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Zitat

We are here to add what we can to, not to get what we can from, Life.

Sir William Osler (1849-1919)



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Inzidenz der Schlaganfalle weltweit wird auf jahrlich 15 Millionen geschatzt
(WHO, 2012). In Deutschland ereignen sich jahrlich ca. 262.000 Schlaganfalle,
infolge derer etwa 63.000 Menschen versterben (Heuschmann et al., 2010).
Wahrend die akuttherapeutische Lysetherapie und die sekundarprophylaktische
Einstellung der kardiovaskularen Risikofaktoren sowie die Sekundarprophylaxe
via medikamentoser Thrombozytenaggregationshemmung und oraler
Antikoagulation feste Bestandteile einer leitliniengerechten Therapie bei
Schlaganfall darstellen, ist die postischamische Immunantwort als Effektor von
Reparatur und Schadigung zuletzt in den Fokus neurowissenschaftlicher
Grundlagenforschung geruckt. Die im letzten Jahrzehnt erzielten technischen
Fortschritte der Antikorpertherapie und die wachsenden Moglichkeiten der
Genom-Editierung rucken gezielte Eingriffe in die inflammatorische Antwort in
greifbare Nahe. Der Aufklarung der inflammatorischen Vorgange nach Ischamie
kommt somit eine essentielle Bedeutung zu. Kernstuck dieser Arbeit stellt die von
unserer Arbeitsgruppe etablierte Methode der Induktion vergleichbarer Lasionen
in grauer- (Cortex) und weil3er Substanz (Ruckenmark) via Photothrombose dar.
Ein auf dem gleichen Pathomechanismus beruhender Vergleich der
postischamischen Immunantwort in grauer und weil3er Substanz ist mit den
verwendeten Methoden zum jetzigen Zeitpunkt erstmals moglich und kann
Hinweise geben, ob die therapeutische Manipulation an differenziell ausgepragte
inflammatorische Antworten in unterschiedlichen ZNS Kompartimenten
angepasst werden muss. Zum ersten Mal konnte in einem Vergleichsmodell
gezeigt werden, dass die postischamische Immunantwort spinal zu einem
groBeren  Anteil als zerebral auf hamatogen  eingewanderten
Monozyten/Makrophagen beruht und zerebral zu einem hoheren Anteil auf einer
mikroglialen Immunantwort. Gleichzeitig ist die resultierende inflammatorische
Antwort auf Transkriptomebene nach der Ischamie in beiden Geweben sehr
ahnlich sowohl im Hinblick auf Inflammation als auch in Hinblick auf Reparatur.
Einen interessanten Unterschied deckte die Transkriptomanalyse auf. Anhand

von etablierten Gendatenbanken konnte der Nachweis einer verstarkten



Zusammenfassung

Expression remyelinisierungsspezifischer Gene nach zerebraler Ischamie

nachgewiesen werden.
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Summary

Summary

Based on data supplied by the WHO the number of strokes worldwide is
estimated by 15 million a year. Numbers from Germany estimate around 262.000
strokes with around 63.000 deaths a year (Heuschmann et al., 2010). While
thrombolysis, control of cardiovascular risk factors and secondary prophylaxis via
drug for inhibition of platelet aggregation or anticoagulation are fixed components
of guideline-based therapy for stroke, the post-ischemic immune response as an
effector of repair and damage has recently gained attention of neuroscientific
research. In the past ten years technical advances made in antibody therapy and
genome editing are bringing targeted therapy concepts within reach. The exact
decryption of postischemic inflammatory processes is a critical part for the
identification of new drug targets. The core work of this dissertation is the method
of inducing comparable lesions in gray (cortex) and white matter (spinal cord) via
photothrombosis. We provide the first comparison of postischemic immune
response in white- and gray matter based on the same pathomechanism. For the
first time, a valid comparative model was able to show that the spinal post-
ischemic immune response is based to a greater extent on hematogenously
immigrated monocytes / macrophages and granulocytes than the cerebral post-
ischemic immune response. Vice versa the cerebral immune response is
dominated by microglial cells. At the same time, the resulting inflammatory
response after ischemia is comparable in both tissues at the transcriptome level,
both in terms of inflammation and in terms of repair. However, the transcriptome
analysis revealed an interesting difference. With the help of established gene
databases, evidence of increased expression of myelination-specific genes after

cerebral ischemia could be demonstrated.
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Einleitung

1 Einleitung

Die Inzidenz der Schlaganfalle wird auf weltweit jahrlich 15 Millionen geschatzt
(WHO, 2012). Im Jahre 2016 rangierte der Schlaganfall in der Liste der 10
haufigsten Todesursachen weltweit mit 5,781 Millionen Todesfallen auf dem
zweiten Platz. In Deutschland ereignen sich jahrlich ca. 262.000 Schlaganfalle
infolge derer etwa 63.000 Menschen versterben (Heuschmann et al., 2010). Der
Schlaganfall ist daruberhinaus die haufigste Ursache fur eine bleibende
Behinderung in Deutschland. Im Jahr 2004 wurden die Kosten der
Schlaganfallversorgung fur das deutsche Gesundheitssystem auf 7,1 Milliarden
Euro geschatzt (Kolominsky-Rabas et al., 2006).

Die Akuttherapie mit gentechnologisch hergestelltem tissue plasminogen
activator, die den Thrombus lysiert und die Versorgung des zuvor ischamischen
Hirnareals wiederherstellt, ist mittlerweile ein etabliertes Standardverfahren (The
National Institute of Neurological Disorders and Stroke rt-PA Stroke Study
Group,1995). Diese Therapie ist innerhalb des Zeitfensters von 4,5 Stunden nach
Beginn der Symptomatik etabliert (Hacke et al., 2008). Die Thrombektomie ist bei
grofRen Gefaldverschliussen bis zu einem Zeitfenster von 24 Stunden anwendbar
und bringt auch nach erfolgreicher i. v. Lysetherapie einen zusatzlichen Nutzen
(Campbell et al., 2015; Saver et al., 2015; Berkhemer et al., 2015).

Trotzdem bleiben aufgrund der engen Zeitfenster und einer Uberlebensrate von
2/3 der Patienten schatzungsweise 5 Millionen Menschen weltweit jahrlich nach
einem Schlaganfall dauerhaft behindert (WHO, 2012). Aus diesem Grunde ist die
Erforschung einer Therapie jenseits der Akuttherapie von grof3er Bedeutung. Die
Komponente der postischamischen Neuroinflammation als Grundlage weiterer
Reparatur und neuroregenerativer Vorgange ist dabei in den Fokus geruckt.
Dabei ist bekannt, dass sich Inflammation in neuronenreicher grauer und myelin-
reicher weiler Substanz unterscheiden. Wahrend die
grundlagenwissenschaftlichen Erkenntnisse im Mausehirn gewonnen wurden,
das uberwiegend aus grauer Substanz besteht, ist das menschliche Hirn zu 80
% weille und 20 % graue Substanz. Weil3e Substanz im ZNS findet sich bei der

Maus Uberwiegend im Ruckenmark. Ein Vergleich der Neuroinflammation
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zwischen spinalem und zerebralem Infarkt soll die Méglichkeiten der Ubertragung
von Ergebnissen aus der grauen auf die weil3e Substanz testen und klaren, ob
zukunftige immunmodulatorische Therapien die Gewebezusammensetzung

berucksichtigen sollten.

1.1 Pathophysiologie des ischamischen ZNS Infarkts

Der Hauptenergietrager des Gehirns ist Glukose. Nur die standige Versorgung
des Gehirns mit Sauerstoff und Glukose Uber den Blutkreislauf, ermoglicht den
reibungslosen Ablauf des Hirnstoffwechsels. Physiologisch werden 100 g
Gehirnmasse mit 58 ml Blut pro Minute versorgt. Eine klinische Symptomatik
kann dann festgestellt werden, wenn diese Versorgung auf unter 22 ml pro
Minute reduziert wird. Irreversible Schaden treten unter Werten von 8-10 ml pro
Minute pro 100 g Hirngewebe auf (Heiss, 1992). Als Folge der eingeschrankten
Hirnversorgung sistieren ATP-abhangige Stoffwechselvorgange, allen voran der
Transport von Natriumionen im Austausch mit Kaliumionen aus der Zelle (Na*
/IK*-ATPase) und ATP-abhangige Glutamattransporter, welche unter
physiologischen Bedingungen den Rucktransport des in den synaptischen Spalt
freigesetzten Glutamats ermoglicht. Da dies nicht geschieht, kommt es durch die
Akkumulation von Glutamat im synaptischen Spalt zu einer Uberaktivierung von
Glutamatrezeptoren vom NMDA-Typ. Diese Uberaktivierung fiihrt zu einem
Einstrom von Kalziumionen nach intrazellular, zu mitochondrialer Dysfunktion
und der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies. Nach dem Prinzip der Osmose
gelangt vermehrt Flussigkeit in den Intrazellularraum betroffener Zellen. Kann die
Zelle diesen Flussigkeitseinstrom nicht mehr standhalten, fuhrt die resultierende
Zellschwellung zum Zelltod (Liang et al., 2007). Dieser Zustand wird als
,zytotoxisches Hirnodem® bezeichnet und tritt vornehmlich in den ersten Stunden
nach Infarktereignis auf. Bricht als Infarktfolge die Blut-Hirn-Schranke
zusammen, tritt Flussigkeit in den Extrazellularraum aus. Dieser Zustand wird als
,vasogenes Zellodem® bezeichnet und ist innerhalb der ersten drei Tage nach

Infarktereignis beobachtbar (Shotaro et al., 2015).
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1.2 Postischamische Inflammation

Die Immunantwort nach ischamischer ZNS Schadigung wird dominiert durch das
angeborene Immunsystem, insbesondere durch Aktivierung ortsstandiger Zellen,
der Mikroglia und hamatogene Invasion von Zellen der myeloiden Zellreihe,
uberwiegend den Monozyten.

Beide Zellpopulationen wurden historisch in zwei getrennte Gruppen eingeteilt:
Sogenannte M1-Makrophagen mit einer pro-inflammatorischen und damit
gewebeschadigenden Eigenschaft (beispielsweise mit Expression des
Tumornekrosefaktors-alpha und Interleukin-1-beta) und in reperative M2-
Makrophagen (beispielsweise mit Expression des Transforming-growth-factors-
beta-1 und Interleukin-10), (Arnold et al., 2007). Diese Schablone kategorisiert
auch die postischamische Immunantwort. Einer Phase mit Uberwiegender
Inflammation und Gewebeschadigung steht eine Phase der Reperatur und
Regeneration gegenuber.

Monozyten nehmen ihren Ursprung im Knochenmark aus myeloiden
Vorlauferzellen, welche wiederum aus hamatogenen Stammzellen hervorgehen
(Geissmann et al., 2010). Basierend auf den an ihrer Oberflache exprimierten
Rezeptoren konnen Monozyten in zwei Untergruppen eingeteilt werden: Die erste
Gruppe sind Monozyten mit geringer Expression des CCR2-Rezeptors und
geringer Expression des Ly6C Proteins an ihrer Oberflache (Ly6C') sowie
starker Expression des CX3-Chemokinrezeptors 1 an iher Zelloberflache (Auffray
et al., 2007). Dieser Untergruppe wird eine patrollierende, nicht-inflammatorische
Rolle zugesprochen. Die zweite Gruppe sind Monozyten mit hoher Expression
des Ly6C Proteins an ihrer Oberflache (Ly6C"), geringer Expression des CX3-
Chemokinrezeptors 1 und hoher Expression des CCR2-Rezeptors (Geissmann
et al., 2003). Die Expression des CCR2-Rezeptors ist von essentieller Bedeutung
fur die Einwanderung von Monozyten in geschadigtes Gewebe (Serbina et al.,
2006, Gliem et al., 2016). Der nach Infarktereignis gesteigerte Sympathikustonus
fuhrt zu einer gesteigerten Freigabe von Ly6C"-Monozyten aus dem
Knochenmark (Courties et al., 2015).

Analog der Dichotomie der Monozyten wurde zunachst eine zeitlich getrennte
(sequenzielle) Einwanderung von zunachst CCR2 positiven, inflammatorischen

Monozyten und spater CCR2 negativen, reparativen Monozyten als Ursprung der
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jeweiligen inflammatorischen M1 bzw. reparativen M2 Makrophagen im
Herzinfarkmodell postuliert (Nahrendorf et al., 2007). Im Verlauf stellte sich
jedoch fur Modelle des Herzinfarktes (Nahrendorf et al., 2007), des
Muskelschadens (Arnold et al., 2007), der Hautwunde (Lucas et al., 2010) und
auch des Hirninfarktes (Gliem et al., 2012) heraus, dass eine Differenzierung von
M2-Makrophagen aus fruh eingewanderten CCR2 positiven inflammatorischen
Monozyten uber M1-Makrophagen im Zielgewebe erfolgte (Gliem et al., 2012 und
Chu et al., 2015). Nach Ruckenmarklasionen differenzieren ebenfalls die
hamatogen eingewanderten Makrophagen Uberwiegend aus CCR2 positiven
Monozyten (Ma et al., 2002). Die Einwanderung der inflammatorischen
Monozyten ist also notwendig, damit sich danach reparative Makrophagen aus
diesen  differenzieren. Im Jahr 2014  erweiterten  umfangreiche
Transkriptomanalysen die zuvor strikt getrennte M1- und M2-Nomenklatur zu
einem breiten Spektrum zwischen M1- und M2-Antwort mit unterschiedlichsten
transkriptionellen Antworten auf unterschiedliche Stimuli (Xue et al., 2014).

Die ortsstandige Mikroglia war lange nicht von eingewanderten hamatogenen
Makrophagen zu unterscheiden. Ursache dieses Problems ist die Eigenschaft
von hamatogenen Makrophagen, nach Einwanderung in das ZNS eine runde,
stark ramifizierte Morphologie anzunehmen, welche von ortsstandiger Mikroglia
nicht zu differenzieren ist. Zusatzlich zeigt aktivierte Mikroglia die gleichen
Eigenschaften wie hamatogen eingewanderte Makrophagen (Jin et al., 2010).
Dieser Umstand macht den immunhistochemischen Nachweis nur einer
Zellgruppe, mittels etablierter Marker phagozytierender Zellen (CD68, |ba-1 oder
CD11b), unmdglich. Erst die Kombination von Durchflusszytometrie und
Knochenmarkschimaren erlaubte eine eindeutige Unterscheidung zwischen
eingewanderter Makrophagen und ortsstandiger Mikroglia (Gliem et al., 2012).
Wahrend mikrogliale Zellen eine mittelstarke Expression des Leukozytenmarkers
CD45 an ihrer Zelloberflache zeigen (CD45™), wird CD45 auf der Oberflache
eingewanderter Makrophagen stark exprimiert (CD45") (Sedgwick et al., 1991).
Die Kombination einer Knochenmarkstransplantation von Wildtypknochenmark
(CD45.2) in transgene Mause mit CD45.1 Allogen auf der Oberflache von
Leukozyten (CD45.1) und der Durchflusszytometrie, konnte diese Annahme
validieren (Gliem et al., 2012).
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Der Einsatz von Microarrays, molekularbiologischen Untersuchungssystemen,
mit der Fahigkeit eine Vielzahl von Genen gleichzeitig zu analysieren, fihrte auch
in der Frage nach Alleinstellungsmerkmalen der Mikroglia zu neuen
Erkenntnissen. Im Jahr 2014 wurden 106 Gene identifiziert, welche im Vergleich
zu anderen Gliazellen, nur in der Mikroglia exprimiert werden (Butovsky et al.,
2014). Aus den identifizierten Genen konnten die Gene welche fur P2ry12,
TMEM119, Sall1 OfmI3 und Sic2a5 kodieren, als valide Mikrogliamarker bestatigt
werden (David et al., 2018). Auch fur die Mikroglia sind sowohl inflammatorische

als auch reparative Eigenschaften beschrieben.

1.2.1 Modelle spinaler- und zerebraler Schadiqung in der Literatur

Wahrend die vorliegende Dissertation die spinale und zerebrale Photothrombose
und damit ein ischamisches Vergleichsmodell gewahlt hat, stammen die Daten
der einzigen vergleichbaren Untersuchung aus einem Modell mit mechanischer
Schadigung (Schnell et al., 1999). In den nachfolgenden Abschnitten zitierte
Publikationen, welche keinen Vergleich anstellten, sondern entweder die
Inflammation nach spinaler- oder zerebraler Schadigung betrachteten,
verwendeten mechanische Schadigungsmodelle spinal (David et al., 2018;
Donnelly et al., 2008; Kigerl et al., 2009; McTigue et al., 2000; Pineau und
Lacroix, 2007 und Stirling et al., 2008) sowie zerebral die transient middle
cerebral artery occlusion (Gelderblom et al., 2009; Hu et al., 2012; Jin et al., 2010
und Liu et al., 1994).

Die Daten der vorliegenden Dissertation stammen aus Untersuchungen von
C57BL/6 Mausen. Drei der nachfolgend zitierten Studien erheben ihre Daten aus
Untersuchungen an Ratten (Batchelor et al., 2008; Liu et al., 1999 und ladecola
et al., 1996).

Es herrscht somit nur eine eingeschrankte Ubertragbarkeit der bereits
publizierten Ergebnisse auf jene der vorliegenden Dissertation und unterstreicht
damit den Vergleich der Immunantwort auf der Grundlage eines gleichen
Pathomechanismus nach spinaler- und zerebraler Ischamie als

Alleinstellungsmerkmal dieser Arbeit.
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1.2.2 Inflammation und Reparatur nach zerebraler Ischamie

Die Mikroglia wird innerhalb weniger Minuten nach Infarktereignis aktiviert.
Hamatogene Monozyten/Makrophagen konnen 12 Stunden nach Infarktereignis
nachgewiesen werden. Die grolite Menge hamatogener
Monozyten/Makrophagen kann am dritten Tag nach zerebralem Infarktereignis
nachgewiesen werden und nimmt an den darauffolgenden Tagen konstant ab
(Jin et al., 2010 und Gelderblom et al., 2009).

Die Immunantwort nach zerebraler Ischamie hat sowohl schadigende als auch
protektive Eigenschaften (Gliem et al., 2016). Besonderes Augenmerk erhielten
in den letzten Jahren die Monozyten, welche zu Makrophagen im infarzierten
Gewebe differenzieren (Geissmann et al., 2010). Nach erfolgter Einwanderung
in das geschadigte Gewebe differenzieren sich die M1-Makrophagen mit einer
inflammatorischen- und damit gewebeschadigenden Eigenschaft (beispielsweise
mit Expression des Tumornekrosefaktors-alpha und Interleukin-1-beta) weiter zu
reperativen M2-Makrophagen (beispielsweise mit Expression des Transforming-
growth-factors-beta-1 und Interleukin-10), (Arnold et al., 2007). Beispielhaft fur
die protektive Eigenschaft fuhrte in einer Untersuchung von Gliem et al. aus dem
Jahre 2012 die Depletion der hamatogenen Makrophagen nach zerebraler
Photohthrombose zu einer Zunahme von makroskopisch sichtbaren Blutungen,
einer verminderten Expression des Transforming-growth-factors-beta 1, und
einer Reduktion von Kollagen-4 innerhalb des inneren Infarktrandgebietes (Gliem
et al., 2012). Einen weiteren Hinweis auf eine protektive Eigenschaft
hamatogener Makrophagen liefert der Nachweis der Expression von
neuroprotektiven Mediatoren wie |IGF-1, Oncomodulin, GDF15, VEGF und
Angiogenin (Gliem et al., 2016).

Neben der Invasion von Zellen myeloischen Ursprungs tragt zerebral
insbesondere die Aktivierung von ortsstandigen Immunzellen, der Mikroglia, zur
postischamischen Immunantwort bei. Es existieren Belege sowohl schadigender
als auch protektiver- Eigenschaften der Mikroglia.

Praklinische Studien zeigten einen protektiven Effekt einer post- oder
praischamischen hyperbaren Sauerstofftherapie fur geschadigtes zerebrales
Gewebe (Liska et al., 2018). Als zugrundeliegender Mechanismus wird die
Reduktion der Mikrogliaaktivierung diskutiert (Lim et al., 2013). Auf molekularer
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Ebene tritt nach einer zerebralen Ischamie vermehrt ATP und UDP in den
Extrazellularraum aus (Melani et al., 2005). ATP besetzt den auf der
Zelloberflache mikroglialer Zellen exprimierten P2X7-Rezeptor, welcher Uber
eine NADPH-Oxidase zu einer Produktion reaktiver Sauerstoffspezies fuhrt
(Pocock et al., 2007). Folgt auf die Zellschadigung der Zelluntergang, kommt es
zu einer Freisetzung von DAMPS (englisch: Danger associated molecule
patterns). DAMPS binden an Scavenger- und Toll-like-Rezeptoren auf der
Oberflache mikroglialer Zellen (ladecola et al., 2011). Werden Toll-like
Rezeptoren als Folge einer zerebralen Schadigung aktiviert, schittet die
Mikroglia inflammatorische Mediatoren wie TNF-Alpha, IL-1 und IL-6 aus und
aktiviert die induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase (Marsh et al., 2009).
Hinweise auf protektive Eigenschaften der Mikroglia liefern auf der anderen Seite
Ergebnisse aus Knock-out-Modellen mit stark reduzierter mikroglialer Zellzahl
und stark vergroRerten Infarktarealen (Lalancette-Hebert et al. 2012). Auf
molekularer Ebene exprimieren mikrogliale Zellen Neurotransmitterrezeptoren
an der Zelloberflache, welche unter Stimulation die Freigabe von Zytokinen und
reaktiven Sauerstoffspezies reduzieren (ladecola et al., 2011). Auch die
Eigenschaft der Mikroglia TGF-B1 zu produzieren, ein Zytokin mit protektiven
Eigenschaften auf infarziertes Gewebe, spricht fur eine antiinflammatorische
Eigenschaft der Mikroglia (Butovsky et al., 2014).

1.2.3 Inflammation und Reparatur nach spinaler Schadigung

Die bisher publizierten Untersuchungen der Immunantwort nach spinaler
Schadigung basieren auf Modellen mechanischer Schadigung und knnen somit
mit den in dieser Arbeit aus rein ischamisch induzierten spinalen Schadigungen
nur bedingt verglichen werden.

Die Immunantwort auf eine spinale Schadigung wird ebenfalls durch das
angeborene Immunsystem durch Invasion von Zellen der myeloiden Linie und
durch die Aktivierung ortsstandiger Zellen dominiert (David et al., 2011). Analog
zur zerebralen Ischamie erfolgt die friheste Immunantwort innerhalb weniger
Stunden, durch aktivierte mikrogliale Zellen, gefolgt von einer Invasion

monozytarer Zellen nach 12 Stunden (David et al., 2011). Die Einwanderung
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monozytarer Zellen geht einher mit der Einwanderung neutrophiler Zellen
(Donnelly et al., 2008).

Die vormals beschriebene historisch verwendete Einteilung in eine
gewebeschadigende M1- und eine protektive M2-Antwort existiert, gemessen an
den gleichen pro- und antiinflammatorischen Molekulen, ebenfalls im spinalen
Infarktmodell (Kigerl et al., 2009).

Im Unterschied zum zerebralen Infarktmodell, fur das eine fruhe M1-Antwort mit
spaterer M2-Antwort angenommen wird, konnte in Modellen mit traumatischer
spinaler Schadigung eine kurzzeitige frihe M2-, und eine langer anhaltende M1-
Antwort nachgewiesen werden (Kigerl et al., 2009, Gliem et al., 2016).
Ergebnisse aus Depletionsmodellen legen nahe, dass hamatogen
eingewanderte Monozyten/Makrophagen auf spinal geschadigtes Gewebe eine
schadigenden Einfluss haben. Fur die Eigenschaft der Mikroglia nach spinaler
Schadigung konnte uber die Inhibition der Mikroglia via Anwendung von FK506
(Freiname:  Tacrolimus) oder  Minocyclin  der  Nachweis eines
gewebeschadigenden Einflusses erbracht werden (L6pez-Valez et al., 2005 und
Stirling et al., 2004).

Einen entscheidenden Unterschied zwischen spinaler und zerebraler
Schadigung zeigten Ergebnisse aus Depletionsmodellen: Die Injektion
clodronathaltiger Liposomen fuhrt nach einem, drei und sechs Tagen nach
spinaler Schadigung im Tiermodell zu einer Verbesserung der motorischen
Rehabilitation der Versuchstiere (Popovich et al., 1999). Diese Ergebnisse
werden unterstitzt durch tierexperimentelle Studien in denen die
phagozytorische und sekretorische Funktion mononuklearer Phagozyten durch
die Gabe von Chloroquin und Colchezin nach spinaler Ischamie gehemmt wurde
(Giulian und Robertson, 1990).

1.2.4 Vergleich der postischdmischen Invasion von Immunzellen zerebral und

spinal
Wie unter Abschnitt 1.2.1 bereits erlautert, existiert bislang lediglich eine Analyse

zum Vergleich der Immunantwort nach zerebraler und spinaler traumatischer

Lasion. Diese basiert auf immunhistochemischen und RT-PCR Analysen. Eine
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wie in dieser Arbeit vorgenommene Differenzierung zwischen aktivierter
Mikroglia und eingewanderten Monozyten/Makrophagen sowie eine breit
angelegte Transkriptomanalyse hat nicht stattgefunden (siehe Abschnitt 1.2). Der
Nachfolgende Abschnitt soll einen Uberblick tber bisherigen und nach den
jeweiligen Schadigungsmechanismen erhobenen Ergebnisse liefern.

Im Jahre 1999 lieferte die Arbeitsgruppe um Schnell und Kollegen der Universitat
Zurich den ersten Vergleich der Immunantwort nach gleichgearteter
mechanischer Schadigung von Gehirn und Ruckmark (Schnell et al., 1999). Die
Arbeitsgruppe zeigt, dass 24 Stunden nach mechanischer zerebraler
Schadigung lediglich kleine Mengen neutrophiler Granulozyten nachgewiesen
werden konnen. Nach spinaler Schadigung konnten hingegen doppelt so viele
neutrophile Granulozyten (ca. 23 Zellen pro 0,02 mm? zerebal zu ca. 46 pro 0,02
mm? spinal mit n = 4) nachgewiesen werden (Schnell et al., 1999). Ergebnisse
aus Untersuchungen von mechanisch geschadigtem spinalem Gewebe welches
via fluoreszenzbasierter Durchflusszytometrie untersucht wurde, bestatigten eine
massive Infiltration neutrophiler Granulozyten (2,33 x 10° pro Liter nach 12
Stunden nach mechanischer Schadigung gegen 0,78 x 10° pro Liter in nativen
Versuchstieren), (Stirling et al., 2008). Auch die Anzahl lymphozytarer Zellen ist
nach spinaler Ischamie mehr als doppelt so hoch (zerebal durchschnittlich 50
CD4*-T-Lymphozyten gegen durchschnittlich 120 CD4*-T-Lymphozyten spinal
mit n = 3 aus definierten coronalen Gewebeschnitten), (Schnell et al., 1999). Der
Vergleich mikroglialer und makrophagozytarer Zellen als eine undifferenzierbare
Zellentitat erbrachte eine hohere Zellzahl nach zerebraler- als nach spinaler
Schadigung (Schnell et al., 1999 und Batchelor et al., 2008), mit durchschnittlich
ca. 20 Zellen pro 0,02 mm?zerebal zu ca. 9 pro 0,02 mm?spinal mit n =4 (Schnell
et al., 1999). Schnell und Kollegen konnten bis zwei Tage nach spinalem Trauma
eine deutlich hohere Menge aktivierter Astrozyten nachweisen (relative GFAP-
Leuchtstarke mit einem maximum der Skala bei 3 mit einem Wert von spinal 1,5
an Tag 1 und 2,5 an Tag 2 gegen einen Skalenwert von zerebral 1 und 1,5 an
Tag 2 ), (Schnell et al., 1999).

Zusammenfassend weisen die o. g. Publikationen auf eine im Vergleich starkere

Immunzellinvasion nach spinaler Lasion hin. Aufgrund der genutzten Techniken
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war jedoch eine weitere Zelldifferenzierung z.B. zwischen Monozyten und

Mikroglia und eine umfassende Transkriptombeschreibung nicht maglich.

1.2.5 Vergleich der postischdmischen Zytokinantwort zerebral und spinal

Auch an dieser Stelle muss, auf die unter Abschnitt 1.2.1 genannten
unterschiedlichen Versuchsmodelle hingewiesen werden. Zusammenfassend
stammen die Ergebnisse aus mechanischen Schadigungsmodellen spinal (Kigerl
et al., 2009; McTigue et al., 2000 und Pineau und Lacroix, 2007) sowie zerebral
die transient middle cerebral artery occlusion (Liu et al., 1994 und Hu et al., 2012).
Eine im nachfolgenden Abschnitt zitierte Arbeit entnimmt ihre Erkenntnisse
anders als in dieser Arbeit aus Untersuchungen an C57BL/6 Mausen aus
Untersuchungen an Ratten (ladecola et al., 1996).

Die Expression inflammatorischer Marker ist ein essentieller Bestandteil der
postischamischen Immunantwort (siehe fur eine detaillierte Einleitung Abschnitt
1.5.1). Der Tumornekrosefaktor-alpha stellt als inflammatorischer Marker nach
zerebraler Ischamie einen seit lange bekannten Bestandteil der Zytokinantwort
dar. Untersuchungen aus zerebralen Ischamiemodellen konnten bereits nach
einer Stunde nach Infarktereignis einen Anstieg an TNF-alpha-mRNA
detektieren, mit einem Hochststand 12 Stunden nach Ischamie und einer
Nachweisbarkeit bis Uber den funften Tag nach Ischamie hinaus (Liu et al., 1994).
In Modellen spinaler Schadigungen konnte bereits am ersten Tag nach Ereignis
der Hochststand an gemessener TNF-alpha-mRNA gemessen werden, mit
darauffolgender Reduktion der mRNA Uber 24 Stunden und mit erneuter starker
Aufregulation 28 Tage nach Schadigung (Pineau und Lacroix, 2007).

Fir die induzierbare Stickstoffmonoxidsynthetase (abgekurzt: iINOS) existieren
ebenfalls Daten aus beiden Modellen. In zerebralen Infarktmodellen konnten
bereits 12 Stunden nach Ereignis signifikant erhohte Mengen iNOS-mRNA
detektiert werden, die gemessene Menge erreichte ihren Hochststand am ersten
Tag nach Infarktereignis und zeigte eine konstante Reduktion Uber die
darauffolgenden drei Tage bis auf ihren Ausgangswert (ladecola et al., 1996).
Korrespondierend dazu konnte in Modellen mit spinaler Schadigung bereits nach
einem Tag eine erhohte Expression von iINOS-Genen nachgewiesen werden,

anders als in den Untersuchungen aus zerebralen Modellen konnte der

10



Einleitung

Hochsstand etwas verzogert am dritten Tag gemessen werden mit
darauffolgendem Ruckgang der Genexpression (Kigerl et al., 2009).

Das CD-Antigen 32 als inflammatorischer Marker konnte in signifikant erhohter
Menge erst nach funf, sieben und mit einem Hochststand nach vierzehn Tagen
nach zerebralem Infarktereignis nachgewiesen werden (Hu et al., 2012). In
Modellen mit spinaler Schadigung konnte eine signifkant erhdhte Expression des
CD32-Gens erst am siebten Tag nachgewiesen werden und erreichte an diesem
Tag bereits seinen Hochststand, wobei Uber den vierzehnten Tag hinaus eine
signifikant hohere Genexpression nachgewiesen werden konnte (Kigerl et al.,
2009).

Im Nachweis der Expression des CD-Antigens 86 liefert die Literatur einen
interessanten Unterschied: Wahrend in zerebralen Infarktmodellen bereits am
dritten Tag nach Infarktereignis signifikant erhohte Mengen CD86-mRNA
nachgewiesen werden konnten (Hu et al., 2012), konnte nach spinaler
Schadigung erst nach vier Wochen eine signifikant erhohte CD86-Expression
gemessen werden (Kigerl et al., 2009).

Ein weiterer Unterschied ergibt sich in der Betrachtung antiinflammatorischer
Marker wie CD206 und TGF- 1. Nach zerebraler Ischamie konnte vom ersten
bis zum siebten Tag nach Ereignis eine signifikant erhohte Menge CD206-mRNA
detektiert werden (Hu et al.,, 2012). Im spinalen Infarktmodell konnte eine
signifkante Erhohung CD206-Genexpression erst am siebten und vierzehnten
Tag nach Ereignis gemessen werden (Kigerl et al., 2009).

Auch in der Expression des Transforming growth factors-8 1 (abgekurzt: TGF-1)
existieren Unterschiede. So konnte nach zerebraler Ischamie vom dritten bis zum
vierzehnten Tag nach Ereignis eine signifikant erhohte mRNA-Menge detektiert
werden (Hu et al., 2012). Nach spinaler Schadigung konnte hingegen lediglich
am Tag 7 nach Infarktereignis eine signifikant erhohte mMRNA-Menge gemessen
werden (McTigue et al., 1999).

Zusammenfassend zeigt sich im Vergleich der Menge inflammatorischer Marker
in beiden Modellen eine bis Tag 3 nach Schadigung eintretende frihe
inflammatorische Immunantwort (TNF-alpha und iINOS) sowie eine ab Tag 7
nachweisbare inflammatorische Spatantwort (CD32).

11
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Hinsichtlich der nachweisbaren Menge reparaturassoziierter Marker zeigt die
bisher publizierte Literatur Unterschiede auf. Wahrend im zerebralen
Infarktmodell ab spatestens Tag 3 nach Ischamie signifikant erhohte Menge
reparaturassoziierter Marker nachgewiesen werden konnten (CD86, CD206 und
TGF-B 1), konnten die gleicher Marker nach spinaler Schadigung fruhestens ab

Tag 7 nachgewiesen werden.

So zeigt sich hinsichtlich inflammatorischer Marker eine fruh- (bis Tag 3) und eine
Spatantwort (ab Tag 7) in beiden Modellen, reparative Marker sind zerebral
frGher (bis spatestens Tag 3 nach Ereignis) als spinal (ab frGhestens Tag 7)

nachweisbar.

1.2.6 Immunologische Therapieansatze

Die Aufklarung der exakten immunologischen Vorgange nach Infarktereignis
stellen die Grundlage fur die Identifikation neuer Angriffspunkte fur Therapeutika
dar. Die Vielzahl von Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Zellgruppen
und der oftmals von zahlreichen Faktoren abhangige schmale Grad zwischen
reperativer und schadigender Funktion einzelner Zellen, stellt die Wissenschaft
vor eine besondere Herausforderung. Notwendig ist ein gutes grundlegendes
Verstandnis der pathophysiologischen Vorgange nach Lasionen in
unterschiedlichen ZNS Kompartments notwendig.

Die ursprungliche Idee der Depletion der inflammatorischen Monozyten im Blut
als therapeutische Option hat sich als nicht erfolgversprechend herausgestellt,
da damit auch der reparative Anteil der inflammatorischen Antwort ausfallen
wurde. Ziel kann jetzt vielmehr nur noch die Beeinflussung des Makrophagen-

und Mikrogliaphanotyps im Gewebe hin zu reparativen Subpopulationen sein.

Therapeutisch nutzbar scheinen PPAR-Gamma-Rezeptor-Agonisten, welche ein
antiinflammatorisches Makrophagenprofil fordern und konsekutiv sekundare
zerebrale Infarktblutungen reduzieren (Gliem et al., 2015). Hinweise auf einen
weiteren potentiellen Angriffspunkt einer Immuntherapie auf monozytarer Ebene

liefern Ergebnisse, welche eine essenzielle Funktion des nuklearen Rezeptors

12



Einleitung

,,NrdA1“ auf den Erhalt einer reperativen Makrophagenfunktion nachweisen
konnten (Hilgendorf et al., 2014).

Mit dem Ziel die nach zerebralem Infarktereignis eintretende Mikrogliaaktivierung
(und andere inflammatorische Antworten) zu reduzieren wurde Minocyclin, ein
Derivat des Antibiotikums Tetrazyklin, bereits in klinischen Studien getestet. Die
sichere Anwendbarkeit in Hinblick auf sekundare Infarktblutungen, die
Kombinierbarkeit mit einer Thrombolyse und ein deutlich gebessertes klinisches
Outcome fuhrten zur Durchfuhrung einer multizentrischen randomisierten,
doppeltverblindeten, Placebo-kontrollierten Studie, welche jedoch im Mai 2013
aufgrund vergeblichen Wirknachweises fruhzeitig beendet wurde (Veltkamp et
al., 2016).

Schlussendlich verbleibt die Notwendigkeit der genauen Aufklarung von
Eigenschaft, Wechselwirkung und der exakten Mechanismen der
inflammatorischen  Postinfarktantwort, um  verbesserte und sichere

pharmakologische Angriffspunkte zu identifizieren.

1.2.7 Ziele der vorliegenden Arbeit

Der ischamische Hirninfarkt ist eine haufige Ursache bleibender neurologischer
Defizite (Busch et al 2013). Neben den Therapien zur Gefalirekanalisation in
frihen Stadien des Hirninfarktes sind keine Therapien in spateren Stadien des
Hirninfarktes  etabliert. Die  postischamische Inflammation ist ein
vielversprechender Ansatzpunkt (Veltkamp et al., 2016). Bislang gibt es nur
wenige vergleichende Arbeiten die Unterschiede der Inflammation in grauer und
weiller Substanz beschrieben haben.

Ziel der Arbeit war die Charakterisierung der postischamischen Inflammation im
zerebralen Kortex (graue Substanz) im Vergleich zur postischamischen
Inflammation im Rlckenmark (weile Substanz), um zu klaren, ob es ein
einheitliches Muster der Inflammation nach ZNS Ischamie existiert oder ob

dieses von der zellularen Zusammensetzung des ZNS Areals abhangig ist.
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2 Material und Methoden

2.0.1 Tierversuchsgenehmiqung

Die Genehmigung von Versuchen an denen in dieser Arbeit verwendeten
Wirbeltieren nach Paragraph 8 Absatz 1 des Tierschutzgesetzes in Verbindung
mit Paragraph 33 der Tierschutz-Versuchstierverordnung wurde am 12.10.2015
durch das Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-
Westfalen unter dem Aktenzeichen: 84-02.04.2014.A450, erteilt.

2.1 Die Photothrombose

Uberblick
Ziel dieser Arbeit war der Vergleich zwischen dem ischamischen zerebralen und

spinalen Infarkt.

Verfahren
Alle Infarkte wurden mittels einer photochemischen Thrombose, durch den

Xanthenfarbstoff ,,Bengalrosa“ induziert (Watson et al., 1985).

Abbildung 1: Die chemische Reaktion der Photohrombose.

Schematische Darstellung der intravasalen Vorgange bei photochemischer
Thrombose in Anlehnung an eine Abbildung von Karlheinz Herrmann (Herrmann,
1982).
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Angeregt Uber eine Absorption von Lichtenergie geben Xanthenfarbstoffe
Sauerstoffradikale frei (Gandin et al., 1983). Sauerstoffradikale sind
wirkungsvolle Oxidationsmittel. Die Oxidation von Membranproteinen, Fetten und
Arachidonsaurederivaten, fuhrt innerhalb von Gefal3en zu einer Schadigung von
Endothelzellen. Die geschadigten Endothelzellen bedingen eine Adhasion von
Thrombozyten (Herrmann, 1983).

Protokoll
Die zerebrale Photothrombose

Fir die Operation wurden 6-12 Wochen alte C57BL/6 Mause (ZETT, Heinrich-

Heine-Universitat, Dusseldorf, Deutschland) verwendet. Das Gewicht der Mause

lag zwischen 20 und 25 g. Das Verfahren der zerebralen Photothrombose diente
in dieser Arbeit der Induktion eines ischamischen Schlaganfalls im zerebralen
Kortex der Maus. Zu Beginn der Operation wurde das Versuchstier gewogen und
Uber eine Atemmaske mittels eines Isofluranverdampfers (Isofluran vapor 19.3,
Dragerwerk AG & CO. KGaA, Lubeck, Deutschland), mit Distickstoffmonoxid und
Sauerstoff 1:2 sowie 2 Vol.% Isofluran in Narkose versetzt. Die Korpertemperatur
der Maus wurde Uber eine Heizmatte bei 36 Grad Celsius stabilisiert. Uber
standardisierte Tests wurde die Schmerzempfindlichkeit der Maus Uberpruft, die
Narkose dementsprechend dosiert, und mit der OP begonnen. Im ersten Schritt
wurde die Maus in einem stereotaktischen Rahmen fixiert und die Behaarung der
Kopfhaut im Operationsgebiet entfernt. Im zweiten Schritt erfolgte die Eréffnung
der Kopfhaut mit anschlieender Freilegung der Schadelkalotte. Nun wurde ein
Marker (Lumcolor, Staedtler Mars GmbH & CO. KG, Nurnberg, Deutschland) in
einem Stereotaxiegerat fixiert und der Schnittpunkt der Sutura coronalis und der
Sutura sagittalis (Bregma) markiert. Lokalisiert 2 mm dorsal und 2,4 mm rechts
lateral des Bregmas wurde eine weitere Markierung platziert. Es erfolgte nun eine
intraperitoneale Injektion von 1 mg in PBS-geldstem Bengalrosa (Rose bengal,
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte Staaten von Amerika und
Dulbecco’s Phosphat Buffered Saline, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
Vereinigte Staaten von Amerika). Innerhalb einer funfminutigen Einwirkzeit
dieser Substanz wurde auf den zuvor markierten Bereich der Kalotte eine
Kaltlichtquelle (KL 1500 LCD, Schott AG, Mainz, Deutschland) platziert. Nach
Ablauf dieser Zeit wurde die Kaltlichtquelle fur 15 Minuten bei einer
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Farbtemperatur von 3200 Kelvin eingeschaltet. Abschliel3end wurde die Narkose
reduziert und die zuvor erdffnete Kopfhaut mit Gewebekleber (Histoacryl, B.
Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) verschlossen. In einem letzten

Schritt wurde die Narkose vollstandig beendet und die Atemmaske entfernt.

Die spinale Photothrombose

In einem ersten Schritt wurde das Versuchstier Uber einen 2x14 cm langen
Zylinder gelegt. Im nachsten Schritt erfolgte die Entfernung des Fells oberhalb
der thorakalen und zervikalen Wirbelkorper. Mit einer Pinzette (FD281R,
Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland) wurde oberhalb der zervikalen
Wirbelkorper die Haut angehoben und mithilfe einer Schere (BC580R, Aesculap
AG, Tuttlingen, Deutschland) eingeschnitten. AnschlieBend erfolgte die
Eroffnung der Haut von kranial bis kaudal auf Hohe des 11. Brustwirbelkorpers.
Mit Hilfe einer Pinzette (FD281R, Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland) wurde
die allgemeine Korperfaszie angehoben und eroffnet. Im Folgeschritt wurde der
zwischen Ruckenmuskulatur und Haut liegende Fettkorper und die versorgende
Arterie praparatorisch gesichert. Anschlieend wurde mit einem Skalpell
(Feather Disposable Scalpel No.10, Feather Safety Razor Co. Ltd, Osaka,
Japan) die Ruckenmuskulatur auf Hohe des 11. bis 7. Brustwirbelkorpers bis auf
die Spitze der processus spinosi eroffnet. Bei korrekter Operation bedurfte dieser
Schritt einer minimalen Blutstillung mittels Kompressen (Pur-Zellin, Paul
Hartmann AG, Heidenheim an der Benz, Deutschland). Die Identifizierung der
Operationshohe erfolgte anhand der Lange der processus spinosi, so wurde der
von kranial nach kaudal betrachtet letzte elongierte processus aufgesucht und
nach kranial drei weitere processus abgezahlt. Zwischen dem 8. und 9.
Brustwirbel erfolgte eine Freipraparation der Rickenmarkshaute, bis auf die pia
mater spinalis. Eine blutungsfreie Sicht beendete die Praparation. Die Injektion
des photoaktiven Bengalrosas erfolgte nach o.g. Schema. Innerhalb der
funfminttigen Resorptionszeit wurde eine Kaltlichtquelle (KL1500 LCD, Schott
AG, Mainz, Deutschland) in ein Stereotaxiegerat gespannt und auf die pia mater
spinalis aufgesetzt. Nach abgelaufener Zeit erfolgte eine funfminutige
Bestrahlung des Ruckenmarks via Kaltlichtquelle mit einer Farbtemperatur von
3200 Kelvin. Anschlie3end erfolgte die Markierung der beiden freipraparierten
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Wirbelkdrper mittels eines wasserfesten Feinmarkers (Lumcolor, Staedtler Mars
GmbH & CO. KG, Nurnberg, Deutschland) markiert. Jedes Tier erhielt drei
Hautnahte. Eine direkt oberhalb der Lasion, eine kranial und eine kaudal. Nach

Abschluss der Operation wurde die Narkose reduziert und beendet.

2.2 Histologie

2.2.1 Herstellung der Praparate
Protokoll

Perfusion

Nach Ablauf definierter Zeitpunkte (Tag 1, 3, 7 und 14 nach OP), wurden die
Tiere Uber eine letale Dosis Isofluran getotet und intrakardial perfundiert. Um dies
zu ermoglichen, erfolgte die Eroffnrung des Thorax des Versuchstiers.
AnschlieBend wurde mit Hilfe einer Schere (BCO60R, Aesculap, Tuttlingen,
Deutschland) der linke Ventrikel und das rechte Herzohr erdffnet. Es erfolgte
zuerst eine Injektion von 10 ml phosphatgepufferter Salzlosung (Dulbecco’s
Phosphat Buffered Saline, Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, Vereinigte Staaten
von Amerika) und darauffolgend 10 ml Paraformaldehyd (eigene Herstellung)
intrakardial. Jene Tiere, welche der zerebralen Photothrombose unterzogen
wurden, wurden im Anschluss an die Perfusion dekapitiert. Schlief3lich wurde der
Schadel mittels einer Pinzette (Pinzette BDO035, Aesculap, Tuttlingen,
Deutschland) abgeldst und das Grof3hirn samt Kleinhirn freiprapariert. Die
Lagerung erfolgte in 15 ml Zylinder (Greiner centrifuge tubes, Greiner Bio-One
International GmbH, Kremsmiinster, Osterreich) in 10 ml Paraformaldehyd. Bei
Tieren mit spinaler Schadigung wurde die freipraparierte Wirbelsaule in toto in 10

ml Paraformaldehyd eingelagert.

Freipraparation und Waschschritt

Am Folgetag der Perfusion erfolgte bei den spinal geschadigten Tieren die
Freipraparation des Ruckenmarks. Diese erfolgte nach einem definierten
Schema. Der Teil oberhalb der Lasion wird als ,,B”, unterhalb der Lasion als ,,C”
und jener Anteil, welcher die Lasion beinhaltet, mit ,,A” bezeichnet. Die Lagerung
der Praparate erfolgte innerhalb von Plastikkassetten zwischen zwei 1 x 0,5 cm

breiten Filterpapierstreifen. Die Kassetten wurden in, mit 300 ml PBS befullten,
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Erlenmeyerkolben gelagert. Die zerebralen Praparate wurden am gleichen Tag
von Paraformaldehyd in PBS Uberfuhrt. lhre Lagerung erfolgte ganzheitlich in 15
ml Zylinder (Greiner centrifuge tubes, Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmunster, Osterreich).

Entwasserung der Praparate

Nach einer Lagerungszeit in phosphatgepufferter Salzlosung erfolgte die
Entwasserung der Praparate. Diese erfolgte Uber 8 Schritte in einer Alkoholreihe.
Als erstes wurde die phosphatgepufferte Salzlosung innerhalb der Zylinder und
des Erlenmeyerkolbens gegen 70 %-igen Alkohol ausgetauscht. Die Praparate
verweilten in dieser Flussigkeit fur vier Stunden. Nach Ablauf dieser Zeit erfolgte
ein Wechsel von 70 %-igen Alkohol auf 80 %-igen Alkohol. Nach weiteren vier
Stunden wurde der 80 %-ige Alkohol, mit der gleichen Menge 80 %-igen Alkohol
erneuert. Nach dem gleichen Schema und Zeitintervallen erfolgte ein Austausch
mit zweimal 96 %-igem Alkohol und zweimal 99,5 %-igem Alkohol. Im Anschluss
wurden die Praparate fur 24 Stunden in Methylbenzoat gelagert. An den
darauffolgenden Tagen erfolgte eine Lagerung in taglich erneuertem Paraffin
(Surgipath Paraplast, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch,
Deutschland).

Paraffineinbettung

Am letzten Tag der Paraffinlagerung wurden die Praparate in fur das Mikrotom
(Mikrom HMS355S, Mikrom International GmbH, Walldorf, Deutschland)
angepasste quadratische Formen eingebettet. Hierfur wurde das Paraffin auf 60
- 62 Grad Celsius erhitzt und in flissigem Zustand in Silikonformen gegossen.
Innerhalb der darauffolgenden Minute wurden die Praparate (Gehirn oder
Ruckenmark) innerhalb der Form in gleicher Richtung positioniert. Nach Ablauf
von 30 Minuten wurden die Blocke bei 5 Grad Celsius in einem Kuhlraum

gelagert.

Anfertigung der Praparate

Die angefertigten Paraffinblocke wurden mit einem Mikrotom (Mikrom HM355S,
Mikrom International GmbH, Walldorf, Deutschland) in 7 Mikrometer dicke
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Paraffinschnitte geschnitten. Nach kurzer Verweildauer in einem 38 Grad Celsius
warmen Streckbad mit destilliertem Wasser, wurden die Schnitte auf Objekttrager
(Thermo Scientific™ SuperFrost Ultra Plus™ Adhasionsobjekttrager, Waltham,

Vereinigte Staaten von Amerika) aufgebracht.

2.2.2 Kresylviolettfarbung
Uberblick

FUr die anatomische Einordnung der Schnitte wurde der basische Farbstoff

Kresylviolett verwendet.

Verfahren

Die Bindung zwischen dem basischen Anilinfarbstoff Kresylviolett und der negativ
geladenen RNA ermdglicht die Anfarbung RNA-haltiger Zellorganellen (Nissl,
1894).

Protokoll

Im ersten Schritt wurden die ausgewahlten Schnitte zwischen 30 Minuten und
einer Stunde in Xylol (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
entparaffiniert. Anschlielend durchliefen die Praparate eine absteigende
Alkoholreihe (99,5 %, 99,5 %, 90 %, 70 % und 50 %-iger Alkohol fur jeweils zwei
Minuten). Im Folgeschritt wurden die Praparate fur 10 Minuten in filtriertem
Kresylviolett inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine aufsteigende Alkoholreihe, in
der die Praparate fur 2zwei Sekunden die vormals genannten
Alkoholkonzentrationen durchliefen. Abschlieend wurden die Praparate
zweimal fur jeweils funf Minuten in Roticlear® (Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland) gebadet und mittels Entellan® (Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland) eingedeckt.

2.2.3 Immunhistochemie

Uberblick
Alle angefertigten Farbungen liegt die Avidin-Biotin-Komplex-Methode zugrunde
(Guesdon et al., 1979).
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DAB & Peroxidase
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~ B B Biotin-Molekil
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Avidin-Biotin-Komplex-Methode.

Verfahren

In einem ersten Schritt bindet der Primarantikrper an das Zielantigen an der
Zelloberflache. An diesen bindet in einem zweiten Schritt ein biotinylierter
Sekundarantikorper. Das Protein Avidin bildet starke Wechselwirkungen mit bis
zu vier Biotin-Molekulen. So ermdglicht die Zugabe von Avidin, eine Kopplung
zwischen dem biotinylierten Sekundarantikorper und einer in einem weiteren
Schritt zugegebenen biotinylierten Peroxidase. Die Peroxidase oxidiert 3,3'-
Diaminobenzidin zu einem braunen Farbstoff. Unspezifische Bindungsstellen fur
den Sekundarantikdrper wurden durch die Zugabe von aus der gleichen Spezies
gewonnenem Serum blockiert. Unspezifische Peroxidasereaktionen wurden

durch die Zugabe von Wasserstoffperoxid verhindert.
Protokoll

Die immunhistochemische Farbung unterteile sich in zwei Tage. Am ersten Tag

wurden die zur Farbung ausgewahlten Schnitte, fur mindestens eine Stunde in
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Xylol entparaffiniert. Im Anschluss erfolgte eine absteigende Alkoholreihe
(99,5 %, 99,5 %, 90 %, 70 % und 50 %-iger Alkohol fur jeweils zwei Minuten).
Der Folgeschritt ist fur jede Farbung unterschiedlich. Schnitte, welche gegen das
Oberflachenantigen CD68 gefarbt werden sollten, wurden fur 7 Minuten in 37
Grad Celsius warmer Protease inkubiert (25 mg Protease gelost in 60 ml
destilliertem Wasser). Fur gegen Typ-1V-Kollagen ausgewahlte Farbungen
wurden far 10 Minuten in einem Citratpuffer erwarmt. Im Falle einer Farbung
gegen GFAP (saures Gliafaserprotein) wurde in den gesamten Folgeschritten,
anstatt einer phosphatgepufferten Salzlosung (PBS) eine trisgepufferte
Salzlésung (TBS) verwendet. In allen Schritten wurden 100 Mikroliter der
jeweiligen Substrate pro Praparat aufgetragen. Nach den farbespezifischen
Schritten folgte ein funfminttiger Waschschritt in phosphat- oder trisgepufferter
Salzlésung. Fur die Ausschaltung unspezifischer Peroxidasen wurde ein
Gemisch aus 30 Mikroliter 3 %-igem Wasserstoffperoxid und einem Milliliter tris-
oder phosphatgepufferter Salzlosung hergestellt. Jedes Praparat wurde mit
Wasserstoffperoxid behandelt und inkubierte fur 30 Minuten. Im Folgeschritt
wurden die Praparate mit Normalserum fur 30 Minuten in einer feuchten Kammer
gelagert. Die Auswahl der Normalseren richtete sich nach den gewahlten
Sekundarantikorpern (siehe Tabelle 1). Der erste Tag endet mit dem aufbringen
der spezifischen Primarantikorper (Tabelle 1). Gelagert in einer feuchten
Kammer, verweilten die Praparate in einem Kuhlraum bei 7 Grad Celsius Uber
Nacht.

Primarantikorper Verdinnung Puffer Sekundarantikbrper Normalserum

CD68 1:500 PBS Ratte Hase
GFAP 1:500 TBS Hase Ziege
Kollagen IV 1:500 PBS Ziege Pferd

Tabelle 1: Primarantikorper der Immunhistochemie.

Angabe aller verwendeten Primarantikdrper mit jeweiligem Puffer,
Verdunnungsverhaltnis, Sekundarantikorper und Normalserum. Abkurzungen:
GFAP - (englisch: Glial fibrillary acidic protein), CD- (englisch: Cluster of

differentiation)
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Antikorper Herstellerangabe

CD 68 Monoclonal Antibody Rat Anti Mouse CD68 (MCA1957)
AbDSerotec, Kindlington, GroRRbritannien
GFAP Polyclonal Anti-GFAP antibody produced in rabbit (G9269)

Sigma Aldrich, St- Louis, Vereinigte Staaten von Amerika
Kollagen 4 Polyclonal Collagen Type IV, Bovine/Human (T33134B)
Meridian Life Science, Memphis, USA
Anti-Hase Biotinylated Anti-rabbit 1IgG (H+L), Made in Goat Vector
Laboratories, Burlingame, Vereinigte Staaten von Amerika
Anti-Gans Biotinylated Anti-goat IgG (H+L), Made in Horse Vector
Laboratories, Burlingame, Vereinigte Staaten von Amerika
Anit-Ratte Biotinylated Anti-rat 1gG (H+L), Made in Rabbit Vector
Laboratories, Burlingame, USA
Normalserum Eigene Herstellung
Tabelle 2: Herstellerverzeichnis der verwendeten Antikorper.
Herstellerangaben der jeweilig verwendeten Antikorper. Abkurzungen: GFAP -

Glial fibrillary acidic protein, CD - Cluster of differentiation

Der zweite Tag begann mit einem funfminutigen Waschschritt in tris- oder
phosphatgepufferter Salzlosung. AnschlieBend wurde der biotinylierte
Sekundarantikorper (siehe Tabelle 1) in einem Verhaltnis von 1 Mikroliter zu 200
Mikroliter PBS oder TBS hergestellt. Zur gleichen Zeit erfolgte die Herstellung
einer Mischung aus 10 Mikroliter Avidin und 10 Mikroliter biotinylierter Peroxidase
(Vectastain® Elite® ABC, Vector Laboratories Inc., Burlingame, Vereinigte
Staaten von Amerika). Das Gemisch inkubierte anschlieRend fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur. Es folgte das Aufbringen der Sekundarantikorper auf die
Praparate. Die anschlieRende Inkubation erfolgte fur 30 Minuten in einer feuchten
Kammer bei Raumtemperatur. Nach einem erneuten Waschschritt wurde
derzuvor hergestellte Avidin-Biotin-Peroxidase Komplex auf die Praparate
pipettiert. Die Inkubationszeit betrug abermals 30 Minuten. Im vorletzten Schnitt
wurde eine Losung des Farbstoffes 3,3-Diaminobenzidin hergestellt (ImmPACT®
DAB, Vectastain® Elite® ABC, Vector Laboratories Inc., Burlingame, Vereinigte

Staaten von Amerika). Jede Farbung besitzt eine fur sich spezifische Farbezeit
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(siehe Tabelle 3). Nach erfolgter Auftragung des Farbstoffes wurde die
Farbereaktion durch einen Waschschritt in phosphatgepufferter Salzlosung
beendet. Es folgten eine abschlieRende Alkoholreihe und eine Eindeckung nach

vormals beschriebenen Prozedere.

Antikorper Inkubationszeit zerebral Inkubationszeit spinal
GFAP 2 Minuten 1 Minute

CD68 3 Minuten 3 Minuten

Kollagen IV 1 Minute 1 Minute

Tabelle 3: Inkubationszeit der Antikorper.

FUr jeden verwendeten Antikorper spezifische Inkubationszeiten fur 3,3-
Diaminobenzidin. Innerhalb dieser Zeit konnte der Sekundarantikdrper den
Farbstoff umsetzen. Abkurzungen: GFAP: Glial fibrillary acidic protein, CD:

Cluster of differentiation

2.2.4 Immunfluoreszenzfarbung
Uberblick

Im Gegensatz zur reinen Immunhistochemie welche das Zielprotein durch den

Umsatz eines Farbstoffes fur die Durchlichtmikroskopie sichtbar macht, basieren
Immunfluoreszenzfarbungen auf der Emission von Photonen durch an das

Zielprotein gekoppelte Fluoreszenzfarbstoffe.

Verfahren

Nach erfolgter Bindung des Primarantikorpers an das Zielantigen erfolgt die
Bindung des Sekundarantikorpers an den Primarantikorper. Dieser ist mit einem
Fluoreszenzfarbstoff (in den nachfolgenden Experimenten mit Alexa Fluor® 488
nm) gekoppelt. Zusatzlich zu der Darstellung der ausgewahlten Zielstruktur,
erfolgt eine Darstellung aller Zellkerne im Praparat via 4',6-Diamidin-2-
phenylindol-dihydrochlorid (DAPI). 4',6-Diamidin-2-phenylindol-dihydrochlorid
interkaliert in AT-reiche Regionen (Adenin und Thymin) der DNA und ermdglicht

eine Darstellung der Zellkerne.
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Protokoll

Am ersten Tag erfolgte eine einstindige Entparaffinierung mit Xylol (Carl Roth
GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland). Im Anschluss durchliefen die
ausgewabhlten Praparate eine absteigende Alkoholreihe (99,5 %, 99,5 %, 90 %,
70 % und 50 %-iger Alkohol fur jeweils zwei Minuten). Die entwasserten
Praparate wurden fur 10 min in einem Citratpuffer in einer Mikrowelle bei 700W
erhitzt und wieder abgekuhlt. Anschlieliend wurden die Praparate fur 5 Minuten
mit trisgepufferter Salzlosung (TBS) gewaschen und nach kurzer Trocknung mit
100 pl fanfprozentigem Pferdeserum pro Praparat fur zwei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde jedem Praparat 100 pl des MBP-
Primarantikorpers (in einem Dilutionsverhaltnis von 1:250) zugegeben (ANTI-
MBP, Bio-Rad Laboratories Inc., Kalifornien, Vereinigte Staaten von Amerika).
Der Primarantikorper inkubierte nun Uber Nacht bei Raumtemperatur.

Am zweiten Tag wurden die Praparate fur 5 Minuten in trisgepufferter Salzlosung
(TBS) gewaschen. Nach kurzer Trocknung wurde 100 pl biotinylierter Anti-Ratte
lgG-Antikorper auf jedes Praparat gegeben und fur zwei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgte ein funfminutiger Waschschritt mit
trisgepufferter Salzlosung. AnschlieRend wurde jedem Praparat 100 pl des
Farbstoffs Alexa Fluor® 488 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, Vereinigte Staaten von Amerika) zugegeben. Es folgte ein
funfminutiger Waschschritt in phosphatgepufferter Salzlosung. Anschlieend
wurden die Praparate fur dreimal 10-Minuten in einem eisgekuhlten Gemisch aus
200 mg Natriumborhydrid und 200 ml phosphatgepufferter Salzlésung gebadet.
Darauffolgend wurden alle Praparate dreimal fur eine Minute in
phosphatgepufferter Salzlosung gewaschen. Im vorletzten Schritt wurde auf
jedes Praparat 100 pl 4',6-Diamidin-2-phenylindol-dihydrochlorid (DAPI)
pipettiert und fur 7 Minuten inkubiert. Nach kurzem Waschschritt in
phosphatgepufferter Salzlosung wurden die Praparate mit dem Eindeckmedium
Fluoromount-G® (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts,

Vereinigte Staaten von Amerika) eingedeckt.
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2.2.5 Bildverarbeitung

Nach abgeschlossenem Farbeprozess wurden uber ein Mikroskop (Zeiss

Axioplan 2, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) mit der zugehorigen
Kamera und der Software Axiovision 2.0 (Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Deutschland) Aufnahmen der Praparate erstellt. Die Aufnahmen erfolgten in 2,5-
und 10-facher VergroRerung. Die Quantifizierung des gefarbten Anteils der
angefertigten Praparate erfolgte Uber die Software Imaged in der Version 1.42q
(National Institutes of Health, Bethesda, Vereinigte Staaten von Amerika) in von
Tag 1-7 500 x 900 Pixel groRen Messflachen und am Tag 14 in 500 x 450 Pixel
groRen Messflachen in der jeweils in der Ubersichtsabbildung angegebenen
Lokalisation.

2.4 Real-time quantitative PCR

Uberblick
Grundlage der Real-time quantitativen Polymerasekettenreaktion, stellt die

erstmals durch Mullis und Faloona im Jahre 1987 publizierte Methode der
Polymerasekettenreaktion = (PCR), zur gezielten = Vermehrung von
Desoxyribonukleinsdure dar (Mullis und Faloona, 1987). Die Real-time
quantitative Reverse Transkriptase-PCR ermoglich die Quantifizierung der
Messenger-RNA (mRNA) ausgewahlter Gene. Als Produkt der Transkription
entspricht die Menge an mRNA der Genaktivitat.

Verfahren
Polymerasekettenreaktion

Zu Beginn wird der zu untersuchende DNA-Abschnitt identifiziert und ein
zielsequenzspezifisches Primerpaar ausgewahlt (siehe Tabelle 3). Fir die
Durchflhrung einer Polymerasekettenreaktion wird eine DNA-Matrize (englisch:
Template), eine hitzestabile Polymerase, Desoxyribonukleosidtriphosphate und
ein Primerpaar bendtigt. Der gesamte Reaktionsablauf findet in einem
Thermozykler statt. Die Polymerasekettenreaktion verlauft in einem Zyklus mit

drei Phasen:
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1. Die Denaturierung: Uber eine Erhitzung auf 94 Grad Celsius werden die
Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den beiden Strangen der DNA
aufgebrochen. Es entstehen zwei Einzelstrange.

2. Die Primerhybridisierung: Eine Absenkung der Temperatur zwischen 40 und
60 Grad Celsius ermoglicht die Anlagerung des forward-Primers an den
Zielstrang und des reverse-Primers an den Komplementarstrang.

3. Die Elongation: Bei einer Temperatur von 72 Grad Celsius beginnt die
hitzestabile Polymerase mit der Synthese der Komplementarstrange mittels
Desoxyribonukleosidtriphosphate. Startpunkte bilden die im vorherigen Schritt
angelagerten Primer. Der Zyklus ist abgeschlossen.

Der zuvor ausgewahlte DNA-Abschnitt wurde verdoppelt. Die Dauer eines Zyklus
liegt bei unter funf Minuten. Der Ablauf mehrerer Zyklen ermdglicht eine

exponentielle Vermehrung der ausgewahlten DNA-Abschnitte.

Reverse Transkriptase PCR

Die Polymerasekettenreaktion ermdglicht die exponentielle Vermehrung von
DNA, nicht aber von RNA. Fur eine Vermehrung und anschliefende
Quantifizierung von Messenger-RNA muss diese zuvor in DNA umgeschrieben
werden. Das Enzym Reverse Transkriptase ermdglicht eine Ubersetzung von
RNA in cDNA (englisch: Complementary DNA).

Real-time quantitative PCR

Die Real-time quantitative Polymerasekettenreaktion ermdglicht die Bestimmung
einer DNA-Menge wahrend der Polymerasekettenreaktion in Echtzeit (englisch:
Real-time). Durch die Zugabe von SYBR-Green, einem Fluoreszenzfarbstoff
welcher in Doppelstrang-DNA interkaliert, lasst sich ein Fluoreszenzsignal
detektieren. Die Starke des Fluoreszenzsignales ist proportional zur DNA-
Menge. Die Messung findet in der Elongationsphase statt.

In dieser Arbeit wurde die delta-delta CT-Methode (englisch: Cycled treshold)
verwendet. Der CT-Wert ist definiert als Zykluszahl, an welcher eine festgelegte
Fluoreszenzstarke erreicht wird. Die Vermehrung verlauft zu diesem Zeitpunkt
exponentiell. Hohere Ursprungsmengen Doppelstrang-DNA erreichen diesen

Schwellenwert fruher, niedrigere Mengen spater. Anhand eines Referenzgens,

26



Material und Methoden

dessen DNA-Menge bei einem bestimmten CT-Wert bekannt ist, kdnnen
Ruckschlusse auf die Ausgangsmenge der untersuchten DNA gezogen werden.

Die Angabe erfolgt als Vielfaches vom Referenzgen.

Isolation der mRNA
Alle verwendeten Gewebeproben wurden direkt nach der Praparation mittels

flissigen Stickstoffs gefroren und bei -80 Grad Celsius gelagert.

Die mRNA-Isolation erfolgte nach der Guanidiumthiocyanat-Phenol-Chloroform-
Methode (Chomczynski und Sacchi, 1986).

Die in einem ersten Schritt erfolgte Homogenisierung des Zellmaterials unter
Zugabe einer salzhaltigen sauren Losung aus Guanidiumthiocyanat und Phenol
(TRIzol™| Life Technologies, Carlsbad, Vereinigte Staaten von Amerika), birgt
vier Funktionen:

1. Der frihzeitige Abbau der mRNA durch Ribonukleasen wird durch die Zugabe
von Guanidiumthiocyanat verhindert (Chirgwin et al., 1979).

Als chaotrope Verbindung besitzt Guanidiumthiocyanat die Fahigkeit
Wasserstoffbrickenbindungen aufzubrechen und Netzwerke aus
Wassermolekulen zu storen. Eine Veranderung im Wassernetzwerk bedingt eine
Konformationsanderung (Denaturierung) von Proteinen in wassriger Losung.
Zusatzlich zu dieser Eigenschaft bricht Guanidiumthiocyanat Disulfidbriacken der
vorhandenen Ribonukleasen auf. Dies fuhrt zu einem irreversiblen
Funktionsverlust (Sela et al., 1956). Beide Vorgange verlaufen schneller als der
mMmRNA-Abbau durch Ribonukleasen. Das in einem spateren Schritt zugefluhrte
Diethylpyrocarbonat (DEPC), hemmt als Enzyminhibitor ebenfalls vorhandene
Ribonukleasen (Fedorcsak und Ehrenberg, 1966).

2. Phenol besitzt eine hohere Dichte als Wasser. Das Zusammentreffen beider
Substanzen fuhrt zu einer Ausbildung von zwei Phasen. Einer unteren
(phenolhaltigen) und einer oberen (wassrigen) Phase.

Je ahnlicher die Wechselwirkungen der Molekule zweier Substanzen (Polaritat)
ist, desto hoher ist ihre Loslichkeit. Wasser besitzt eine hohere Polaritat als
Phenol. In Abhangigkeit ihrer Polaritat, gehen alle im Rahmen der
Homogenisierung freigesetzten Molekule, in eine der beiden Phasen Uber.

Nukleinsauren gehen als polare Moleklle in die wassrige Phase uber. Die
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Ubrigen weniger polaren Proteine gehen Uber in die phenolhaltige Phase. Die
Zugabe von Chloroform verstarkt die Separation der phenolhaltigen und
wassrigen Phase.

3. Eine Auftrennung von Desoxyribonukleinsduren und Ribonukleinsauren wird
Uber einen niedrigen PH-Wert ermoglicht. Freie H+-lonen neutralisieren die
negativ geladenen Phosphatreste der Desoxyribonukleinsduren und reduzieren
ihre Polaritaten. Sie richten sich in Richtung der phenolhaltigen Phase aus und
bilden eine Interphase. Ribonukleinsauren hingegen verbleiben in der wassrigen
Phase.

4. Nach Entnahme der wassrigen Phase |0st die Zugabe von Ethanol eine
Reaktion zwischen gelosten Natrium-lonen und Ribonukleinsauren aus. Infolge
dieser Reaktion verlieren vorhandene Ribonukleinsauren ihre Wasserloslichkeit.
Sie fallen aus (Niederschlag oder auch Pellet). Uber eine dhnliche Reaktion
verstarkt die Zugabe von Glykogen diesen Vorgang.

Bestimmung der mRNA-Menge

Die exakte Bestimmung der mRNA-Mengen nach mRNA-Isolation erfolgte Uber
eine Spektralphotometrie (NanoDrop™ 1000, PEQLAB Biotechnologie GMBH,
Erlangen, Deutschland). Nukleinsauren absorbieren ultraviolettes Licht.

Ihre maximale Absorption weisen Nukleinsauren bei 260 Nanometer (nm) auf.
Das Mal} fur die Abschwachung von elektromagnetischen Wellen durch ein
Medium wird durch den Extinktionskoeffizient beschrieben. DNA und RNA
besitzen bei 260 nm unterschiedliche Extinktionskoeffizienten (Tataurov et al.,
2008). Das Lambert-Beer'sche Gesetz ermoglicht die Bestimmung der
Konzentration einer Losung aus ihrem Extinktionskoeffizient. Die Angabe erfolgt
in Nanogramm pro Mikroliter. Als Angabe fur die Reinheit der Probe, wird das
Verhaltnis der Absorption zwischen 260 - und 280 nm (maximale Absorption bei

Proteinen) bestimmit.

Protokoll

Isolation der mRNA

Im ersten Schritt wurde das ausgewahlte Gewebepraparat unter Zugabe von 700

Mikroliter TRIzol Reagent (TRIzol™, Life Technologies, Carlsbad, Vereinigte
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Staaten von Amerika) fur 30 Sekunden mittels Homogenisator (Polytron®,
Kinematica AG, Luzern, Schweiz) zerkleinert. Nach einer kurzen Abkuhlzeit auf
Raumtemperatur erfolgte die Zugabe von 200 Mikroliter Chloroform. Die Probe
wurde nun zwischen dreiRig- und vierzigmal vorsichtig geschuttelt. Abermals
erfolgte eine kurze Abkuhlzeit auf Raumtemperatur. Im nachsten Schritt wurde
die angefertigte Probe fur 15 Minuten, bei 4 Grad Celsius und 12000
Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Nach Abschluss der Zentrifugation lassen
sich drei Phasen unterscheiden: Eine obere wassrige Phase, eine Interphase
und eine phenolhaltige untere Phase. Die obere (mMRNA-haltige) Phase wurde
abpipettiert. Zu der neu angefertigten Probe wurden 1,1 Mikroliter Glykogen
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) und 500 Mikroliter
Isopropanol zugegeben. Nach kurzem Schutteln erfolgte eine Inkubation bei
Raumtemperatur fur 15 Minuten. Anschlielend wurde die Probe bei 4 Grad
Celsius und 12000 Umdrehungen pro Minute fur 10 Minuten zentrifugiert. Nach
Abschluss der Zentrifugation stellte sich am Boden der Probe ein weil3er
Niederschlag dar. Dieser enthielt die mRNA. Ein Uber dem Pellet entstandener
Uberstand wurde verworfen. Der Probe wurde anschlieRend ein Milliliter 75 %-
iges Ethanol zugegeben. Erneut wurde die Probe fur funf Minuten bei 10000
Umdrehungen pro Minute und 4 Grad Celsius zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet fur 20 Minuten unter einem Abzug getrocknet. Es folgte
die Zugabe von 31,5 Mikroliter DEPC-behandeltem Wasser (Sigma-Aldrich,
St.Louis, Missouri, Vereinigte Staaten von Amerika). Im letzten Schritt wurde die

Probe fur 10 Minuten bei 60 Grad Celsius in einen Thermoblock inkubiert.

Bestimmung der mRNA-Menge

Die Bestimmung der mRNA-Menge erfolgte aus einem Mikroliter der vormals
hergestellten Substanz via Spektralphotometrie. Fur die Bestimmung der
Reinheit wurde das Verhaltnis der Absorption bei 260 - zu 280 nm bestimmt.
Akzeptiert wurden Werte von minimal 1,7.

Reverse-Transkriptase

Nach Bestimmung der vorhandenen mRNA-Menge pro Mikroliter wurde eine
Probenmenge mit einem Mikrogramm mRNA entnommen. Der Probe wurden 9

Mikroliter DEPC-Wasser (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte Staaten
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von Amerika) sowie 10 Mikroliter eines Primers mit zufalliger Basenfolge
(englisch: Random Primer) zugegeben (Oligo dt20, Eurofins Genomics Germany
GmbH, Ebersberg, Deutschland). Die Primerhybridisierung erfolgte in einem
Thermoblock (Trio Thermoblock, Biometra GmbH, Gaéttingen, Deutschland) bei
70 Grad Celsius fur 10 Minuten, mit anschlieBendem Abkuhlen auf Eis fur 5
Minuten. Im Folgeschritt wurde jeder Probe 1 Mikroliter Reverse Transkriptase
(SuperScript™ 1l Reverse Transcriptase, Life Technologies, Carlsbad,
Vereinigte Staaten von Amerika), 4 Mikroliter Puffer (5x-First-Strand Buffer, Life
Technologies, Carlsbad, Vereinigte Staaten von Amerika), 2 Mikroliter
Dithiothreitol (0,1 M), 1 Mikroliter Ribonukleaseinhibitor (RNasin®, Promega
Corporation, Fitchburg, Vereinigte Staaten von Amerika) und 2 Mikroliter 10
mikromolarer LOsung Desoxyribonukleosidtriphosphate (Deoxynucleoside
Triphosphate Set, Roche, Roche Diagnostics International AG, Mannheim,
Deutschland) beigefugt. Im letzten Schritt durchliefen die Proben in einem
Thermoblock (Trio Thermoblock, Biometra GmbH, Gottingen, Deutschland) vier
Temperaturstufen: 5 Minuten bei 37°C, 60 Minuten bei 42°C, 5 Minuten bei
99°C und einer Abkuhlungsphase auf 4°C.

Real-time quantitative PCR

Vor Versuchsbeginn konnte die erstellte cDNA einzelner Versuchstiere in
Versuchsgruppen (Tag 1, 3, 7, 14) zusammengefuhrt werden (englisch: Pooling).
Im ersten Schritt wurde 6,4 Mikroliter nukleasefreies Wasser (Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland) mit 1,8 Mikroliter reverse-Primer und 1,8 Mikroliter
forward-Primer vermischt (siehe Tabelle 3). Pro Probenbehaltnis (englisch: Well)
auf einer PCR-Platte (MicroAmp® Fast 96-Well Reaction Plate, Applied
Biosystems, USA), wurde ein Mikroliter cDNA, 5 Mikroliter der zu Beginn
erstellten Primermischung, und 24 Mikroliter SYBR-Green (Power SYBR™
Green PCR Master Mix, Applied Biosystems, Waltham, Vereinigte Staaten von
Amerika) beigefugt. Fur die Polymerasekettenreaktion notwendige
Desoxyribonukleosidtriphosphate sind Bestandteile im Power SYBR™ Green
PCR Master Mix. Als Referenzgen wurde Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) verwendet. Die fur GAPDH verwendete

Primermischung bestand aus 0,3 Mikroliter forward- und 1,8 Mikroliter reverse-
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Primer sowie 7,9 Mikroliter nukleasefreies Wasser (Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland).

Die Real-time quantitative PCR erfolgte in einem Vollautomaten (7900HT Fast
Real-Time PCR System, Applied Biosystems, Waltham, Vereinigte Staaten von
Amerika). Die Polymerasekettenreaktion verlief in drei Phasen:

Einer Denaturierung bei 95°C, der Primerhybridisierung bei 50°C und der
Elongation bei 72°C.

Die Datenerfassung wurde mittels Sequence Detection Systems Software 2.3
(abgekurzt: SDS 2.3) durchgefuhrt.

Primer Sequenz
GAPDH Fwd: AGG TTG TCT CCT GCGACTT
Rev: CCA GGA AAT GAG CTT GAC AAA G
Arginase 1 Fwd: CCT GAA GGA ACT GAA AGG AAA G
Rev: TTG GCA GAT ATG CAG GGA GT
TGF-1 Fwd: TGG TG AAC CAA GGA GAC G
Rev: GCA GTG AGC GCT GAATCG A
TNFalpha Fwd: AAT TCG CGT GAC AAG CCT GTA GC
Rev: CCT CCACTT GGT GGT TTG CT
iNOS Fwd: GGC AGC CTG TGA GAC CTT TG
Rev: CGT TTC GGG ATC TGA ATG TGA
CD86 Fwd: GAA GCC GAA TCA GCC TAG
Rev: CAG CGT TAC TAT CCC GCT CT
P2RY12 Fwd: AGG GGT TCA GCC AAAGTT CC
Rev: GCC ATA GGG TGC TCT CCT TC
SLC2A5 Fwd: TGG TCC CGC AAC TCTTCATC
Rev: CTC TCG GGA AAG AAC GGG AG
CD32 Fwd: CAG GGA CCC TGT AGA TCT GG
Rev: CCC CTT CCA GAA ACA CCA
CD206 Fwd: TGG TCACCG TGG TCCTCCT
Rev: AAA TAG GCT GCA ACG CCG
Pilrb2 Fwd: TCA CGA TGC TCC TGG CTA AA

Rev: CAT GCA GGG TCAGGT CTT TG
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Tabelle 4: Verwendete Primer mit Sequenzen.

Abkurzungen: Fwd.: Forwardprimer, Rev.: Reverseprimer, ~GAPDH:
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, TGF-1: Transforming growth
factor beta, CD: Cluster of Differentiation, P2RY12: Purinerger Rezeptor P2Y,
SLC2A5: Solute Carrier Family 2 Member 5, Pilrb2: Paired immunoglobulin-like
type 2 receptor beta-2, TNFalpha: Tumornekrosefaktor-alpha, iNOS:

induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase

2.5 Fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie
Uberblick

Die in dieser Arbeit verwendete fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie diente

im Zusammenspiel mit eigens hergestellten Knochenmarkschimaren der
Quantifizierung von hamatogen eingewanderten und ortsstandigen

Monozyten/Makrophagen.

Verfahren
Die fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie erlaubt die Identifikation der

ZellgroRe, der Zellgranularitat und der Oberflacheneigenschaften einzelner
Zellen in einer hohen Anzahl und innerhalb kirzester Zeit.

Das verwendete Durchflusszytometer kann vereinfach auf drei Bauteile reduziert
werden: Einem Laser, verschiedenen Filtern und unterschiedlichen Detektoren.
Der eingebaute Laser ermdglicht das Aussenden von Licht einer exakt definierten
Wellenlange. Trifft dieses Licht auf eine Zelle im Durchflusszytometer, werden
die Lichtstrahlen in zwei Richtungen abgelenkt: Nach vorne, als Mal} fur die
ZellgrolRe (,Vorwartsstreuung®, englisch: ,Forwardscatter”, abgekurzt: ,FSC®)
und zur Seite, als Mal® fur die Zellgranularitat (,Seitwartsstreuung®, englisch:
,oidescatter®, abgekurzt ,SSC").

Wurden die Zellen vor der Durchflusszytometrie Uber einen Antikdrper mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, wird dieser durch das Licht des Lasers angeregt
und es wird Licht einer exakt definierten Wellenlange emittiert. Diese kann uber

unterschiedliche Filter sortiert und Uber Detektoren gemessen werden kann.
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“ﬁ@ Detektor

SSC

FSC

SSC

Abbildung 3: Schematische Darstellung eines Durchflusszytometers.

Abkurzungen: ,FSC": Forwardscatter” und ,SSC*: ,Sidescatter®.

Protokoll
Die fluoreszenz-basierte Durchflusszytometrie erfolgte in zwei Schritten. Im

ersten Schritt erfolgte die Isolation intrazerebraler Leukozyten aus dem Hirn- oder
Ruckenmarksgewebe: Nach erfolgreicher Gewebepraparation wurde das
Gewebe in ein spezielles Medium Ubertragen, welches aus 0,625 ml ,DMEM*
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
Vereinigte Staaten von Amerika) und 10%-igem Kalberserum bestand. Im
Anschluss wurde die Suspension unter Verwendung einer Schere homogenisiert.
Es folgte ein Verdauungsschritt unter der Zugabe 125 pyL Collagenase und
Dispase (Collagenase/Dispase®, F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz)
mit anschlielfender 45-minutiger Bebrutung bei 37 Grad Celsius. AnschlieRend
wurde dem angedauten Homogenisat 5 ml des oben beschriebenen
DMEMI/Kalberserum-Mediums zugegeben und durch ein Zellsieb (Falcon® 70
pm Cell Strainer, Corning, Inc., New York, Vereinigte Staaten von Amerika)

gegossen. AnschlieRend wurde das Homogenisat fur 10 Minuten bei 1200 rpm
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zentrifugiert. Der resultierende Uberstand wurde verworfen. Unter der Zugabe
eines Zentrifugationsmediums (Percoll®, GE Healthcare, Chicago, Vereinigte
Staaten von Amerika), verschiedenen Pipettierschritten und nach mehrfacher
Zentrifugation (25 Minuten bei 2400 rpm, 15 Minuten bei 1555 rpm und 10
Minuten bei 1200 rpm), resultierte ein Pellet aus isolierten Zellen. Im Anschluss
wurden die Zellen via Trypanblau (Trypan Blue solution, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, Vereinigte Staaten von Amerika) angefarbt und ausgezahlt.

Im zweiten Schritt erfolgte die Markierung der isolierten Zellen mit einem
fluoreszenzgekoppelten Antikorper: Die zuvor ausgezahlten Zellen wurden auf
eigens fur die fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie hergestellte Rohrchen
verteilt (Falcon® 5 ml Polystrene Round-Bottom, New York, Vereinigte Staaten
von Amerika) und mit einer zuvor angefertigten Mischung aus 500 ml
phosphatgepufferter Salzlosung (Dulbecco’s Phosphat Buffered Saline, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte Staaten von Amerika), 10 ml fetalem
Kalberserum und 500 mg Natriumazid, auf 2 ml pro Rohrchen aufgefullt. Es folgte
eine zehnminutige Zentrifugation bei 4 Grad Celsius und 1200 rpm. Der
entstandene Uberstand wurde verworfen und die Zellsuspension mit 25 pl
fetalem Kalberserum gemischt. AnschlieBend folgte eine 15-mindtige
Inkubationszeit bei 4 Grad Celsius. Im Anschluss werden die Proben mit der o.g.
PBS/FCS/NaNs-Losung auf 2 ml aufgefullt. Es folgte eine erneute zehnminutige
Zentrifugation bei 4 Grad Celsius und 1200 rpm. Der gewonnene Uberstand
wurde verworfen. Im Anschluss wurde den Proben 25 ul des jeweiligen FACS-
Antikorpers (siehe Tabelle 5) hinzugegeben. Es folgte eine 30-mindtige
Inkubationszeit bei 4 Grad Celsius. AnschlielRend erfolgte die Zugabe von 2 ml
der o.g. PBS/FCS/NaNs-Losung. Anschlieend erfolgte eine erneute
zehnminltige Zentrifugation bei 4 Grad Celsius und 1200 rpm. Der Uberstand
wurde verworfen. Das Zentrifugat wurde mit 500 pyl PBS/FCS/NaNs-Losung

aufgefullt.
Antikorper Farbe Hersteller
CD11b Gran PharMingen, Kalifornien,

Vereinigte Staaten von

Amerika
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Ly6-G Gelb PharMingen, Kalifornien,
Vereinigte Staaten von
Amerika

CD 451 Gelb PharMingen, Kalifornien,
Vereinigte Staaten von
Amerika

CD45.2 Blau PharMingen, Kalifornien,
Vereinigte Staaten von
Amerika

Tabelle 5: Antikorper der fluoreszenzbasierten Durchflusszytometrie mit

Hersteller und Farbe.

2.6 Knochenmarkchimaren

Uberblick

Fir eine genaue Differenzierung zwischen dem Einfluss von ortsstandiger
Mikroglia und nach Infarktereignis aus dem Blut eingewanderten Makrophagen
wurden in dieser Arbeit Knochenmarkchimaren verwendet.
Knochenmarkchimaren sind knochenmarktransplantierte Versuchstiere.
Knockout-Mause sind genetisch veranderte Versuchstiere, in denen ein
definiertes Gen abgeschaltet ist (knockout). lhre Verwendung erlaubt
Ruckschlusse auf die Eigenschaften des abgeschalteten Gens innerhalb des
Versuchsmodells.

Das vorliegende Modell kombiniert beide Methoden.

Verfahren
Modell

Grundlage dieser Methode ist der Einsatz von zwei unterschiedlichen
Tierstammen: Wildtyp C57BL/6 Mause, welche auf Leukozyten das
Oberflachenprotein  Ptprc® (CD45.2) exprimieren (ZETT, Heinrich-Heine-
Universitat, Dusseldorf, Deutschland) und ein kongener Stamm mit verandertem
Oberflachenprotein  Ptprc® (CD45.1) (B6.SJL-Ptprc®Pepc®/BoyJ, Jackson
Laboratory, Bar Harbor, Vereinigte Staaten von Amerika). Leukozyten der
Knockout-Linie tragen das Oberflachenprotein CD45.1.

35



Material und Methoden

Im Rahmen einer Knochenmarktransplantation erhalten transgene Versuchstiere
(CD 45.1 positiv) Knochenmark von Wildtypen (C45.2 positiv). Dies erlaubt in der
fluoreszenzbasierten Durchflusszytometrie anhand des exprimierten Rezeptors
die Unterscheidung zwischen aktivierter Mikroglia (CD45.1 positiv) und
aktivierten Monozyten/Makrophagen hamatogenen Ursprungs (CD45.2 positiv).

Technik

Die durchgefuhrte Knochenmarktransplantation gliedert sich in drei Phasen:

In der ersten Phase wird das Knochenmark des Empfangertieres uber eine
Ganzkorperbestrahlung zerstort (Konditionierungsphase).

In der zweiten Phase erhalten die Versuchstiere eine retrobulbare Injektion von
Knochenmarkzellen des Spendertieres (Transplantationsphase).

In der letzten Phase sind die ursprunglich blutbildenden Zellen zerstort, und das
transplantierte Knochenmark hat noch nicht mit der Blutbildung begonnen
(Aplasiephase). In dieser Phase stehen die Versuchstiere, aufgrund einer
erhohten Infektanfalligkeit, unter Antibiotikaschutz.

Die Erfolgskontrolle der Transplantation erfolgt Uber den Nachweis von

Spenderzellen in der Durchflusszytometrie.

Protokoll

Gewinnung von Knochenmarkzellen
Zwecks der Gewinnung von Knochenmarkzellen aus Spendertieren wurden

diese lber eine Uberdosis Isofluran getétet und der Oberschenkel amputiert.
Nach einer Eroffnung der Oberschenkelenden mittels Praparationsschere konnte
das Knochenmark ausgespult werden.

Die gewonnene Spulflissigkeit wurde anschlieRend bei 300 G fur 10 Minuten bei

4°C zentrifugiert. Es resultierte ein Niederschlag aus Knochenmarkzellen.

Konditionierungsphase

Im ersten Schritt erhielten die Versuchstiere eine Injektionsnarkose mit einer
Mischung aus Ketanest und Xylazin im Verhaltnis 1:4. Die vollstandig
narkotisierten Versuchstiere wurden anschliel3end in einer eigens fur diesen
Zweck hergestellten Vorrichtung fixiert. Die Schadel der Versuchstiere wurden

Uber eine Bleiabdeckung geschutzt. AnschlieBend erfolgte eine
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Ganzkorperbestrahlung der Versuchstiere mittels Linearbeschleuniger (Klinik far
Strahlentherapie und Radioonkologie, Heinrich-Heine-Universitat, Dusseldorf,
Deutschland). Die verwendete Energiedosis betrug 10,5 Gray.

Transplantationsphase

Im Anschluss an die Konditionierungsphase erfolgte eine Injektion von 100
Mikroliter einer Mischung aus Knochenmarkzellen und phosphatgepufferter
Salzlésung (Dulbecco’s Phosphat Buffered Saline, Sigma-Aldrich, St.Louis,
Missouri, Vereinigte Staaten von Amerika) in den retrobulbaren Venenplexus
beider Augen. Die Anzahl transplantierter Knochenmarkzellen betrug pro

Versuchstier ca. 4 x 108 Zellen.

Aplasiephase

Die Versuchstiere erhielten nach erfolgter Transplantation eine 14-tagige
Antibiotikaprophylaxe mittels Enrofloxacin (Baytril® 2.5%, Bayer Vital GmbH,

Leverkusen, Deutschland).

Operation und Gewebeentnahme

Nach dem Ablauf einer Ruhephase von 7 Wochen erfolgte die Induktion einer
Ischamie via Photothrombose. Am siebten Tag nach Ischamie wurden die
Versuchstiere Uber eine Uberdosis Isofluran eingeschlafert und die

Gewebeproben entnommen.

2.7 DNA-Microarray

Uberblick
DNA-Microarrays ermoglichen es festzustellen, ob ein bestimmter Zelltyp

bestimmte Gene exprimiert und falls ja, wie stark diese Expression stattfindet. Im
Gegensatz zur Real-time quantitativen PCR werden nicht nur gezielt bekannte
Gene untersucht, sondern tausende zur gleichen Zeit und ermdglicht es somit
neue maoglicherweise krankheitsrelevante Gene zu identifizieren. In dieser Arbeit
dient die Verwendung eines DNA-Microarrays dem Vergleich des

Genexpressionsmusters nach spinaler und zerebraler Ischamie.
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Verfahren

Die Untersuchung der Genexpression wird ermoglicht durch die gleichzeitige
Quantifizierung groler mRNA-Mengen in kurzester Zeit. Als Produkt der
Transkription entspricht die Menge an transkribierter mRNA der Genexpression.
Ermaglicht wird dies durch die Verwendung eines sogenannten ,,Genechips®. Die
technischen Fortschritte der Halbleiterindustrie erlauben die Anordnung
tausender unterschiedlicher DNA-Sonden in exakt festgelegter Position in einem
Gitternetz auf einem etwa 1,25 mal 1,25 cm grolem Stuck Glas. Nach
erfolgreicher Gewinnung von mRNA aus den zu untersuchenden Zellen, erfolgt
eine reverse Transkriptase in cDNA mit anschliefender Markierung mit
Biotinmolekulen. Nach Zugabe der gewonnen cDNA auf den Genechip erfolgt die
Bindung der cDNA-Stucke an ihre komplementaren DNA-Sonden. Im
darauffolgenden Waschschritt werden die nicht-gebundenen cDNA-Stucke
entfernt. Anschliellend erfolgt die Markierung der cDONA-DNA-Paare mit einem
Fluoreszenzfarbstoff. Als Bindeglied dienen die zuvor an die cDNA gebundenen
Biotinmolekule. Die nun resultierende Lichtintensitat korreliert mit der Starke der
Geneexpression. Die Verwendung eines ,Microarray-Scanners® ermoglicht die
Messung der Lichtintensitat und eine Zuordnung im Gitternetz zum jeweiligen

Gen (vgl. zu diesem Abschnitt GeneChip® Microarray Curriculum, 2005).

Protokoll

Die Schritte der mRNA-Praparation werden im Kapitel 2.4 im Detail erlautert.
Die nachfolgenden Schritte erfolgten in Kooperation mit, und durch das
biologisch-medizinische  Forschungszentrum (BMFZ), im Genomics &
Transcriptomics Labor der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf. Im ersten
Schritt erfolgte die Bestimmung der Mengen und eine Qualitatskontrolle der
gewonnenen mRNA via Kapillarelektrophorese im ,,Bioanalyzer 2100“ (Agilent
Technologies, Inc., Santa Clara, Vereinigte Staaten von Amerika) mit dem
Eukaryote-Total-RNA-Pico-Kit (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara,
Vereinigte Staaten von Amerika). Mit Hilfe des GeneChip® Pico Reagent Kits
(Thermo Scientific™, Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika) nach den
methodischen Schritten des zugehdrigen Handbuchs: GeneChip® Pico Reagent
Kit - Manual Target Preparation for GeneChip® Expression Arrays mit der

38



Material und Methoden

Artikelnummer 703308 in der 4. Version (Thermo Scientific™, Waltham,
Vereinigte Staaten von Amerika) erfolgte die Amplifikation der mRNA, eine
anschlieBende reverse Transkription in cDNA wund die Bindung von
Biotinmolekule an die cDNA. Im nachsten Schritt wurde die cDNA fur 16 Stunden
bei 45 Grad Celsius auf dem Clariom™ S Mouse Gene Expression Microarray
(Thermo Scientific™, Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika) im GeneChip™
Hybridization Oven 645 (Thermo Scientific™, Waltham, Vereinigte Staaten von
Amerika) bebrutet. Nach einem Waschschritt in der GeneChip™ Fluidics Station
450 (Thermo Scientific™, Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika) wurden
cDNA-DNA-Paare mittels des Streptavidin-Phycoerythrin-Konjugats (Thermo
Scientific™, Waltham, Vereinigte Staaten von Amerika) angefarbt und im
GeneChip™ Scanner 3000 7G (Thermo Scientific™, Waltham, Vereinigte

Staaten von Amerika) gemessen.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Genechips nach
erfolgreicher Bindung des Fluoreszenzfarbstoffes an die mMRNA-cDNA-Paare.
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2.8 lllustrationen

Alle fUr diese Arbeit erstellten lllustrationen wurden mit der Software Microsoft
PowerPoint in der Version 16.25 erstellt (Microsoft Corporation, Redmond,

Vereinigte Staaten von Amerika).

2.9 Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen der Histologie-, PCR- sowie FACS-Ergebnisse
in dieser Arbeit erfolgten mit der Software GraphPad Prism® in der Version 5.0
(GraphPad Software, San Diego, Vereinigte Staaten von Amerika). Nach
arithmetischer Mittelung erfolgten Gruppenvergleiche Uber den Students t-Test
(im Falle der Histologie ein direkter Vergleich zwischen 2 Gruppen), via
einfaktorieller Varianzanalyse (englisch: One-way-Anova) im Falle der PCR-
Ergebnisse (pro Tag ein Vergleich zwischen zwei Gruppen gegen die verwendete
Kontrolle, damit Gber zwei Gruppen) oder der Zweiwegevarianzanalyse
(englisch: Two-way-Anova) bei der Darstellung der Ergebnisse der FACS-
Analyse im Zeitverlauf (mehrere Gruppen).

Die Analyse der Ergebnisse der DNA-Microarrays erfolgte mit der GeneSpring
GX Software in der Version 12.5 (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara,
Vereinigte Staaten von Amerika) durch das biologisch-medizinische
Forschungszentrum (BMFZ), im Genomics & Transcriptomics Labor der
Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf. Einen kurzen Uberblick Uber die
zugrundeliegenden Methoden liefert  der  nachfolgende Absatz:
Bevor die durch den Microarray-Scanner gemessenen Datensatze der beiden
Versuchsmodelle miteinander verglichen werden konnten, mussten Variationen
in den Datensatzen der beiden Proben reduziert werden. Variationen entstehen
beispielsweise durch Unterschiede im Versuchsablauf oder durch geringe
Unterschiede in der Probenisolation (vgl. Bolstad et al., 2002). Ermoglicht wurde
dies durch die Verwendung eines Normalisierungsalgorithmus (Genesprings
Exon-RMA16-Algorithmus) nach erfolgter quantiler Normalisierung (Bolstad et
al., 2002). Fur den Vergleich der Genexpression wurden nur solche Proben
verwendet, welche eine vormals definierte Leuchtstarke oberhalb des
Hintergrundleuchtens erreicht. Der Vergleich der Genexpression zweier Gene

erfolgte Uber einen moderated t-Test, ein fur die Microarrayanalyse angepasste
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Form des t-Tests (Smyth et al., 2004 ) die Reduktion der Alphafehler-Kumulierung
erfolgte via Bonferroni-Korrektur. Die Angabe der Genexpression erfolgt Uber
eine Z-Score-Standardisierung, welche die Anzahl der Standartabweichung
ober- oder unterhalb des errechneten Mittelwerts angibt.

Um die gewonnen Proben hinsichtlich ihrer Vergleichbarkeit und Ahnlichkeit zu
prufen, erfolgte eine sogenannte Hauptkomponentenanalyse (englisch: Principle
component analysis). Vereinfacht ausgedruckt ermoglicht die
Hauptkomponentenanalyse die im Zuge der Microarrayanalyse gewonnen
groRen Datensatze auf dem Boden mathematischer Algorithmen in zwei
Richtungen aufzutrennen, entlang derer der Datensatz seine grof3ten
Unterschiede aufweist, die sogenannten ,Hauptkomponenten®. Je naher sich die
gewonnenen Proben entlang der beiden Hauptkomponenten aneinander
befinden, desto groRer ist die Ahnlichkeit der Proben (Ringnér, 2008).

Das Signifikanzniveau wurde bei allen durchgefuhrten Tests auf p < 0,05

festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Vergleichbare InfarktgrofRe nach Photothrombose des Cortex und

des Ruckenmarks

Basierend auf der bereits publizierten Methode der zerebralen Photothrombose
(Gliem et al., 2015) konnten wir die spinale Photothrombose als Vergleichsmodell
etablieren. Insbesondere die Beleuchtungszeit nach Gabe von Bengalrosa
erwies sich als entscheidender Parameter im Hinblick auf das Uberleben und die
InfarktgroRe bei den Versuchstieren. Basierend auf Messungen der
Infarktdurchmesser in Kresylviolettfarbungen an den Tagen 1, 3, 7, und 14 nach
Infarktereignis fuhrten Beleuchtungszeiten von 15 Minuten kortikal und 5 Minuten
spinal zu vergleichbaren InfarktgroRen. Als erster Unterschied fallt
bildmorphologisch insbesondere die starke Zellakkumulation innerhalb der
spinalen Lasion an Tag 14 ins Auge. Zusatzlich konnte zerebral an Tag 14 nach
Infarktereignis ein signifikant kleinerer Infarktdurchmesser gemessen werden (p
<0,05).
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Abbildung 5: Versuchsaufbau.

A: Versuchsprotokoll der zerebralen und spinalen Photothrombose. B:
Reprasentative Kresylviolettfarbungen in 25-facher Vergrof3erung zerebral
(oben) und spinal (unten) von Tag 1 bis 14 nach Infarktereignis (Spalten).
Rechtecke: Position der Messflachen in der immunhistochemischen
Untersuchung. Skalierungsbalken = 1 mm C: Zerebrale und spinale
Infarktdurchmesser mit + Standartabweichung und n = 3 - 6. * = p < 0.05
(Einfaktorieller ANOVA mit Tukey post-hoc Test), Abkurzungen: T1 - Tag 1 nach
Infarktereignis, T3: Tag 3, T7: Tag 7, T14: Tag 14

3.2 Unterschiedliche Anteile weilder Substanz zwischen der Ischamie

im Ruckenmark und Kortex

Im nachsten Schritt stellten wir uns die Frage in welchem Infarktmodell mehr
graue- und in welchem Modell mehr weille Substanz von der Infarktzone
betroffen ist. Im Gegensatz zum zerebralen Infarktmodell befindet sich die
spinale Lasion innerhalb der weillen Substanz. In immunhistochemischen
Nachweisen des basischen Myelinproteins (abgekurzt: MBP) konnten statistisch
signifikant mehr MBP-angefarbte Zellen innerhalb der Infarktrandzone des
spinalen Modells nachgewiesen werden mit spinal X = 2,211 und zerebral X =
0,108 (p < 0,001).
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Abbildung 6: Nachweis von Myelin in der Immunfluoreszenz.
Immunfluoreszenzfarbung von basischem Myelinprotein (MBP) in grin (Alexa
Fluor® 488) und Zellkernen in dunkelblau (4',6-Diamidin-2-phenylindol-
dihydrochlorid) A-B: 100x VergroRerung der zerebralen Randzone (A) und der
spinalen Randzone (B). C: Vergleich des Anteils von MBP-Farbung in der jeweils
unter A und B gekennzeichneten Messflache in % mit signifikant mehr Farbung
spinal (n=9) als zerebral (n=10) mit £ Standartabweichung. Skalierungsbalken =
100 uym, *** = p < 0.001 (students t-test)

3.4 Nachweis signifikant hoherer Mengen aktivierter Astrozyten nach

spinaler Ischamie

Um die Menge aktivierter Astrozyten und somit das Ausmal} der glialen
Narbenbildung in der Infarktrandzone zu bestimmen, wurde das
Intermediarfilament ,,GFAP“ (englisch: Glial fibrillary acidic protein),
immunhistochemisch angefarbt. Am ersten Tag nach Infarktereignis lag der
gemessene Anteil angefarbter Zellen in der Messflache unter einem Prozent. Es
ergab sich im Vergleich beider Modelle kein signifikanter Unterschied (mit X =
0,348 % zerebral zu X = 0,5458 % spinal). Am dritten Tag nach Infarktereignis
konnten spinal (X = 3,634 %) statistisch signifikant mehr GFAP*-Zellen als
zerebral (X =1,710 %) gemessen werden (p < 0,05). Am siebten Tag vergrol3erte
sich die gemessene Menge angefarbter Zellen nach Infarktereignis mit spinal (X
= 16,26 %) mehr als zerebral (X = 3,685 %). Dieser Unterschied war statistisch
signifikant (p < 0,001). Am vierzehnten Tag nach Infarktereignis konnte ein
Ruckgang im Anteil angefarbter Zellen gemessen werden, mit statistisch
signifikant mehr gemessenen Zellen spinal (X = 9,171 %) als zerebral (X = 1,494
% und p <0,01).

44



Ergebnisse

Tag 1

Tag 3

Tag 7

Tag 14

zerebral

spinal

% F.éirbung innerhalb

J
}
i

i
-

% Farbung innerhalb % Férbung innerhalb

% Farbung innerhalb

o

[X]
=
1

-
o
1

-
=]
1

o
1

Messung

ns

senen Flache der gemessenen Flache

[X]
=
]

zerebral

spinal

154
*

104

(7]

Q

E 5

(1]

[=)]

50 rfj
o zerebral spinal
52 * % %
.:_g
LL 45

c

[}

5 10

1]

o

&

m [ﬁ

()] ;
= _ | E :
1] '
© zerebral spinal
20
X =
-5
L 15+ i

=

2

q.)10-

w0

7]

E °1

S
© zerebral spinal

Abbildung 7: Immunhistochemische Farbung des Intermediarfilaments ,,GFAP*

in braun (3,3-Diaminobenzidin).

Jede Reihe reprasentiert einen Zeitpunkt nach induzierter Ischamie (Tag 1, 3, 7

und 14) mit reprasentativer Abbildung zerebral (links), spinal (rechts) in 100x

Vergroflerung und der dazugehorigen Messung des Anteils an Farbung in den in

Abbildung 5 dargestellten Messflachen in exakt gleicher anatomischer Lage in

Prozent mit zerebral (weil’) und spinal (grau) und n = 4-5 (n = 3 zerebral an Tag

14) mit £ Standartabweichung. Skalierungsbalken = 100 ym. Abkurzungen: ns =

nicht signifikant, * = signifikanter Unterschied mit p < 0.05, ** = p < 0,01 und ***

p < 0,001 (students t-test).
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3.5 Kein signifikante Unterschied in der Menge von synthetisiertem

Kollagen in der Infarktnarbe

Neben der glialen entsteht auch eine fibrose, kollagenhaltige Narbe. Ein wichtiger
Bestandteil der Narbe und der Basalmembran ist Kollagen Typ 4. Um die Menge
synthetisiertes Kollagen Typ 4 nach spinaler und zerebraler Ischamie zu
vergleichen wurde dies immunhistochemisch angefarbt und quantifiziert.

Insgesamt zeigte sich Uber den gesamten Untersuchungszeitraum zu keinem
Zeitpunkt ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen spinaler und
zerebraler Ischamie. Am ersten Tag nach Infarktereignis lag der arithmetische
Mittelwert des angefarbten Kollagenanteils bei zerebral 2,504 % im Vergleich zu
spinal mit 2,877 %. Dieser Unterschied war statistisch nicht signifikant. Am dritten
Tag nach Infarktereignis, konnte im Vergleich zum spinalen Modell zerebral ein
mehr als doppelt so hoher Anteil gemessen werden. Spinal lag der gemessene
Anteil bei 1,521 %, wahrend im zerebralen Modell ein Anteil von 3,435 %
gemessen wurde. Dieser Unterschied war statistisch nicht signifikant. Am siebten
Tag nach Infarktereignis konnte ein arithmetischer Mittelwert von zerebral 6,191
%, zu spinal 5,486 % gemessen werden. Der gemessene Unterschied war
statistisch nicht signifikant. Auch am Tag 14 nach Infarktereignis zeigte sich kein
signifikant messbarer Unterschied (p = 0,6431). Die arithmetischen Mittelwerte
lagen bei einem Anteil von spinal 11,13 % zu zerebral 12,36 % angefarbter
Kollagenbestandteile. Wahrend die gemessene Menge keinen Nachweis
quantitativer Unterschiede erbringen konnte, erscheint die raumliche
Organisation der Kollagenfibrillen nach spinaler Ischamie deutlich gesteigert in

Lange und Vernetzung.
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Abbildung 8: Immunhistochemische Farbung von Kollagen Typ 4 in braun (3,3-
Diaminobenzidin).

Jede Reihe reprasentiert einen Zeitpunkt nach induzierter Ischamie (Tag 1, 3, 7
und 14) mit reprasentativer Abbildung zerebral (links), spinal (rechts) in 100x
Vergroflerung und der dazugehorigen Messung des Anteils an Farbung in den in
Abbildung 5 dargestellten Messflachen in exakt gleicher anatomischer Lage in
Prozent mit zerebral (weil3) und spinal (grau) und n = 4-5 und n = 3 zerebral an
Tag 14 mit + Standartabweichung. Skalierungsbalken = 100 ym. Abkurzungen:
Ns = nicht signifikant (students t-test).
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3.3 Nachweis signifikant hoherer Mengen phagozytierender Zellen

nach spinaler Ischamie

Um die Menge an vorhandenen phagozytierenden Zellen im Infarktrandgebiet zu
bestimmen, wurde das murine Analogon ,,Macrosialin“ des auf der Zelloberflache
von phagozytierenden humanen Zellen exprimierte Antigens ,,CD68“
immunhistochemisch nachgewiesen. Am ersten Tag nach Infarktereignis lag der
Anteil gefarbter Zellen in beiden Modellen unter 1 %, ohne statistisch
signifikanten Unterschied. Am dritten Tag nach Infarktereignis Uberstieg der
spinal gemessene Anteil angefarbter Zellen (X = 5,846 %), den Kortikal
gemessenen Anteil (X = 1,489 %) um mehr als 4 %. Der gemessene Unterschied
war statistisch signifikant (p < 0,05). Sieben Tage nach Infarktereignis konnte in
der Infarktrandzone spinal (X = 15,52 %) ein hoherer Anteil Macrosialin-positiver
Zellen als zerebral (X = 8,919 %) nachgewiesen werden. Dieser Unterschied war
statistisch signifikant (p < 0,05). Nach Ablauf von vierzehn Tagen konnte, im
arithmetischen Mittel, spinal ein mehr als dreifach so hoher Anteil angefarbter
Zellen nachgewiesen werden (mit X = 34,35 % spinal zu X = 11,17% zerebral).

Auch dieser Unterschied zeigte statistische Signifikanz (p < 0,05).
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Abbildung 9: Immunhistochemische Farbungen des CD-Antigens 68 (CDG68) in
braun (3,3-Diaminobenzidin).

Jede Reihe reprasentiert einen Zeitpunkt nach induzierter Ischamie (Tag 1, 3, 7
und 14) mit reprasentativer Abbildung zerebral (links), spinal (rechts) in 100x
Vergroflerung und der dazugehorigen Messung des Anteils an Farbung in den in
Abbildung 5 dargestellten Messflachen in gleicher anatomischer Lage in Prozent
mit zerebral (weil’) und spinal (grau) und n = 4-5 (n = 3 zerebral an Tag 14) mit
+ Standartabweichung. Skalierungsbalken = 100 um. Abklrzungen: ns = nicht
signifikant, * = signifikanter Unterschied mit p < 0.05 (students t-test).

49



Ergebnisse

3.4 Nachweis unterschiedlicher Mengen aktivierter Mikroglia,

hamatogener Monozyten/Makrophagen und neutrophiler

Granulozyten nach spinaler und zerebraler Ischamie in der

fluoreszenzbasierten Durchflusszytometrie

Nachdem die Anzahl phagozytierender Zellen im obigen Abschnitten im
Zeitverlauf immunhistochemisch verglichen wurde, beschaftigten wir uns im
nachsten Schritt mit der Differenzierung zwischen hamatogen eingewanderten
Monozyten/Makrophagen und Mikroglia sowie ihrer Quantifizierung am siebten
Tag nach spinaler- und zerebraler Ischamie.

Die Verwendung von Knochenmarkschimaren (mit transplantiertem CD45.2
Knochenmark in allogene CD45.1 Mause) erlaubt eine Unterscheidung zwischen
Mikroglia (CD45.1 positiv) und Monozyten/Makrophagen hamatogenen
Ursprungs (CD45.2 positiv) in der Durchflusszytometrie. Zusatzlich erfolgte eine
Quantifizierung neutrophiler Granulozyten (CD11b+Ly6g+) und CD11b negativer
Zellen, uberwiegend Lymphozyten (CD11b-CD45.2+). Abbildung 10 zeigt die
verwendete Gatingstrategie (Abbildung 10A) und exemplarisch die gewonnenen
Ergebnisse am siebten Tag nach Ischamie (Abbildung 10B).

Hier zeigte sich an Tag 7 nach Infarktereignis eine erhohte Menge aktivierter
Mikroglia zerebral im Vergleich zu spinal (Abbildung 10B, erste Spalte, oben). Im
spinalen Modell konnte hingegen eine hohere Menge aktivierter
Monozyten/Makrophagen hamatogenen Ursprungs nachgewiesen werden
(Abbildung 10B, erste Spalte, unten).

Nebenbefundlich konnte im spinalen Infarktimodell eine erhohte Menge
neutrophiler Granulozyten nachgewiesen werden (Abbildung 10B, zweite Spalte,
unten). In der Anzahl der ubrigen CD11b negativen Zellen, uberwiegend
Lymphozyten, konnte kein Unterschied detektiert werden (Abbildung 10B, dritte
Spalte).
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Abbildung 10: Fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie von Gehirn- und
Ruckenmarksgewebe am siebten Tag nach Infarktereignis.

A: Verwendete Gateingstrategie. aus dem Gehirn (obere Reihe) und
Ruckenmark (untere Reihe). Mikroglia wurde identifiziert als CD11b*, Ly6g™ und
CD45.1%, Monozyten/Makrophagen als CD11b*, Ly6g” und CD45.2%, neutrophile
Granulozyten als CD11b* und Ly6g* und CD11b negative Zellen als CD11b" und
CD45.2*. B: Reprasentative Darstellung der Ergebnisse mit erhdhter Menge
aktivierter Mikroglia zerebral im Vergleich zu spinal (Abbildung 10B, erste Spalte,
oben), hoherer Menge aktivierter Monozyten/Makrophagen hamatogenen
Ursprungs (Abbildung 10B, erste Spalte, unten) und keinem Unterschied in der
Anzahl der CD11b negativer Zellen (Abbildung 10B, dritte Spalte). Abkurzungen:
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CD: Cluster of differentiation, Ly6q: Lymphocyte antigen 6 complex locus G6D,
SSC: Sidescatter, FSC: Forwardscatter, DAPI: 4'6-Diamidin-2-phenylindol-
dihydrochlorid.

Nachfolgend erfolgte eine Zeitreihenuntersuchung der absoluten Zellzahl pro
Milligramm Infarktgewebe (an Tag 1, 3, 7 und Tag 14 nach Ischamie; Abbildung
11). In der Anzahl monozytarer und makrophagozytarer Zellen konnte nach
spinaler Ischamie Uber den gesamten Untersuchungszeitraum eine signifikant
erhohte Zellzahl gemessen werden. Gleiches gilt fur die Anzahl neutrophiler- und

CD11b-er Zellen (Uberwiegend Lymphozyten). Nach zerebraler Ischamie war

hingegen die Anzahl mikroglialer Zellen Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum signifikant hoher als spinal.
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Abbildung 11: Absolute Anzahl gemessener Zelltypen im Zeitverlauf

Absolute Anzahl gemessener Zelltypen in tausend Zellen pro Milligramm
spinalem Infarktgewebe (schwarze Kasten) und zerebralem Infarktgewebe weil3e
Kasten). Statistik: Zweiweg-Varianzanalyse (englisch: Two-way analysis of
variance), Abkurzungen: ** = p < 0.01, ** = p £ 0.001, ns = nicht signifikant
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3.5 Die Messung zelltypspezifischer mRNA-Mengen in der real-time

quantitativen PCR bestatigen die Ergebnisse der

fluoreszenzbasierten Durchflusszytometrie

Im nachsten Schritt verglichen wir die Ergebnisse aus der fluoreszenzbasierten
Durchflusszytometrie mit dem Zeitverlauf der Expression von monozyten- und
makrophagenspezifischen Genen via Real-time quantitativer PCR um die
durchflusszytometrisch gemessenen Ergebnisse zu verifizieren.

Fir den ersten Vergleich wurde mikrogliaspezifische mRNA ausgewahlt, welche
die Aminosauresequenz fur den purinergen Rezeptor ,P2Y 12 kodiert (Abbildung
12A). Korrespondierend zu Abbildung 10A konnte im zerebralen Infarktmodell bis
Tag 7 zerebral eine statistisch signifikant hohere Menge P2Y12-mRNA als spinal
detektiert werden. Entgegen den Messungen aus der fluoreszenzbasierten
Durchflusszytometrie konnte am Tag 14 nach Infarktereignis kein statistisch
signifikanter Unterschied in der Expression mikrogliaspezifischer P2Y12-mRNA
detektiert werden. Vergleicht man die detektierten mRNA-Mengen mit denen des
endogenen Kontrollgens, so imponiert insbesondere die an Tag 1 gemessene
Herabregulation der Genexpression. Abbildung 12B zeigt die gemessenen
Mengen mikrogliaspezifischer mRNA, welche die Aminosauresequenz fur den
Solute Carrier Family 2 Member 5 (abgeklrzt: Slc2a5) kodiert. Uber den
gesamten Zeitverlauf konnte nach zerebraler Ischamie eine statistisch signifikant
hohere Menge Slc2a5-mRNA als spinal nachgewiesen werden. Ausgepragter als
bei der Messung von P2Y12-mRNA konnte insbesondere im spinalen
Infarktmodell eine Herabregulation der Genexpression von Tag 1 - 14 gemessen
werden. Im nachsten Schritt wurden mRNA-Mengen betrachtet, welche nur in
hamatogenen Monozyten/Makrophagen exprimiert werden. Zu diesen zahlen
das Enzym Arginase-1 (abgekurzt: Arg1) und der Paired immunoglobulin-like
type 2 receptor beta-2 (abgekurzt: Pilrb2). In der gemessenen Menge Arg1-
mRNA imponiert insbesondere die signifikant erhoht gemessene Menge an Tag
3 nach spinaler Ischamie mit dem 162-fachen des zerebralen Kontrollgens (p <
0,0001). In der gemessenen Menge Pilrb2-mRNA konnte zusatzlich eine

signifikant erhndhte Menge mRNA an Tag 1 spinal zu zerebral detektiert werden.

53



Ergebnisse

20 25 .
™ W spinal
- m w = enw
w = 2 o wewe O zerebral
wy 2 15 T8 28 @ m o
<o E = Tdl -
F L] Zox 15 g
X ox 1wl m ESE
ESc i 8 E —
R - esg 101 O - = k)
TETE - N5
fl 05 25 e
g > w0 E 0S5
8 - |
00 T T T T T 0.0 T T T T T
Kontrolle Tag1 Tag3 Tag7 Tag 14 Kontrolle Tag1 Tag3 Tag?7 Tag 14
1500
W spinal

O zerebral

Arg1 mRNA als
vielfaches der

zerebralen Kontrolle

Pilrb2 mRNA als
vielfaches der
zerebralen Kontrolle

o

Kontrolle Tag1 Tag3 Tag7 Tag 14 Kontrolle Tag 1 Tag3 Tag7 Tag 14

Abbildung 12: Ubersicht mikroglia- und monozyten/makrophagenspezifischer
Marker aus der realtime quantitativen PCR

A-D: Expression von spezifischer mRNA als Vielfaches der zerebralen Kontrolle
in der Real-time quantitativen PCR. Angaben als vielfaches der zerebralen
Kontrolle (native Tiere) mit +- Standartabweichung und n = 5-6. Statistik:
Zweiweg-Varianzanalyse (englisch: Two-way analysis of variance), ** = p <0.01,
*** =p <0.001, *** = p < 0.0001. Abkurzungen: CD: Cluster of differentiation,
P2ry12: Purinerger Rezeptor ,P2Y 12", Slc2a5: Solute Carrier Family 2 Member
5, Arg1: Arginase-1, Pilrb2: Paired immunoglobulin-like type 2 receptor beta-2

3.6 Ahnliches Expressionsmuster inflammations- und

reparaturspezifischer Gene nach Ruckenmarks- und Hirninfarkt

Um die inflammatorische Antwort nach Aktivierung der Mikroglia und erfolgter
Einwanderung hamatogener Monozyten/Makrophagen genauer zu untersuchen,
fuhrten wir real-time quantitative PCRs spezifischer mRNA-Sequenzen durch.
Betrachtet man die gemessenen mMRNA-Mengen welche fur typisch
inflammatorische Marker wie z. B. TNF-Alpha, die induzierbare
Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) und fur die CD-Antigene 32 und 86 kodieren,
so fallt insbesondere die verstarkte Expression im spinalen Infarktmodell ins
Auge, welches bereits in der nativen Kontrollpopulation nachgewiesen werden
konnte. Das Muster der Regulation im Zeitverlauf ist jedoch ahnlich. Spezifische

MRNA, welche die Aminosauresequenzen reparaturassoziierter Proteine wie

54



Ergebnisse

den Transforming growth factor- 1 (TGF1) oder das CD-Antigen 206 kodieren,
konnten ebenfalls in groRerer Menge im spinalen Infarktmodell nachgewiesen
werden. Der zeitliche Verlauf von Herauf- und Herabregulation der Gene ist im
Vergleich beider Infarktmodelle nahezu identisch (Abbildung 12 E-F).

§ 0, £ 104 )
8 " ® W spinal
<8 4 ] 8
z 8 <® O zerebral
HEST : 283,
= 30 x N=
235 @ EgS
2 ;520 o v L5 i
T @ ED n o v
W £ Zc & m
Z8 10 c 2{ B i m
= o = B
2 °
3 o8 T v r T 3 0dl— v v v T
Kontrolle Tag1 Tag3 Tag7 Tag14 = Kontrolle Tag1 Tag3 Tag7 Tag14
c ) c \ .
5 w o B8 W spinal
= 2 .
5 8 i g [0 zerebral
<2 % - < 2 _ 89
Z53 . ZR2 P
ESS2 ES S ad
~NTE o T E
O w S o m © w 0
0oy | | o 0oy
O £ 104 0572 m =]
£ & £ 2|
°
< ol . ’ v v < ol v v v v
. Kontrolle Tag1 Tag3d Tag7 Tag14 b Kontrolle Tag1 Tag3 Tag7 Tag14
S 10, c 8,
] 2 i
® s W spinal
- 2 8 § <% s [0 zerebral
§s z8s
2 N2 6 - N2 »
E g g [] - E S g 41
e - " S a5 Li
Cee i 0 aex
Ll 24 B oS 2?1 ﬁ =]
< 8 8 £ =B
2 o
2 ¢ = *

T T T T T T T T y T
Kontrolle Tag1 Tag3 Tag7 Tag14 Kontrolle Tag1 Tag3 Tag7 Tag14

Abbildung 13: Ubersicht spezifisch inflammatorischer Marker in der realtime
guantitativen PCR

A-F: Expression von spezifischer mRNA als Vielfaches der zerebralen Kontrolle
in der Real-time quantitativen PCR. Angaben als vielfaches der zerebralen
Kontrolle (native Tiere) mit +- Standartabweichung und n = 5-6. Statistik:
Zweiweg-Varianzanalyse (englisch: Two-way analysis of variance), ** = p <0.01,
** =p <0.001, **** = p < 0.0001. Abkurzungen: CD: Cluster of differentiation,
TNFalpha: Tumornekrosefaktor-alpha, iINOS: induzierbare Stickstoffmonoxid-
Synthase, TGF1: Transforming growth factor beta 1
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3.6.1 Microarray: Global unterschiedliche Genexpression im

Ruckenmark und Gehirn in der Hauptkomponentenanalyse

Als Kontrolle fur die Homogenitat der fur die Microarrayanalyse verwendeten
Gewebeproben und um die verwendeten Gewebegruppen auf ihre Ahnlichkeit
hinsichtlich der  Genexpression zu uberprufen, erfolgte eine
Hauptkomponentenanalyse (siehe Abschnitt 2.9 im Methodenteil).

Zwischen den verwendeten Gewebearten existierten im Hinblick auf die
errechneten Hauptkomponenten keine Uberschneidungen (farbige Kreise in
Abbildung 14). Innerhalb gleicher Gewebegruppen sind Unterschiede der
Gewebeproben jedoch gering (farbige Kasten innerhalb der Kreise in Abbildung
14). Damit konnte neben der Unterschiedlichkeit der verglichenen
Gewebegruppen (spinal und zerebral) auch die Reinheit der untersuchten
Gewebe innerhalb ihrer Gruppe gezeigt werden.

[ Hirn nativ
Ruckenmark nativ

Tag 7 nach zerebraler
Ischamie

B Tag 7 nach spinaler
Ischamie

I
=
===

200 100 0 100 200

Komponente 1 (35,88% der Variation)

Komponente 2 (18,17% der Variation)

Abbildung 14: Zweidimensionale Darstellung der Hauptkomponentenanalyse
aller fur die Microarrayanalyse verwendeten Gewebearten.

Aufgeteilt zwischen der Hauptkomponente 1 welche 35,88% der Variation
zwischen den Proben abdeckt und Hauptkomponente 2 mit 18,17% der Variation.
Braun eingekreist ist Hirngewebe nativer Tiere, in grin Ruckenmarksgewebe
nativer Tiere, in blau Hirngewebe am siebten Tag nach Ischamie und in rot

Ruckenmarksgewebe am siebten Tag nach Ischamie.
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3.7.2 Kein signifikanter Unterschied in der Genexpression etablierter

immunologischer Gendatenbanken zwischen beiden Modellen

Um einen breiten Vergleich zwischen der Genexpression nach spinaler- und
zerebraler Ischamie zu erhalten, wurde die Expression von Genen aus
etablierten immunologischen Gendatenbanken miteinander verglichen.

In der Untersuchung der Genexpression von Genen aus etablierten
immunologischen Gendatenbanken zeigte sich im Vergleich zerebral zu spinal
kein Unterschied im Hinblick auf eine Herauf- oder Herabregulation. Bei
heraufregulierten Genen imponiert eine starkere Heraufregulation im spinalen
Infarktgewebe und im Falle der Herabregulation spezifischer Gene fur Zelltod und
Morbiditat eine starkere Herabregulation im zerebralen Infarkigewebe. Die
Analyse der flnfzig am starksten regulierten Gene zeigte eine Uber 90%-ige

Ubereinstimmung zwischen zerebraler und spinaler Ischamie.

zerebral spinal  zerebral spinal
Neuroinflammation | Zellmigration
Reifung dendritischer Zellen _ Zellbewegung
TREM1-Signalisierung Zelltod
Morbiditat und Mortalitat
Zell-Homing
L]

Th1-Pfad

Calcium-Signalisierung

Integrin-Signalisierung

Fcy-rezeptor vermittelte Phagozytose in
Makrophagen und Monozyten

Akute-Phase-Antwort

Zellbewegung und Phagozytose
Chemotaxis
Leukozytenmigration

Leukozytenextravasation ‘ Zellbewegung von Blutzellen

Dopamin-DARPP32 Feedback zelluldre Immunantwort

im cAMP-Signalweg
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-6 0 6 -1 0 1
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Abbildung 15: Vergleich der Genexpression im zerebralen und spinalen
Gewebe via Microarray hinsichtlich etablierter Gendatenbanken exemplarisch an
Tag 7.
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Die Angabe der Genexpression erfolgt Uber eine Z-Score-Standardisierung als
Anzahl der Standartabweichung uber- oder unterhalb des Mittelwerts der

Genexpression.

3.7.3 Nachweis ahnlicher Genexpressionsmuster fur inflammations-

reparatur- und phagozytosespezifischer Gene

Nachdem der im vorherigen Abschnitt der Nachweis einer Ubereinstimmung in
der Genexpression etablierter Gendatenbanken nach zerebraler- und spinaler
Ischamie erbracht wurde, betrachteten wir die Expression einzelner Gene welche
fur Inflammation, Reparatur und Phagozytose kodieren. Die Auswahl der
untersuchten Gene erfolgte anhand bereits publizierter Untersuchungen (Davies
et al., 2019).

Im Vergleich der Expression etablierter inflammationsspezifischer Gene zeigt
sich qualitativ ein ahnliches Expressionsmuster.
Quantitativ erscheint die Genexpression nach spinalem Infarkt haufig starker zu

sein.

58



Ergebnisse

o o
E - M M~ g - M M~
cegelE EEE
FEEETLETN S S B
CD16
CD32
CD64
CD68
CD86 B E
CCR2
Iba-1 - {2
Len2
Serpina3n L |1
Tgfb1
Tnfrsfla B

Abbildung 16: Ubersicht der Ergebnisse der Transkriptomanalyse fir Gene
welche fur Prozesse der Inflammation kodieren als vielfaches der Kontrolle.

Auch im Vergleich reparaturspezfischer Gene zeigt sich ein Vergleichbares
Genexpressionsmuster, ebenfalls mit geringgradig starkerer Expression nach
spinaler Ischamie. Abkurzungen: CD: Cluster of differentiation, CCR2: C-C
chemokine receptor type 2, Iba-1: Allograft inflammatory factor 1, Lcn2: Lipocalin-
2, Serpina3n: Serine protease inhibitor ASN, Tgfb1: Transforming growth factor

beta 1, Tnfrsf1a: Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily, Member 1A
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Abbildung 17: Ubersicht der Ergebnisse der Transkriptomanalyse fiir Gene
welche fur Prozesse der Reparatur nach Ischamie kodieren als vielfaches der
Kontrolle.

Abkurzungen: Arg1: Arginase-1, Blc2a: Bcl-2-related protein, CD: Cluster of
differentiation, Col1a1: Kollagen Typ |, alpha 1, Col3a1: Kollagen Typ llI, alpha
1, Coldal: Kollagen Typ IV, alpha 1, Cx3cr1: CX3C chemokine receptor 1,

Mmp12: Matrix metalloproteinase-12, Tgm12: Transglutaminase-1
Der Vergleich der Expression phagozytosespezifischer Gene belegt ein ebenfalls

ahnliches Genexpressionsmuster. Einzig die Expression des Cfh-Gens fallt nach

spinaler Ischamie starker als zerebral aus.
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Abbildung 18: Ubersicht der Ergebnisse der Transkriptomanalyse fir Gene
welche fur Prozesse der Phagozytose nach Ischamie kodieren als vielfaches der
Kontrolle.

Abkurzungen: C1ga: Komplement C1g-Unterkomponente Untereinheit A, C1gb:
Komplement C1g-Unterkomponente Untereinheit B, C1qc: Komplement C1qg-
Unterkomponente Untereinheit C, C1ql1: Complement component 1, q
subcomponent-like 1, C1ra: Complement component 1, r subcomponent A,
C1s1: Complement component 1, s subcomponent, C3:
Komplementkomponente 3, C3ar1: Complement C3a Receptor 1, CA4a:
Complement C4-A, C4b: Complement C4-A, C5ar1: Complement component 5a
receptor 1, Cbar2: Complement component 5a receptor 2, CG6:
Komplementkomponente 6, Cd: Cluster of differentiation, Cfb: Komplementfaktor
b, Cfh: Faktor H der Komplementaktivierungsfamilie, Cfp: Complement factor
properdin, Mpeg1: Macrophage Expressed 1 Gene
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3.7.4 Nachweis unterschiedlicher Genexpressionsmuster fur

Remyelinisierungsprozesse

Wahrend die in den vorherigen Abschnitten Ergebnisse der Transkriptomanalyse
die Gemeinsamkeiten nach spinaler- und zerebraler Ischamie aufzeigen,
existieren bei der Expression remyelinisierungs- und astrogliosespezifischer
Gene Unterschiede. Die Auswahl der untersuchten Gene erfolgte anhand bereits
publizierter Untersuchungen (Fernandez-Castarieda et al., 2020 und Hagemeyer
et al., 2017).

Abweichend von der Analyse der oben genannten Pathways und Zellfunktionen
zeigte die Untersuchung von Genen welche im Zuge eines
Remyelinisierungsprozesses exprimiert werden eine Heraufregulation im

zerebralen und eine Herabregulation im spinalen Infarktmodell.
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Abbildung 19: Ubersicht der Ergebnisse der Transkriptomanalyse fir Gene
welche fur Remyelinisierungsprozesse kodieren als vielfaches der Kontrolle.

Heraufregulation der Gene ins rote Farbsprektrum und Herabregulation ins blaue
Farbsprektrum. Abklrzungen: Cnp: CNPase, Erbb3: Erb-B2 Receptor Tyrosine
Kinase 3, Gli3: GLI family zinc finger 3, Gpr37: Probable G-protein coupled

62



Ergebnisse

receptor 37, Itgb4: Integrin Subunit Beta 4, MBP: Myelin-basisches Protein,
Mobp: Myelin associated oligodendrocyte basic protein, Omg: Oligodendrocyte-
myelin glycoprotein Gene, Opalin: Oligodendrocytic myelin paranodal and inner
loop protein, Plp1: Proteolipidprotein-1, Sox6: SRY-Box Transcription Factor 6,

Sox10: SRY-Box Transcription Factor 10, TMEM 125: Transmembrane protein
125

3.7.5 Nachweis unterschiedlicher Genexpressionsmuster fur
Astrogliose

Um die aus Abschnitt 3.4. immunhistochemisch erhobenen Ergebnisse der

Astrogliose auf Genomebene zu verifizieren, erfolgte der Vergleich von Genen
welche basierend auf einer Veroffentlichung von Ito und Kollegen aus dem Jahre
2019 fur astrogliosespezifische Gene kodieren via Transkriptomanalyse (lto et
al., 2019).

Entgegen den Ergebnissen aus Abschnitt 3.4 konnte nach zerebraler Ischamie

eine starkere Expression von GFAP nachgewiesen werden (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Ubersicht der Ergebnisse der Transkriptomanalyse fir Gene

welche fur Remyelinisierungsprozesse kodieren als vielfaches der Kontrolle.
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Heraufregulation der Gene ins rote Farbsprektrum und Herabregulation ins blaue
Farbsprektrum. Abkurzungen: Cntf: Ciliary neurotrophic factor, GFAP: Glial
fibrillary acidic protein, 1fng: Interferon Gamma, IL1a: Interleukin-1-alpha, IL1b:
Interleukin 1 beta, ILG: Interleukin-6, Lif: LIF Interleukin 6 family cytokine, Osm:
Oncostatin m, Socs3: Suppressor of cytokine signaling 3, Stat3: Signal
transducer and activator of transcription 3, TGF-a: Transforming growth factor

alpha, TGFB 1: Transforming growth factor beta 1, Tnf: Tumornekrosefaktor
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4. Diskussion

Nach einer ZNS-Schadigung setzen unterschiedliche pathophysiologische
Prozesse ein, die bislang nur unvollstandig verstanden sind. Die
inflammatorische  Antwort, hauptsachlich getragen durch ortsstandige
Makrophagen, die Mikroglia, und hamatogen eingewanderte Makrophagen ist
eine wichtige Komponente in der subakuten Phase nach einer ZNS Lasion.
Neben einer inflammatorischen und weiter destruktiven Aktivitat sind auch
reparative und neuroregenerative Eigenschaften der inflammatorischen Antwort
in den Fokus geruckt. Das vollstandige Verstandnis der postischamischen
Immunantwort ist der Schlussel fur das Verstandnis von Erfolg und Versagen der
postischamischen  Reparaturmechanismen. Wahrend die technischen
Fortschritte der Antikorpertherapie und die wachsenden Moglichkeiten der
Genom-Editierung gezielte Eingriffe in die inflammatorische Antwort in greifbare
Nahe rucken, kommt der Aufklarung der inflammatorischen Vorgange nach
Ischamie eine essentielle Bedeutung zu. Die vorliegende Arbeit leistet einen
Beitrag fur die Aufklarung von Gemeinsamkeiten und Unterschiede der
Neuroinflammation zwischen zerebralem und spinalem Insult. Da sich das
Ruckenmark Uberwiegend aus myelinisierten Axonen zusammensetzt (weil3e
Substanz), der zerebrale Kortex jedoch mit vielen Nervenzellen und weniger
Myelinscheiden die graue Substanz darstellt, ist der hier angestellte Vergleich
auch ein guter Ausgangspunkt fur die Untersuchung der unterschiedlichen
Charakteristika der Neuroinflammation und Reparatur in grauer und weil3er
Substanz.

Kernstlck dieser Arbeit stellt die von unserer Arbeitsgruppe etablierte Methode
der Induktion vergleichbarer Lasionen in grauer- (Cortex) und weil3er Substanz
(Rickenmark) via Photothrombose dar. Ein auf dem gleichen
Pathomechanismus beruhender Vergleich der postischamischen Immunantwort
in grauer- und weil3er Substanz ist mit den verwendeten Methoden erstmals
moglich. Wir konnten in dem Vergleichsmodell erstmals zeigen, dass bei
gleichem Schadigungsmechansimus die postischamische Immunantwort spinal
zu einem grolleren Anteil als zerebral auf hamatogen eingewanderte

Monozyten/Makrophagen und Granulozyten beruht und zerebral zu einem
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hoheren Anteil auf einer mikroglialen Immunantwort (siehe Abschnitt 3.4).
Gleichzeitig ist die resultierende inflammatorische Antwort nach der Ischamie in
beiden Geweben auf Transkriptomebene sehr ahnlich, sowohl im Hinblick auf
Inflammation als auch in Hinblick auf Reparatur. Dass die Grundlage dieser
Erkenntnis die Verwendung des gleichen Pathomechanismus (Photothrombose)
fur den Vergleich von essentieller Bedeutung ist, zeigt der Vergleich mit der
bisher publizierten Literatur. Wahrend die vorliegende Arbeit im Zeitverlauf nach
Ischamie ein sehr ahnliches Expressionsmuster bei etablierten
inflammatorischen Markern nachweist, konnten im Vergleich zwischen spinalen
mechanischen Schadigungsmodellen und zerebralen Ischamiemodellen
unterschiedliche Expressionsmuster ermittelt werden. Dies gilt fur den
Tumornekrosefaktor-alpha, das CD-Antigen 32, 86 und 206 sowie fur den
Transforming growth factors-B 1 (Liu et al., 1994; Pineau und Lacroix, 2007; Hu
et al., 2012; Kigerl et al.,, 2009 und McTigue et al., 1999). Eine interessante
Ausnahme stellt die induzierbare Stickstoffmonoxidsynthetase (iNOS) dar, die in
dieser Arbeit quantifizierten Mengen iINOS-mRNA zeigen sowohl nach spinaler
Photothrombose als auch nach spinaler mechanischer Schadigung ihren
Hochststand am dritten Tag nach Ereignis (Kigerl et al., 2009).

Im Jahre 1999 lieferte die Arbeitsgruppe um Schnell und Kollegen der Universitat
Zurich den ersten Vergleich der Immunantwort nach geichgearteter Schadigung
von Gehirn und Ruckmark (Schnell et al., 1999). Ebenso wie in dieser Arbeit
konnte der Nachweis einer starkeren Invasion neutrophiler Granulozyten und
Lymphozyten nach spinaler Schadigung erbracht werden (Schnell et al., 1999
und Abbildung 10, B, ii und Abbildung 11). Auch die Menge aktivierter
astrozytarer Zellen ist im direkten Vergleich beider Modelle sowohl in dieser
Arbeit als auch bei Schnell und Kollegen nach spinaler Schadigung signifikant
hoher (Schnell et al., 1999 und Abbildung 7 und 20).

Interessanterweise deckte die Transkriptomanalyse eine hohere Expression von
Genen, die mit Myelinisierung assoziiert sind, nach Ischamie des zerebralen
Kortex im Vergleich zur spinalen Ischamie auf.

Einen ahnlichen Befund konnte Chang et al. (Chang et al., 2012) in Hirngewebe
von 22 an Multipler Sklerose verstorbenen Menschen erheben. Die

Remyelinisierungsaktivitat der Oligodendrozyten war in der grauer Substanz
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starker als in weiller Substanz. Diese Ergebnisse stehen im Einklag mit den
Ergebnissen aus der Microarrayanalyse in dieser Arbeit, mit einer gemessenen
Heraufregulation myelinisierungspezifischer Gene nach zerebraler Ischamie und
einer Herabregulation nach spinalem Infarktereignis (siehe 3.7.4). Eine mogliche
Erklarung ist die erhohte Astrozytenaktivitat und die starkere Expression von
extrazellularen Matrixproteinen in Lasionen in der weillen Substanz (siehe
Abschnitt 3.4) beides Faktoren die bekanntermalien die Remyelinisierung
behindern. Interessanterweise zeigte sich auf mRNA-Ebene eine starkere
Heraufregulation von GFAP zerebal als spinal (siehe 3.7.5). Diese Differenz
zwischen mRNA und Proteinebene ist nicht abschlieRend geklart.

Eine andere Erklarung far die unterschiedliche Regulation
myelinisierungsspezifischer Gene konnte auch die FACS-analytisch von uns

festgestellte unterschiedliche Anzahl monozytarer und mikroglialer Zellen sein.

4.1 Mikroglia und Remyelinisierung

Die Mikroglia sind die ortsstandigen Makrophagen des zentralen Nervensystems.
Im Falle einer Zellschadigung wie beispielsweise nach ischamischem Ereignis
wird sie aktiviert und besitzt schadigende Eigenschaften (beispielsweise durch
die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies uber die NADPH-Oxidase 1 und 2 (Ma
et al., 2017), die Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen wie TNF-alpha.
Korrepondierend konnten bei reduzierter Mikrogliaaktivitat kleinere Infarkte
gemessen werden (Sun et al., 2015).

Die fur die postischamische Remyelinisierung entscheidenden Zellpopulationen
sind Oligodendrozyten (die myelinproduzierenden Zellen des zentralen
Nervensystems) und oligodendrozytare Vorlauferzellen (englisch:
Oligodendrocyte progenitor cells, abgekurzt: OPC’s). In der Literatur finden
zahlreiche  Nachweise einer Interaktion zwischen  Mikroglia  und
Oligodendrozyten. Die stoffwechselaktiven Oligodendrozyten und OPC'’s
reagieren empfindlich auf die zuvor beschriebene mikrogliale inflammatorische
Immunantwort. Exemplarisch konnte nach intrazerebraler Injektion von
Lipopolysacchariden eine im Tiermodell gemessene hohe Konzentration
inflammatorischer Zytokine und Chemokine (insbesondere TNF-alpha, IL1-beta
und IL-6) auf aktivierte Mikroglia/Makrophagen zuruckgefuhrt werden,
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einhergehend mit einer verminderten Myelinisierung (Pang et al., 2002). Der
Tumornekrosefaktor-a induziert mit anderen proinflammatorischen Zytokinen
(wie Interferon-y oder IL-1B) die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase
(abgekurzt: INOS), welche via L-Arginin Stickstoffmonoxid (eine reaktive
Sauerstoffspezies) produziert. Die Expression der iNOS durch Mikroglia und die
damit einhergende Produktion von Stickstoffmonoxid steht im direkten
Zusammenhang mit einem oligodendrozytaren Zelltod (Merrill et al., 1993). In der
hier vorliegenden Arbeit konnte via real-time quantitativer PCR eine starkere
Expression der induzierbaren Stickstoffmonoxidsynthase spinal als zerebral bis
drei Tage nach Infarktereigniss gemessen werden (mit signifikant hoherer
Expression an Tag 3). Ab Tag 7 nach Infarktereignis glich sich der gemessene
mMRNA-Anteil an. Diese Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen welche mit immunhistochemischen Nachweisen (ladecola et al.,
1996) und Transkriptomanalysen (Kigerl et al.,, 2009) die postischamische
Immunantwort untersuchten. Interessanterweise ist die Mikroglia neben
Astrozyten nicht die einzige Zellpopulation welche iINOS exprimiert. Merrill et al.,
konnten 1997 zeigen, dass auch Oligodendrozyten iINOS exprimieren und gibt
damit einen Hinweis auf die hohe Komplexitat der postischamsichen

Immunantwort.

Auf der anderen Seite sind auch protektive Eigenschaften der Mikroglia
beschrieben worden, korrespondierend mit groeren Infarkten bei reduzierter
Mikrogliaproliferation (Lalancette-Hebert et al., 2012, Jayaraj et al., 2019).

So konnten Olah et al. 2012 im Zeitverlauf zwischen via Cuprizone induzierter
toxischer Demyelinisierung und anschlielender Remyelinisierung in einer
Microarrayanalyse die Expression mikroglialer Gene detektieren, welche die
Remyelinisierung fordern. Die detektierten Gene kodieren zum einen fur die
Phagozytosefunktion der Mikroglia (beispielsweise Lrp1, Calr, CD14, Itgb2) und
zum anderen fur Proteine welche die Rekrutierung von OPC’s und die trophische
Versorgung von Oligodendrozyten gewehrleisten (Cxcl10, Cxcl13, Igf1 und
Tgfb1). Somit konnte neben der zuvor charakterisierten inflammatorisch-
schadigenden Eigenschaft auf Oligodendrozyten und ihren Vorlauferzellen, der

Nachweis eines fur die Remyelinisierung protektiven Mikrogliaprofils erbracht
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werden. Unter der Vorstellung einer Bedeutung der starkeren Mikrogliaprasenz
nach zerebraler Ischamie fur die hohere Expression von Myelinisierungsgenen
konnte der Aspekt einer myelinisierungsfordernden Mikroglia eine Ubergeordnete
Rolle spielen.

Weitere Versuche mit Mikroglia-Depletion werden in dieser Hinsicht Aufschluss

geben.

4.2 Der Einfluss hamatogener Monozyten/Makrophagen

Auch nach einer Ischamie hamatogen eingewanderte Makrophagen sind in
letzter Zeit als wesentliche Faktoren der Reparatur nach einer zerebralen
Ischamie identifiziert worden. So konnten Gliem et al., 2012 in einem Modell mit
via Clodronat induzierter Depletion hamatogener Monozyten/Makrophagen eine
signifikant erhohte Menge intrazerebraler Hamorrhagie nachweisen (Gliem et al.,
2012) und somit die Bedeutung der hamatogen einwandernden Makrophagen fur
den Wiederaufbau der Blut-Hirn-Schranke belegen. Als moglicher Mechansimus
konnte die Sekretion von Osteopontin durch hamatogene
Monozyten/Makrophagen und eine damit einhergende Polarisierung astrozytarer
Zellauslaufer mit einer kosekutiv reparierten Bluthirnschranke identifiziert werden
(Gliem et al.,, 2015). Hamatogene Makrophagen scheinen also einen
bedeutenden Beitrag zum Aufbau der glialen und fibrosen Narbe beizutragen.
Wahrend die fibrose Narbe einen inhibierenden  Einfluss auf
Remyelinisierungsprozesse zeigt (Yahn et al., 2020), tragen aktivierte Astrozyten
zur Proliferation und zum Uberleben von Oligodendrozyten bei (Li et al., 2016).

4 .3. Kritische Betrachtung

Wie im Methodikteil erlautert besteht ein Unterschied zwischen den beiden

Infarktmodellen im unumganglich zeitlich hoheren Arbeitsaufwand fur die spinale
Intervention, einhergehend mit einer Iangeren inhalativen Narkose via Isofluran.
Von Relevanz fur die erhobenen Ergebnisse kann dieser Umstand insofern sein,
als dass eine Arbeitsgruppe aus China nach Isofluranprekonditionierung
neuroprotektive Eigenschaften feststellen konnten, ausgel6st durch eine
supprimierte mikrogliale Aktivierung nach Ischamie (Meiyan et al., 2015).

Zukunftige Untersuchungen sollten diesen Umstand berucksichtigen und
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beispielsweise intravendse oder intraperitoneale Anasthesieverfahrung in
Erwagung ziehen.

Letztlich handelt es sich in dieser Arbeit um den breiten Vergleich verschiedener
Messungen von mRNA, Zelltypen und exprimierten Genen zwischen zerebraler
und spinaler Ischamie. Um die genauen Interaktionen zwischen Zelltypen und
deren Genexpressionsmuster zu gewahrleisten, sind gezielte Knock-Out-

Versuche mit noch gezielteren Transkriptomanalysen von Notwendigkeit.

4.4 Ausblick

Die vorliegende Arbeit erbringt den Nachweis einer zerebral Mikroglia-

dominierten und spinal Makrophagen- und Granulozyten-dominierten,
letztendlich  auf  Transkriptomebene jedoch  weitgehend  &ahnlichen
postischamischen Inflammation im zerebralen Kortex und im Ruckenmark.
Dieser Befund wird unterstutzt von der klinischen Praxis, die in der Behandlung
eines zerebalen und spinalen Herdes einer entzundlichen Erkrankung keinen
Unterschied macht. Dennoch gibt es Teilaspekte (s. Myelinisierung), die auf dem
Gebiet der Regeneration einer differenzierteren Betrachtung bedurfen.
Untersuchungen auf dem Feld der Remyelinisierung werden an diese Arbeit

angeschlossen.

Schlussendlich ergibt sich die Frage, ob die postischamische Immunantwort
suffizient medikamentos beeinflusst werden kann, um Einfluss auf die
unterschiedliche Remyelinisierungskapazitat zu nehmen. Auf experimenteller
Ebene fuhrte die Gabe von Pioglitazon (einem PPARy-Rezeptor-Agonist) in
Abhangigkeit von vorhanden knochenmarkstammigen Monozyten/Makrophagen
zu einer siginifkant geringeren Menge sekundarer intrazerebraler Hamorrhagien
nach Infarktereignis (Gliem et al., 2015). Aus einem Tiermodell existieren Daten
aus GroRbritannien fur den Einsatz eines Pan-Chemokinhinhibitor mit dem
Namen ,NR58-3.14.3% unter dessen Einsatz nach zerebraler Ischamie um mehr
als funfzig Prozent kleinere Infarktdurchmesser gemessen wurden (Beech et al.,
2001). Weitere Untersuchungen zu diesem Reagent stehen aus. Auf der Ebene
von klinischen Studien erhielt insbesondere Minocyclin gro3e Aufmerksamkeit,

welches die mikrogliale Zellantwort inhibiert. Wahrend zwei offene
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placebokontrollierte Phase zwei Studien die Sicherheit und Effektivitat
hinsichtlich eines besseren klinischen Outcomes von Minocyclin nachweisen
konnten (Srivastava et al., 2012 und Lampl et al., 2012), zeigte eine Metaanalyse
von Kohler et al., 2013 keine Effektivitat fur einen verbessertes klinisches
Outcome. Genaue Betrachtungen der medikamentdosen Therapien auf die
Transkription myelinisierungsspezifischer Gene fehlen und mussen durch

zukunftige Arbeiten nachgeliefert werden.
Schlussendlich  verbleibt die Identifikation relevanter therapeutischer

Angriffsspunkte  Aufgabe  zuklnftiger  Grundlagenarbeiten aus der

experimentellen Neurowissenschaft.
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