rasiert und in Bauchlage auf éinegrlage fixiert. Zuerst wurde die Haut
Uber der Brustwirbelsaule mit einer Schere erdffdahn die darunter liegende dorsale Faszie.
Nach Freilegen der Dornfortsatze in Hohe BWKG6 bisWHD und Abtrennen der
paravertebralen Muskeln in diesem Bereich wurdere gartielle Laminektomie des 8.
Brustwirbelkdrpers und die Eroéffnung des Rickenrkanals durchgefihrt. Mit einer
mikrochirurgischen Schere erfolgte dann die betdpeiaterale Sektion bis mindestens zum
Zentralkanal mit Durchtrennung des rechten und elmkdorsalen Funikulus und der
Hinterhdrner sowie des Tractus corticospinalisridie Durch einen zusatzlichen medianen
Schnitt erfolgte die Durchtrennung des ventralenilkwlus mit dem hier verlaufenden Tractus
corticospinalis anterior. Mit einem nicht resorlb@ren Nahtmaterial wurden die autochthonen
Muskelziige zusammengenaht und die Haut Uber destBrbelsaule mit Wundklammern
verschlossen. Die Mause erhielten postoperativn®,Rimadyllésung je 10 g Kérpergewicht
zur Schmerzstillung intraperitoneal sowie 10 ml 2§84Glukoselésung subkutan. Sie wurden
fur zwei Stunden bei 37°C und anschlieBend UbethiNbei 20°C warm gehalten, um sie
wahrend des Aufwachens aus der Narkose vor Untkmkglzu schitzen.
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Nach korrekt durchgefuhrter SCI konnten die Tiane deichtgradige, maximal fir zwei Tage
bestehende Schwache der Hinterbeine mit damit gjehender Stérung des Gangbildes

aufweisen, zu Stérungen der Blasen- oder Mastdanktiin kam es nicht.

2.2.3 Motorfunktionstests (Basso Maus Skala und Rotarod)

Die von Basso et al. entwickelte BMS (Basso eR@06) ist eine sensitive und zuverlassige
Bewertungsskala zur Beurteilung der Wiederherstgllmotorischer Funktionen bei Mausen
nach SCI. Die Mause wurden dazu in eine Kiste (6d##x 45 cm, Randhdhe 45 cm, liniierter
Boden) gesetzt, in der sie sich frei bewegen kanriteeinem Bewertungszeitraum von vier
Minuten wurden die Bewegung der hinteren FufRgelerdas plantare Aufsetzen der
Hinterpfoten, das Laufen, die Koordination, die iRosierung der Hinterpfoten beim Laufen,
die Instabilitat des Rumpfes und die Haltung ddsaamzes erfasst und mit einem Zahlenwert
zwischen 0 und 9 bewertet. Dabei entsprach ein Wert9 einer normalen Lokomotion, ein
Wert von 0 dagegen einer kompletten Lahmung deterieine. Rechte und linke Korperseite
wurden getrennt voneinander bewertet, als Gesaetirig wurde der Mittelwert beider

Einzelwerte gebildet.

Zur Untersuchung der motorischen Koordination umdcEOpfung nach SCI kam ein auf
Dunham et al. zurtickgehendes Rotarod zum EirgBatizham & Miya 1957; Jones & Roberts
1968).Dieses besteht aus einer in finf Segmente unteridibufstange, die tiber einen Motor
angetrieben wird. Die Tiere wurden auf die Laufgemesetzt und zundchst bei niedriger
Umdrehungsgeschwindigkeit (acht Umdrehungen pro ukdn habituiert. Bei stetig
zunehmender Geschwindigkeit wurde dann die Latésmziumm Herunterfallen der Tiere von
der rotierenden Laufstange gemessen wobei durchlogwsy eines Kontaktes ein
automatisches Stoppen der Uhr erfolgte. Die maxarastdauer betrug drei Minuten, so dass

das Ergebnis einen Zahlenwert zwischen 0 und 180r8ken darstellt.

Die Bewertung der Lokomotion nach der BMS beganreamiten, der Test auf dem Rotarod
am funften bzw. sechsten Tag nach Lasion. Beiderduthungen erfolgten taglich bzw. jeden

zweiten Tag, zur gleichen Uhrzeit und in gleicherHenfolge.

2.2.4 Perfusion und Kryofixierung von Gehirn und Rickenkna

In tiefer peritonealer Ketaminnarkose wurden diaub#&an Tag 14 nach der jeweiligen Opera-

tion in Ruckenlage fixiert, das vordere Mediastinwmurde eréffnet und das Herz freigelegt.
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Nach Inzision wurde eine an eine Perfusionspumpesthlossene Kandle in die linke Herz-
kammer vorgeschoben und fixiert. Eine weitere ionsm rechten Vorhof diente dazu die Per-
fusionsflussigkeit aus dem grol3en Kreislauf abteieiBei Tieren nach ECL wurde zuerst mit
ca. 50 ml Natriumchloridldsung, bei Tieren nach &@lca. 50 ml Ringerlaktatldsung perfun-

diert, anschlieRend mit ca. 50 ml 4%iger Parafodefaydlosung zur Fixierung des Gewebes.
Nach Beendigung der Perfusion erfolgte die Freigraon und Entnahme der Gehirne bzw.
Ruckenmarke. Die Gehirne verblieben fir ca. vien8en in Paraformaldehydldsung und wur-
den anschlielend tUber Nacht bei 4°C in Sacchartisepelagert. Die Rickenmarke verblie-

ben Gber Nacht bei 4°C in Paraformaldehydlésungdardhch fir drei Tage in Saccharosepuf-
fer.

Zur Kryofixierung wurden die Organe in auf Trockengelagertes 2-Methylbutan gegeben und
hier bis zur Beendigung des Einfriervorganges IselasDie Lagerung bis zur weiteren Verar-

beitung erfolgte bei -80°C.

Am Kryostaten wurden 9 um dicke Horizontalschniteg Gehirne und 25 pm dicke Langs-
schnitte der Ruckenmarke angefertigt und auf Obpaler aufgezogen. Die Gefrierschnitte
wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C geta

2.2.5 Mikrowellenbehandlung der Kryoschnitte zur Antigentaskierung

Zur Antigendemaskierung und Sensitivitatssteigeigegeniber dem Erstantikdrper wurde vor
der Ibal- und zum Teil auch der GFAP-Farbung dehi@schnitte eine Mikrowellen-
behandlung durchgeftihrt. Dazu wurden die fir zwen8en bei RT getrockneten Schnitte in
Citratpuffer in der Mikrowelle bei 600 Watt fur zwenal vier Minuten erhitzt und zum
Abklhlen im Puffer belassen. Im Anschluss erfoldjee immunhistochemische Farbung wie

nachfolgend beschrieben.

2.2.6 Immunhistochemische Farbungen

Die immunhistochemische Darstellung der Zellprae®FAP, Ibal, CD3 und CD4 erfolgte
nach dem Trocknen der Kryoschnitte flr zwei StunoleinRT und einer evtl. vorausgehenden
Mikrowellenbehandlung. Nach einmaligem Waschen #ighn Minuten in PB wurden
unspezifische Antikérperbindungsstellen durch Irdtidn in PB unter Zusatz von 10%
Ziegennormalserum fir 60 Minuten bei RT blockiartschliel3end erfolgte die Inkubation mit
dem jeweiligen Erstantikdrper in den unter 3.1.8ageten Verdinnungen unter Zusatz von

1% Ziegennormalserum und 5% Triton X-100 Uber Nd&t4°C. Nach drei zehnmintigen
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Waschschritten in PB wurden die Gewebeschnittedfibis 60 Minuten bei RT mit einem
gegen den jeweiligen Erstantikérper gerichteteniamékorper aus der Ziege inkubiert. Zur
Darstellung der Zellkerne erfolgte nach drei weiterzehnmindtigen Waschschritten die
Inkubation mit H6chst-Farbeldsung in einer Verdimgpuon 1:20000 fur zwei Minuten. Nach
drei finfminttigen Waschschritten in PB wurden 8ehnitte mit Immu-Mount eingedeckelt

und bis zur Fotodokumentation unter Lichtabschhesst °C gelagert.

Im Gegensatz zu den Gehirnschnitten wurden an dekRéRmarkschnitten Doppelfarbungen
von Ibal und GFAP sowie Ibal und CD4 durchgefidathier insgesamt wesentlich weniger
Schnitte zur Verfugung standen. Die Inkubation wh&n Erstantikdrpern erfolgte dabei
gleichzeitig, die Inkubation mit den Zweitantikérpenacheinander mit drei dazwischen
liegenden, jeweils zehnminltigen WaschschritteRBn

2.2.7 Immunfluoreszensmikroskopie und Auswertung der &égen

Gehirnschnitte:

Die Auswertung der Ibal- und GFAP-gefarbten Gelkngte erfolgte als Intensitats-messung
anhand am Fluorenzenzmikroskop angefertigter Bd@sripsi- und kontralateralen EC in 200-
facher VergroRerung bei gleicher Belichtungszeit.Hillfe des Programms Metamorph Offline
wurde dann in einem definierten, die L&sion eins@dnden Bereich sowie einem entsprechen-
den Bereich im contralateralen EC die fluoreszideerlache oberhalb einer bestimmten

Lichtintensitat als % tUber dem Schwellenwert gemess

Die Auszahlung der CD3- und CD4-positiven Zellefolgte am Fluorenzenzmikroskop unter
Durchlicht bei 200- bzw. 400-facher Vergrol3erungerblei wurden in einem definierten, das
Lasionsareal einschlielRenden Bereich und in eimgspeechenden Bereich im kontra-lateralen
EC alle Zellen mit positiver membranstandiger Funaenzfarbung und sichtbarer Anfarbung

der Zellkerne als positiv gewertet.

Rickenmarkschnitte:

Die Auswertung der Ibal- und GFAP-Expression imkeiaenark erfolgte ebenfalls mit Hilfe

des Fluoreszenzmikroskops anhand von Bildern dsiobé&stelle in 100-facher VergrofRerung.
Mit Hilfe des Computer-Programms ImageJ wurde adlenes Gitternetzes (siehe Abbildung
2.1) die Intensitat der Farbungen in jeweils 100kreiten, 800 um hohen Arealen im Bereich

vom 600 pm cranial bis 600 um caudal des Lasionsres gemessen. Sie wird in AU
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angegeben. In den gleichen Bereichen erfolgte dezéhlung der CD4-positiven Zellen nach

den fur die Gehirnschnitte beschriebenen Kriterien.

Abbildung 2.1: Gitternetz mit einer Gitterbreite von 100 pm zurstertung der immunhistochemischen

Farbungen der Riickenmarke nach SCI.

2.2.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse wurdeamad der Computer-Software PASW
Statistics 18.0 durchgefiihrt. Dazu wurden aus eerijigen Datensatzen zunéchst Mittelwerte
gebildet sowie die Standardabweichungen und Stdfetder der Mittelwerte berechnet. Als
Tests zum Vergleich unabhéngiger Stichproben kanddre Immunfluorenzenzfarbungen der
U-Test nach Mann und Whitney zum Einsatz, bei dgetitiven Untersuchungen BMS und
Rotarod die zweifaktorielle Varianzanalyse mit Me&slerholung (ANOVA) mit Anpassung
des Konfidenzintervalls nach Bonferroni. Die Nulboyhese ist die Annahme, dass zwischen
den Medianen zweier Stichproben kein Unterschiesdebe, das Signifikanzniveau wurde bei

einer Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 festgelegt

Alle angegebenen Werte sind Mittelwerte, die Fdfdiken der Diagramme entsprechen den

Standardfehlern.
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3 Ergebnisse

3.1 Entorhinale Cortexlasion
3.1.1 Auswertung immunhistochemischer Farbungen

Die reaktive Astrogliose nach ECL wurde anhand der Immunreaktivitit fiir das
Intermedidrfilament GFAP bestimmt, welches bei Aktivierung der Astrozyten hochreguliert
wird. CPAY?*LESBA Miuse weisen im Vergleich mit WT-Miusen 14 Tage nach ECL eine
Steigerung der GFAP-Expression um das 1,5-fache im Bereich der Lidsion auf. Dieser

Unterschied ist jedoch nicht signifikant, es zeigt sich aber ein statistischer Trend (p=0,093).

Aktivierte Mikrogliazellen/Makrophagen wurden anhand der Immunreaktivitit fiir Ibal
bestimmt. Dieses spezifisch von Mikrogliazellen und Makrophagen exprimierte Protein wird
wiéhrend ihrer Aktivierung hochreguliert. Im Vergleich mit WT-Mausen findet sich bei den
CPAY¥CLESA_Miusen 14 Tage nach ECL eine signifikante Reduktion der Ibal-Expression um

das 1,8-fache im Bereich der Lasion (p=0,013).

14 Tage nach ECL sicht man bei CPAY3**LE38AMiysen eine nicht signifikant gesteigerte
Invasion von CD3" T-Lymphozyten um das 2,3-fache im Vergleich mit WT-Miusen und in
umgekehrter Weise eine um das 2-fache reduzierte Infiltration von CD4" T-Lymphozyten

(ebenfalls nicht signifikant).
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Abbildung 3.1: Balkendiagramme der Expression von GFAP (A) und Ibal (B) sowie der Anzahl CD3* (C)
und CD4" T-Lymphozyten (D) ipsi- und contralateral 14 Tage nach ECL in WT- und
CPAY3LEST8A_Miusen. * p < 0,05.
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Abbildung 3.2:

Reprisentative Bilder der anti-GFAP- (A bis D) und anti-Ibal-gefarbten Gehirnschnitte (E
bis H), 200-fache Vergroferung, dargestellt sind jeweils die Lésionsstelle sowie ein entspre-
chender Bereich des contralateralen EC. WT contra- (A) und ipsilateral (B), CPAY3%0L.E3784
contra- (C) und ipsilateral (D); WT contra- (E) und ipsilateral (F), CPAY3%LE378A contra- (G)
und ipsilateral (H).
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3.2 Ruckenmarkslasion
3.2.1 Auswertung der Motorfunktionstests

3.2.1.1 Basso Maus Skala

Die Beurteilung der Motorfunktion nach der BMS ergab einen signifikanten Unterschied von
mehr als einem Bewertungspunkt zwischen +/+- und W/W™-Méusen ab Tag vier nach Lésion
(p<0,05). Auch der Vergleich der WT- und mMCP-4""-Miuse zeigt einen signifikanten
Unterschied von {iber einem halben Bewertungspunkt ab Tag sechs nach Lésion (p<0,05). Im
Gegensatz dazu zeigt sich zwischen WT- und CPAY®SLE378A_Miusen kein signifikanter

Unterschied, die Kurven beider Gruppen haben einen nahezu identischen Verlauf.

A 94 —e—+/+ (n=16)
s | —8— W/W-v (n=13)
7 4
8 6 1
g ¥k
s « KoK e sk Kk *k
1]
3
© 4
=
851
1]
3]
m 21
1 4
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Tage nach Ldsion

B 9 A —e— WT (n=8)
—8— mMCPA4-/- (n=9)

Basso Maus Skala
w »
@

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14
Tage nach Ldsion

C o, —e—WT (n=15)

8 4 —8— CPAY356L E378A (n=15)
5 4
5] M

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Tage nach Ldsion

Basso Maus Skala
»

Abbildung 3.3: Basso Maus Skala Tag zwei bis 13 nach SCI. +/+ und W/W~ (A), WT und mMCP-4" (B),
WT und CPAY3SLEA (), * p < (,05; ** p < 0,01.
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3.2.1.2 Rotarod

Zwischen +/+- und W/W™-Miusen zeigt sich auch in der Untersuchung auf dem Rotarod ein
signifikanter Unterschied von mehr als 20 Sekunden zwischen beiden Gruppen ab Tag sechs
nach Lision (p<0,05). Die Unterschiede zwischen WT- und mMCP-4""- sowie WT- und

CPAY¥OLESA_Miusen sind dagegen nicht signifikant.
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Abbildung 3.4: Rotarod Tag fiinf bzw. sechs bis 13 nach SCI. +/+ und W/W~ (A), WT und mMCP-4"~ (B),
WT und CPAY33LEA (C), * p < (,05; ** p < 0,01.
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3.2.2 Auswertung immunhistochemischer Farbungen
3.2.2.1 Vergleich der GFAP-Expression 14 Tage nach SCI

Die immunhistochemische Auswertung der reaktiven Astrogliose anhand der Immunraktivitét
fiir GFAP zeigt bei W/W™-Méusen im Vergleich mit +/+-Méusen 14 Tage nach SCI im Bereich
von 100 um cranial und caudal des Lisionszentrums eine signifikante Steigerung, flir die
Bereiche 200 pm cranial und caudal des Lédsionszentrums zeigt sich ein statistischer Trend (p <
0,1). In den tlibrigen Gruppen sind im untersuchten Riickenmarkssegment von 600 um cranial

bis 600 um caudal des Lésionszentrums keine signifikanten Unterschiede nachweisbar.
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Abbildung 3.5: Liniendiagramme der GFAP-Expression 14 Tage nach SCI. +/+- und W/W-Méuse (A), WT-
und mMCP-4""-Miuse (B), WT- und CPAY3**LESA_Mzuse (C). * p<0,05.
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Abbildung 3.6: Reprasentative Bilder der anti-GFAP-gefarbten Rookarkschnitte. +/+-A) und W/W"-
Méause B), WT- (C) und mMCP-4-Mause D), WT- (E) und CPA36LES8AMZuse F).
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3.2.2.2 Vergleich der Ibal-Expression 14 Tage nach SCI

Mastzelldefiziente W/W™-Mduse weisen im Vergleich mit mastzellkompetenten +/+-Miusen
14 Tage nach SCI im Bereich von 600 pm cranial bis 600 pm caudal des Lasionszentrums

gemessen anhand der Ibal-Expression eine gewisse Steigerung der Anzahl reaktiver

Mikrogliazellen/Makrophagen auf, diese ist jedoch nicht signifikant.

Beziiglich der Ibal-Expression zeigen mMCP4” und CPAY33LE378A Miyse im untersuchten

Segment keinerlei Unterschiede zu den korrespondierenden WT-Tieren.
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Abbildung 3.7: Liniendiagramme der Ibal-Expression 14 Tage nach SCI. +/+- und W/W™-Mause (A), WT-
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Abbildung 3.8: Repréasentative Bilder der anti-Ibal-geféarbten Riok@rkschnitte. +/+-A) und W/W"-
Mause B), WT- (C) und mMCP-4-Mé&use D), WT- (E) und CPAS6LES8AMAUse F).
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3.2.2.3 Vergleich der Anzahl CD4T-Lymphozyten 14 Tage nach SCI

Auch die immunhistochemische Auswertung der CD4" T-Lymphozyten zeigt bei
mastzelldefizienten W/W™-Méusen im Vergleich mit mastzellkompetenten +/+-Médusen sowie
auch zwischen mMCP4” bzw. CPAY33LE378A Miysen und den korrespondierenden WT-Tieren

14 Tage nach SCI gewisse Unterschiede, diese erreichen jedoch nicht das statistische

Signifikanzniveau.
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Abbildung 3.9: Liniendiagramme der Anzahl CD4" T-Lymphozyten 14 Tage nach SCI. +/+- und W/W~-
Miuse (A), WT- und mMCP-47-Miuse (B), WT- und CPAY3*LE8A_Mzuse (C).
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Abbildung 3.10:

caudal

Lasionszentrum

Reprasentative Bilder der anti-CD4-gefarbten Riakamkschnitte. +/+-4) und W/W"-
Mause B), vergtRerte Ausschnite +/+ crani@l)(und caudal ), W/W" cranial €) und
caudal F); WT- (G) und mMCP-4-Mause H), vergroRerte Ausschnitte WT cranib)l ¢nd
caudal §), mMMCP-4" cranial K) und caudall(); WT- (M) und CPA3%LE78AN5use N),
vergroRerte Ausschnitte WT crani@l)(und caudal®), CPA3%¢LE378Acranial Q) und caudal

(R).
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4 Diskussion

Im Gegensatz zum peripheren Nervensystem, bei demFdhigkeit zur erfolgreichen

Regeneration das Resultat einer genau aufeinabdestimmten Folge pathophysiologischer
Prozesse ist, zu denen die Wallersche Degeneratgwnrphagozytische Abbau von Axon- und
Myelinbestandteilen, die Proliferation von Schwateilen, das Auswachsen von Axonen
entlang einer glialen Leitschiene und schlief3lica Bemyelinisierung der Axone durch
Schwann-Zellen gehoren, ist die funktionelle Wibdgestellung untergegangener
Axonverbindungen im ZNS selten. Die initiale Wadlelhe Degeneration zieht hier eine
Kaskade nachteiliger Veranderungen nach sich, dim meuronalen Zelltod fihren kann.
Schadigungen des ZNS, z.B. durch Traumata, ziehéerdn der Regel in einem gewissen

Umfang bleibende Schaden nach sich.

Die Frage welche Funktionen Mastzellen und die ihoen freigesetzten Proteasen bei diesen
Vorgangen innehaben, ist Gegenstand der vorliegeAdeeit. Wir konnten anhand eines
Mausmodells zeigen, dass Mastzellen und im Speniéile Mastzellprotease mMCP-4, jedoch
nicht CPA, fur die Wiedererlangung motorischer lgikiten nach SQiotwendig sind, auf die
histologisch  sichtbare Entziindungsreaktion scheindie von uns untersuchten
Mastzellproteasen in diesem Kontext jedoch nur fggdiEinfluss zu nehmen. Eine in
Vorarbeiten am Modell der ECL nachgewiesene protekwirkung der Mastzellprotease
mMCP4 im Sinne einer verminderten inflammatoriscHeeaktion konnte hier fur die
Mastzellprotease CPA nicht gezeigt werden. Bezliglier Mechanismen der Mastzellwirkung

in diesem Zusammenhang bleiben somit weiterhimefferagen.

4.1 Kein Einfluss von Carboxypeptidase A auf das Ausmafer inflamma-

torischen Reaktion nach ECL

Die vielgestaltigen Interaktionen zwischen Maseelind unterschiedlichen Zellpopulationen
des ZNS wurden im Abschnitt 1.1.6 ausfuhrlich dege Diese umfangreichen
Wechselbeziehungen deuten auf eine Rolle der Mésizals Bindeglied zwischen Immun-

und Nervensystem hin.

Im Gegensatz zu einer lange angenommenen rein gilggé Rolle von Mastzellen in
pathologischen Prozessen des ZNS, wie sie z.B. utmilmmunen oder ischamischen
Erkrankungen deutlich wird, gibt es erste Hinwetk&rauf, dass Mastzellen die nach
mechanischen Traumata des ZNS ablaufenden inflaonisctten Prozesse kontrollieren und

begrenzen konnen. Ergebnisse aus VorversuchenennSdoeitsgruppe zeigen, dass diese
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Effekte zumindest teilweise durch die Wirkung voradizellproteasen vermittelt sind. Am
Modell der ECL konnte in WT-Mausen nach intral&sien Injektion des Chymase-Inhibitors
Chymostatin sowie des CPA-Inhibitors CPI jeweilsneeisignifikante Steigerung der
Entziindung nachgewiesen werden. Diese ErgebnisBerstm Einklang mit Beobachtungen
an mastzelldefizienten Tieren, bei denen es im gy mit WT-Tieren nach ECL zu einer
signifikant gesteigerten Entziindung kommt, und reaatamit eine Rolle von Mastzellen bzw.
den Mastzell-Chymase und CPA in der Einddmmundrdirmmation wahrscheinlich.

In der vorliegenden Arbeit sollten diese Beobachaimdurch ECL-Versuche an Mausen mit
selektiver Defizienz fur funktionsfahige CPA, eider wichtigsten Mastzellproteasen, weiter
untermauert werden, wobei hier entsprechend degistioypothese ein &hnliches Resultat wie
in mastzelldefizienten W/WMausen bzw. wie nach Injektion des entsprechenden

Proteaseinhibitors vermutet wurde.

Uberraschenderweise zeigen CPR-E38AMAuse nach ECL jedoch keine gesteigerte
Inflammation, sondern im Gegenteil sogar eine mjgde Immunreaktivitat fur Ibal, einen
Marker fur aktivierte Mikrogliazellen, die wichtigm Effektorzellen des Immunsystems im
ZNS. Dies ist besonders vor dem Hintergrund derifkgnt gesteigerten reaktiven Astrogliose
nach Injektion von CPI in WT-Mausen interessantichve die Reaktion nach Chymostatin-
Injektion noch deutlich Ubersteigt. CPl hemmt deéeeMetallo-carboxypeptidasen und zudem
TGF-a. Daher ist denkbar, dass der beobachtete Effekt (allein) auf die Hemmung der MC-
CPA zurtckzufiuihren ist. Ferner muss erwogen werdass allein die intrazerebrale Injektion
eines Proteaseinhibitors eine nicht unerheblichegegtber der Injektion des Vektors
signifikant gesteigerte Entzindungsreaktion henforr wie sie bei der ECL in
mastzellproteasedefizienten Mausen in diesem Ausmefi gemessen werden kann. Und
grundsdatzlich ist auch zu diskutieren, dass esatzlish zur Mastzell- bzw.
Mastzellproteasedefizienz weitere genetische Ucigde zwischen W/W und
CPAY3ELESBAMEUsen gibt, da die W/WMause im Gegensatz zu den CBR-E38AMausen

keinen reinen C57BL/6J-Hintergrundstamm haben.

4.2 Verminderte Leistung in Motorfunktionstests bei magzell- und
MMCP-4-defizienten M&ausen nach SCI

Im Jahr 2006 entwickelten Basso et al. mit der Bt neue Bewertungsskala zur Erfassung
und Beurteilung der motorischen Funktion von Mausach SCI. Hierzu wurden die plantare

Schrittfolge, Koordination, Pfotenhaltung sowie Rumnd Schwanzhaltung untersucht und
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unabhangig vom Mausstamm 7 Merkmale des Bewegulaggalyesunder Mause identifiziert
und implementiert (Basso et al. 2006). Mit der B5tént ein Ersatz fur die bis dahin genutzte,
fur Mause aber unzuverlassige Basso-Beattie-Bresn8kala fir Ratten zur Verfiigung. Basso
et al. untersuchten den Verlauf der Lokomotion naaher Kompressionsverletzung des
Ruckenmarkes in unterschiedlichen Mausstdmmeny antderem in C57BL/6J-Méausen, die
wie bereits erwahnt auch der Hintergrundstamm vosQR4- und CPA3SLE38AMAEusen
sind, und aher in den Experimenten dieser Arbaitkadntrolltiere zu diesen Verwendung
fanden. Es wurde dabei eine kontinuierliche Verbessy von durchschnittlich etwa 0,5
Bewertungspunkten an Tag 1 hin zu etwa 4,7 Bewgsppunkten an Tag 14 nach Lasion
beobachtet. Dies entspricht in etwa den von unsliesem Mausstamm erhobenen Daten im
BMS-Test, mit der Ausnahme, dass bei Basso etudeginn niedrigere Werte erzielt werden.
Wahrend die Mause in unseren Experimenten mit eiemangswert von etwa 3
Bewertungspunkten an Tag 2 nach Lasion beginned,diéses Ergebnis bei Basso et al. erst
nach Tag 5 erreicht. Es wurden jedoch unterscluleelliLdsionsmodelle angewandt, eine
Kompressionsverletzung bei Basso et al. und eimaiséktion in der vorliegenden Arbeit. Da
sich gezeigt hat, dass die Ergebnisse des BMS-masider Schwere der Lasion korrelieren,

sprechen die Daten fir eine weniger schwere Lasionseren Versuchen.

Als Hilfsmittel fir die Messung von Balance, Koardtion, physischer Kondition und
Bewegungsplanung von Mausen steht mit dem Rotanedetierende Drehstab-Apperatur zur
Verfligung, auf der die Tiere sich zu halten versmcfDunham & Miya 1957). Ausgehend von
unserer Arbeitshypothese erwarteten wir in masteéilienten sowie in mMCP2 und
CPA"%6LE38AMAusen signifikant niedrigere Werte im BMS- undd@&od-Test verglichen mit

den jeweiligen Kontrolltieren.

In der Tat zeigen in unseren Experimenten masefetiénte W/W'-Mause nach SCI im
Vergleich mit mastzellkompetenten +/+-M&usen geeesshand von BMS und Rotarod eine
signifikant schlechtere motorische Funktion und Klwation. Der Unterschied von Uber
einem Bewertungspunkt auf der BMS ab Tag 4 naclohast dabei auch im Kontext der zuvor
beschriebenen physiologischen Lokomotion der Malss sggnifikant zu werten, da ein
Zahlenwert von 4 Punkten eine motorische Funktioh marmaler plantarer Schrittabfolge
widerspiegelt, wahrend 3 Punkte lediglich dem p@esmnt Platzieren der Pfote oder Schritten
mit Aufsetzen der dorsalen Pfoten entsprechennserem Experiment erreichten +/+-Méause
ab Tag 4 nach Lasion durchschnittlich 4,4 und W/M&use durchschnittlich 3,2 Punkte auf
der BMS. Dies steht im Einklang mit den Ergebnisses ECL-Versuchen, in denen W/W
Mause 14 Tage nach Lasion eine signifikant gestieigeéntziindungsreaktion zeigen. Eine
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gesteigerte reaktive Astrogliose, welche ein meidthes wie auch chemisches Hindernis fur
auswachsende Axone darstellt, ist auch in derlbgischen Untersuchung der Rickenmarke
nach SCI nachweisbar und kdnnte zur Erklarung deleshteren Abschneidens dieser Mause
in den Motorfunktionstests beitragen. Im Abschrit8 soll darauf genauer eingegangen

werden.

Auch zwischen mMCP-4 und WT-M&usen zeigt sich bei der Beurteilung aetorischen
Funktion mittels BMS ein signifikanter Unterschigeldoch findet sich dieses Ergebnis in den
immunbhistologisch untersuchten Parametern nur lediieder (siehe Abschnitt 4.3). Der
Unterschied zwischen den mMCR4M&usen mit durchschnittlich 3,2 Punkten ab Tagiéhn
Lasion und den WT-Mausen mit durchschnittlich 3y@len fallt dabei etwas geringer aus, ist
aber dennoch signifikant. Bis zum Ende des Unténsngszeitraumes erreichten immerhin 6
von 8 WT-Tieren ein Ergebnis von durchschnittlicloder mehr Punkten, wahrend dies bei
keiner der mMMCP4-Mause der Fall war. Im Rotarod-Test ist ein saldbeterschied nicht zu
beobachtenab Tag 8 nach Lasion ist der Kurvenverlauf bei@enppen nahezu identisch.
Somit scheint die Wiedererlangung der KoordinalenmMCP4-Mause unabhéngig von der
eingeschrankten Lokomotion nicht beeintrachtigseun.

CPAY3%6LEST8A nd WT-Mause weisen nach SCI sowohl im BMS- alshaim Rotarod-Test
keine signifikanten Unterschiede auf. Dieses Ergebteht weitgehend im Einklang mit den
Ergebnissen der immunhistologischen UntersuchudgeRickenmarke wie auch der Gehirne
nach ECL. Ein begunstigender Einfluss der MastZallboxypeptidase A auf die Regeneration
der motorischen Funktion und Koordination nachrratischer Schadigung des Rickenmarks
konnte damit nicht nachgewiesen werden. Mastzeitehim Besonderen die Mastzellchymase
MMCP-4 scheinen aber eine derartige Wirkung innalzah. Sowohl Mastzelldefizienz als
auch mMCP-4-Defizienz haben eine signifikante Ban&okung der Wiedererlangung
motorischer Funktionen nach SCI zur Folge. Da digisechréankung sich in W/WWMausen
(geringgradig) ausgepragter darstellt, liegt diel&sfolgerung nahe, dass mMCP-4 in diesem
Kontext zu einem wesentlichen Anteil, jedoch niehisschlie3lich fur diese Wirkung der
Mastzellen verantwortlich ist. Auch in einer neuer®@CIl-Studie der Arbeitsgruppe, in der
mastzelldefiziente W/W-S"M&ause mit mastzellkompetenten Mausen verglichemdemny
konnte bei den WW/W-S"Mé&usen eine signifikant reduzierte Leistung in BMS beobachtet
werden (Nelissen et al. 2014). Auf die Koordinati@ath SCI wirkt mMMCP-4 dagegen nicht in
gleichem Malie ein wie auf die Lokomotion. Hier wihi@ Mastzellwirkung moglicherweise
durch andere Mastzellmediatoren vermittelt. Umglaauen Mechanismen dieser Effekte zu
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analysieren wurde die Entzindungsreaktion nach i8@unhistologisch untersucht. Die

Ergebnisse werden im folgenden Abschnitt diskutiert

4.3 Regulatorische Rolle von Mastzellen auf die inflammatorische Reak-

tion im Rickenmark post l&asionem

Die nach einer Verletzung des Riickenmarks ablaefenéuropathologischen Vorgéange in der
Maus zeigen zum Teil grundlegende Unterschiedermeran bisher untersuchtencSips;
wahrend es unter anderem bei Ratten - wie auch banschen - zur progressiven Nekrose
und Ausbildung flissigkeitsgefullter Hohlraume kotnmird die Lasionsstelle im Rickenmark
der Maus stattdessen durch dichtes Bindegewebdestern von Makrophagen ausgefullt und
die anfangs bestehenden, jedoch wesentlich kleineystischen Hohlrdume schwinden im
postlasionalen Verlauf. Auch die Ausdehnung deidrésimmt, vermutlich durch Kontraktion
der Bindegewebsfasern, ab dem 7. postlasionalenk®@agnuierlich ab, wobei sich das
proximale und distale Ende der L&sionsstelle eianadinahern (Fujiki et al. 26; Zhang et

al. 1996; Inman et al. 2002). Es zeigt sich hier also ein der Wundheilung nichtironalen
Gewebes wie z.B. der Haut recht ahnlicher ProzZesfgrund der Unterschiede zu anderen
Spezies stellt sich die aufRerst interessante Redigeg, in wie weit die im murinen
Ruckenmark entstehende Bindegewebsnarbe ein zeBulind molekulares Milieu darstellt,
welches das Auswachsen geschadigter Axone ehems$tagf als die fir andere Spezies

typischen flussigkeitsgefillten zystischen Hohlr&um

Inman et al. konnten zudem feststellen, dass djergéer Kainat-induziertem exzitotoxischem
Zelltod resistenten Mausstdmme C57BL/6 und Ballafast &Vochen nach Quetschung des
Ruckenmarkes in ihrer Ausdehnung signifikant klegrigisionen sowie geringere Kavitationen
und sekundare Degeneration aufweisen als Kainafiedfiphe Stamme (Inman et al. 2002),
was die Vermutung bekraftigt, dass die SensitiVfiiiitexzitotoxischen Zelltod eine wichtige
Rolle in der Pathogenese der sekundaren Degeneratid damit in der Ausbildung der

histopathologischen Unterschiede zwischen Mausdranderen Spezies spielt.

Da die Wundheilung nach SCI in der Maus mit derAldsing einer Bindegewebsmatrix
verbunden ist, die Immunzellen wie Makrophagen &htlscheint hier die Regulation der
Entzindungsreaktion wie auch bei Heilungsvorgangemicht neuronalen Geweben von
entscheidender Bedeutung zu sein. Ebenso schei@ésnterschiede in der Neuropathologie

der SCI von Maus und Ratte das Resultat untersiathied inflammatorischer Prozesse zu sein
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(Sroga et al. 2003). Wir haben daher in unseresWren die inflammatorische Reaktion 14

Tage nach Lasion immunhistochemisch untersucht.

In der astrozytdren Reaktion nach SCI spiegeln diehin den Motorfunktionstest zwischen
+/+- und mastzelldefizienten W/MWMausen beobachteten Unterschieden Teil wider; im
Bereich von 100 pum cranial bis 100 um caudal desob&zentrums zeigt sich als Marker fur
eine reaktive Astrogliose bei WAMMausen eine signifikant gesteigerte GFAP-Expressio
Vergleich zu den Kontrolltieren. Fir die hieran eergenden Bereiche 200 pum cranial und 200
um caudal des Lasionszentrums ist zumindest etmstgaher Trend nachweisbar, weiter
peripher zeigt die GFAP-Expression jedoch keineanttighen Unterschiede. Die Aktivierung
und Proliferation von Astrozyten nach einer trauswdten Schadigung des ZNS fuhrt zur
Ausbildung einer glialen Narbe, welche das Ausmonssyon Axonen und damit die
Reinnervation hemmt. Das schlechtere Abschneidendestzelldefizienten Mause in den
motorischen Test kann damit gut erklart werdererkgsant und tGberraschend sind jedoch die
Ergebnisse der weien histologischen Analysen; in der Ibal-Expression und der T-
Zellinfiltration der Rickenmarke von +/+- und WMAMausen zeigen sich zwar gewisse
Unterschiede, diese sind jedoch nicht signifikéhes mag zum Teil bedingt sein durch die
relativ grol3e Streuung der Einzelwerte insbesonererhalb der Gruppe der W/XAMé&use.

In anderen Modellen zentralnervioser Schadigungteogine Forderung der Neuroregeneration
und Remyelinisierung durch von aktivierter Mikraglifreigesetzte Wachstumsfaktoren,
Prostaglandinen und antiinflammatorischen Zytokimgzeigt werden, zudem fordert die
phagozytische Aktivitat der Mikroglia/Makrophagae Abraumung geschadigter Neurone und
Myelinreste zugunsten auswachsender gesunder AfRagi et al. 2016). Auch das Fehlen
einer gesteigerten Ibal-Expression als Marker kivigrte Mikroglia/Makrophagen konnte
damit zur Erklarung der verminderten motorischemstiumg der mastzelldifizienten Mause
nach SCI beitragen. In mastzelldifizienter®¥Ws"Mausen zeigte sich drei Wochen nach SCI
ebenfalls eine signifikant geringere Leistung aeif BMS einhergehend mit einer signifikant
gesteigerten Astrogliose, auch hier war jedoch lgggmifikanter Unterschied in der Ibal-
Expression nachweisbar (Nelissen et al. 2014).

Die in den mMCP4-Mausen nach SCI ebenfalls anhand der BMS zu bétdade

verminderte motorische Leistung geht nicht mit eime gleichem Mal3e gesteigerten

Entziindungsreaktion im Gewebe einher; hier lassen sich zwischen beiden Gruppen in der

GFAP- und Ibal-Expression sowie der T-Zell-Infiliom keine wesentlichen Unterschiede

erkennen. Eine neuere Arbeit der Arbeitsgruppe teonrudem nachweisen, dass die

entziindungseinddmmende Wirkung der Mastzellen 8&lheilweise auch auf die Funktion
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der mMCP-6 zurlckzufiihren ist (Vangansewinkel et 2014). Auch Mause mit einer
spezifischen Defizienz fur die Mastzellproteasee§en nach SCI eine signifikant reduzierte
Leistung in der BMS, was durch Effekte von mMCPué die Narbenbildung und die Grol3e
der Lasion vermittelt ist. Ebenso konnte hier ggzewerden, dass bestimmte
proinflammatorische Cytokine, die von mMCP-4 deggetdverden, kein Substrat der mMCP-
6 sind. Dies deutet auf unterschiedliche Wirkungsmaismen der beiden Mastzellproteasen
hin.

In den dieser Arbeit vorausgegangenen ECL-Versualzeine signifikant gesteigerte GFAP-
und Ibal-Expression in W/ und mMCP4-Mausen nachweisbar. Dies kann dadurch
bedingt sein, dass sich der zeitliche Verlauf ddammatorischen Reaktion nach SCI von dem
nach ECL dahingehend unterscheidet, dass 14 TafeS@l die gesteigerte Inflammation Im
Ruckenmark weitestgehend wieder abgeklungen ishremé@l sie im Gehirn noch langer
andauert. Die unterschiedlichen Verlaufe der infleatorischen Reaktion nach Schadigung des
Gehirns und des Rickenmarkes wurdierden Abschnitten 1.2.3.1 und 1.2.2khgehend
beschriebenin diesem Kontext waren immunhistochemische Untdrgngen an friheren
Zeitpunkten sinnvoll, unter anderem an Tag 6 naékidn, da hier die Werte der beiden
Gruppen erstmals signifikant voneinander abweichizamit kbnnten eventuell friher im

Verlauf der Entziindungsreaktion vorhandene Untégdeherfasst werden.

Die T-Zellinfiltration ist mit durchschnittlich 29,Zellen im analysierten Bereich bei den +/+-
Mausen bzw. 19,2 Zellen bei den WAMausen recht gering und entspricht damit den
Beobachtungen anderer Autoren, nach deren Beobwgtiu das Einwandern einer

signifikanten Anzahl von T-Zellen bis Tag 14 naatee Schadigung des Rickenmarks nicht zu

verzeichnen ist (Sroga et al. 2003).

In Einklang mit den nach ECL beobachteten Ergeleniséisdet sich auch in den SCI-Versuchen
kein Hinweis darauf, dass die Mastzell-CarboxymsiA einen Einfluss auf das Ausmal} der
entziindlichen Reaktion oder das Wiedererlangen msoter Fahigkeiten nach einer
traumatischen ZNS-Lasion hat. In der histologiscbiatersuchung der Rickenmarke zeigen
sich hier wie auch in den funktionalen Tests keliierschiede zwischen CPRSLE378A
Mausen und Kontrolltieren. Somit ergeben sich auch Kontext der traumatischen
Ruckenmarkslasion keine wesentlichen Hinweise g die entziindliche Reaktion oder das

funktionelleOutcomepositiv beeinflussende Wirkung der MC-CPA.

Ein Versuch zu beweisen, dass die zwischen W/Whd +/+-Mausen zu beobachtenden Un-

terschiede auf die Mastzelldefizienz der WAM&use zurtickzuftihren sind, ist der Vergleich
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mit mastzelldefizienten Tieren, welche mit BMMC ogistituiert wurden. Liegt den Unter-
schieden ein reiner Mastzelleffekt zugrunde, veemasich W/W-Mause nach Rekonstitu-
tion mit +/+ BMMC wie mastzellkompetente +/+-Mause. Aus der fatar ist bekannt, dass

die injizierten Mastzellen dabei nicht alle Gewejteich schnell besiedeln: Darm, Lunge und
Milz sind bereits nach sieben Wochen repopulatigignown et al. 2002)ine erfolgreiche
Rekonstitution des Gehirns ist dagegen in einelipelten Arbeit erst sieben Monate nach
Injektion der Mastzellen beschrieben (Johnson.et91), in einer anderen Arbiet zeigte sich
dagegen in Lymphknoten, Herz, Gehirn und Riickenrbark/erwendung grin fluoreszieren-
der Mastezllen auch sieben Monate nach erfolgjektiion keine Repopulation (Tanzola et

al. 2003). Zudem stimmt, wie bereits zuvor erwalm,Population der Mastzellen nach Re-
konstitution in Anzahl und Morphologie nicht immesllstandig mit jener der entsprechenden
WT-Tiere Uberein. Unsere Versuche zu belegen, emsgch bei der in den Vorversuchen in
W/WV-Mausen gezeigten signifikant gesteigerten Entziigdeaktion nach ECL tatsachlich
um einen reinen Mastzelleffekt handelt, scheiteaeder hohen Mortalitat der WM +/+
BMMC- und auch der W/W-Mause von 50 bzw. 60%, zum einen wahrend des 7atigan
Intervalls zwischen der intravendsen Injektion Blastzellen und der ECL, insbesondere aber
auch nach der durchgeftihrten Operation, was al&éigauf eine nicht erfolgreiche bzw.
nicht ausreichende Rekonstitution gedeutet weraam Ksiehe Abbildung 4.1). Eine noch
ausgepragtere Mortalitit von 83% zeigten mit mMMCBMMC rekonstituierte W/W-

Mause. In der histologischen Untersuchung FITC-&gefarbter Gehirn- und Milzschnitte
von mit+/+BMMC rekonstituierten W/W-Mausen konnten wir Mastzellen im Milzgewebe
nachweisen, nicht jedoch im Gehirn (hier nicht ggeeDaten). Somit ist wahrscheinlich,
dass die aufgezeigten Unterschiede in der inflararisghen Reaktion von W/W im Ver-
gleich mit +/+-Mausen auf das Fehlen von Mastzetlatickzufiihren sind; letztendlich kann

ein Einfluss der tbrigen genetischen Besonderheieser Mause aber nicht ausgeschlossen

werden.

Zudem muss bedacht werden, dass mdglicherweisealiehin mastzelldefizienten W/W

und WSYW-sh-Mausen zu beobachtenden Phanomene auf das feheritddensein von
Mastzellen zuriickzufuhren sind, da es auch mastrhhangige kit-Effekte zu geben scheint
(Feyerabend et al. 2011). Hier bieten sich dieaaiigg schon erwéhnten Cre-Mause als Unter-

suchungsmodelle an, die jedoch bislang nicht komiekerweblich sind.
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Rekonstitution Operation
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Abbildung 4.1: Uberlebensrate i.v.-rekonstituierter mastezelldefiter Mause im Vergleich mit +/+- und
W/W~-Mausen. Veranschaulicht sind der Zeitpunkt derdRekitution im Alter von zehn
Wochen sowie der Zeitpunkt der ECL sieben Monaé¢espGegeniuber mastzellkompetenten
+/+-Mausen zeigen sowohl mastzelldefiziente WANause (p =0,002; Log Rank Test) als
auch mit Wildtyp-Mastezellen rekonstituierte WA WT BMMC- (p = 0,011) und mit
Mastzellprotease 4-defizienten Mastezllen rekomstite W/W' + mMCP4" BMMC-
Mause (p < 0,001) eine signifikant gesteigerte slldgt.

4.4 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte imnvivo Mausmodellen eine wichtige funktionelle Rolle von
Mastzellen und insbesondere der Mastzell-Chymas€Pébei der Wiedererlangung der mo-
torischen Funktion nach traumatischer Rickenmasksiénachgewiesen werden, die zum Teil
auf eine Eindammung der entziindlichen Reaktion awé€be zurtickgefuhrt werden kann. Im
Kontext der traumatischen Hirnverletzung wurdeseilcher Effekt fur Mastzellen und mMCP4
bereits in Vorarbeiten aufgezeigt; fur eine weitere der wichtigsten Mastzellproteaska Cor-
boxypeptidase A, liel3 sich eine vergleichbare Fonkedoch in beiden Lasionsmodellen nicht

belegen.

Bezuglich der genauen Wirkungsmechamismen kénniee késchlielRenden Aussagen getrof-
fen werden. Um dieser Frage weiter nachzugehetesah zusatzlichen, insbesondere friihe-
ren Zeitpunkten nach L&sion histologische Unterangkn erfolgen, um moglicherweise be-
stehende und an Tag ldost lasionemnicht mehr detektierbare Unterschiede in den
Versuchsgruppen aufzeigen zu kdnnen. Insbesondeifertktionellen Tests der motorischen
Funktion und Koordination nach SCI lassen solch&t$chiede ab etwa Tag 4 bis 6 nach La-
sion vermuten. Auch hieraus kdnnten sich ferneafaminkte ergeben fur weiterfhrende Ana-
lysen auf RNA- und Proteinebene, mittels derer prch oder antiinflammatorische Vorgéange
nachweisen lie3en, die sich nicht in der histoldgifassbaren Entziindungsreaktion im Gewebe

widerspiegeln. In einer neueren Studie der Arbaigge konnte gezeigt werden, dass mMCP4
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Interleukin 6, Interleukin 13 unchonocyte chemoattractant proteirsfialtet und dadurch wo-
madglich eine protektive Rolle bei der Neuroinflantioa hat (Nelissen et al. 2014), im verlet-

zen Gewebe liel3en sich hier erhthte Level diestkitye und Chemokine nachweisen.

Neben einigen zuvor erwéhnten neueren Mausmodeélileeyentuell geeigneter sind um Mast-
zelleffekte zu untersuchen, da sie ausser der Migdgtizienz keine weiteren Alterationen auf-
weisen, konnten auch Mause mit selektiver Defizigmzine der weiteren, hier nicht berick-
sichtigten Mastzellproteasen zur Aufklarung der tdekfunktion beitragen. Fur die Mastzell-

Tryptase mMCP6 zeigte eine im letzten Jahr vertiftdrie Studie unserer Arbeitsgruppe z.B.
eine wesentliche Rolle bei der Wiedererlangung nextber Fahigkeiten nach SCI auf, die
durch einen die Narbenbildung verringernden Abbau Fibronectin und Kollagen 1V bedingt

scheint.

Diese Ansatze versprechen weitere Erkenntnissegbelzigler zellularen und molekularen Vor-
gange nach traumatischen Lasionen des ZNS undsostiere der Mitwirkung von Mastzellen
bzw. ihren Proteasen und kdnnen damit méglicheenvegs der Entwicklung neuer Therapien

von Gehirn- und Ruckenmarksverletzungen helfen.
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