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Fragestellung

Fragestellung

Der ischamische Schlaganfall ist ein komplexes pathophysiologisches Gesche-
hen, das zum Verlust funktioneller Hirnareale fuhrt. Am Anfang dessen steht die
durch Ischamie bedingte Schadigung von Neuronen. Unbestritten ist daher die
Wiederherstellung der Durchblutung als die wichtigste therapeutische Mal}-
nahme. Von besonderem Interesse fur mogliche Therapien ist jedoch die ver-
zogert einsetzende und langer fortbestehende Entzindung des Gehirns, welche
nach der Reperfusionsphase initiiert wird.

Die Dynamik der Immunzellinfiltration in der Entziundungsphase sowie die Rolle
der Mikroglia als antigenprasentierende Zellen sind Gegenstand dieser Disser-
tation und sollen Hinweise auf die Qualitat der Immunreaktion im ischamischen

Schlaganfall geben.

Im experimentellen murinen Schlaganfallmodell wurde das Einwanderungsver-
halten von peripheren Immunzellen sowie die Akkumulationskinetik von Mikro-
glia in vivo analysiert. Besonderem Interesse galt den Mikroglia als hirneigene
Zellen mit immunologischen Funktionen. Welche Aufgaben sie im Schlaganfall
erfullen, lasst sich anhand der Expression von Aktivierungsmarkern analysie-
ren. In vitro- und in vivo-Untersuchungen gaben Antworten auf die Fragen, ob
Mikroglia zu kompetenten antigenprasentierenden Zellen im Schlaganfall akti-
viert werden und ob Sauerstoffentzug oder eine Interaktion mit ischamischen

Neuronen dazu beitragen.

In Zusammenschau der Immunzellinfiltration und des mikroglialen Aktivierungs-
status wurde abschlie3end die Qualitat der postischamischen Immunreaktion
diskutiert — ob die unspezifische Immunantwort oder die adaptive Immunantwort
pradisponierend ist oder sogar autoimmunologische Reaktionen vorliegen.
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Einleitung

1.1 Der ischamische Schlaganfall

Der ischamische Schlaganfall zeichnet sich epidemiologisch durch eine hohe
Morbiditat und Mortalitat aus. Die zerebrovaskularen Erkrankungen standen
bereits 1990 wie auch 2001 weltweit an zweiter Stelle der Todesursachenstatis-
tik (Lopez et al.,, 2006). Allein im Jahr 2007 starben 26 911 Personen in
Deutschland an einem Schlaganfall. Betroffen waren 9 516 mannliche und 17
395 weibliche Personen. Damit belegte der Schlaganfall bei Mannern Platz 8
und bei Frauen Platz 4 der Todesursachenstatistik der BRD 2007 (Statistisches
Bundesamt, 2009). Daruberhinaus ist er wesentlicher Grund bleibender Behin-
derung im Alter. So sind derzeit etwa eine Million Bundesburger von den Folgen
eines Schlaganfalls betroffen. Das Erkrankungsalter betragt im Durchschnitt 70
Jahre bei Mannern und 75 Jahre bei Frauen (Kolominsky-Rabas and Heusch-
mann, 2002). Angesichts der steigenden Lebenserwartung rickt der Schlagan-
fall in den Mittelpunkt gesundheitsdkonomischen sowie wissenschaftlichen Inte-

resses.

Das menschliche Gehirn ist aufgrund seines hohen Energiebedarfs und der
Empfindlichkeit gegenuber O,-Mangel auf eine geregelte Durchblutung und
Versorgung mit Glukose und Sauerstoff angewiesen. Trotz seines mit etwa 2 %
vergleichsweise geringen Anteils an der Gesamtkorpermasse wird es mit etwa
13 % des Herzminutenvolumens versorgt (Silbernagl, 2003). Wird die Durchblu-
tung und damit Energieversorgung z.B. durch einen Thrombus unterbrochen,
kommt es zu einer Kaskade pathophysiologischer Mechanismen und schlieRlich

zum Absterben von Neuronen.

Die Folgen sind abhangig von der Region und dem Ausmal der Hirnschadi-
gung. Sie umfassen eine Reihe von sensorischen und motorischen Ausfallen,
wie z.B. Sensibiltatstorungen oder Hemiparesen. Durch eine schnelle Versor-
gung des Patienten und einen frihzeitigen Therapiebeginn ist es zum Teil mog-
lich, groReren Schaden und damit Behinderungen vorzubeugen. Ziel der The-
rapie ist dabei die Wiederherstellung bzw. Aufrechterhaltung der zerebralen
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Durchblutung (Reperfusion). Mittel der Wahl sind antikoagulative sowie throm-
bolytische Medikamente. Letztere sind durch ein kurzes Zeitfenster von 3-6
Stunden nach Symptombeginn limitiert. Nach Ablauf dieser Zeit stehen derzeit
keine nachweislich effektiven medikamentdsen Optionen offen. Trotz verbes-
serter Therapie und Rehabilitation sind viele der Betroffenen im weiteren Ver-

lauf des Lebens auf fremde Hilfe angewiesen.

Atiologisch lassen sich zwei Arten des Schlaganfalls unterscheiden, die Hirnblu-
tung und der Hirninfarkt, die Minderdurchblutung eines Hirnareals. Bei einer
Hirnblutung kommt es z.B. als Folge zu hohen Blutdrucks oder eines Traumas
zum Einreil3en eines Gefaldes und zur Blutung in das umliegende Gewebe. Ur-
sache des Hirninfarkts hingegen ist ein Verschluss eines intra- oder extrazereb-
ralen Gefalles z.B. durch einen arteriosklerotisch bedingten Thrombus. Ca. 80
% aller Schlaganfalle sind derart hervorgerufene ischamische Hirninfarkte (Ko-

lominsky-Rabas and Heuschmann, 2002).

Der ischamische Schlaganfall kann nach heutiger Auffassung in drei Phasen
unterteilt werden: eine frih einsetzende Phase neuronalen Zellsterbens, eine
Phase immunologischer Reaktionen und eine Phase der Regeneration und
Narbenbildung (Dirnagl et al., 1999). Im betroffenen Hirngebiet bilden sich dabei
zwei Areale aus: die Kernregion der Schadigung und das umliegende Gewebe,

die Penumbra (lat. Halbschatten).

Penumbra

\ ¥

Kern

Abbildung 1: Der ischamische Schlaganfall - Kern und Penumbra. Modifiziert nach (Ad-

vanced stroke live support, Universitat Miami, 2004).
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In der Kernregion kommt es zu einer Kaskade multipler pathophysiologischer
Reaktionen (Dirnagl et al., 1999). Zuerst entsteht durch die verminderte Versor-
gung mit Glukose und Sauerstoff ein Energiedefizit in den betroffenen Zellen.
Dieses fuhrt zum Zusammenbruch des lonengleichgewichts und des Membran-
potentials. Calciumionen (Ca?*) strémen in die Zelle ein. Und der erhdhte Ca?*-
Spiegel I8st eine Glutamatausschiittung aus. Die Ca?*-lonen binden und aktivie-
ren Glutamatrezeptoren, wodurch es zu weiterem Einstrom von Ca®*-lonen und
damit zur Glutamat-Exzitotoxizitdt kommt. Ca?*-lonen wirken in der Zelle als
second messenger und aktivieren eine Reihe proteolytischer Enzyme und Lipa-
sen, die Zellbestandteile zerstoren. AulRerdem aktivieren sie Enzyme wie die
Cyclooxygenase, die zur Bildung freier Radikale beitragen. Aktivierte Lipasen
und Radikale schadigen die Zellmembran und machen sie durchlassig fur Nat-
rium- (Na") und Chloridionen (CI'). Als Folge kommt es zum Eintritt von Wasser
und zum Anschwellen der Zelle. Die beschriebenen Mechanismen fuhren
schliel3lich zum Zelltod durch Nekrose oder Apoptose (Broughton et al., 2009)

und zu einem Hirnddem.

Wahrend die Nekrose als pathologischer Zelltod bezeichnet werden kann, stellt
die Apoptose, der programmierte Zelltod, einen physiologischen Prozess dar.
Absoluter ATP-Mangel fuhrt in der Kernregion des Schlaganfalls vor allem zur
Nekrose, wahrend im leichter betroffenen, umliegenden Gewebe apoptotische
Vorgange im Vordergrund stehen (Ueda and Fujita, 2004). Wahrend also in der
Kernregion des Schlaganfalls das nekrotische Zellsterben vorherrscht, sind die
Neurone der Penumbra zwar geschadigt, aber noch nicht abgestorben. Viel-
mehr stellt die Penumbra eine Grenzzone zwischen Zellschadigung und Repa-
ratur dar, deren Ubergange flieRend sind (Lo, 2008). Im Vergleich zur Kernregi-
on, dessen Ischamietoleranz wenige Minuten betragt, zieht sich das therapeuti-

sche Fenster zur Rettung der Penumbra Uber mehrere Stunden.



Einleitung

mation

Ischamie

Narbenbildung
und Regenera

Minuten Stunden Tage Monate )

Abbildung 2: Die Phasen des ischamischen Schlaganfalls. Modifiziert nach: (Dirnagl et al.,
1999).

Bevor es durch reaktive Gliose, Axonwachstum und Neurogenese (Carmichael,
2008) zur Narbenbildung und Regeneration kommt, entsteht eine postischami-
sche Entziindung im betroffenen Hirnareal, deren Ubergénge zu den anderen

Phasen nicht klar definiert sind.

1.2 Die postischamische Immunreaktion

Eine Immunreaktion ist im Allgemeinen die Antwort des Korpers auf eine Scha-
digung seiner Integritat durch Infektionen oder Irritationen. Sie wird in eine un-
spezifische und eine spezifische Immunantwort unterteilt. Die unspezifische,
naturliche Immunantwort ist phylogenetisch alter und stellt eine frih einsetzen-
de und weitestgehend ungerichtete Abwehr dar. Zu ihr zahlen z.B. das Kom-
plementsystem oder die Abwehr durch neutrophile Granulozyten. Die spezifi-
sche Immunantwort kann hingegen sehr genau und sensitiv spezifische Antige-
ne erkennen und diese gezielt mit grofRer Effektivitat bekampfen. Hierbei ist es
moglich, korpereigene von korperfremden und harmlose von gefahrlichen Stof-
fen zu unterscheiden. Eine besondere und lebenswichtige Funktion ist dabei
das Vermeiden von Selbstzerstorung. Dies wird als immunologische Toleranz
bezeichnet. Ist dieser Mechanismus gestort, kommt es zu autoimmunologi-
schen Prozessen. Ein zweites wichtiges Merkmal der spezifischen Immunant-
wort ist die Funktion des immunologischen Gedachtnisses. Dies ermoglicht dem
Korper bei wiederholtem Kontakt mit einem Antigen dieses sofort zu erkennen
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und zu bekampfen. Im Mittelpunkt der spezifischen Immunantwort steht die In-
teraktion zwischen antigenprasentierenden Zellen (AP-Zellen) und T-
Lymphozyten. Ergebnis dessen ist die Aktivierung der T-Lymphozyten als zellu-
lare sowie die Aktivierung der B-Lymphozyten als humorale Komponente der
Immunreaktion (Pezzutto, 2007).

Durch die Blut-Hirn-Schranke ist das Gehirn weitestgehend vor dem Eindringen
fremder Substanzen geschutzt und daher selten von Immunreaktionen betrof-
fen. Dennoch gibt es auch hier eine Reihe von immunologischen Erkrankungen.
Unterschieden werden primar immunologische Erkrankungen des Zentralen
Nervensystems (ZNS) von sekundar immunologischen, z.B. als Begleitphano-
men einer primar neurodegenerativen Erkrankung. Zu den primar immunologi-
schen Erkrankungen zahlen z.B. akute Meningitiden oder die chronische Auto-
immunerkrankung Multiple Sklerose (MS). Der ischamische Schlaganfall hinge-

gen gehort zur Gruppe der sekundaren immunologischen Erkrankungen.

Zu Beginn des Schlaganfalls stehen die Ischamie und damit das Zellsterben als
direkter Schaden im Vordergrund. In der spater einsetzenden Reperfusions-
phase wird das Gewebe, u.a. durch Thrombolyse, wieder rekanalisiert und per-
fundiert. Trotz wiederhergestellter Versorgung scheint die Reperfusion ebenfalls
einen schadigenden Aspekt zu haben. Obwohl der Mechanismus noch nicht
eindeutig geklart ist, spricht einiges daflr, dass der Reperfusionsschaden unter
anderem inflammatorischer Genese ist. Diese sogenannte postischamische
Entzindung ist ein komplexer Mechanismus, der hinsichtlich des zeitlichen
Rahmens, der einzelnen Komponenten und der Bedeutung noch nicht hinrei-
chend erforscht ist. Vor allem die Frage, ob jene inflammatorischen Prozesse
eher zu weiterem Schaden oder zur Regeneration beitragen, bleibt zu klaren.

Die postischamische Entzindung ist ein Zusammenspiel von molekularbiologi-
schen Mediatoren und Entzindungszellen. Schon wahrend der Ischamiephase
kommt es durch Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren, wie z.B. nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of
activated B-cells (NFkB) (Terai et al., 1996), die zur Aktivierung proinflammato-
rischer Gene fuhren. Es konnte z.B. gezeigt werden, dass Mause, die defizient
fur die NFkB-Untereinheit p50 sind, kleinere experimentell-induzierte Schlagan-
falle haben (Schneider et al., 1999). Die Aktivierung proinflammatorischer Gene
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fuhrt z.B. zur Bildung von Chemokinen und einer Hochregulation von Adhasi-
onsmolekulen (Wang et al., 2007). Diese Molekule rekrutieren Immunzellen an
den Ort der Entzindung. Damit angelockte periphere Immunzellen zum Ort der
Inflammation gelangen, mussen sie die Endothelbarriere penetrieren. Hierfur
findet eine Interaktion Uber Adhasionsmolekule statt. Fur die Diapedese der
Leukozyten beispielsweise sind v.a. drei Gruppen von Bedeutung: Selektine,
die Immunglobulin-Superfamilie und Integrine (Wild and Bixel, 2006). In einer
Studie mit Primaten konnte gezeigt werden, dass Verwendung eines Antikor-
pers gegen E- und P-Selektine die leukozytare Infiltration und das Infarktvolu-
men reduzieren (Mocco et al., 2002). Wichtigstes Mitglied der Immunglobulin-
Superfamilie scheint das Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1, CD54) zu
sein. Es vermittelt eine starkere Adhasion als die Selektine und ermoglicht
dadurch die Diapedese der Leukozyten. Mehrere Studien haben gezeigt, dass
ICAM-1 beim Schlaganfall hochexprimiert wird und eine Blockade zu einem
kleineren Infarktvolumen fuhrt (Connolly et al., 1996).

Chemotaktische Vorgange und Adhasionsmechanismen ermoglichen auf die-
sem Wege einer Reihe von peripheren Immunzellen in das Gewebe einzuwan-
dern. Neben den aus dem Blut stammenden Immunzellen sind die Gehirnzellen
selbst von wichtiger Bedeutung fur die Entzindungsreaktion und werden im

nachsten Kapitel gesondert besprochen.

Etwa 30 min nach dem Schlaganfall sind die Neutrophilen Granulozyten als ers-
te der peripheren Immunzellen in den zerebralen Kapillaren und Venulen sicht-
bar (Garcia et al., 1994) und wandern etwa 6 h nach dem Schlaganfall in das
Gewebe ein (Akopov et al., 1996). Das Ausmald der Akkumulation korreliert
daruberhinaus positiv mit der InfarktgroRe und dem neurologischen Defizit (A-
kopov et al., 1996). Es konnte gezeigt werden, dass Verwendung des anti-
neutrophilen Antikopers antineutrophil monoclonal antibody (RP3) im experi-
mentellen Schlaganfall zu einer geringeren Infiltration Neutrophiler Granulozy-
ten und einem kleineren Infarktvolumen bei geringerem Hirnddem fuhrt (Matsuo
et al., 1994). Neutrophile Granulozyten gehoren zur unspezifischen Immunant-
wort und sind in der Lage, Zelltrimmer oder Pathogene zu phagozytieren und
zu vernichten. Nach Einwanderung in das Gewebe produzieren sie u.a. die Mat-
rix-Metalloproteinase 9 (MMP-9) (Justicia et al., 2003), die zur Degradierung
extrazellularer Proteine beitragt. Im Schlaganfall kommt es durch Aktivierung
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der MMP-9 zum Abbau von Komponenten der Blut-Hirn-Schranke (Ning et al.,
2006, Kelly et al., 2006).

Monozyten, die im Gewebe zu Makrophagen differenzieren, sind weitaus weni-
ger untersucht, scheinen jedoch etwas spater als die Granulozyten in das Ge-
webe einzuwandern. Im experimentellen murinen Schlaganfall konnte gezeigt
werden, dass Makrophagen etwa zwei Tage nach dem Schlaganfall in das Ge-
webe einwandern. Zuvor identifizierte Makrophagen-ahnliche Zellen wurden
hingegen als mikroglialen Ursprungs identifiziert (Schilling et al., 2003). Makro-
phagen gehoren ebenfalls zu den Phagozyten und kdnnen dartuberhinaus Anti-
gene prasentieren. Auf diese Weise konnen sie mit T-Zellen interagieren und
durch deren Zytokine aktiviert werden. Sie selbst produzieren TNF-a, IL-1 und
IL-6 und tragen zum spezifischen Zytokinmilieu einer Entzindung bei (Pezzutto,
2007).

Auch uber die Rolle der Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) im Schlaganfall ist
eher wenig bekannt. Studien im Tier-Modell der Multiplen Sklerose, der Experi-
mentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), zeigen kontroverse Ergeb-
nisse. Es konnte z.B. gezeigt werden, dass NK-Zellen Uber die Produktion von
Interferon-y (IFN-y) T-Zell-vermittelte autoreaktive Schaden verstarken (Shi et
al., 2000). Eine andere Arbeitsgruppe hingegen fand heraus, dass NK-Zellen
die T-Zell-vermittelte Autoimmunitat regulatorisch bzw. inhibitorisch beeinflus-
sen (Smeltz et al., 1999). NK-Zellen entwickeln sich aus lymphoiden Vorlaufer-
zellen und besitzen die Fahigkeit, fremde Zellen ohne vorherige Aktivierung zu
toten. Daruberhinaus erkennen sie veranderte, korpereigene Zellen Uber eine
verminderte Expression von MHCI-Molekulen. Sie sezernieren Perforine und
Granzyme, die die Zielzelle perforieren und proteolytisch abbauen. Aul3erdem
sind sie in der Lage uber den FAS-Liganden und den TNF-related apoptosis
inducing ligand (TRAIL) Apoptose zu induzieren (Pezzutto, 2007).

Eine besondere Stellung nehmen die Naturlichen Killer T-Zellen (NKT-Zellen)
ein. NKT-Zellen besitzen gleiche Marker wie NK-Zellen (z.B. NK1.1) und expri-
mieren zusatzlich einen af-T-Zell-Rezeptor, Uber den sie eigene und fremde
CD1d-gebundene Glykolipide erkennen konnen (Godfrey and Kronenberg,
2004). Sie scheinen fur immunregulatorische Vorgange wichtig zu sein. Sie
steuern uber IL-4 oder IFN-y die Differenzierung von T-Helfer-Zellen in Ty1 oder
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Tu2 Zellen. Dadurch konnen sie fordernd oder unterdrickend auf eine Immun-
reaktion einwirken. Je nach experimentellem Aufbau konnten sowohl proin-
flammatorische als auch antiinflammatorische (Miyamoto et al., 2001) Auswir-
kungen von NKT-Zellen auf den Verlauf einer EAE gezeigt werden (Jahng et
al., 2001). Die Bedeutung fur den Schlaganfall ist hingegen noch wenig er-

forscht.

Ein zweites Bindeglied unspezifischer und spezifischer Immunitat sind die
Dendritischen Zellen. Sie konnen Uber Toll-like Rezeptoren (TLR) z.B. bakteriel-
les Lipopolysaccharid (LPS) als Pathogen erkennen (unspezifische Immunitat)
und daruberhinaus durch Antigenprasentation T-Zellen aktivieren (spezifische
Immunitat) (Schuurhuis et al., 2006). Dendritische Zellen sind myeloiden Ur-
sprungs. Je nach Reifungsmilieu kdnnen sie sich aus hamatopoetischen Vor-
stufen zu interstitiellen, myeloiden oder lymphoiden Dendritischen Zellen entwi-
ckeln. Sie kommen in zahlreichen Organen vor, phagozytieren extrazellulare
Bestandteile und prasentieren die jeweiligen Antigene uber MHC-Molekule auf
der Zelloberflache. Ohne Aktivierung durch inflammatorische Molekule zeigen
sie eine hohe phagozytische Aktivitat, bei noch geringer MHC-Expression und
geringer Antigenprasentation. Findet jedoch durch Inflammtion oder Infektion
eine Aktivierung statt, verstarkt und verlangert sich die MHC-abhangige Anti-
genprasentation und die Expression kostimulatorischer Molekule. Die Antigene
werden dann T-Zellen prasentiert. Uber die Interaktion zwischen Antigen-
bindendem MHC-Molekul und T-Zell-Rezeptor sowie zwischen kostimulatori-
schen Molekulen wie CD80 (AP-Zelle) und CD28 (T-Zelle) sowie CD40 (AP-
Zelle) und CD40-Ligand (T-Zelle) kommt es zur Aktivierung und Differenzierung
der T-Zelle. Dies findet sowohl im Gewebe mit eingewanderten T-Zellen als
auch in benachbarten Lymphknoten statt. Dendritische Zellen besitzen aufgrund
diverser Chemokinrezeptoren die Fahigkeit, aus dem Gewebe zum nachsten
Lymphknoten zu wandern, um dort eine Reihe von Zellen zu aktivieren und zu
rekrutieren (Pezzutto, 2007). Wahrend sie auch unter physiologischen Bedin-
gungen in den meisten Organen vorkommen, findet man sie nicht im Pa-
renchym des Gehirns (Karman et al., 2004), jedoch in der Dura mater, den Lep-
tomeningen und im Plexus choroideus (McMenamin, 1999). Anhand des
dendrischen Oberflachenmarkers CD11c konnte die zerebrale Infiltration unrei-
fer myeloider Dendritischer Zellen in einem Modell der fokalen kortikalen Is-

14



Einleitung

chamie gezeigt werden (Reichmann et al., 2002). Die Bedeutung der Dendriti-
schen Zellen im Schlaganfall ist jedoch noch nicht geklart. Die Entzindungsre-
aktion im Schlaganfall scheint jedoch hauptsachlich antigenunspezifisch abzu-
laufen (Gee et al., 2007). Ob und in welchem Mal3e eine spezifische Immunan-
twort auftritt, ist weitestgehend unklar.

Wichtigste Komponente der spezifischen Immunantwort sind die Lymphozyten.
Man unterscheidet B- und T-Lymphozyten.

B-Lymphozyten konnen Uber den B-Zell-Rezeptor, einem gebundenen Immun-
globulin, Antigene erkennen und binden. Haben sie ihr spezifisches Antigen
identifiziert, werden sie aktiviert und differenzieren sich zu Plasmazellen. Nun
sind sie befahigt, 16sliche antigenspezifische Immunglobuline zu sezernieren.
Auf diese Weise sind sie Bestandteil der humoralen Immunantwort und tragen

zur Opsonisierung und Neutralisierung von Antigenen bei.

Die T-Lymphozyten werden nochmals in zwei Gruppen unterteilt: CD4+-T-
Helfer-Zellen und CD8+, zytotoxische T-Zellen. Erstere erkennen an MHCII ge-
bundene Antigene und differenzieren nach Interaktion mit AP-Zellen je nach
Zytokinmilieu zu T-Helfer 1 (TH1)- oder TH»-Zellen. Eine wichtige Rolle spielt
hierbei IL-12, welches die Produktion von IFN-y und damit die Bildung von TH1-
Zellen fordert. TH¢-Zellen produzieren selbst IFN-y und fuhren Uber die Aktivie-
rung von Makrophagen und zytotoxischen T-Zellen zu einer ausgepragten Ent-
zundungsreaktion. TH2-Zellen hingegen unterstutzen durch die Produktion von
IL-4 die B-Zell-Aktivierung und damit die humorale Immunitat. CD8+-T-Zellen
erkennen an MHCI gebundene Antigene und sind damit wichtig fur die Vernich-
tung mit Viren befallener Korperzellen. Ob eine T-Zelle nach Interaktion mit ei-
ner AP-Zelle aktiviert wird, hangt von der Lange und Starke der T-Zell-
Rezeptorstimulation sowie kostimulatorischer Molekule ab. Eine kurze und
schwache Interaktion fuhrt zur Anergie, wahrend ein starkes T-Zell-
Rezeptorsignal bei fehlenden kostimulatorischen Signalen zur Apoptose der
Zelle und damit zur Toleranz fuhrt. Nur ein langes und starkes Signal bei zu-
satzlicher Kostimulation fuhrt letztlich zur Aktivierung der T-Zelle. Diese agieren
dann entweder als Effektor- oder als Gedachtniszellen. Wichtigstes kostimulato-
risches Signal ist hierbei die Interaktion zwischen CD80 (B7.1, AP-Zelle) und
CD28 (T-Zelle). CD40 hingegen ist wichtig fur die Interaktion von Makrophagen

15



Einleitung

mit THq-Zellen und B-Zellen mit TH»>-Zellen sowie fur die Reifung von Dendriti-
schen Zellen. Interaktion uber CD40 fuhrt zu gesteigerter Aktivierung von Mak-
rophagen durch Erhdhung der CD40-Molekule und TNF-Rezeptoren bzw. zur
Plasma- und Gedachtniszellbildung der B-Zellen. Im Umkehrschluss ist damit
eine gesteigerte Expression dieser Molekule Zeichen einer gesteigerten Aktivi-

tat der entsprechenden Zelle.

AP-Zelle

T-Zelle

Aktivierung Anergie Toleranz

Abbildung 3: Interaktion zwischen AP-Zelle und T-Zelle. Die Aktivierung einer T-Zelle bedarf
zweier Signale, der Interaktion zwischen T-Zell-Rezeptor (TZR) und MHCII sowie der Aktivie-
rung kostimulatorischer Molekule. Fehlen beide Signale reagiert die T-Zelle mit Anergie. Bei
alleine vorhandenem TZR-Signal kommt es zur Toleranz der T-Zelle gegenuber dem Antigen.
Und sind beide Signale vorhanden, wird die T-Zelle aktiviert. Modifiziert nach: (Dong and Ben-
veniste, 2001).

Eine besondere Stellung in der spezifischen Immunantwort nehmen die regula-
torischen T-Lymphozyten (Treg) ein. Sie sind positiv fur CD4 und CD25 und
exprimieren als einzige Zellen den Transkriptionsfaktor Forkhead box P3
(FOXP3), anhand dessen sie identifiziert werden konnen. Tregs produzieren
immunmodulatorische bzw. inhibierende Zytokine wie IL-10 und Transforming
growth factor B (TGF-B) und verhindern Uberschiefende Immunreaktionen
(Pezzutto, 2007).

Im experimentellen ischamischen Schlaganfall spielen CD4+ und auch CD8+ T-
Lymphozyten eine Rolle. Es konnte gezeigt werden, dass das Fehlen beider
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oder jeweils einer Zellgruppe zu kleineren Infarktvolumina und reduziertem neu-
rologischen Defizit fuhren (Yilmaz et al., 2006a). Die gleiche experimentelle
Studie zeigte jedoch keinen Effekt durch B-Lymphozyten auf den ischamischen
Schlaganfall. Tregs und Toleranzmechanismen mogen hingegen dafur verant-
wortlich sein, dass trotz massiven Anfalls zerebraler Antigene und Prasenz im-
munfahiger Zellen im Schlaganfall keine autoimmunologischen Prozesse statt-
finden.

1.3 Mikroglia — Die Immunzellen des Gehirns

Neben peripheren Immunzellen spielen auch die Zellen des ZNS eine wichtige
Rolle bei der Entwicklung und Aufrechterhaltung der postischamischen Immun-
reaktion im Schlaganfall. Es gibt zwei gro3e Gruppen von Hirnzellen: Neurone
und Gliazellen.

Wesentliche Aufgabe der Neurone ist die Induktion und Verarbeitung chemi-
scher und elektrischer Signale. Aufgrund ihrer hohen metabolischen Aktivitat
sind sie sehr anfallig fir Sauerstoff- und Substratmangel und unterliegen nekro-
tischen und apoptotischen Vorgangen im Schlaganfall.

Die Gruppe der Gliazellen umfasst im Wesentlichen Astrozyten, Oligodendrozy-
ten und Mikroglia. Oligodendrozyten bilden die Myelinscheiden im ZNS und sind
daher von untergeordneter Bedeutung im Reperfusionsschaden. Astrozyten
sind sehr vielseitige Zellen, die vor allem fur die Aufrechterhaltung der Homoo-
stase und der Blut-Hirnschranke sowie fur die Funktionalitat der Neurone von
Bedeutung sind. Als Folge einer Ischamie werden sie aktiviert. Es kommt zu
einer Hypertrophie, Hyperplasie und zu einer Hochregulation des glial fibrillary
acidic protein (GFAP) — ein Vorgang, der als reaktive Gliose (Pekny and Nils-
son, 2005) bezeichnet wird. Die Gliose tragt sowohl zur Narbenbildung als auch
zur Neubildung von Axonen bei. Astrozyten besitzen aullerdem die Fahigkeit,
Zytokine und Chemokine zu produzieren und MHCII-Molekule zu exprimieren
(Dong and Benveniste, 2001).

Mikroglia gelten aufgrund ihrer phagozytischen Fahigkeiten und ihrer Ahnlich-
keiten mit Gewebsmakrophagen als wichtigste Immunzellen im Gehirn. Sie sind
myeloiden Ursprungs (Chan et al., 2007), machen etwa 10-20 % der Gliapopu-
lation aus (Soulet and Rivest, 2008) und werden hauptsachlich durch Prolifera-
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tion hirnstammiger Mikroglia nachgebildet (Ajami et al., 2007). Del Rio Hortega
beschrieb sie Anfang des 20. Jahrhunderts erstmals als eigene Zellklasse. Im
unaktivierten Zustand weisen sie eine verzweigte Morphologie auf und werden
daher als ramified microglia bezeichnet. Trotzdessen sind sie keineswegs ru-
hend, sondern durchsuchen mit ihren Asten das Gewebe nach pathologischen
Veranderungen (Nimmerjahn et al., 2005). Nach experimentell induziertem
Schaden wandern die feinen Fortsatze zum Ort der Verletzung — ein Prozess
der durch Adenosintriphosphat (ATP)-Injektion induziert und durch ATP-
Hydrolyse inhibiert werden konnte. Dies fuhrte zu der Annahme, dass die ATP-
Ausschuttung geschadigter Zellen zu einer raschen mikroglialen Antwort bei-
tragt (Davalos et al., 2005). Im weiteren Verlauf kann es zur Migration der
Mikroglia zum Ort der Schadigung kommen wie z.B. bei der Bildung amyloider
Plaques beim Morbus Alzheimer (Meyer-Luehmann et al., 2008).

Wahrgenommene Veranderungen der Gewebshomoostase fuhren zu morpho-
logischer und funktioneller Adaptation der Mikroglia. Derartige homdoostatische
Veranderungen konnen exogenen oder endogenen Ursprungs sein. Zur ersten
Gruppe zahlen z.B. Infektionen und mikrobiale Strukturen, zur zweiten z.B. tote
Zellen, Zytokine, Neurotransmitter-Verschiebungen, Serum-Komponenten oder
abnorme Proteinkomplexe. Eine wichtige Rolle spielen bei diesem Prozess
TLRs, Uuber die Mikroglia eben genannte Stressoren in Form von so genannten
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) erkennen (Olson and Miller,
2004, Nguyen et al., 2002). Ein anderer Aktivierungsmechanismus erfolgt Uber
das Ausbleiben inaktivierender Faktoren, wie z.B. CD200 auf Neuronen und
CD200-Rezeptoren auf Mikroglia (Hoek et al., 2000). Hoek et al. konnten unter
anderem zeigen, dass Mikroglia in CD200-negativen Mausen vermehrt Aktivie-
rungsmerkmale aufweisen und zu einer verstarkten Immunantwort in unter-
schiedlichen ZNS-Erkrankungsmodellen beitragen. Sie zeigten eine abgerunde-
te Morphologie bei erhohter CD45-Expression.

Die phanotypischen Veranderungen in aktivierten Mikroglia sind je nach Aktivie-
rungsbedingungen unterschiedlich. Die Zellen ziehen ihre Fortsatze zuruck,
runden sich ab und erhohen die Expression von Oberflachenmolekulen (CD45,
CD11b, CD11¢c, MHCI, MHCII, CD80, CD40). Expression dieser Oberflachen-
moleklle befahigt sie zur Antigenprasentation und Interaktion mit T-
Lymphozyten. MHC-Molekule binden dabei Antigene und interagieren direkt mit
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dem T-Zell-Rezeptor. Diese Interaktion ist ein erstes Aktivierungssignal Damit
eine Aktivierung stattfindet, ist ein zweites Signal Uber kostimulatorische Mole-
kule (CD80, CD40) notwendig. Die Mikroglia weisen zum Teil einen ahnlichen
Phanotyp wie Dendritische Zellen auf und exprimieren den fur Dendritische Zel-
len typischen Marker CD11c. Die Transformation von Mikroglia zu CD11c-
exprimierenden Zellen dendritischen Phanotyps konnte in einem Mausmodell
der fokalen kortikalen Ischamie gezeigt werden (Reichmann et al., 2002). Wah-
rend im Mausmodell der Multiplen Sklerose Mikroglia als AP-Zellen identifiziert
wurden (Juedes and Ruddle, 2001), ist ihre Rolle fur den Schlaganfall weniger
klar. Neben der Antigenprasentation und Interaktion mit T-Lymphozyten ist die
Phagozytose die wohl wichtigste Immunkompetenz von Mikroglia bei neurode-
generativen Erkrankungen (Napoli and Neumann, 2009). Es wurde herausge-
funden, dass aktivierte Mikroglia nach experimentellem Schlaganfall im Ischa-
miegebiet akkumulieren und einen Makrophagen ahnlichen Phanotyp aufwei-
sen (Schilling et al., 2003).

Als immunkompetente Zellen exprimieren sie unterschiedliche Zytokine und
Chemokine sowie deren Rezeptoren (Hanisch, 2002). Die am besten unter-
suchten mikroglialen proinflammatorischen Zytokine beim Schlaganfall sind
TNF-a, IL-1B und IL-6. Diese werden nach dem Schlaganfall vermehrt ausge-
schuttet (Offner et al., 2005). Wahrend IL-13 neurotoxisch wirkt, wurden flr
TNF-a sowohl neurotoxische als auch neuroprotektive Funktionen beschrieben
(Allan and Rothwell, 2001). Die Rolle von IL-6 im Schlaganfall ist noch nicht
geklart. Suzuki et al. beschreiben in ihrem Review die Ambivalenz von IL-6 zwi-
schen Neuroprotektion und Inflammation (Suzuki et al., 2008). Ein wichtiges
rein antiinflammatorisches Zytokin, das im Schlaganfall von Mikroglia gebildet
wird ist TGF-B (Lehrmann et al., 1998).

Die Folgen der mikroglialen Aktivierung kdnnen sehr unterschiedlich sein und
sind abhangig von den aktivierenden Mechanismen, z.B. dem Zytokinmilieu
oder dem Vorhandensein von Pathogenen (Hanisch and Kettenmann, 2007).
Mikroglia kobnnen potenziell Schaden hervorrufen und vergroRern oder Schaden
beseitigen und zur Regeneration beitragen. Negativ wirken sie z.B. Uber die
Ausschuttung von proinflammatorischen Zytokinen, reaktiven Sauerstoffspezies
oder Stickstoffmonoxiden (Block et al., 2007). Dies kann entweder direkt neuro-
toxisch sein, z.B. durch Schaden an der Zellmembran, oder aber verstarkend
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auf die Entzundungsreaktion wirken. Eine proregenerative Funktion wird der
Beseitigung von Zelltrimmern durch mikrogliale Phagozytose zugesprochen
(Neumann et al., 2009). Sowohl die Phagozytose von Neutrophilen nach einem
experimentellen Schlaganfall (Denes et al., 2007) als auch die Phagozytose
apoptotischer Zellen (Magnus et al., 2001) scheinen sich protektiv auf die jewei-
lige Schadigung auszuwirken. Insgesamt gibt es Hinweise fur eine proregenera-
tive Funktion von Mikroglia im Schlaganfall. So fuhrte eine intravendose oder
intrazerebroventrikulare Injektion exogener Mikroglia nach einem Schlaganfall
in zwei Experimenten zu einer Verringerung ischamischer Lasionen (Kitamura
et al., 2004, Imai et al., 2006), wahrend die Ablation proliferierender Mikroglia
zu einer VergroBerung fuhrte (Lalancette-Hebert et al., 2007).
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2 Material

2.1 Chemikalien

Acetat

Aceton

Ammoniumchlorid (NH,4CI)

Augen- und Nasensalbe

B27

Basal Medium Eagle (BME)

Bovines Serumalbumin (BSA)

BSA
Buprenorphinhydrochlorid-Injektionslésung
Collagenase A
Cytosin-p-D-Arabinofuranosid
Glutamin

4’ ,6-Diamidino-2-phenylindoldi-
Hydrochlorid (DAPI)
Dimethylformamid

Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium
(D-MEM)

Desoxiribonuklease (DNase)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
FACS-Clean

FACS-Rinse

Fetales Kalberserum (FCS)
Fluoromount-G

Gentamicin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt
Bepanthen, Bayer, Leverkusen
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

PAA Laboratories, Pasching, Ostereich

Roth, Karlsruhe

Temgesic, Essex Pharma, Minchen
Roche, Mannheim

Sigma, Taufkirchen

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
Southern Biotech, Birmingham, USA

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
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Glukose

Hank's Balanced Salt Solution (HBSS)
4-(2-Hydroxoyethyl)-1
Piperazinethansulfonsaure (HEPES)
Isofluran (1-Chloro-2,2,2-trifluoroethyl-
difluoromethylether)

Isotone Natriumchloridlésung (99 %) (NaCl)
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogencarbonat (KHCO5)
Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO,)
D(-)Mannitol

Methanol
3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazoliumbromid (MTT)
Natriumazid

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Neurobasal Medium

Normal goat serum (NGS)
Natriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)

Paraformaldehyd (PFA)

Phosphat gepufferte Salzlésung (PBS)

Penicillin

Percoll

Poly-L-Lysin

Fluka Biochemika, Buchs, Schweiz

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

Abbott, Wiesbaden
Braun, Melsungen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

J.T. Baker, Griesheim

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, USA

Dulbecco’s, PAA Laboratories,
Pasching, Osterreich

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
GE Healthcare, Mlinchen

Sigma, Taufkirchen
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Pferdeserum

Saccharose

1 N Salzsaure (HCI)
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Streptomycin
2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)
Triton X 100

Trypanblau 0,4 %
Trypsin-Ethylendiamintetraessigsaure
(Trypsin-EDTA) (0,05%)

Trypsin (2,5 %)

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen

Fluka Biochemika, Buchs, Schweiz

Sigma, Taufkirchen

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

2.2 Antikorper und ELISA-Set

Die Antikorper wurden Uber die Firmen eBioscience/Natutec (San Diego,

USA/Frankfurt am Main), BD Pharmingen (Heidelberg), Chemicon (Temecula,

USA), AbD Serotec (Dusseldorf), Cell Signaling (Danvers, USA), Wako
(Neuss), Jackson (Suffolk, UK), Molecular Probes/Invitrogen (Karlsruhe) bezo-

gen.

Zur Zytokinbestimmung wurde ein mouse IL-6 ELISA-Set und ein mouse TNF

(mono/mono) ELISA-Set von BD Biosciences (Heidelberg) benutzt.

Tabelle 1: Antikoérper fiir die Durchflusszytometrie

Ziel Fluorochrom Isotyp Klon Firma Verdiinnung
CD4 PE Ratte IgG2b, k GK1.5 |eBioscience/NatuTec [1:100
CD8 PaBlue Ratte IgG2a, k 5-3-6.7 |eBioscience/NatuTec |[1:30
CD11b FITC Ratte IgG2b, k M1/70  |eBioscience/NatuTec |1:30
CD11b PerCP-Cy5.5 |Ratte IgG2b, k M1/70 BD Pharmingen 1:30
CD11b APC Ratte IgG2b, k M1/70  |eBioscience/NatuTec |1:30
Armenischer
CD11c APC Hamster IgG N418 eBioscience/NatuTec  |1:30
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Armenischer
CD11c PE-Cy7 Hamster I1gG N418 eBioscience/NatuTec  [1:10
CD45 APC-Cy7 Ratte IgG2b, k 30-F11 | BD Pharmingen 1:10
Armenischer
CD3 PerCP-Cy5.5 |Hamster IgG1, k [145-2C11BD Pharmingen 1:20
Armenischer
CD8o PE Hamster I1gG 16-10A1 |eBioscience/NatuTec [1:10
Armenischer
CD8o FITC Hamster I1gG 16-10A1 |eBiosciece/NatuTec 1:10
NK1.1 PE-Cy7 Maus 1gG2a, k PK136 |BD Pharmingen 1:15
CD16/32
(Fc-Block) [Purified Maus 1gG2a, | 93 eBiscience/NatuTec 1:1000
MHCII M5/114.1
(b,d,p,k) [FITC Ratte 1gG2b, k 5.2 eBiocience/NatuTec 1:10
CD40 APC Ratte IgG2a, k 1C10 eBiosciece/NatuTec 1:10
Tabelle 2: Primarantikorper fiir die Inmunzytochemie
Ziel Isotyp Klon Firma Verdiinnung
GFAP Maus 1gG2b 4A11 BD Pharmingen 1:500
Iba1 Kaninchen IgG Wako 1:200
NG2 Kaninchen Chemicon 1:500
Tabelle 3: Sekundarantikorper fiir die Inmunzytochemie
Ziel Flourochrom Isotyp Firma Verdiinnung
Alexa 488
Maus Alexa 568 Ziege 1gG Molecular Probes 1:2000
Alexa 488
Kaninchen Alexa 568 Ziege 1gG Molecular Probes 1:2000
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2.3 Puffer, Losungen und Zellkulturmedien

Tabelle 4: BME + FCS + Pen/Strep

1 x BME Medium

+10 % FCS

+ 50 U/ml Penicillin

+ 50 pg/ml Streptomycin

Tabelle 5: HBSS + HEPES

1 x HBSS

+10 mM HEPES

Tabelle 6: Neurobasal + B27 + Glutamin + Penicillin/Streptomycin (+ Cytosin-Arabinosid)

Neurobasal Medium

+2 % B27

+ 1 % Glutamin

+ 100 U/ml Penicillin

+ 100 pg/ml Streptomycin

(+ 0,02 % Cytosin 3-D-Arabino-furanosid)

Tabelle 7: Neurobasal + B27 + Glutamin + Penicillin/Streptomycin + FCS

Neurobasal Medium

+2 % B27

+ 1 % Glutamin

+ 100 U/ml Penicillin

+ 100 pg/ml Streptomycin

+10 % FCS

Tabelle 8: Verdauldésung

1 x HBSS

0,25 % Trypsin

Tabelle 9: Locke's Medium ohne Glukose (Tang et al., 2007)

154 mM NaCl 5,6 mM KCI
2,3 mM CaCl, 1 mM MgCl,
3,6 MM NaHCO; 5 mM HEPES

pH 7,2

Tabelle 10: Locke's Medium mit Glukose (Tang et al., 2007)

154 mM NaCl

5,6 mM KCI

2,3 mM CaC|2

1 mM MgCl,
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3,6 mM NaHCO3 5 mM HEPES

10 mM Glukose

pH 7,2

Tabelle 11: PBS

137 mM NaCl (M = 58,44 g/mol) 2,7 mM KCI (M = 74,56 g/mol)

7,4 mM Na,HPO, (M = 177,99 g/mol)

1 ,5 mM KH2PO4

(M = 136,09 g/mol)

pH 7,4

Tabelle 12: TTC-L6sung

0,1 M Phosphat-Puffer

5 % Mannitol

2%TTC

Tabelle 13: 0,1 M Sodium-Phospat-Puffer

77,4 ml 1 M Na;HPO,

22,6 ml 1 M NaH,PO,

900 ml ddH 0

pH 7,4

Tabelle 14: FACS-Puffer

0,5 % BSA

0,02% Natriumazid

in 1 x PBS

Tabelle 15: Erythrozyten-Lyse-Puffer

0,15 M NH,CI 10 mM KHCO,
0,1 mM Na,EDTA

pH72-7,4

Tabelle 16: 90 % Percoll-L6sung

90 % Percoll in 10 x PBS
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Tabelle 17: Percoll-Lésung A (78 %)

4,7 ml 90 % Percoll 1,3ml 1 x PBS
Dichte 1,095 g/ml

Tabelle 18: Percoll-Lésung B (30 %)

2 ml 90 % Percoll 4 ml D-MEM
Dichte 1,030 g/ml

Tabelle 19: Lyse-Puffer

50 % Dimethylformamid 20 % SDS

80 % Acetat 2,5 % 1 N HCI
in Hzo

pH 7,4

Tabelle 20: Blocklésung

10 % NGS 0,2 % BSA
0,3 % Triton X 100 in 1 x PBS

Aceton/Methanol (1/1)

Paraformaldehyd (4 %)

in 1 x PBS

Tabelle 21: Gasgemisch

95 % Stickstoff (N)

5 % Kohlenstoffdioxid (CO,)

2.4 Verbrauchsmaterial und Praparierbesteck

ELISA-Platte (96-well)
Glas Pasteur Pipetten

Glas Deckglaschen

Nunc, Wiesbaden
VWR, Darmstadt

Menzel, Braunschweig
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Kandule (Microlance 2)

Nahtmaterial, Ethilon Nylonfaden, 6-0
Nahtmaterial, Perma-Handseide, 6-0
Objekttrager (Superfrost plus)
Pipetten

Pipettierhilfe
Schraubverschlussréhrchen
Serologische Plastik Pipetten
Spritze

Spritzenkopf

Sterilfilter der Ausschlussgrenze 0,22 pm
Trucount-Zahlréhrchen
Zellkulturflaschen

Zellkulturschalen

Zellkulturplatten

Zellsieb (40 ym)

Federschere

Loffelpinzette

Messer

Pinzette (mit gebogener Spitze)
Skalpell

Standard Pinzette

Standard Schere

2.5 Gerate

Auflichtmikroskop, SZSTS
Auflichtmikroskop

BD LSR IlI-Durchflusszytometer

Becton Dickinson, Heidelberg

Ethicon, Johnson & Johnson, Disseldorf
Ethicon, Johnson & Johnson, Disseldorf
Menzel, Braunschweig

Eppendorf, Hamburg

Integra Bioscience, Fernwald

Cellstar, Greiner Bio-One, Frickenhausen
Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

Braun Melsungen AG, Melsungen
Millipore Corporation, Billerica, USA
Becton Dickinson, Heidelberg

Cellstar Greiner Bio-One, Frickenhausen
Cellstar Greiner Bio-One, Frickenhausen
Cellstar Greiner Bio-One, Frickenhausen
BD Biosciences, Heidelberg

Fine Science Tools (FST), Heidelberg
Fine Science Tools (FST), Heidelberg
Fine Science Tools (FST), Heidelberg
Fine Science Tools (FST), Heidelberg
Fine Science Tools (FST), Heidelberg
Fine Science Tools (FST), Heidelberg

Fine Science Tools (FST), Heidelberg

Olympus, Hamburg
Zeiss, Jena

BD Biosciences, Heidelberg
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Brutschrank, Biocenter 2001 Tecnomara, Fernwald
Flowmeter Porter, Hatfield, USA
Gluhdraht, Gemini Cautery System Braintree Scientific, USA
Hirnblock Braintree Scientific, USA
Inkubatorkammer fiir OGD Billups-Rothenberg, Del Mar, USA
Isofluranverdampfer Volcker, Kaltenkirchen
Kaltlichtquelle, KL200 Schott, Mainz
Kaltlichtquelle, KL 1500 Schott, Mainz
Mikroskop, Axiovert 40 CFL Zeiss, Oberkochen
Zellzahlkammer, Neubauer Roth, Karlsruhe
Perfusionspumpe, Reglo Ismatec, Zirich, Schweiz

Sicherheitswerkbank, Steril Gard

Class Il Typ A/B3 Baker Company, Sanford, USA
Warmematte, T Pump Gaymar industries, Orchard Park, USA
Zentrifuge, 302K Sigma, Taufkirchen

Zentrifuge, Multifuge 3 S-R Heraeus, Hanau

Zentrifuge, Multifuge 3-L Hereaus, Hanau

2.6 Software

FACS Diva BD Biosciences, Heidelberg
GraphPad Prism Version 5.00 GraphPad Software, La Jolla, USA
Microsoft Excel Microsoft

Microsoft Word Microsoft
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3 Methoden

3.1 Tierversuch

Die im folgenden Kapitel dargestellten Tierversuche wurden beim Amt fur Ge-
sundheit und Verbraucherschutz, Lebensmittelsicherheit und Veterinarwesen
der Freien und Hansestadt Hamburg beantragt und unter der Nummer 26/07
genehmigt.

3.1.1 Middle Cerebral Artery Occlusion (MCAO)

Die Middle Cerebral Artery Occlusion (MCAO) ist eine Operation, bei der durch
transienten Verschluss der Arteria cerebri media ein Schlaganfall simuliert wird.
Uber die Arteria carotis externa wurde ein Faden in die Arteria carotis interna
und von dort zum Abgang der Arteria cerebri media gefuhrt, wodurch diese vor-

rubergehend verschlossen wurde.

Fur den Versuch wurden ausschlieBlich Mausbocke der Linie C57BC6 im Alter

von 12 bis 14 Wochen und einem Gewicht von 20 bis 25 g verwendet.

Die Maus wurde mit einem Gasgemisch bestehend aus Isofluoran (1-3 %) und
Sauerstoff (97 %) narkotisiert und auf einer Warmematte fixiert. Die Analgesie
erfolgte pra- und postoperativ im achtstindigen Rhythmus mit 100 pl Buprenor-
phinhydrochlorid (16,2 ug/ml Buprenorphin). Die Augen wurden mit Bepanthen
Augensalbe feucht gehalten und das Fell durch Rasur entfernt.

Nach Eroffnung der Haut Uber einen 2 cm langen Schnitt und Deviation der
Speicheldrusenlappen erfolgte die Praparation des linken cervikalen Gefald-
Nervenstrangs, bestehend aus Arteria carotis communis (ACC), Vena jugularis
interna und Nervus vagus. Die ACC teilt sich kranial in die Arteria carotis ex-
terna (ACE) und die Arteria carotis interna (ACI).

Die freiliegende ACC wurde kaudal mit einem temporar gelegten chirurgischen
Knoten (Hand-Seide 6-0) verschlossen und damit der antegrade Blutfluss in das
OP-Gebiet vorrubergehend unterbrochen. Der Ruckfluss aus der ACE und der
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ACI wurden ebenfalls durch zwei Knoten verhindert. Nahe der Junktion mit der

ACIl wurde eine lose Schlaufe um die ACE gelegt.

== Temporarer Knoten
== Permanenter Knoten

Abbildung 4: Topographie der MCAO-Operation. Fadenfiihrung und Lage der Knoten sind
zur Ubersicht auf getrennten Seiten dargestellt.

Mit einer Federschere wurde nun ein kleiner Schlitz in die ACE zwischen Kno-
ten und Schlaufe geschnitten. In den Schlitz wurde ein Nylonfaden (Grofde 6-0)
hinein- und bis zur Junktion vorgeschoben. Der Faden wurde zuvor an einem
Ende mit einem Gluhdraht auf 23-25 ym geschmolzen. Durch Anziehen der
Schlaufe wurde der Ruckfluss von Blut verhindert. Die ACE wurde direkt unter
dem kranialen Knoten abgetrennt und gerade auf die ACI ausgerichtet. Der
Knoten um die ACI wurde gelost und der Faden 1cm von der ACE aus in die
ACI vorgeschoben. Aufgrund zweier Abzweigungen war es moglich, den Faden
falsch zu positionieren und damit kein Schlaganfall auszulésen. Lag er richtig,
war der Blutfluss im Gebiet der linken Arteria cerebri media unterbrochen. Der
Faden verblieb dort fur eine Stunde. Das Operationsgebiet wurde mit einem in
isotone Natriumchloridlosung getauchten Tupfer abgedeckt.

Nach 1 h wurde der Faden aus dem Gefaly entfernt. Um ein zu starkes Bluten
zu verhindern, wurde der Faden zuerst nur ein Stuck zurickgezogen und der

Knoten um die ACI wieder festgezogen. Danach wurde der Faden ganz aus
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dem Gefal entfernt und der Knoten um die ACE festgezogen. Jetzt konnte der
Knoten um die ACI wieder geoffnet werden. Zuletzt wurde noch der Knoten um
die ACC geoffnet und damit der antegrade Blutfluss wiederhergestellt. Die Dru-
senlappen wurden wieder zuruckgelegt und die Haut dartber mit einer chirurgi-

schen Naht verschlossen.

Die Tiere wurden zum Aufwachen auf eine Warmematte in ihren Kafig gelegt
und auf eventuelle neurologische Zeichen, wie Kreiseln, beobachtet.

3.2 Zellkultur

3.2.1 Primare Zellkultur — Mikroglia und Astrozyten

Fir die Primarkulturen aus Astrozyten und Mikroglia wurden neugeborene
Mause der Linie C57BL6, ein oder zwei Tage nach Geburt (post natal 1-2, P1-
2), verwendet.

Nach der Dekapitation wurde der Schadel sagittal er6ffnet und das Gehirn mit
einer Loffelpinzette in eisgekuhltes HBSS (+ 10 mM HEPES) transferiert. Das
Gehirn wurde von den Meningen befreit und die Riechkolben sowie das Klein-
hirn entfernt. Die Gehirnhalften wurden zur weiteren Behandlung in eine eisge-
kuhlte Petrieschale mit HBSS (+ 10 mM HEPES) gelegt und in vier kleinere
Stlucke zerteilt.

Alle weiteren Schritte erfolgten unter einer Sicherheitswerkbank mit laminarem
Fluss. Die Gehirne wurden samt HBSS (+ 10 mM HEPES) in 15 ml Réhrchen
Uberfiihrt und der Uberstand abgesaugt. Im Anschluss wurden 3 ml Trypsin-
EDTA (0,05 %) zugeflugt. Es folgte eine Inkubationsphase (10 min, 37 °C, 5 %
COgz). Durch zwei Waschschritte mit BME Medium (+ FCS, + Penicil-
lin/Streptomycin) wurde die Verdauung gestoppt. Die Uberstéande wurden abge-
saugt. Pasteurpipetten wurden in der Flamme eines Bunsenbrenners auf drei
GroRen poliert und ermoglichten eine schrittweise und schonende Herstellung
einer Einzelzellsuspension in BME Medium (+ FCS, + Penicillin/Streptomycin).
Die Zellsuspensionen wurden durch ein Zellsieb (Porengrofde 40 uym) in ein 50
ml Rohrchen gegeben. Die Zellzahlbestimmung erfolgte in einer Neubauerzahl-
kammer mittels Trypanblau in einer 1:10 Verdunnung. Die Zellzahl ermittelte
sich aus folgender Formel:
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Zellen/ml = Zellzahlgronquadrat * 10* * 10/9

Die Zellen wurden in einer Konzentration von 300 000 Zellen/ml bis 500 000
Zellen/ml in Zellkulturflaschen (75 cm?, 250 ml) und 6-well-Platten ohne und mit
25 mm Deckglaschen mit BME Medium (+ FCS, + Penicilin/Streptomycin) aus-
plattiert. Ein Mausgehirn ergab etwa 5 x 10 Zellen.

Die Zellkulturen verblieben 14 Tage (days in vitro 14, DIV 14) im Brutschrank
(37 °C, 5 % CO,). Ein Mediumwechsel erfolgte alle 5 bis 6 Tage.

3.2.2 Primare Zellkultur — Neurone

Far die Primarkultur aus Neuronen wurden 14 Tage alte Mauseembryonen

(Embryonaltag post gestationem, E14) der Linie C57BL6 verwendet.

Das Muttertier wurde mittels Isofluoran narkotisiert und mittels zerebraler Dislo-
kation getotet. Die Embryonen wurden aus dem Mutterleib herausprapariert, in
eisgekuhltem HBSS (+ 10 mM HEPES) aus der Fruchtblase entnommen und
per Scherenschlag dekapitiert. Das Gehirn wurde unter einem Auflichtmikro-
skop freiprapariert. Die Meningen, die Riechkolben, das Kleinhirn und die Ba-
salganglien wurden entfernt und die Hemispharen in eine neue Schale mit
HBSS (+ 10 mM HEPES) Uberfihrt.

Die weitere Behandlung erfolgte unter einer Sicherheitswerkbank mit laminarem
Fluss. Die Gehirne wurden abzentrifugiert (1 min, 800 rpm, 4 °C). Im Anschluss
wurde das Zellpellet in 0,25 % Trypsin in HBSS (+ 10 mM HEPES) inkubiert (20
min, 37 °C, 5 % CO,). Der Verdau wurde mit 500 yl FCS gestoppt und der
Uberstand abzentrifugiert (5 min, 800 rpm, 4 °C). Das Zellpellet wurde in 5 ml
Neurobasal Medium (+ B27, + Glutamin, + Penicillin/Streptomycin, + FCS) re-
suspendiert und mit einer 100 pl Pipettenspitze, die auf eine 5 ml Pipette ge-
steckt wurde, durch achtmaliges rauf- und runterpipettieren vereinzelt. Im An-
schluss wurde die Zellsuspension durch ein Zellsieb (Porengrofde 40 pym) in ein
neues Rohrchen Uberfuhrt. Die Zellzahlbestimmung erfolgte in einer Neubauer-
zahlkammer mittels Trypanblau in einer 1:10 Verdinnung. Die Zellzahl ermittel-
te sich aus folgender Formel:

Zellen/ml = Zellzahlgronquadrat * 10* * 10/9
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Ein embryonales Gehirn ergab ca. 3 x 10° Zellen. Die Zellen eines Gehirns
wurden auf ein Deckglaschen (25 mm) in einer 6-well-Platte in 2 ml Neurobasal
Medium (+ B27, + Glutamin, + Penicillin/Streptomycin, + FCS) ausplattiert und
inkubiert (1 Woche, 37 °C, 5 % CO). Nach zwei Tagen wurde das Medium
komplett mit Cytosin B-D-Arabinofuranosid enthaltenden Neurobasalmedium (+
B27, + Glutamin, + Penicillin/Streptomycin, + Cytosin (3-D-Arabinofuranosid)
ersetzt. Cytosin 3-D-Arabinofuranosid verhinderte eine weitere Proliferation von
Gliazellen in der Kultur. Nach einer Woche wurden die Zellen fur die Sandwich-

kultur verwendet.

In der sich anschlieBenden Sandwichkultur wurden die Deckglaschen umge-
kehrt auf eine Gliakultur gesetzt, sodass die Neurone in unmittelbare Nachbar-
schaft zu den Mikroglia gebracht werden konnten. Zwischen den Deckglaschen
und der Gliakultur wurde durch Paraffinkigelchen ein kleiner Spalt geschaffen,
der die Neurone von den Gliazellen trennte. Die fur die Neuronenkultur verwen-
deten Deckglaschen wurden im Backofen sterilisiert (2 h, 200 °C) und nach
dem Abkuhlen mit den Paraffinkligelchen versehen. Hierfur wurden Paraffinpel-
lets in einem Becherglas auf einer Heizplatte (200 °C) geschmolzen. Danach
wurden mit einer 10 pl Pipette jeweils drei Kugelchen moglichst an den Rand
eines Deckglaschen gesetzt. Nach Festwerden des Paraffins konnten die
Deckglaschen mit 20 ug/ml Laminin in Poly-L-Lysin beschichtet werden (24 h,
37 °C, 5 % COy). Nach der Inkubation wurden das Laminin und Poly-L-Lysin

recycelt und die Deckglaschen mit 1 x PBS gewaschen.

3.2.3 Sandwichkultur — Mikroglia/Astrozyten und Neurone

Um zu untersuchen, ob OGD-gestresste Neurone Mikroglia aktivieren, wurde
eine Cokultur aus Mikroglia/Astrozyten und Neuronen gefertigt.

Hierfir wurde eine Gliakultur (siehe Abschnitt 3.2.1) in zwei 6-well-Platten aus-
gesat und im Brutschrank inkubiert (2 Wochen, 37 °C, 5 % COy). Die Neuro-
nenkultur (siehe Abschnitt 3.2.2) wurde auf 12 mit Paraffinktiigelchen versehene
Deckglaschen (25 mm) in zwei 6-well-Platten ausgesat und ebenfalls im Brut-
schrank inkubiert (1 Woche, 37 °C, 5§ % COy).

Die Neurone (DIV 7) wurden einer OGD (1 h, 37 °C, 95 % Nz, 5 % CO3) unter-
zogen (siehe Abschnitt 3.2.4) und direkt im Anschluss umgekehrt auf die
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Mikroglia gesetzt. Das Glia Medium wurde kurz zuvor durch vorgewarmtes Neu-
robasal Medium (+ B27, + Glutamin, + Penicillin/Streptomycin) ersetzt. Als Kon-
trolle dienten Neurone, die nicht durch OGD gestresst wurden, sondern statt-
dessen einen Mediumwechsel zu Locke’s Medium mit Glukose erhielten. Diese
wurden ebenfalls auf eine 6-well-Platte mit Mikroglia in Neurobasal Medium (+
B27, + Glutamin, + Penicillin/Streptomycin) gesetzt. Die Cokultur wurde im
Brutschrank inkubiert (24 h, 37 °C, 5 % CO>).

Im Anschluss wurden die Neurone wieder von der Gliakultur entfernt. Danach
wurden die Mikroglia durch zweiminutiges mechanisches Schutteln der mit Pa-
rafilm verschlossenen 6-well-Platten vom Astrozytenrasen getrennt und mittels

Durchflusszytometrie analysiert.

Deckglas
A

ovvexg | gvvers || grverg || rvesy,
N\

Neurone \

Paraffinkligelchen

Abbildung 5: Aufbau der Sandwichkultur. Modifiziert nach (Viviani, 2006).

3.2.4 Oxygen Glucose Deprivation (OGD)

Um in vitro einen ischamischen Schlaganfall zu imitieren, wurden die in Zellkul-

tur gehaltenen Neurone bzw. Astrozyten und Mikroglia einer OGD unterzogen.

Die Neurone (DIV 7) wurden fur die OGD in den 6-well-Platten und die Gliazel-
len (DIV 14) in den Kulturflaschen (75 cm?, 250 ml) belassen. Das Zellkultur-
medium wurde komplett ersetzt. Die Glukose wurde durch einen Waschschritt
mit einem Glukose freien Medium (Locke’s Medium ohne Glukose) entfernt.

Und im Anschluss wurden die Zellen mit dem Glukose freien Medium bedeckt
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(8 ml pro Kulturflasche, 1,5 ml pro 6-well-Kammer). Die Zellkulturen wurden mit
geoffnetem Deckel in eine luftdichtabschlieBbare Kammer gestellt. Die Kammer
wurde mit einem Gasgemisch (95% N2, 5% CO,, 8 min) begast und danach
luftdicht abgeschlossen. Je nach Versuchsaufbau verblieben die Zellen fur un-
terschiedliche Zeiten im Brutschrank (37 °C, 5% CO.,).

Als Kontrollbedingungen wurden Zellen der gleichen Kultur mit Locke’s Medium
mit Glukose unter Raumluft-Sauerstoffoedingungen fur die gleiche Zeit im Brut-
schrank inkubiert (37 °C, 5% COy).

Nach der OGD wurde das Locke’s Medium wieder durch das zuvor verwendete
Zellmedium (8 ml pro Kulturflasche, 1,5 ml pro 6-well-Platte) ersetzt. 24 Stun-
den nach Beendigung der OGD wurden die Folgeexperimente durchgefuhrt.

3.3 Immunologische Methoden

3.3.1 Immunzytochemie

Die Zusammensetzung der Gliakulturen wurde mit Fluoreszenzfarbstoff-

gekoppelten Antikdrpern dargestellt.

Die auf Deckglaschen gewachsenen Gliazellen (DIV 14) wurden in den 6-well-
Platten gewaschen (1 x 2 min, 1 x PBS) und danach fixiert (10 min, 4 % PFA).
Das PFA wurde durch Waschen entfernt (2 x 2 min, 1 x PBS). Die unspezifi-
schen Bindungsstellen wurden mit Blocklosung blockiert (30 min, 10 % NGS,
0,2 % BSA, 0,3 % Triton X 100) und die Zellen gleichzeitig durch Triton X 100

permeabilisiert.

Die Inkubation der Zellen mit dem in Blockldsung verdinnten Primarantikorper
erfolgte in einer feuchten Kammer uber Nacht bei 4 °C. Als Primarantikorper
wurde ein Gemisch aus einem monoklonalen Maus-Anti-Glial-Fibrillary-Acid-
Protein-IgG-Antikorper (GFAP, 1:500) und einem polyklonalen Kaninchen-Anti-
lonized-calcium-adaptor-molecule-1-Antikorper (lba1, 1:200) verwendet. Auf
einem weiteren Deckglaschen wurde ein Gemisch aus dem monoklonalen
Maus-Anti-Glial-Fibrillary-Acid-Protein-lgG Antikorper (GFAP, 1:500) und einem
polyklonalen  Kaninchen-Anti-NG2-Chondroitin-Sulfat-Proteoglykan-Antikorper
(1:500) angewendet.
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Nach drei Waschschritten (3 x 5 min, 1 x PBS) wurden die Deckglaschen mit
den in Blockldsung verdunnten Sekundarantikorpern inkubiert (1 h, Raumtem-
peratur, dunkel). Auf beiden Deckglaschen wurde ein Gemisch aus Alexa-488-
konjugiertem-Ziegen-Anti-Maus-1gG-Antikorper (1:2000) und einem Alexa-568-
konjugiertem-Ziegen-Anti-Kaninchen-lgG-Antikorper (1:2000) verwendet. Es
folgte ein Waschschritt (1 x 2 min, 1x PBS) und eine Inkubationsphase mit 4°,6-
Diamidino-2-phenylindoldi-Hydrochlorid (DAPI) (5 min, Raumtemperatur, im
Dunkeln). Nach dreimaligem Waschen (3 x 5 min, 1 x PBS) wurden die Deck-
glaschen mit Fluoromount-G-Losung eingedeckelt, nach dem Trocknen mit Na-

gellack versiegelt und im Anschluss mikroskopiert.

3.3.2 Durchflusszytometrie

Nach der OGD bzw. der Sandwichkultur wurde mittels Durchflusszytometrie der
mikrogliale Aktivierungsstatus anhand der Expression von MHCII, CD80 und
CD40 analysiert.

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Analyse von Zellen hinsichtlich
Quantitat, Grolle und Granularitat sowie spezifischer Muster von Oberfla-
chenantigenen und zytoplasmatischen Proteinen. Mittels eines laminaren Pro-
benstroms werden Zellen einzeln an einem Lasersystem vorbeigefuhrt. Das
vom Laser emittierte monochromatische Licht trifft auf die Zelle und wird je nach
Grofde und Granularitat der Zelle unterschiedlich gestreut. Das Vorwartsstreu-
licht ist ein Mal} fur die Zellgrof3e, das Seitwartsstreulicht fur die Zellgranulariat.
Ist die Zelle zusatzlich mit einem Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikorper
markiert, so kommt es beim Auftreffen des Lichts zu einer Anregung des Fluo-
reszenzfarbstoffs. Dieser emittiert daraufhin Licht einer bestimmten Wellenlan-
ge. Durch ein komplexes System von Spiegeln, Filtern und Detektoren wird das
Licht gebundelt, zerlegt und detektiert. Fur jeden Farbstoff ist es moglich, ein
weitestgehend spezifisches Signal zu erhalten. Werden Zellen mit mehreren
Farbstoffen gleichzeitig gekoppelt, kann es jedoch zu unspezifischen, falsch
positiven Signalen kommen. Dies ist zu erwarten, wenn das von den jeweiligen
Farbstoffen emittierte Licht in einem Uberlappenden Wellenlangenbereich liegt.
Indem man von dem erhaltenen Signal den Anteil des unspezifischen Lichts
abzieht, lasst sich dieser Fehler begleichen Dies wird als Kompensation be-
zeichnet (Luttmann, 2006).
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Das Durchflusszytometer BD LSRII besitzt drei Laser, welche blaues (488 nm),
violettes (405 nm) und rotes (633 nm) Licht aussenden. Uber Longpassfilter
gelangt das jeweils langerwellige Licht auf einen der Detektoren und wird in ein
elektrisches Signal umgewandelt. Das kurzerwellige Licht wird reflektiert und
zum nachst niedrigeren Longpassfilter geleitet. Eine Reihe von Bandpassfiltern,
die jeweils Licht um einen bestimmten Wellenlangenbereich durchlassen, sind
den Longpassfiltern vorangeschaltet. Die folgende Tabelle zeigt die Zuordnung
der Farbstoffe und der Wellenlangen zum jeweiligen Laser.

Tabelle 22: Laser und zugehoérige Fluoreszensfarbstoffe

Laser Parameter Wellenlange
FSC

Laser | (blau) SSC 488 nm

488 nm FITC 530 nm
PE 575 nm

PerCP-Cy5.5 | 695 nm

PE-Cy7 780 nm

Laser Il (violett) | Pacificblue 450 nm

405 nm AmCyan 525 nm
Laser Il (rot) APC 660 nm
633 nm APC-Cy7 780 nm

3.3.2.1  Durchlusszytometrie nach OGD

Mikroglia (siehe Abschnitt 3.2.1) wurden 24 h nach OGD (siehe Abschnitt 3.2.4)
bzw. nach der Sandwichkultur (siehe Abschnitt 3.2.3) durch zweiminutiges me-
chanisches Schutteln der Kulturflaschen von dem Astrozytenrasen gelost. Die
nun im Medium schwimmenden Mikroglia wurden in ein 15 ml Rohrchen Uber-
fuhrt. Die Zellen wurden zentrifugiert (5 min, 1500 rpm, 4 °C) und das Zellpellet
in 100 pl FACS-Puffer gelost. Zum Blockieren unspezifischer Bindungen wurde
jeweils 1 pl eines 1:1000 mit FACS-Puffer vorverdinnten CD16/32-Antikorpers
zugefugt und inkubiert (10 min, 4 °C). Von den Zellen wurden je 20 pyl auf funf
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96-well-Vertiefungen verteilt und mit folgenden in FACS-Puffer verdinnten Flu-

oreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikorpern gefarbt:
I. CD11b-APC (1:30, 3 pl)
[I. CD11b-FITC (1:30, 3 pl)
l1l. CD11b-APC (1:30, 3 pl) und CD80-FITC (1:10, 3 pl)
IV. CD11b-APC (1:30, 3 pl) und MHCII-FITC (1:10, 3 pl)
V. CD11b-FITC (1:30, 3 pl) und CD40-APC (1:10, 3 ul)

Es folgte eine Inkubationsphase (1 h, 4 °C, im Dunkeln). Im Anschluss wurde
mit 200 yl FACS-Puffer gewaschen und zentrifugiert (5 min, 1500 rpm, 4 °C).
Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 400 ul FACS-Puffer gelost
und in ein FACS-Ra6hrchen pipettiert. Die Zellen wurden im Durchflusszytometer
analysiert. Anhand der Farbungen in den Ansatzen | und Il konnte die unspe-
zidiche Hintergrundfluoreszenz von FITC und APC ermittelt und spater von den

spezifischen Messungen der Ansatze Il bis IV subtrahiert werden.

Als Mal} fur die Expression der Oberflachenmolekule diente der Medianwert der
Fluoreszenzintensitat. Die Werte wurden auf eine Kontrolle normalisiert und
damit der Median Fluorescence Index (MFI) gebildet. Als Kontrolle dienten Mikro-
glia, die keiner OGD bzw. Sandwichkultur ausgesetzt waren. Die statistische
Analyse erfolgte mittels One sample T-Test, dargestellt wurden Mittelwert und
Standardfehler.

3.3.2.2 Durchflusszytometrie nach MCAO

Die nach MCAO in das Gehirn infiltrierenden Zellen wurden quantitativ und qua-
litativ zu verschiedenen Zeitpunkten mittels Durchflusszytometrie untersucht.

Das Durchflusszytometer BD LSR Il besitzt drei Laser und mehrere Detektoren,
die es ermdglichten, sieben Fluoreszenzfarbstoffe gleichzeitig zu messen.

Den Versuchstieren wurde in einer MCAO-Operation (siehe Abschnitt 3.1.1) ein
Schlaganfall zugefugt. Zeigten sie nach der MCAO-Operation Anzeichen fur
einen Schlaganfall, wurden sie in den Versuch aufgenommen. Den Kontrolltie-
ren (sham) wurden unter Narkose und Analgesie die Gefale freiprapariert. Dies
passierte jedoch ohne diese zu 6ffnen und mittels Faden zu verschliel3en.
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Die Mause wurden am Ende des Versuches zwischen 0,5 und 7 Tagen nach
Reperfusion durch Begasung mit CO; in einem Behalter getotet. Nach Freipra-
paration des Herzens wurden die Mause mit 20 ml 1 x PBS Uber eine
Schlauchpumpe transcardial perfundiert, um das Blut aus dem Hirngewebe zu
entfernen Die Perfusionslosung gelang Uber die linke Herzkammer in den Kreis-
lauf und konnte durch Eroffnen der rechten Herzkammer den Kreislauf wieder
verlassen. Der Reperfusionserfolg wurde anhand der Entfarbung der Leber be-
urteilt. Nach ca. vier Minuten wurde die Perfusion beendet.

AnschlielRend erfolgte die Praparation und Entnahme des Gehirns. Das Klein-
hirn wurde entfernt und die Grohirnhalften in Stucke geteilt und getrennt von-
einander in je 5 ml Verdaulosung gegeben. Es folgte eine dreilligminutige Inku-
bationsphase bei 37 °C im Wasserbad. Pro Ansatz wurden zwei bis vier Mause
gepoolt.

Im Anschluss wurden die Gehirne mit einer 10 ml Pipette titriert und durch ein
40 uym Zellsieb gesiebt sowie mit 1 x PBS gewaschen und zentrifugiert (10 min,
1200 rpm, 4 °C). Das Zellpellet wurde mit 5 ml Erylysepuffer resuspendiert und
7 min auf Eis inkubiert. Es folgten erneut ein Wasch- und Zentrifugationsschritt
(45 ml 1x PBS, 10 min, 1200 rpm, 4 °C). Im Anschluss wurden die Zellen Uber
einen Percoll-Gradienten aufgereinigt. Hierzu wurde das Zellpellet in 2,5 ml
Percoll B gelost und in ein 15 ml Roéhrchen uberflhrt. Die Suspension wurde
anschlie3end vorsichtig mit 2 ml Percoll A unterlegt. Die Réhrchen wurden ge-
wogen und Gewichtsunterschiede mit Percoll B ausgeglichen. Die Aufreinigung
erfolgte durch dreiligminutiges Zentrifugieren bei 2500 rpm und 4 °C bei nied-
rigster Beschleunigung. Die Zellen in der Interphase wurden gesammelt, mit
FACS-Puffer gewaschen und zentrifugiert (10 min, 1800 rpm, 4 °C). Der
Wasch- und Zentrifugationsschritt wurde 2 x wiederholt (10 min, 1200 rpm, 4
°C). Zum Anfarben der Zellen wurde der Uberstand vollstéandig mit einer Pipette

abgezogen und verworfen.

Das Zellpellet wurde in 100 yl FACS-Puffer geldst. Um unspezifische Bindungs-
stellen zu blockieren wurden 2 pl CD16/32-Antikorper (1:1000) dazugegeben
und 10 min inkubiert. Danach wurden 10 pl der Zellen in ein TruCount-
Zahlrohrchen und jeweils 20 pl in drei Vertiefungen einer 96-well-Platte gege-
ben. Zu dem Zahlréhrchen wurden 80 yl FACS-Puffer und 10 pl eines APC-Cy7
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gekoppelten CD45 Antikorpers (1:10) zugefugt. Die Zellen in den 96-wells wur-

den mit jeweils 20 pl folgender Antikorpercocktails versehen:

Tabelle 23: Antikorpercocktail I: Zelltyp

CD45-APC-Cy7 1:10
CD11b-FITC 1:30
CD11c-APC 1:30
CD4-PE 1:100
CD8-Pblue 1:30
CD3-PerCP-Cy5.5 1:20
NK1.1-PE-Cy7 1:15

Tabelle 24: Antikorpercocktail ll: APC-Aktivierung Kontrolle

CD45-APC-Cy7 1:10
CD11b-PerCP-Cy5.5 1:30
CD11c-PE-Cy7 1:10

Tabelle 25: Antikérpercocktail Ill: APC-Aktivierung

CD45-APC-Cy7 1:10
CD11b-PerCP-Cy5.5 1:30
CD11c-PE-Cy7 1:10
CD80-PE 1:10
MHCII-FITC 1:10
CD40-APC 1:10

Alle Antikorper wurden in FACS-Puffer verdunnt. Farbecocktail | enthielt Anti-
korper zur Bestimmung der Zelltypen, Farbecocktail Il und Il zur Aktivitatsbe-

stimmung von AP-Zellen.

Nach der Inkubation (1 h, 4 °C, dunkel) wurden die Zellen mit 200 pl FACS-
Puffer gewaschen und zentrifugiert (5 min, 1500 rpm). Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet in 200 yl FACS-Puffer resuspendiert und in FACS-

41




3 Methoden

Rohrchen Ubertragen. Zur Messung der Proben wurden alle Ansatze inklusive
der Zahlrohrchen auf 400 yl mit FACS-Puffer aufgefulit.

3.3.2.3 Gating-Strategie und Zellanalyse

Die Zellinfiltration in das Gehirn wurde an vier Zeitpunkten nach Schlaganfall
untersucht und mit sham Tieren verglichen. Fur sham, 0,5, 1 und 3 Tage wur-
den drei bzw. fur 7 Tage zwei voneinander unabhangige Experimente durchge-
fuhrt. Pro Experiment wurden je zwei bis vier Mausgehirne gepoolt.

Zu Beginn der Analyse wurde das Gesamtzellinfiltrat einer Gehirnhalfte quanti-
fiziert und anhand unterschiedlicher Zellmarker in die einzelnen Zellgruppen
unterteilt (siehe Abbildung 6). Die absolute Zellzahl wurde mit Hilfe der Tru-
Count-Zahlrohrchen bestimmt. Die Rohrchen enthielten eine bestimmte und
bekannte Anzahl von fluoreszierenden beads, die bei der Analyse detektiert und
gezahlt wurden. Anhand des Verhaltnisses der ins Gerat aufgenommenen Ku-
gelchen zur Gesamtzahl der Kugelchen konnte man berechnen, wieviel Volu-
men aus dem Rohrchen gezogen wurde. Die in dem Rdéhrchen gemessenen
Zellen konnten auf das gezogene Volumen bezogen und auf das Gesamtvolu-
men hochgerechnet werden. Im Anschluss wurde das Gesamtzellinfiltrat an-
hand der Oberflachenexpression spezifischer Zellmarker in die einzelnen Zell-
populationen unterteilt.
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Abbildung 6: Allgemeine Gating-Strategie anhand der unterschiedlichen Expression von
Oberflachenmolekiilen.

Im ersten Dot-Blot wurden alle vom Gerat gemessenen events durch den
CD45-APC-Cy7-Antikorper und das Seitwartsstreulicht in CD45 hochexprimie-
rende Zellen, CD45 intermediar exprimierende Zellen und Zelltrimmer getrennt.
CD45 ist ein auf Blutzellen ubiquitar vorkommendes Membranprotein, das eine
intrazellulare Tyrosin-Phosphatase Aktivitat besitzt. CD45 hochexprimierende
Zellen sind somit alle peripheren Immunzellen (Neutrophile Granulozyten, Lym-
phozyten, Dendritische Zellen, Naturliche Killerzellen und Makrophagen). Auch
Mikroglia exprimieren CD45, jedoch in geringerem Ausmalf, und lassen sich auf

diese Weise von den anderen Zellen trennen.
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Von den CD45 hoch exprimierenden Zellen wurden aufgrund ihrer Granularitat

und GrolRRe die Neutrophilen Granulozyten separiert.

Mit Hilfe des PE-Cy7 gekoppelten Markers NK1.1 konnten die Naturlichen Kil-
lerzellen von den Ubrigen CD45 hoch exprimierenden Zellen getrennt werden.
Die NK-Zellen wurden wiederum in NK-Zellen und NKT-Zellen unterteilt. NKT-
Zellen besitzen neben diversen NK-typischen Zellmarkern den fuar T-
Lymphozyten spezifischen T-Zell-Rezeptor, welcher unter anderem aus dem
CD3-Molekul gebildet wird.

Die verbliebenden Zellen wurden uber die Expressionsmuster von CD11b und
CD11c voneinander getrennt. Beide Proteine gehdren zur Gruppe der Integrine.
Wahrend Myeloide Dendritische Zellen (DC) eine hohe und lymphoide Dendriti-
sche Zellen eine niedrige Expressionsrate von CD11b und CD11c besitzen,
nehmen Makrophagen eine Mittelstellung ein. Sie exprimieren viel CD11b und

wenig CD11c. Lymphozyten exprimieren weder CD11b noch CD11c.

Die Lymphozyten wurden in CD3+-T-Lymphozyten und B-Lymphozyten als tb-
rige Population getrennt, die T-Zellen in CD4+-T-Helferzellen, CD8+-
zytotoxische T-Zellen sowie doppelt negative T-Zellen (DN T-Zellen).

Im Anschluss erfolgte die quantitative Auswertung der Zellinfiltration fur jede
Zellpopulation und jeden einzelnen Zeitpunkt. Die statistische Auswertung er-
folgte Uber die Berechnung von Mittelwerten und Standardfehler und der Erstel-
lung einer One-way analysis of variance (ANOVA) und eines Tukey's Multiple
Comparison Tests. Angaben zur Statistik beziehen sich jeweils auf den Ver-
gleich mit sham.

3.3.3 Zytokinbestimmung

Zur Bestimmung der Konzentration von IL-6 und TNF-a wurden ELISA-Sets von
BD Biosciences verwendet. Die Durchfuhrung erfolgte gemaf® Herstellerproto-
koll. Die Detektion beruhte auf dem Sandwich-Prinzip. Das Zytokin wurde mit
Hilfe eines capture antibody und eines detection antibody an eine Matrix ge-
bunden und mit enzymvermittelter Farbreaktion quantifiziert. Als Proben dienten
die Zelluberstande der Sandwichkulturen (siehe Abschnitt 3.2.3), deren Zellen
mittels FACS Analyse auf mikrogliale Expression von MHCII, CD80 und CD40

untersucht wurden.
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4 Ergebnisse

Die vorliegende Dissertation lasst sich in zwei Themenbereiche untergliedern.
Der erste Teil beschreibt die Einwanderungskinetik immunkompetenter Zellen
ins ischamiegeschadigte Gehirn. Dieser Teil erfolgte in Zusammenarbeit mit
Mitarbeitern der Arbeitsgruppe Magnus. Insbesondere die MCAO-Operation
erfolgte durch andere Mitarbeiter der Arbeitsgruppe. Die Ergebnisse wurden im
Mai 2009 in dem Journal Stroke veroffentlicht (Gelderblom et al., 2009). Der
zweite Teil befasst sich mit der Reaktion von Mikroglia auf OGD.

4.1 Die Zeitliche Dynamik im Einwanderungsverhalten
immunkompetenter Zellen ins ischamiegeschadigte
Gehirn

Im Verlauf eines ischamischen Schlaganfalls kommt es zur Einwanderung und
Ansammlung immunkompetenter Zellen in das Gehirn und zu einem inflamma-
torischen Reperfusionsschaden. Anhand eines experimentellen Schlaganfall-
modells wurde die zeitliche Dynamik der Einwanderung sowie die Quantitat und
Qualitat der eingewanderten Zellen untersucht.

Mit Hilfe des MCAO-Modells (siehe Abschnitt 3.1.1) wurden temporare Schlag-
anfalle in der Maus induziert. Die Zellinfiltration der ipsilateralen und kontralate-
ralen Gehirnhalfte wurde quantitativ und qualitativ per Durchflusszytometrie
(siehe Abschnitt 3.3.2.2) analysiert und mit sham-operierten Mausen verglichen.
Die Messung erfolgte einen halben, einen, drei und sieben Tage nach MCAO-
Operation. Die sham-Mause wurden an Tag drei postoperativ untersucht.

4.1.1 Einwanderung peripherer Immunzellen

Abbildung 7 zeigt das Einwanderungsverhalten der einzelnen Zellpopulationen.
Dargestellt ist die absolute Zellzahl pro Hemisphare und Zeitpunkt. Die hier ge-
zeigten Zellpopulationen waren unter Kontrollbedingungen kaum im Gehirn pra-
sent (sham). Sie wanderten jedoch zum Teil in signifikantem Ausmal} nach
Schlaganfall in die ipsilaterale Hemisphare des Gehirns ein. Die hochsten Zell-
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zahlen wurden an Tag 3 nach MCAO erreicht. Es zeigte sich keine signifikante
Einwanderung in die kontralaterale Hemisphare. Ein Vergleich der absoluten
Zellzahlen an Tag 3 zeigte, dass Neutrophile Granulozyten den groften Teil der
Immunzellen ausmachten, gefolgt von Makrophagen und Dendritischen Zellen.
Sehr viel geringer war die Infiltration durch Lymphozyten und NK Zellen.

Tabelle 26: Absolute Zellzahlen in der ipsilateralen Hemisphéare an Tag 3 im Vergleich zu
sham. Signifikante Anderungen sind hervorgehoben.

Sham Tag 3
Neutrophile Granulozyten 727 65 808
NK-Zellen 665 486
NKT-Zellen 60 804
Makrophagen 1339 29 825
T-Lymphozyten 532 1453
B-Lymphozyten 847 1553
CD8+-T-Lymphozyten 279 551
CD4+-T-Lymphozyten 207 667
doppelt negative T-Lymphozyten 45 229
myeloide Dendritische Zellen 545 11 839
nicht myeloide Dendritische Zellen 45 1148

Die Anzahl der Neutrophilen Granulozyten (Abbildung 7A) zeigte an Tag 0,5
und 1 nach Schlaganfall keine signifikante Anderung. Erst an Tag 3 lag ein sig-
nifikanter Anstieg der Neutrophilen in die vom Schlaganfall betroffene Hemi-
sphare vor. An Tag 7 hatte die Zahl wieder abgenommen.

Die Anzahl der NK-Zellen (Abbildung 7B weil}) blieb nach experimentell indu-

ziertem Schlaganfall weitestgehend konstant.

Die den NK-Zellen verwandten NKT-Zellen (Abbildung 7B schwarz) zeigten an
Tag 3 nach Schlaganfall eine signifikante Erhohung der Zellzahl, die sich zu
Tag 7 wieder verringerte.

Die Anzahl der Makrophagen (Abbildung 7C) stieg nach Schlaganfall stetig an.
Bereits an Tag 1 zeigte sich eine signifikante Erhohung (22590 Zellen ipsilate-
ral). An Tag 3 war die maximale Zellzahl beobachtbar, bei deutlicher Reduktion

bis zu Tag 7.

T-Lymphozyten (Abbildung 7D schwarz) zeigten an Tag 3 eine signifikante Er-
hohung ihrer Zellzahl.
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B-Lymphozyten (Abbildung 7D weil3) waren zu keinem Zeitpunkt signifikant er-
hoht.

Auch die CD8+-T-Lymphozyten (Abbildung 7E weil) waren nach Schlaganfall
nicht signifikant erhoht. Die CD4+-T-Lymphozyten (Abbildung 7E grau) waren
hingegen an Tag 3 signifikant vermehrt. Die doppelt negativen T-Lymphozyten
(Abbildung 7E schwarz) zeigten sowohl an Tag 1 als auch an Tag 3 einen signi-
fikanten Anstieg ihrer Zellzahl.

Die Dendritischen Zellen (Abbildung 7E) wurden unterschieden in myeloide
Dendritische Zellen (weil3) und nicht myeloide Dendritische Zellen (schwarz).
Beide Zellpopulationen waren bereits an Tag 1 nach Schlaganfall in das Gehirn
eingewandert und waren an Tag 3 signifikant erhoht. An Tag 7 war ihre Zellzahl

wieder reduziert.
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Abbildung 7: Einwanderungskinetik peripherer Imnmunzellen nach MCAO. Dargestellt ist
die absolute Zellzahl pro Maus, Hemisphare und Zeitpunkt. A Neutrophile Granulozyten. B Na-
tirliche Killerzellen; weil: NK-Zellen; schwarz: NKT-Zellen. C Makrophagen. D Lymphozyten;
weild: B-Lymphozyten; schwarz: T-Lymphozyten. E T-Lymphozyten; wei: CD8+; grau: CD4+;
schwarz: DN. F Dendritische Zellen; weil3: myeloid; schwarz: nicht-myeloid. * p < 0,05; ** p <
0,01; *** p<0,001. n= 3 fur sham, 0,5d,1d,3dundn=2fir7d.

Abbildung 8 zeigt die Einwanderungskinetik von Makrophagen und Neutrophi-
len Granulozyten im direkten Vergleich. Die Makrophagen zeigten eine deutlich
frGhere Infiltration in die ipsilaterale Hemisphare und dadurch eine signifikant
hohere Zellzahl an Tag 1. Die Neutrophilen hingegen erreichten hohere maxi-
male Zellzahlen an Tag 3.
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Abbildung 8: Ipsilaterale Einwanderung von Neutrophilen Granulozyten und Makropha-
gen im Vergleich. Dargestellt sind die absoluten Zellzahlen von Makrophagen und Neutrophi-
len Granulozyten in der ipsilateralen Hemisphare. * p < 0,05. n = 3 fir sham, 0,5d, 1d, 3 d und
n=2fir7d.

4.1.2 Akkumulation von Mikroglia

Abbildung 9 zeigt die Akkumulationskinetik von Mikroglia nach MCAO. Mikroglia
sind als Bestandteil der Gliazellen physiologisch im Gehirn vorhanden und stell-
ten somit die mengenmafig grofte Fraktion der untersuchten Zelltypen unter
Normalkondition dar. Nach experimentell induziertem Schlaganfall stieg die
Zahl der Mikroglia in der ipsilateralen Hemisphare signifikant an. Der maximale
Wert wurde an Tag 1 beobachtet — danach nahm die Zellzahl bis zu Tag 7 kon-

tinuierlich ab.
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Abbildung 9: Akkumulationskinetik von Mikroglia nach MCAO. Dargestellt ist die absolute
Zellzahl von Mikroglia pro Hemisphére und Zeitpunkt. * p < 0,05. n = 3 fir sham, 0,5d,1d, 3d
und n =2 fir7d.

Abbildung 10 zeigt die prozentuale Verteilung von Mikroglia (weif3), Neutrophi-
len Granulozyten (grau) und ubrigen Zellen (schwarz) Uber die Zeit. Unter Kon-
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trollbedingungen bildeten die Mikroglia mit ca. 80 % den groten Anteil der un-
tersuchten Zellen im Gehirn. Im weiteren Verlauf nahm die Anzahl der periphe-
ren Immunzellen im Gehirn zu. An Tag 3 und 7 nach Schlaganfall dominierten
die Neutrophilen Granulozyten als starkste Gruppe in der ipsilateralen Hemi-
sphare. Die Anzahl der Mikroglia nahm prozentual ab.

Mikroglia, Neutrophile, iibrige Zellen

100%=

80%n

60%n

40%n

Prozent pro Gruppe

20%
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kontralat.
kontralat.
kontralat.
kontralat.

kontralat.

Abbildung 10: Anteil einzelner Zellgruppen am Immuninfiltrat nach MCAO. Dargestellt ist
der prozentuale Anteil von Mikroglia, Neutrophilen Granulozyten und Ubrigen Zellen am Ge-
samt-Immuninfiltrat. Wei3: Mikroglia; grau: Neutrophile Granulozyten; schwarz: lbrige Zellen
(Makrophagen, Dendritische Zellen, Lymphozyten, NK- und NKT- Zellen).
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4.2 Mikroglialer Aktivierungsstatus im in vivo-Modell des

ischamischen Schlaganfalls

Nach MCAO (siehe Abschnitt 3.1.1) wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten
der Aktivierungsstatus von Mikroglia beurteilt. Hierfir wurden die Oberflachen-
molekule (MHCII, CD80, CD40) mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikbrpern mar-
kiert, durchflusszytometrisch detektiert (siehe Abschnitt 3.3.2.2) und der Medi-
anwert der Fluoreszenzintensitat gebildet. Von den jeweiligen Werten wurde die
unspezifische Hintergrundfluoreszenz subtrahiert.

Abbildung 6B zeigt exemplarisch die Oberflachenexpression von MHCII auf
Mikroglia. Diese wurde anhand der Fluoreszenzintensitat des mit FITC-

gekoppelten anti-MHCII-Antikorpers in der Durchflusszytometrie dargestellt.

In Abbildung 11 ist die Oberflachenexpression von CD80, MHCII und CD40 in
der ipsilateralen Hemisphare nach MCAO als Median der Fluoreszenzintensitat
dargestellt. Abgebildet sind Mittelwert und Standardfehler drei voneinander un-
abhangiger Experimente. Die mikrogliale Expression von CD80, MHCIl und
CD40 zeigte nach MCAO keine signifikante Anderung. Auffallig ist jedoch die
Erhohung von CD80 an Tag 3 nach MCAO.

1500+
CD80 0 MHCH 7 cp4o
4004 150
1000+ _—
L . L o
2004
5004
1004 01
o o o
sem | 05 1 3 sem | 05 1 3 sam | 05 1 3
Tage nach MCAO Tage nach MCAO Tage nach MCAO

Abbildung 11: Expression von Oberflichenmolekiilen auf Mikroglia nach MCAO. Darge-
stellt ist der Medianwert der Fluoreszenzintensitat (MF) von CD80, MHCII und CD40 als Mittel-

wert und Standardfehler. Die Werte beziehen sich jeweils auf die ipsilaterale Seite. n = 3.
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4.3 Reaktion von Mikroglia auf Oxygen Glucose Deprivation

im in vitro-Modell des ischamischen Schlaganfalls

Zur mikroglialen Aktivierungsanalyse in vitro wurde eine primare gliale Zellkultur
(siehe Abschnitt 3.2.1) hergestellt und die Auswirkungen einer OGD (siehe Ab-
schnitt 3.2.4) auf die Expression kostimulatorischer Molekule untersucht.

4.3.1 Immunzytochemische Darstellung der Gliakultur

Die Gliakultur wurde immunzytochemisch (siehe Abschnitt 3.3) dargestellt. Der
blau fluoreszierende Farbstoffs DAPI zeigte die DNA aller Zellkerne. Die Kultur
bestand hauptsachlich aus GFAP-positiven Astrozyten und Iba1-positiven
Mikroglia (Abbildung 12). GFAP ist der Hauptbestandteil glialer Filamente diffe-
renzierter Astrozyten und Iba1 ein Calcium-bindendes Protein in Mikroglia und
Makrophagen. Vereinzelt konnten auch NG2 positive Zellen detektiert werden
(Abbildung 13). Das Chondroitin-Sulfat-Proteoglykan NG2 ist ein integrales
Membranprotein oligodendrozytischer Vorlauferzellen.
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Abbildung 12: Primére Gliakultur — Nachweis von Astrozyten und Mikroglia. Immunzyto-
chemisches Bild einer Gliakultur (DIV 14). Dargestellt sind GFAP-positive Astrozyten (gruin) und
Iba1-positive Mikroglia (rot) sowie deren Zellkerne (DAPI, blau). Messbalken: 20 ym.

Abbildung 13: Primédre Gliakultur - Nachweis von Astrozyten und Vorlaufer-

Oligodendrozyten. Immunzytochemische Analyse einer Gliakultur (DIV 14). Dargestellt sind
GFAP-positive Astrozyten (grin) und NG2-positive oligodendrozyitische Vorlauferzellen (rot)

sowie deren Zellkerne (DAPI, blau). Messbalken: 20 uym.
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4.3.2 Mikroglialer Aktivierungsstatus nach OGD

Gliakulturen (DIV 14) wurden mit OGD (0,5 h, 3 h, 6 h, 9 h) (siehe Abschnitt
3.2.4) behandelt und im Anschluss nach 24 h durchflusszytometrisch auf die
Expression von Oberflachenmolekulen (CD80, MHCII, CD40) (siehe Abschnitt
3.3.2.1) untersucht.

Abbildung 14 zeigt den Median Fluorescence Index (MFI) von CD80, MHCII
und CD40. Dieser entspricht dem Medianwert der Fluoreszenzintensitat, norma-
lisiert auf die jeweilige Kontrolle. Dargestellt wurden Mittelwert und Standardfeh-

ler drei bzw. vier voneinander unabhangiger Experimente.

Bei keiner der OGD-Zeitspannen kam es zu einer signifikanten Anderung der
Expressionsmenge der untersuchten mikroglialen Oberflachenmolekile im Ver-
gleich zur Kontrolle.

CD80 ’ MHCII

6
Dauer OGD (h) Dauer OGD (h) Dauer OGD (h)

Abbildung 14: Expression kostimulatorischer Oberflichenmolekiile. Dargestellt ist der MFI
von CD80, MHCII und CD40 auf Mikroglia nach OGD als Mittelwert mit Standardfehler. n = 3 fur
0,5hund 9 h;n=4fir3 hund6 h.
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4.4 Reaktion von Mikroglia auf Oxygen Glucose Deprivation-

gestresste Neurone — Sandwichkultur

Im letzten Teil mikroglialer Aktivierungsanalyse wurde eine Sandwichkultur
(siehe Abschnitt 3.2.3) aus Gliazellen und Neuronen konzipiert. Dies ermdglich-
te die Untersuchung mikroglialer Oberflachenmolekile (CD80, MHCII und
CD40) und proinflammatorischer Zytokine (TNF-a, IL-6) nach Interaktion mit

OGD-gestressten Neuronen.

4.41 Glia und Neuronenkultur unter Sandwich-Bedingung

Mikroskopische Phasenkontrastbilder der Sandwichkultur zeigen die Zusam-

mensetzung und die Morphologie der Zellen.

Abbildung 15: Mikroglia und Neurone in der Sandwichkultur. Das jeweils linke Bild zeigt die

Gliazellen, das rechte die Neurone. Die Mikroglia weisen eine abgerundete Morphologie auf
und liegen dem Astrozytenrasen auf. Die Neurone bilden ein verzweigtes Netz aus Dendriten

und Axonen. Messbalken: 20 ym.
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4.4.2 Mikroglialer Aktivierungsstatus nach Interaktion mit OGD-

gestressten Neuronen

Neurone (DIV 7) wurden einer einstindigen OGD unterzogen und im Anschluss
auf eine Gliakultur gesetzt. 24 h spater wurden die Neurone entfernt, die Mikro-
glia von den Astrozyten getrennt und auf Aktivierung untersucht. Als Kontrolle

dienten Neurone, die keiner OGD unterzogen wurden.

4421 Expression kostimulatorischer Oberflachenmolektle

Die mikrogliale Expression von CD80, MHCII und CD40 wurde mittels Fluores-
zenz-gekoppelten Antikdrpern analysiert und der MFI gebildet. Dargestellt wur-
den Mittelwert und Standardfehler Gber funf von einander unabhangigen Expe-

rimenten.

Die mikrogliale Expression von CD80 und CD40 ist nach Interaktion mit OGD-
gestressten Neuronen signifikant reduziert.
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0.2+

0.0-

MHCII CD40

Abbildung 16: Expression kostimulatorischer Oberflaichenmolekiile. Dargestellt ist der MFI
von CD80, MHCII und CD40 auf Mikroglia nach Interaktion mit OGD-gestressten Neuronen als
Mittelwert mit Standardfehler. * p < 0,05; *** p < 0,001. n = 5.
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4.4.2.2 Bildung proinflammatorischer Zytokine

Parallel zur Untersuchung der Oberflachenmolekile wurde das Medium der
Sandwichkultur mittels ELISA auf TNF-a und IL-6 untersucht. Einstindige OGD
der Neurone fiihrte zu keiner signifikanten Anderung der TNF-a- und IL-6-
Konzentration im Uberstand der Sandwichkultur im Vergleich zur Kontrolle.

? ¢
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g

Zytokinkonzentration
normalisiert auf die Kontrolle

o
(=]

TNF-o IL-6

Abbildung 17: TNF-a- und IL-6 in der Sandwichkultur. Dargestellt ist die im ELISA gemes-
sene Konzentration von TNF-a- und IL-6 im Uberstand der Sanwichkultur. Die Zytokin-
Konzentrationen wurden auf die jeweilige Kontrolle normalisiert. Es fand sich keine signifikante

Anderung der Konzentrationen unter der Behandlung mit OGD im Vergleich zur Kontroll-Kultur.
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5 Diskussion

5.1 Immuninfiltration — Die Reperfusionsphase im

ischamischen Schlaganfall

Das Gehirn besteht im Wesentlichen aus zwei Zellpopulationen, den Neuronen
und den Gliazellen. Im menschlichen Gehirn kommen auf 100 Milliarden Neu-
rone ca. 1 Billion Gliazellen (Faktor 1:10) (Schunke, 2006). Wahrend die Neu-
rone fur die Signalverarbeitung zustandig sind, besteht die Bedeutung der Glia-
zellen in der Aufrechterhaltung des besonderen intrakraniellen Milieus. Auf-
grund des nach aufien durch die Bluthirnschranke relativ abgeschlossenen
Raums findet man im Vergleich zu anderen Organen kaum periphere Immun-
zellen. Unter bestimmten pathologischen Voraussetzungen, wie im ischami-
schen Schlaganfall, kdnnen jedoch periphere Immunzellen das Gehirn infiltrie-
ren und zusammen mit Gliazellen im geschadigten Areal akkumulieren, sodass
im Verlauf eine komplexe Immunreaktion entsteht. Um die immunologische Be-
deutung der Reperfusionsphase fur den Schlaganfall zu verstehen, ist die
Kenntnis Uber die Zusammensetzung und die zeitliche Abfolge der Immunzellin-

filtration in Zusammenschau mit immunologischen Zellqualitaten wichtig.

Makrophagen und Mikroglia sind die ersten immunologisch wichtigen Zellpopu-
lationen, die nach ischamischen Schlaganfall im Gehirn akkumulieren. Einen
Tag nach MCAO fanden sich bereits signifikant erhohte Zellzahlen beider Popu-
lationen in der ipsilateralen Hemisphare. Mengenmallig am starksten vertreten
waren zu diesem Zeitpunkt die Mikroglia. Dies deckt sich mit Ergebnissen ande-
rer Arbeitsgruppen, die ebenfalls eine frihe Akkumulation von Mikroglia ab ei-
nen Tag nach fokaler Ischamie beobachtet haben (Schilling et al., 2003, Denes
et al., 2007). Mikroglia sind im Gegensatz zu peripheren Immunzellen bereits
unter physiologischen Bedingungen in gro3er Zahl im Gehirn prasent und erful-
len wichtige Funktionen in der frihen Phase einer Immunreaktion. Ihre Fortsat-
ze sind in standiger Bewegung, auf der Suche nach pathologischen Ereignissen
im Gehirn. Werden diese ATP-getriggert wahrgenommen, richten sich die
Fortsatze dorthin aus (Davalos et al., 2005). Kommt es zu groReren Schaden,
akkumulieren die Zellen im Gebiet der Lasion und beginnen mit der Phagozyto-
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se, einer wichtigen immunologischen Funktion. Durch mikrogliale Phagozytose
werden z.B. abgestorbene Zellen in der Hirnentwicklung (Ashwell, 1990), amy-
loide Plaques beim Morbus Alzheimer (Simard et al., 2006) und nekrotisches
Gewebe bei der fokalen Ischamie beseitigt (Schroeter et al., 1997). Daruberhin-
aus gibt es Arbeiten zur mikroglialen Phagozytose apoptotischer Neurone in der
Penumbra (lto et al.) und zur Phagozytose Neutrophiler Granulozyten nach
MCAO (Denes et al., 2007, Neumann et al., 2008) — beide mit dem Ergebnis
eines neuroprotektiven Charakters von Mikroglia. Dennoch kénne die Phagozy-
tose als beginnende Immunreaktion je nach Rezeptorrepertoire pro- oder antiin-
flammatorisch ausfallen (Neumann et al., 2009). So fuhre die Phagozytose
apoptotischer Zellen zur Produktion antiinflammatorischer Zytokine, die Pha-
gozytose von Bakterien hingegen zur Produktion proinflammatorischer Zytoki-
ne. Die Bildung von Zytokinen ist neben der Phagozytose eine zweite immuno-
logische Qualitat von Makrophagen und Mikroglia. Erhohte Zytokinspiegel (z.B.
TNF-a, IL-6, MCP-1) konnten nach experimentell-induziertem Schlaganfall so-
wohl im Gehirn als auch peripher gemessen werden (Offner et al., 2005). Das
so geschaffene Zytokinmilieu lockt im Verlauf andere Immunzellen wie Neutro-
phile Granulozyten an. Die phagozytierten Antigene werden daruberhinaus auf
der Zelloberflache prasentiert. Hierdurch erlangen Makrophagen und Mikroglia
die Fahigkeit mit anderen Immunzellen zu interagieren und gehoren damit zur
Gruppe der antigenprasentierenden Zellen — eine dritte immunologische Quali-
tat von Mikroglia und Makrophagen. AbschlieRend bleibt in diesem Sinne fest-
zuhalten, dass die fruhe Infiltration von Mikroglia und Makrophagen wichtig ist,
damit sie in ihrer Funktion als Phagozyten zeitnah Zelltrummer beseitigen und
durch Zytokinproduktion und eventuell durch Antigenprasentation eine spezifi-

sche Immunreaktion einleiten.

Es konnte gezeigt werden, dass eine signifikante Infiltration von Neutrophilen
Granulozyten erst an Tag 3 nach Schlaganfall beginnt und sich bis Tag 7 fort-
setzt. Damit folgten sie zeitlich versetzt den Makrophagen und Mikroglia. Men-
genmalig bildeten sie dann jedoch die Majoritat. Ihre Zahl Uberstieg zu diesem
Zeitpunkt sogar die der hirneigenen Mikroglia. Diese Beobachtung deckt sich
mit den Ergebnissen einer anderen Arbeitsgruppe, die ebenfalls eine spatere
Infiltration von Neutrophilen beobachten konnte (Denes et al., 2007). Andere

Arbeiten hingegen beschreiben eine frihe Infiltration von Neutrophilen als erste
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Zellgruppe nach Schlaganfall (Garcia et al., 1994, Barone et al., 1992, Schilling
et al., 2003, Lyons et al., 2000). Neutrophilen Granulozyten sind wie Makropha-
gen und Mikroglia Akteure der unspezifischen Immunantwort. Auch sie sind in
der Lage zu phagozytieren und konnen zudem effektiv Mikroorganismen abto-
ten. lhre immunologische Bedeutung liegt daher vor allem in einer frihen Ant-
wort auf bakterielle Infektionen. Zwar handelt es sich beim Schlaganfall nicht
um eine infektiose Erkrankung, aber man hat beobachtet, dass die Akkumulati-
on von Neutrophilen bei Patienten mit einem Schlaganfall positiv mit der Grolze
des Infarkts und dem neurologischen Defizit korreliert (Akopov et al., 1996).

Eine weitere immunologisch wichtige Zellpopulation sind die Dendritischen Zel-
len. Auch diese wanderten nach MCAO in sehr deutlichem Ausmal in die ipsi-
laterale Hemisphare ein. Die starkste Akkumulation fand sich ebenfalls an Tag
3 nach MCAO. Untersuchungen einer anderen Arbeitsgruppe zeigten eine Ak-
kumulation von Dendritischen Zellen in der ipsilateralen Hemisphare nach pho-
tochemisch induzierter, kortikaler Ischamie, die an Tag 1 begann und eine
mehrwochige Persistenz hatte (Reichmann et al., 2002). Dendritische Zellen
sind professionelle antigenprasentierende Zellen und besitzen die Fahigkeit,
naive T-Lymphozyten zu aktivieren. Sie fungieren als Bindeglied der naturlichen
und der adaptiven Immunantwort und sind wichtige Regulatoren der Immunan-
twort. Sie spielen vermutlich auch im Schlaganfall eine bedeutende Rolle bei

der Entscheidung Uber Immunaktivierung oder Immuntoleranz.

Lymphozyten als Bestandteil der adaptiven Immunantwort wanderten in mode-
ratem Ausmall nach MCAO in das Gehirn ein. An Tag 3 waren die T-
Lymphozyten signifikant erhoht. Insbesondere handelte es sich hierbei um eine
Zunahme von CD4+-T-Zellen. Diese besitzen je nach Differenzierungstyp (TH4,
TH2, TH47, Treg) sehr variable immunologische Funktionen, insbesondere regu-
latorischer Art. Im Gehirn wurde diese Zellgruppe vornehmlich in der Multiplen
Sklerose untersucht, wo sie von entscheidender Bedeutung im Balanceakt zwi-
schen Immunreaktion und Toleranz ist (Dittel, 2008). Neben den CD4+-T-Zellen
konnten die doppelt negativen T-Zellen sowohl an Tag 1 als auch an Tag 3
leicht erhoht nachgewiesen werden. Diese Zellen besitzen weder CD4 noch
CD8 und sind vermutlich ebenfalls fur regulatorische Vorgange von Bedeutung.
Sie wurden z.B. vermehrt bei Patienten mit systemischen Lupus Erythematosus
gefunden. Dort zeigten sie Interaktionen mit B-Zellen, was zur Autoantikorper-

60



5 Diskussion

produktion beitrug (Sieling et al., 2000). Eine andere Arbeitsgruppe konnte sie
in vermehrten Ausmal} bei Patienten mit der Autoimmunerkrankung Morbus
Behcet nachweisen (Ling et al., 2007). Die Bedeutung der Lymphozyten fur den
Schlaganfall ist weniger klar. Jedoch gibt es Untersuchungen, die bei fehlenden
CD4+- und CD8+-T-Zellen im Schlaganfall ein kleineres Infarktvolumen und
geringeres neurologisches Defizit gezeigt haben (Yilmaz et al., 2006a). Dies
spricht fur eine schadigende Wirkung dieser Zellgruppe im Schlaganfall. Neuere
Untersuchungen geben Hinweise, dass es sich dabei jedoch nicht um adaptive,
antigenabhangige  T-Zell-Interaktionen handelt. Fur adaptive T-Zell-
Interaktionen sind intakte T-Zell-Rezeptoren und kostimulatorische Molekule
notwendig. In den Untersuchungen zeigten jedoch die Mause mit transgenen T-
Zell-Rezeptoren oder mutierten kostimulatorischen Molekulen gleiche Infarktvo-
lumina wie Wildtypmause wahrend T-Zell-defiziente Mausen ein kleineres In-
farktvolumen nach MCAO hatten (Kleinschnitz et al.). T-Lymphozyten spielten
zwar eine Rolle fur das Infarktvolumen, nicht jedoch die fur adaptive Immunre-

aktionen notwendigen Oberflachenmolekule.

Ebenfalls interessant erscheint die Funktion von Treg’'s im Schlaganfall. Unter-
suchungen einer anderen Arbeitsgruppe haben eine Erhdhung des Anteils von
Treg’s im peripheren Blut bei Patienten mit Schlaganfall gezeigt (Yan et al.,
2009). Treg's erfullen vermutlich neuroprotektive Funktionen. So wurde her-
ausgefunden, dass die Depletion von Treg’s im MCAO-Modell zu einer ver-
mehrten Aktivierung von Mikroglia und T-Zellen mit gesteigerter Zytokinproduk-
tion fihrt und eine VergroRerung des neuorologischen Schadens bewirkt. Die-
ser Effekt konnte wiederum durch eine IL-10 Substitution aufgehoben werden,
was die Bedeutung dieses Zytokins fur die Treg-vermittelte Neuroprotektion
verdeutlicht (Liesz et al., 2009).

B-Zellen zeigten keine signifikante Anderung der Zellzahl nach MCAO. Dies
bestatigt sich in MCAO-Experimenten einer anderen Arbeitsgruppe. Dort hatte
die Depletion von B-Zellen keinen Effekt auf das Infarktvolumen. Auch die Sub-
stitution von B-Zellen in transgene B- und T-Zell defiziente Mause, die nach
MCAOQO ein kleineres Infarktvolumen zeigten, blieb ohne Auswirkungen (Klein-
schnitz et al.). B-Zellen sind die Hauptakteure der humoralen Immunantwort.
Sie erkennen Uber den B-Zell-Rezeptor das fur sie spezifische Antigen und
werden Uber die Interaktion mit antigenprasentierenden Zellen aktiviert. Durch
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die Bildung spezifischer Immunglobuline werden die Antigene neutralisiert und
opsonisiert. Dadurch werden die Pathogene flr das Immunsystem sichtbar ge-
macht und kdnnen im Folgenden beseitigt werden. Damit liegt die zentrale Be-
deutung der B-Zellen in der Abwehr korperfremder Antigene, wie z.B. beim Vor-
liegen bakterieller Infektionen. Da dies im Schlaganfall vorrangig keine Rolle

spielt, ist die Abwesenheit der B-Zellen nach MCAO plausibel.

Im Gegensatz zu den regulatorisch wichtigen Zellen der adaptiven Immunant-
wort gab es in der Gruppe der Effektor-Immunzellen keine signifikanten Ande-
rungen der Zellzahlen. Weder CD8+-T-Zellen noch NK-Zellen waren nach
MCAO signifikant erhoht. CD8+ T-Zellen erkennen intrazellulare Pathogene wie
Viren oder entartete Korperzellen Uber fremde, MHCI-gebundene Antigene. Es
kommt zu einer Zerstorung der betroffenen Korperzelle durch die T-Zelle. Ent-
zieht sich die Zelle jedoch durch Herunterregulation ihrer MHCI-Molekule der
CD8+-T-Zell-Abwehr, wird sie von NK-Zellen aufgespurt. Diese registrieren die
verminderte MHCI-Dichte auf der Zelle und toten diese ab. Eine eher geringe
Relevanz von CD8+-T-Zellen und NK-Zellen fur den Schlaganfall ist nachvoll-
ziehbar, da zumeist weder intrazellulare Erreger noch entartete Zellen im
Schlaganfall anfallen. Im Gegensatz dazu konnte jedoch die Arbeitsgruppe um
Yilmaz einen Einfluss von CD8+-T-Zellen auf den Reperfusionsschaden nach
MCAOQO feststellen. Mause ohne CD8+-T-Zellen hatten nach MCAO signifikant
kleinere Infarktvolumina (Yilmaz et al., 2006b).

In unserem Modell signifikant erhoht waren hingegen die NKT-Zellen. Diese
zeigten eine deutlich erhohte Zahl an Tag 3 nach MCAO. Im Gegensatz zu den
Effektorzellen, NK-Zellen und CD8+-T-Zellen, besitzen sie v.a. immunregulato-
rische Fahigkeiten. Je nach Zytokinmuster fordern sie eine TH4- und damit pro-
inflammatorische, oder eine TH2- und damit antiinflammatorische Antwort (God-
frey and Kronenberg, 2004). Ihre genaue immunologische Bedeutung fur den
Schlaganfall ist jedoch noch nicht geklart.

Insgesamt decken sich die oben dargestellten Ergebnisse weitestgehend mit
bereits 2001 veroffentlichten Ergebnissen einer anderen Arbeitsgruppe. Deren
Arbeit befasst sich ebenfalls mit der Immuninfiltration von Mikroglia, Makropha-
gen, Neutrophilen und T-Zellen nach MCAO mittels FACS-Analyse (Stevens et
al., 2002). Sie beschreibt auch eine fruhe Akkumulation aktivierter Mikroglia und
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Makrophagen ab 18 h nach MCAO, mit einem Peak bei 48 h. Es folgt ebenfalls
die Infiltration von Neutrophilen ab 48 h und die im Vergleich sehr kleine, jedoch
signifikante Ansammlung von T-Zellen ab 72 h nach MCAOQO. Sie unterscheiden
jedoch in ihrer Untersuchung nicht zwischen aktivierten Mikroglia und Makro-
phagen, wohingegen wir Mikroglia als CD45 intermediar und Makrophagen als
CD45 hoch exprimierende Zellen klassifizierten. Die Abgrenzung beider Popula-
tionen ohne einen fur Mikroglia spezifischen Antikdrper war jedoch nicht immer
eindeutig zu ziehen — ein methodisch zu optimierender Aspekt.

Abschliel3end findet sich in Abbildung 18 eine Zusammenfassung der zeitlichen
Dynamik der Immunzellinfiltration nach MCAO. Quantitativ stark vertreten wa-
ren vor allem die Zellen der unspezifischen Immunantwort; auffallig war die den
Mikroglia und Makrophagen nachgestellte Infiltration der Neutrophilen Gra-
nulozyten. Die Zellen der adaptiven Immunantwort wanderten dagegen in mo-
deratem Ausmal} ein. Hier spielen anscheinend die regulatorisch wichtigen Zel-
len, wie Dendritische Zellen, CD4+-T-Zellen und NKT-Zellen, eine groRere Rol-

le als die eigentlichen Effektor-Immunzellen und die humorale Immunitat.
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Abbildung 18: Schematische Darstellung der Einwanderungskinetik von Immunzellen
nach MCAO. Dargestellt sind die absoluten Zellzahlen der einzelnen Populationen in der ipsila-
teralen Hemisphare zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach MCAO. Am starksten vertreten wa-
ren die Zellen der unspezifischen Immunantwort. In geringerem Ausmal wanderten die regula-
torisch wichtigen Zellen ein. Effektor-Immunzellen zeigten keine signifikante Einwanderungski-

netik.

5.2 Mikroglia und Schlaganfall — Mediatoren einer adaptiven

Immunantwort?

Mikroglia sind immunfahige Zellen der Gliapopulation im Gehirn und machen
etwa 10-20 % derer aus (Soulet and Rivest, 2008). Sie besitzen die Fahigkeit
Uber Zellfortsatze die Umgebung nach Stérungen zu durchsuchen, um im Falle
dessen mit der Beseitigung einer solchen zu beginnen. Dazu stehen ihnen
hauptsachlich drei Méglichkeiten zur Verfugung: Phagozytose, Zytokinprodukti-

on und Antigenprasentation. Wie und in welchem Ausmal diese stattfinden,
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hangt jedoch von der Aktivierung der Mikroglia ab und soll im weiteren diskutiert

werden.

Anhand der Oberflachenexpression von MHCII, CD80 und CD40 wurde die Fa-
higkeit zur Antigenprasentation von Mikroglia in unterschiedlichen experimentel-
len Settings fur den ischamischen Schlaganfall untersucht.

Nach MCAO-Operation im in vivo-Modell kam es zu keiner signifikanten Ande-
rung der Anzahl von MHCII, CD80 und CD40 auf Mikroglia. Dies legt die Ver-
mutung nahe, dass Mikroglia nicht zu kompetenten, voll aktivierten antigenpra-
sentierenden Zellen heranreifen und in diesem Sinne nicht zu einer adaptiven
Immunantwort im Schlaganfall beitragen. Es spricht jedoch generell vieles da-
fur, dass Mikroglia nach Aktivierung die Fahigkeit besitzen, als antigenprasen-
tierende Zellen die T-Helfer-Zellantwort zu beeinflussen (Aloisi, 2001). Sie tra-
gen wie Makrophagen, Dendritische Zellen und B-Lymphozyten die hierfur er-
forderlichen MHCII-Molekule auf ihrer Oberflache und exprimieren kostimulato-
rische Molekile (CD80, CD40) (Ponomarev et al., 2005). Von Dendritischen
Zellen weil® man, dass diese Molekule hochreguliert werden, falls es zu einer
Reifung bzw. Aktivierung der Zellen kommt (Schuurhuis et al., 2006). Nehmen
sie z.B. Uber TLR einen pathogenen Stimulus wahr, sind sie in der Lage, spezi-
fische T-Helferprofile zu aktivieren (Sporri and Reis e Sousa, 2005). Dieser
Prozess findet statt, wenn eine spezifische T-Helferzelle ihr Antigen in dem
MHCII-Molekul der antigenprasentierenden Zelle erkennt, genug Antigenmole-
kile Uber MHCII prasentiert werden und gleichzeitig eine Kostimulation stattfin-
det. Anders als im Schlaganfall scheinen Mikroglia im EAE-Modell wichtige an-
tigenprasentierende Zellen zu sein. Es konnte gezeigt werden, dass sie dort
uber einen mehrstufigen Reifungsprozess aktiviert werden, was sich in einer
Heraufregulation von MHCII, CD86 und CD40 sowie einer Proliferationsminde-
rung zeigt. Von besonderer Bedeutung fur diesen Prozess scheint in der EAE
die antigenabhangige Interaktion mit enzephalitogenen T-Zellen Uber CD40 zu
sein (Ponomarev et al., 2006). Diese durch ein Selbstantigen gepragten T-
Zellen und deren Aktivierung sind vermutlich ein entscheidendes Kriterium fur
die Entstehung adaptiver autoimmunologischer Prozesse in der EAE bzw. der
Multiplen Sklerose im Gegensatz zum Schlaganfall.
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Auch im OGD-Modell auf Zellkulturebene fand sich keine Anderung der Expres-
sion von MHCII, CD80 und CD40 auf Mikroglia. Sauerstoffentzug alleine scheint
demnach kein effektiver Aktivierungsstimulus zur Antigenprasentation zu sein.
Mikroglia lassen sich jedoch auch in vitro aktivieren, z.B. durch die Zugabe von
LPS, einem bakteriellen Endotoxin (Monje et al., 2003). Eine andere Arbeits-
gruppe hat gezeigt, dass die Interaktion mit THq-Zellen oder die Zugabe von
IFN-y oder GM-CSF zu einer Aktivierung von Mikroglia in vitro fuhrt, gemessen
an der Expression von Oberflachenmolekilen oder dem T-
Zellaktivierungspotential (Aloisi et al., 2000).

Wahrend durch Sauerstoffentzug kein Effekt zu beobachten war, zeigte sich in
der Sandwichkultur eine Abnahme von CD80 und CD40 auf Mikroglia bei kon-
stantem MHCII. In diesem experimentellen Setting wurden Neurone durch Sau-
erstoffentzug gestresst und mit Mikroglia cokultiviert. Hierdurch wurde ein is-
chamischer Schlaganfall nachgebildet, der sich durch einen hypoxischen Scha-
den von Neuronen in der Kernregion und einer nachfolgenden Akkumulation
von Mikroglia aus der Peripherie auszeichnet. Die Abnahme der kostimulatori-
schen Molekule in diesem Experiment spricht wie auch beim MCAO-Modell ge-
gen das Vorhandensein adaptiver Immunmechanismen durch Mikroglia im
Schlaganfall. Welche Mechanismen der verminderten CD40- und CD80-
Expression zugrundeliegen und welche Rolle ischamische Neurone dafur spie-
len, ist ein interessanter Ansatz fur weitere Untersuchungen. In einer Studie im
EAE-Modell wurde z.B. die Beobachtung gemacht, dass es neben voll aktivier-
ten Mikroglia (hohes MHCII, CD86 und CD40) eine intermediar aktivierte Popu-
lation mit erhdhtem MHCII und niedrigem CD86 und CD40 gibt. Diese wurde
von den Autoren als ruhende Mikroglia mit bystander activation klassifiziert
(Ponomarev et al., 2005). In Zellkulturversuchen konnte aul3erdem gezeigt wer-
den, dass eine durch GM-CSF stimulierte mikrogliale Expression von CD40 und
CD86 durch Zugabe von IL-4, IL-10, IL-11, TGF-B und nerve growth factor
(NGF) herunterreguliert wird (Wei and Jonakait, 1999). Sowohl TGF-f als auch
NGF werden von Neuronen produziert und als off-signals fur Mikroglia be-
schrieben (Biber et al., 2007) — ein moglicher Grund der niedrigen CD80- und
CD40-Expression in der OGD-behandelten Sandwichkultur. Ein weiteres von
Biber beschriebenes neuronales off-signal ist CD200. CD200-knock-out-Mause
zeigen z.B. eine vermehrte mikrogliale Aktivierung im EAE-Modell (Hoek et al.,
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2000). Als On-signal far Mikroglia nennt Biber die Freisetzung von ATP und
Uridindiphosphat (UDP) von geschadigten Neuronen, die zu mikroglialer Migra-
tion und Phagozytose fuhren (Koizumi et al., 2007, Davalos et al., 2005). Es
gibt somit eine Reihe von Interaktionsmoglichkeiten zwischen Neuronen und
Mikroglia und damit sicherlich vielfaltige Moglichkeiten, die mikrogliale Aktivie-

rung zu beeinflussen.

Gleichzeitige Zytokinbestimmungen im Sandwichkultur-Zelliberstand zeigten
keine Anderung von IL-6 und TNF-a, zwei wichtigen proinflammatorischen Zy-
tokinen. In anderen experimentellen Schlaganfallmodellen wurden hingegen
sowohl im Gehirn als auch in der Peripherie erhohte Zytokinspiegel, u.a. TNF-a
und IL-6, gefunden (Offner et al., 2005). Mikroglia scheinen gemeinsam mit
Makrophagen nach experimentell-induziertem Schlaganfall in der Maus die
wichtigste Quelle fur TNF-a zu sein (Gregersen et al., 2000). Ergebnisse einer
anderen Arbeitsgruppe, die ebenfalls eine Cokultur aus Mikroglia und OGD-
gestressten Neuronen konzipiert hat, zeigten eine Aktivierung der Mikroglia
(Kaushal and Schlichter, 2008). Dies erfolgte Uber eine Glutamat-Ausschuttung
von OGD-gestressten Neuronen und eine Aktivierung des NFkB-Signalweges in
Mikroglia. Die Folgen waren eine vermehrte TNF-a-Ausschattung und eine
nachfolgende Schadigung gesunder Neurone.

Ob adaptive Immunreaktionen oder gar autoimmunologische Phanomene trotz
scheinbar mangelnder Antigenprasentation im Schlaganfall dennoch stattfinden,

soll im nachsten Abschnitt diskutiert werden.

5.3 Immunreaktion ja, aber welche?

Es konnte gezeigt werden, dass es nach experimentell-induziertem Schlaganfall
zur Einwanderung und Akkumulation diverser peripherer und hirneigener Im-
munzellen kommt. Die einzelnen Zellgruppen unterschieden sich untereinander
sowohl in der Quantitat als auch hinsichtlich des Zeitfensters ihrer Infiltration.
Stark vertreten waren vor allem Zellen der unspezifische Immunantwort. Aber
auch regulatorisch wichtige Zellen wie Dendritische Zellen, CD4+-T-Zellen und
NKT-Zellen zeigten, im Gegensatz zu zytotoxischen Effektorimmunzellen, signi-
fikante Einwanderungsprofile.
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Deutlich war auch die frihe und ausgepragte Akkumulation von Mikroglia als
hirneigene Immunzellen. Untersuchungen hinsichtlich ihres Aktivierungsstatus
und der damit verbundenen immunologischen Bedeutung sprechen insgesamt
eher fur die These, dass Mikroglia im Schlaganfall nicht im Sinne antigenpra-
sentierender Zellen zu einer adaptiven Immunantwort beitragen. Es scheint im
Gegenteil sogar Mechanismen zu geben, die eine Entzindung im Schlaganfall
verhindern bzw. zytoprotektiv wirken. Die Herunterregulation von kostimulatori-
schen Molekulen auf Mikroglia kdnnte ein solcher Mechanismus sein. Interes-
sant sind auch gleiche Untersuchungen zu Dendritischen Zellen, die eine iso-
lierte Expressionserhohung von MHCII ohne CD80 und CD40 gezeigt haben
(Gelderblom et al., 2009). Ahnliche Beobachtungen lassen sich in einer Studie
zur photochemisch induzierten, kortikalen Ischamie finden. Die in dieser Studie
untersuchten Dendritischen Zellen wiesen einen unreifen Phanotyp (MHCII+,
CD40-, CD80+, CD86+/-) auf und waren damit ebenfalls nicht zur Antigenpra-
sentation fahig (Reichmann et al., 2002). Insgesamt sprechen die Ergebnisse
gegen das Vorhandensein adaptiver Immunreaktionen im Schlaganfall, da we-
der Mikroglia noch Dendritische Zellen zu reifen antigenprasentierenden Zellen
aktiviert werden. Eine andere Arbeitsgruppe konnte z.B. zeigen, dass Mikroglia
nach OGD vermehrt TGF-3 produzieren und damit ischamiebedingtes Zellster-
ben von Mikroglia, Astrozyten und Neuronen reduzieren (Lu et al., 2005).

Diese Aspekte scheinen insbesondere interessant, bedenkt man das Ausblei-
ben autoimmunologischer Erkrankungen trotz der Fulle verschiedener Antigene
und einwandernder Immunzellen im Schlaganfall. Durch den Zusammenbruch
der Blut-Hirn-Schranke treffen sowohl T-Zellen als auch Dendritische Zellen auf
eine Vielzahl von Antigenen. Und nicht nur an Multipler Sklerose erkrankte son-
dern auch gesunde Personen besitzen in ihrem Lymphozytenpool autoreaktive,
myelinspezifische T-Zellen (Burns et al., 1983). Warum kommt es also nicht zu
adaptiven, THs-vermittelten Immunreaktionen bzw. autoreaktiven Prozessen?
Welche Mechanismen letztendlich zur Entwicklung von Autoimmunitat im Ge-
hirn fuhren ist nicht abschlieRend geklart. Diskutiert wird jedoch die Theorie,
dass virale Infektionen Uber molecular mimikry eine Aktivierung von myelinspe-
zifischen T-Zellen herbeifuhren, die dann das Gehirn infiltrieren und eine MS
auslosen (Wucherpfennig and Strominger, 1995). Myelinspezifische T-Zellen
konnen jedoch ebenso im Schlaganfall das Gehirn infiltrieren und damit auf ihr
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spezifisches Antigen treffen und myelinprasentierende Dendritische Zellen kon-
nen das Gehirn verlassen und das spezifische Antigen im Lymphknoten den T-
Zellen prasentieren. Und doch ist die postischamische Entzindungsreaktion
meist limitiert, folgt ihrer physiologischen Funktion und repariert, ohne eine
uberschieende Immunreaktion oder gar Autoreaktivitat zu entwickeln. Mog-
licherweise fehlt ein infektioser Stimulus, z.B. LPS, um eine zellvermittelte
adaptive Immunantwort auszulésen (Gee et al., 2007). Von Bedeutung sind in
diesem Zusammenhang sicherlich auch regulatorische Vorgange wie ein Re-
pertoire an spezifischen Zytokinen und Kostimulatorischen Molekulen. Aul3er-
dem verfugt der Organismus uber Toleranzmechanismen. Schon vor mehr als
zehn Jahren konnte gezeigt werden, dass Toleranz gegenuber Myelinbestand-
teilen induziert werden kann und zu kleineren Infarktvolumina nach MCAOQO fluhrt
(Becker et al., 1997). Verantwortlich hierfur scheinen Tregs zu sein. Hier eroff-
nen sich nicht nur ein spannendes Forschungsgebiet sondern auch neue thera-

peutische Optionen.

Das Uberwiegen von Zellen der Naturlichen Immunantwort nach MCAO und die
mangelnde Fahigkeit von Mikroglia und Dendritischen Zellen zur Antigenpra-
sentation sind zwei wichtige, experimentell-gewonnene Hinweise fur die Quali-
tat der postischamischen Immunreaktion. In diesem Sinne ergibt sich fur mich
die These, dass unspezifische Immunreaktionen wie z.B. Phagozytose im
Schlaganfall Uberwiegen und adaptive oder gar autoimmunologische Reaktio-

nen unwahrscheinlich sind.

69



6 Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Der ischamische Schlaganfall gehort zu den Haupttodesursachen in der westli-
chen Welt. Haufig ist er die Ursache bleibender Behinderung und Pflegebedurt-
tigkeit im Alter. Dies sind sicher zwei wichtige Grunde, die Therapien zu opti-
mieren. Neben der frih einsetzenden Ischamiephase bietet die Reperfusion
neue therapeutische Optionen, insbesondere aufgrund des spateren und lange-

ren Zeitfensters.

Ziel dieser Dissertation war, die Zellinfiltration der Reperfusionsphase zu cha-
rakterisieren und die Aktivierung der Mikroglia als antigenprasentierende Zellen

zu untersuchen.

Hierfur wurde mit Hilfe des MCAO-Modells ein ischamischer Schlaganfall in der
Maus nachgebildet. Das geschadigte Gehirn wurde im zeitlichen Verlauf hin-
sichtlich des Entzundungsinfiltrats durchflusszytometrisch untersucht. Messun-
gen der kostimulatorischen Molekule CD80, CD40 sowie MHCII ermoglichten
eine Aussage Uber die mikrogliale Bedeutung im Schlaganfall, die durch Unter-
suchungen nach Oxygen Glucose Deprivation und Cokultur mit OGD-gestressten

Neuronen erganzt wurde.

Die postischamische Immuninfiltration war durch eine frihe Akkumulation von
Mikroglia und Makrophagen und einer darauf folgenden massiven Einwande-
rung von Neutrophilen Granulozyten gekennzeichnet. Die dominante Antwort
der naturlichen Abwehr wurde begleitet von geringerem aber auch deutlich sig-
nifikantem Einwandern Dendritischer Zellen, CD4+-T-Zellen und NKT-Zellen —
Zellen mit immunregulatorischen Fahigkeiten. Mikrogliales MHCII sowie die ko-
stimulatorischen Molekile CD80 und CD40 waren weder im MCAO-Modell
noch nach OGD in ihrer Expressionsstarke verandert. Die Behandlung mit
OGD-gestressten Neuronen fuhrte zu einer verminderten Expression von CD80
und CD40 auf Mikroglia.

Insgesamt sprechen die Ergebnisse gegen ein Vorliegen adaptiver Immunreak-
tionen. Diese sind im ischamischen Schlaganfall aufgrund von Antigenfulle und
Zellrepertoire zwar moglich, scheinen jedoch aufgrund mangelder Antigenpra-
sentation unwahrscheinlich. Ob Adaptive Immunreaktionen stattfinden, hangt

70



6 Zusammenfassung

jedoch noch von weitaus mehr Faktoren ab und bleibt zu klaren — ebenso wie

die Rolle der Mikroglia bei diesem Prozess.
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