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Kapitel 1

Zusammenfassung

Der Schlaganfall steht an dritter Stelle der Todesursachenstatistik. Dennoch existieren zur
Zeit kaum befriedigende Behandlungskonzepte fiir den isch&mischen Insult. Zweidrittel
aller Hirninfarkte betreffen das Versorgungsgebiet der Arteria cerebri media. Vor diesem
Hintergrund ist die Okklusion der A. cerebri media mit Hilfe eines intraluminal vorgescho-
benen Fadens in der Ratte ein relevantes Modell in der tierexperimentellen Ischdmiefor-
schung.

Pathophysiologische und zellulédre Mechanismen in der ischdmischen Penumbra, d.h. in der
den Infarktkern umgebenden Gewebezone, haben in der letzten Zeit steigendes Interesse
geweckt. Bei der Penumbra handelt es sich um minderperfundiertes Gewebe mit erlosche-
nem Funktionsstoffwechsel bei erhaltener morphologischer Struktur der Zellen.

Die vorliegende Studie untersuchte dynamische Prozesse in der Penumbra iiber den relativ
langen Zeitraum vom 1., 3., 7. bis hin zum 14. postischdmischen Tag nach einem Mediain-
sult anhand immunhistochemischer Farbungen.

Das Tiermodell der MCAO (Okklusion der A. cerebri media) fiithrte zu einem reprodu-
zierbaren Zellschaden im lateralen und medialen Striatum und im angrenzenden Kortex.
Mit Hilfe der immunhistochemischen Farbungen konnte in dieser Arbeit nachgewiesen
werden, daf} sich in der Penumbra bis zum 14. Tag nach der fokalen zerebralen Ischdmie
Entziindungsvorgénge abspielen, die u.a. auch mit neuronalem Zellschaden in Zusammen-
hang stehen konnten.

Bis zum 14. postischdmischen Tag farbten sich IL-18-, IL-6- und TNF-a-positive Zellen
in der ischémischen Penumbra an, deren Zellmorphologie an Gliazellen oder an Neurone

erinnerte. Zeitgleich fand eine Expression der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthetase



2 KAPITEL 1. ZUSAMMENFASSUNG

(i-NOS) statt, in deren Gefolge das Gas Stickstoffmonoxid (NO) und schliellich das stark
zytotoxische Peroxinitrit produziert wird. Die Expression der i-NOS hielt ebenfalls bis zum
14. postischdmischen Tag an. Anhand von TUNEL-Férbungen (,TdT-mediated dUTP
nick end labeling®), die Apoptose bzw. Nekrose aufdecken, liel sich in dieser Studie auch
ein Zelltod nachweisen. Ein Riickgang an intakten Neuronen konnte durch den immunhi-
stochemischen Marker fiir die neuronale NOS (n-NOS), der eine Subpopulation der Neu-
rone anférbt, aufgezeigt werden. Moglicherweise gehen also selbst zwei Wochen nach dem
ischdmischen Insult noch Neurone in der Zone der Penumbra zugrunde.

Die Ergebnisse der Studie deuten darauf hin, dafl die Dynamik in der Penumbra noch bis
zum 14. Tag nach der Ischdmie anhélt. Diese Erkenntis ist in Betracht zu ziehen, wenn
in sich anschliefenden Schritten Versuche der Neuroprotektion durch geeignete Pharma-
ka unternommen werden, um einem Verlust der potentiell rettbaren Gewebezone um den

nekrotischen Infarktkern entgegenzuwirken.



Kapitel 2
Einleitung

2.1 Klinischer Hintergrund des Schlaganfalls

Der Schlaganfall steht nach dem Herzinfarkt und den malignen Tumoren in den USA,
in Grofibritannien und auch in der Bundesrepublik Deutschland an dritter Stelle der To-
desursachenstatistik [46, 117]. In Deutschland kann man von ca. 200.000 ischdmischen
Insulten pro Jahr ausgehen [16]. Nach dem Schlaganfallereignis sterben ca. 15-30 % der
Patienten innerhalb der ersten 30 Tage. Von den Patienten, die den Schlaganfall iiberle-
ben, ist fiir nur etwa ein Drittel ein Leben ohne Einschriankungen wie vor dem Schlaganfall
moglich. Ein Drittel ist durch die Folgen des Schlaganfalls, wie z.B. durch Lihmungen,
auf eine Weise beeintriachtigt, dafl einfache alltégliche Aufgaben von den Patienten zwar
erfiillt werden konnen, die Patienten aber nicht mehr berufsfahig sind. Das letzte Drittel
der Betroffenen bleibt invalidisiert [97]. Somit kann dem Schlaganfall eine ganz erhebli-
che soziotkonomische Bedeutung zugeschrieben werden, da er fiir den Patienten sozialer
Kompetenzverlust, Abhéngigkeit und schwere Behinderungen bedeuten kann.

Arterielle Gefafiverschliisse und arterielle Blutungen zéhlen zu den zwei wichtigsten Ur-
sachen von Schlaganfillen [102]. Arterielle Geféfverschliisse konnen auf dem Boden von
Embolien oder lokalen Thrombosen entstehen [97]. Bei iiber 80 % der Schlaganfille han-
delt es sich um ischdmische Infarkte. Ungefihr 10 % sind auf himorrhagische Infarkte und
etwa 5 % sind auf Subarachnoidalblutungen zuriickzufiihren. Weitere 5 % lassen sich nicht
zuordnen, insbesondere dann, wenn &ltere Menschen betroffen sind, die direkt am Schlag-
anfallereignis versterben [53].

Zwei Drittel aller Hirninfarkte betreffen das Versorgungsgebiet der Arteria cerebri media
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(MCA) [53]. Das wichtigste Symptom eines Mediainfarkts bei Lisionen des Kortex oder
der inneren Kapsel ist die kontralaterale Hemiparese. Klassischerweise bildet sich eine
brachiofazial betonte Halbseitenlahmung vom Typ Wernicke-Mann aus, bei der Gesicht
und Arm stérker betroffen sind als das Bein. Bei Beteiligung der dominanten Hemisphére
ist der Schlaganfall im Mediastromgebiet von neuropsychologischen Symptomen wie z.B.
Aphasie oder Apraxie begleitet. Bei Schiadigung der nicht dominanten Hemisphére kommt
es zur Halbseitenvernachlissigung (Neglect) [53]. Der Schlaganfall kann zudem zu Ano-
sognosie, Verinderungen der Psyche, des Intellekts, der rdumlichen Orientierung und des
Gleichgewichtes fithren [46].

Dennoch gibt es zur Zeit kaum befriedigende Behandlungskonzepte fiir den ischdmischen
Insult. Dies unterstreicht die Wichtigkeit der Arbeit auf der Ebene der Primér- und Se-
kundérpriavention. Die Mortalitéitsrate des Schlaganfalls ist in der letzten Hélfte dieses
Jahrhunderts gesunken [25,109]. Dieser Erfolg war insbesondere durch die antihyperten-
sive Therapie als wichtigste primér- und sekundérpriaventive Mafinahme moglich, da die
Hypertonie als Risikofaktor fiir einen Schlaganfall an erster Stelle steht [109]. Auch die
Gabe von Acetylsalicylsdure und Ticlopidin bei der transitorischen ischdmischen Attacke
(TIA), beim (prolongierten) reversiblen isch&mischen neurologischen Defizit ((P)RIND)
und beim manifesten Hirninfarkt, die Antikoagulation bei Vorhofflimmern und die Karo-
tisendarteriektomie bei hohergradigen Stenosen haben in der Sekundérprédvention zu einer
Risikoreduktion fiir einen Hirninfarkt beigetragen [109, 117]. Allerdings fehlen Behand-
lungsstrategien fiir den akuten Schlaganfall, d.h. die unmittelbare Behandlung der zere-
bralen Ischédmie im Moment oder kurz nach ihrem Auftreten mit dem Ziel, die zelluldre
Léasion als Folge der Perfusionsstérung zu mindern oder zu verhindern. Neben basisthe-
rapeutischen Mafinahmen wie die Einstellung des Blutdrucks auf grenzwertig hypertone
Werte, die Herstellung von Normoglykémie und Normothermie stellt die Thrombolyse mit
rt-PA die zur Zeit einzige gesichert wirksame Behandlungsmethode des akuten Hirnin-
farkts dar. Sie muf} innerhalb von 3 Stunden beginnen, nachdem im CT eine Blutung und
ein grofer frither Infarkt ausgeschlossen worden sind [97].

Diese Ausfithrungen machen deutlich, dal Handlungsbedarf zur Entwicklung neuer The-
rapieanséitze fiir den akuten Schlaganfall besteht. Insbesondere die pathophysiologischen
und zelluldren Mechanismen in der Zone der Penumbra, d.h. in dem den Infarktkern um-
gebenden Gewebe, haben steigendes Interesse geweckt, da das Konzept der Penumbra

(vgl. Kapitel 2.3) zu der Vorstellung fiihrt, da§ betroffene Areale noch relativ lange nach
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einem ischémischen Ereignis durch geeignete therapeutische Mafinahmen beeinflufit wer-

den konnen.

2.2 Pathophysiologische Mechanismen bei der zerebralen

Ischamie

Das Gehirn mit nur 2% der Kérpermasse benétigt 20 % des Herzzeitvolumens, um seinen
verglichen mit anderen Organen auflerordentlich hohen Bedarf an Sauerstoff und Gluko-
se zu decken. Deshalb fiihrt eine Mangeldurchblutung in sehr kurzer Zeit zu reversiblen,
funktionellen und irreversiblen, strukturellen Ausfillen.

Die Schiadigungskaskade nach einer zerebralen Ischdmie ist ein komplexes Geschehen.
Durch den Substratmangel wird eine Schidigungskaskade in Gang gesetzt, die sich iiber
Stunden, Tage bis Wochen erstreckt und iiber verschiedene Phasen abléauft, die sich zeitlich

zum Teil iiberlappen (Abb.2.1). Zu den Elementen dieser Kaskade zé&hlen [53]:

e die exzitotoxische Phase

die Phase der Periinfarktdepolarisationen

die inflammatorische Phase

die apoptotische Phase

Periinfarkt-
Exzitotoxizitat depolarisation PCD
M Nekrose I MEEE Apoptose NN >
Minuten Stunden Tage Wochen

Abbildung 2.1: Zeitlicher Ablauf der Schiddigungskaskade bei zerebraler Ischdmie (PCD-
programmierter Zelltod) (aus [53])
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2.2.1 Die exzitotoxische Phase

Die Schadigungskaskade beginnt mit der Phase der Exzitotoxitét, die Minuten bis Stunden
nach Beginn der Ischdmie anhélt.

Die Unterbrechung einer adiquaten Glukose- und Sauerstoffzufuhr durch die Mangeldurch-
blutung des Gehirns fiihrt zur Abnahme bzw. Verarmung an energiereichen Phosphaten
wie ATP, CTP, UTP und GTP [106]. Darauthin stellt der Glukosemetabolismus auf anae-
robe Glykolyse um, und es kommt zur Akkumulation von Laktat und somit zur Azidose
[62]. Die Azidose schrinkt zum einen die intrazellulire Resynthese von Polysacchariden,
Phospholipiden, Proteinen und Nukleinséduren ein und begiinstigt zum anderen die Ent-
stehung toxischer Radikale [106].

Durch den Ausfall der Synthese von ATP und den anderen Triphosphaten sind die energie-
abhéngigen Ionenpumpen, insbesondere die Natrium-Kalium-Pumpen, in ihrer Funktion
gestort. Die Ionenhomoostase gerdt aus dem Gleichgewicht. Der aktive Ionentransport,
durch den Natrium in den Extrazellularraum und Kalium in den Intrazellularraum ge-
schafft wird, kann den passiven Ionenflufl aufgrund des Energiemangels in den Zellen nicht
mehr ausgleichen. So stromen Natrium und Kalzium passiv in das Zellinnere und depola-
risieren auf diese Weise die Zellmembranen [105]. Die Depolarisation der Zellen wiederum
fiihrt zu einem weiteren Einstromen von Kalzium iiber sog. spannungsabhéngige Kalzi-
umkanile [107].

Diese Vorginge triggern die Ausschiittung einer Reihe von Neurotransmittern in den syn-
aptischen Spalt. Es werden exitatorische Aminosduren (EAA), vor allem Glutamat, in den
Extrazelluldrraum freigesetzt. Sowohl tierexperimentelle [15] als auch klinische Studien
[26] mittels Mikrodialyse deuten darauf hin, dafl es sich bei Glutamat um den dominanten
Neurotransmitter fiir die Phase der Exitotoxitdt handelt. Durch kalzium-induzierte Sti-
mulation der présynaptischen Endigungen und durch Stérung der Wiederaufnahme und
Inaktivierung von Glutamat aufgrund des Energiemangels in Astrozyten und postsynap-
tischen Neuronen kommt es zur exzessiven Erhchung der extrazellulidren Konzentration
von Glutamat [88]. Glutamat aktiviert zwei Arten von Rezeptoren: die metabotropen
Glutamat-Rezeptoren, die iiber G-Proteine und Second-Messenger intrazelluldre Prozesse
in Gang setzen, und die ionotropen Glutamat-Rezeptoren, die durch Liganden aktiviert
werden [107]. Bindet Glutamat an die metabotropen Rezeptoren, so entsteht durch die Ak-
tivierung der Phospholipase C 1,2-Diacylglycerol und Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3). IP3
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bindet an seinen Rezeptor am endoplasmatischen Retikulum und stimuliert die Freisetzung
von Kalzium aus intrazelluldren Speichern [62]. Bei den ionotropen Rezeptoren unterschei-
det man wiederum drei verschiedene Untergruppen: den N-methyl-D-Aspartat-(NMDA )-
Rezeptor, den a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-proprionat-(AMPA)-Rezeptor und
den Kainat-Rezeptor [107]. Die hohe extrazelluldre Glutamatkonzentration fithrt zum ver-
mehrten Kalziumeinstrom in die Zelle iiber die o.g. Rezeptoren und iiber die Aktivierung
der spannungsabhéngigen Kalziumkanile. Die ansteigende intrazellulire Konzentration
von zytosolischem Kalzium aufgrund der glutaminergen Aktivierung und der Ionenpum-
penstorung fiithrt zur Aktivierung einer Vielzahl von kalzium-stimulierten Enzymen wie
Proteasen, Lipasen, Nukleasen, Proteinkinasen und Nitritoxidsynthetasen [62]. Dies hat
einen Abbau von Proteinen und Lipiden der Zellmembranen und eine DNA-Schidigung
zur Folge.

Dariiber hinaus entstehen durch die Aktivierung kalziumabhingiger Enzymsysteme auf der
einen und durch die sich anschliefende Reperfusion auf der anderen Seite freie hochreakti-
ve Radikalspezies [95]. Sauerstoffradikale sind wahrscheinlich insbesondere dann wichtige
Mediatoren bei Zellschddigungen, wenn Sauerstoff durch die sich der Ischdmie anschlie-
Bende Reperfusion als Substrat wieder verfiigbar wird [53]. Durch die Reaktion der freien
Radikale mit den Fetten der Zellmembranen kommt es zur Lipidperoxidation, durch wel-
che weitere Radikale gebildet werden. Auch alle anderen Zellbestandteile kénnen durch die
Radikale angegriffen werden wie z.B. Kohlenhydrate, Proteine und DNA [106], so daf eine
Schidigung der Zellmembranen, des Zytosols mit seinen Zellorganellen und des Zellkerns

resultiert.

2.2.2 Die Phase der Periinfarktdepolarisationen

An die Phase der Exitotoxitét schliefit sich die Phase der Periinfarktdepolarisationen an.
Durch die anoxische bzw. exzitotoxische Depolarisation der Zellen steigen die extrazel-
luliren Konzentrationen von Glutamat und Kalium im Infarktkern an. Glutamat und
Kalium diffundieren darauthin in die Penumbrazone. Dort werden weitere Neurone und
Gliazellen exzitatorisch bzw. elektrochemisch depolarisiert. Diese Neurone und Gliazel-
len reagieren mit einer weiteren Ausschiittung von Kalium und Glutamat [53]. Auf diese
Weise entsteht eine Depolarisationswelle (Periinfarktdepolarisation), die sich mit einer Ge-
schwindigkeit von annédhernd 3 mm/min vom ischdmischen Herd wegbewegt und sich {iber

den gesamten Kortex ausbreitet [55].
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In dem gesunden, normal perfundierten Gewebe in der Peripherie der Hemisphére, die vom
Infarkt betroffenen ist, sind die sog. ,,repetitive spreading depression (SD)-like depolariza-
tions* mit einem parallelen Anstieg des Blutflusses gekoppelt [55]. So ist eine ungestorte
Versorgung mit Sauerstoff in der Peripherie sichergestellt, und das intakte Hirngewebe
wird nicht geschidigt. Im Gegensatz dazu verhindert eine reduzierte hdmodynamische
Kapazitiat des Kollateralensystems in der Penumbra wihrend jeder Depolarisationswelle
eine addquate Oxygenation. Es resultieren Episoden von Gewebshypoxie [55]. Aulerdem
sind Periinfarktdepolarisationen mit einem erhohten Glukosemetabolismus trotz des oh-
nehin schon reduzierten Substratangebotes verbunden [8].

Periinfarktdepolarisationen sind folglich ein zusétzlicher Stressor fiir die Penumbra. Dies
spiegelt sich auch in genetischen Auffilligkeiten wie der Aktivierung der ,,immediate ear-
ly genes“ (IEG, Gene der frithen Phase), die fiir Transskriptionsfaktoren kodieren, der
Expression von Streflproteinen wie dem Hitzeschockprotein HSP-70 und einer Proteinsyn-
thesereduktion, die als Ausdruck eines Schutzmechanismus der Zelle vor Genomverinde-
rungen oder Zelltod angesehen werden kann, wider [55].

Untersuchungen zeigen, dal das Volumen des Infarktes mit der Anzahl der Periinfarktde-
polarisationen korreliert [7]. Somit kénnen Periinfarktdepolarisationen zur schrittweisen

Vergroflerung des eigentlichen Infarktkerns in die Penumbrazone beitragen [55].

2.2.3 Die inflammatorische Phase

Bis vor einigen Jahren wurde das Gehirn als eine Art ,,immune privileged site* betrachtet
grofitenteils durch die Bluthirnschranke vom peripheren Immunsystem abgeschirmt. Es
zeigte sich jedoch, dafl enge Parallelen zwischen den Prozessen und Molekiilen im peri-
pheren Immunsystem und im Gehirn bestehen, in dem antigenprésentierende, antikérper-
produzierende und phagozytoseaktive Zellen, Komplementfaktoren und Zytokinsynthese
ausgemacht werden konnten [100]. Heute geht man davon aus, daf§ das Immunsystem und
das zentrale Nervensystem nicht getrennt voneinander funktionieren, sondern dafl es viele
Uberschneidungen gibt und daf8 sie sich gegenseitig in ihrer Arbeit beeinflussen.

So folgt der Phase der Periinfarktdepolarisationen innerhalb von Stunden die inflamma-
torische Phase, eine Entziindungsreaktion des von der Ischimie betroffenen Gehirns, und
hélt tiber Tage bis Wochen an. Sie wird bestimmt durch die Expression proinflammato-
rischer Mediatoren wie die der Zytokine Interleukin-18 (IL-18), Interleukin-6 (IL-6) und

Tumornekrosefaktor-a (TNF-«), durch die Expression von Stickstoffmonoxidsynthetasen,
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durch eine ausgeprigte Leukozyten-Endothel-Interaktion, durch die Transmigration von
Leukozyten und Blutmakrophagen ins Hirnparenchym sowie durch die Aktivierung von
immunkompetenten Zellen des ZNS, der Mikroglia und der Astrozyten [53].

Inwieweit diese postischdmischen intrazerebralen Entziindungsprozesse schiadigend auf das
Hirngewebe einwirken bzw. inwieweit sie auch mit Reperaturprozessen assoziert sind, ist

z.7.. Gegenstand intensiver Forschung.

2.2.3.1 Expression von Zytokinen

Zu den intra- oder postischdmischen Prozessen gehort die Ausschiittung von Zytokinen, die
als Botenstoffe agieren. Es handelt sich dabei um eine grofle Gruppe von Polypeptiden, zu
der Interleukine, Interferone, Wachstumsfaktoren, zellenstimulierende Faktoren und Tu-
mornekrosefaktoren zéhlen. Thre konstitutive Expression ist gewohnlich niedrig [100], sie
kann aber in der Situation einer zerebralen Ischdmie hochreguliert sein [52].

Die Zytokine I1-18, IL-6 und TNF-« werden im ZNS von Mikrogliazellen, Astrozyten, Neu-
ronen und Endothelzellen produziert [2].

Verschiedene Studien haben gezeigt, dafl IL-18-mRNA und IL-18-Protein schon in der
frithen Phase der Ischimie synthetisiert werden [17]. Die exogene Injektion von IL-18 in
das ischdmische Gehirn fithrt zu einer Vergroflerung des sich nach der Ischdmie entwickel-
den Odems und des Infarktes [17]. Wird IL-18 in die zerebralen Ventrikel oder in spezifische
Hirnregionen von Versuchstieren injiziert, so verursacht es Fieber, Hypophagie, Hyperinsu-
lindmie, Gliaproliferation, Neovaskularisation und Verdnderungen im Verhalten der Tiere
[17]. Das Freisetzen von Eicosanoiden und von anderen Zytokinen wie IL-2, IL-6, IL-8 durch
IL-18 koénnen indirekt zu einer VergréBerung des Zellschadens beitragen [17]. Eine Stimu-
lation der Endothelzellen durch IL-18 fithrt zur Produktion eines Faktors, der neutrophile
Zellen aus dem Blut anlockt. Diese kénnen dann iiber Leukozytenadhisionsmolekiile in
das Hirnparenchym eindringen [17] und auf diese Weise die zerebrale Entziindungsreaktion
aufrechterhalten. Im Gegensatz dazu fithren die Induktion von , nerve growth factor®, die
Blockade von Kalziumkanélen und die Verstarkung von GABA-Neurotransmission durch
IL-18 zu einer Begrenzung des ischdamischen Zellschadens [17].

Nach einer zerebralen Ischédmie sind erhhte TNF-a-Spiegel im Hirngewebe, im Liquor
und im Plasma von Versuchstieren aufgedeckt worden [45]. Die intrazerebrale Injektion
von TNF-« in Versuchstiere fithrt im Vergleich zu IL-18 zu identischen proinflammatori-

schen Effekten. So tragen die Aktivierung von Mikroglia, Astrozyten und Neutrophilen,
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die Induktion von zelluldren Adhésionsmolekiilen und Verdnderungen an der Durchléssig-
keit der Bluthirnschranke zum ischdmischen Zellschaden bei [100].

Dem Zytokin IL-6 werden neben proinflammatorischen auch antiinflammatorische Effekte
zugeschrieben. IL-6 antagonisiert die Effekte von IL-18 und TNF-«, indem es die Produk-
tion dieser beiden Zytokine hemmt und indem es die Produktion der korrespondierenden
zirkulierenden IL-1-Rezeptor(IL-1RA)- und TNF-a-Rezeptor-Antagonisten stimuliert. Da
IL-1RA um denselben Rezeptor konkurriert, ist es in der Lage, die Aktivitat von IL-1 zu
blockieren [13].

2.2.3.2 Aktivierung von Entziindungszellen des Blutes

Die Aktivierung der Entziindungszellen, die aus dem Blut stammen, ist ein frither und
wesentlicher Schritt in der akuten Phase der Ischdmie. Sie ist durch die Invasion von Leu-
kozyten gekennzeichnet.

Nach der durch die Ischdmie bedingten Storung der Bluthirnschranke kénnen periphere,
immunreaktive Zellen in das Hirnparenchym einwandern und die Produktion von Zytoki-
nen verstéirken. Blutmakrophagen bewegen sich durch Chemotaxis direkt zum geschédig-
ten Hirnparenchym, erkennen die Zelltriimmer, beginnen mit der Phagozytose und damit
mit dem Abrdumen der Zelltriimmermassen [122]. Sog. ,,polymorphonuclear leukocytes,
polymorphkernige Leukozyten (PMN, Neutrophile), infiltrieren den Ischémiekern 12 bis
24 Stunden nach der Ischédmie. Blutmakrophagen wandern massiv nach 2-3 Tagen in die
Ischémieregion ein [67].

Hoch spezifische Rezeptor-Ligand-Interaktionen erméglichen den Leukozyten die Adhésion
an Endothelzellen und die Migration von Neutrophilen und Makrophagen. Die Adhésion
der Leukozyten an die Endothelzellen wird reguliert durch die Interaktion zwischen in-
terzelluldren Adhisionsmolekiilen (ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1) auf den Endothelzellen
und einer Gruppe von Glykoproteinen (CD11b/CD18, MAC-1) auf den Leukozyten. Die
Expression von ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1 und einer Reihe anderer Adhésionsmolekiile
wie P-Selectin und E-Selectin wird durch die Zytokine IL-18, IL-6 und TNF-« gesteigert
[62, 139]. Es konnte gezeigt werden, daf§ die Gabe von Antikérpern gegen das Adhisi-
onsmolekiil ICAM-1 oder gegen die Glykoproteine CD11b/CD18 zu einer Reduktion des
postischédmischen Odems, der Infarktausbreitung und der Infiltration der Neutrophilen in
das Infarktgebiet fithrt [83].

Die Einwanderung und die Akkumulation von Neutrophilen und Makrophagen kann zwar
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mit Reparaturprozessen am ischdmischen Gewebe verbunden sein, steht aber auch in Ver-
dacht potentiell lebensfihigem, funktionstiichtigem Gewebe zu schaden. Man nimmt an,
dafl ein sekundirer Schaden zum einen dadurch bedingt ist, daf} ein friihes Verstopfen der
Kapillaren mit den aktivierten Entziindungszellen zum sog. ,,no-reflow“-Phénomen und da-
mit zu einer lokalen Reduktion des Blutflusses fiithrt [40]. Zum anderen wird die Freigabe
von Proteasen und freien Sauerstoffradikalen durch die Aktivierung der Entziindungszellen

als mogliche Ursache fiir den weiteren Zellschaden angesehen [62].

2.2.3.3 Die Mikroglia

Die Mikrogliazellen werden neben den Astrozyten als die Immunzellen des ZNS angese-
hen. Sie leiten sich vom Monozyten-Makrophagen-System ab. Mikrogliazellen wandern
iiber Gefafle, iiber die Meningen und iiber subependymales Gewebe wihrend der Em-
bryogenese und der frithen postnatalen Periode in das sich entwickelnde Gehirn ein [12].
Sie phagozytieren Zelltriimmer und resorbieren und modelieren Nervenfasern. Wenn diese
Umwandlungsprozesse abgeschlossen sind, wandeln sie sich von der kugeligen, am&boiden,
phagozytoseaktiven Form in die ramifizierte, residente Mikroglia des gesunden, reifen ZNS
um. Die Mikrogliazellen werden auf diese Weise zu ortsstéandigen Gewebsmakrophagen des
Gehirns [12].

Die residente Mikroglia kann erneut aktiviert werden. Bei ihrer Aktivierung veréndert sie
ihre Morphologie wieder von der ramifizierten zu der amoboiden Form, beginnt zu prolife-
rieren und wandelt sich schliefilich in Makrophagen um [12]. Im aktivierten Zustand sind
Mikrogliazellen von den eingewanderten, phagozytierenden Blutmakrophagen nicht mehr
zu unterscheiden [53].

Im reifen Gehirn macht die residente, ramifizierte Mikroglia 5-20% der Neuroglia aus
[12]. Sie siedelt sich um die Gefifie und in der Nihe von Neuronen an und teilt sich viele
Antigenmarker mit den zirkulierenden Monozyten, die allerdings bei Mikrogliazellen im
Ruhezustand herunterreguliert sind. Im aktivierten Zustand kénnen Mikrogliazellen Klasse
I- und II-MHC-(major histocompatibility complex)-Rezeptorproteine, Komplementrezep-
toren wie den Komplementrezeptor CR3, der immunhistochemisch durch einen monoklo-
nalen Antikorper gegen OX 42 in der Ratte darstellbar ist [110], und die Zytokine I1-18,
IL-6 und TNF-a als Ausdruck ihrer Immunkompetenz exprimieren [12].

Mikrogliazellen spielen eine paradoxe Rolle in der zerebralen Ischdmie. Auf der einen Sei-

te antworten die aktivierten Mikrogliazellen auf die Ischidmie mit der Phagozytose der



12 KAPITEL 2. EINLEITUNG

Zelltrimmer und setzen Wachstumsfaktoren zur Forderung der ,, Wundheilung® frei. Sie
sezernieren eine Reihe von neurotrophen Peptiden oder Zytokinen wie Interleukin IL-6,
Plasminogen und ,basic fibroblast growth factor (bFGF) [114]. Auf der anderen Seite
sezernieren die Mikrogliazellen aber auch zytotoxische Stoffe wie reaktive Sauerstoffradi-
kale, Proteasen, Glutamat [62] und Nitritoxide [69], die zum Untergang der Nervenzellen

beitragen kénnen.

2.2.3.4 Die Astrozyten

Die Astrozyten zihlen neben den Mikrogliazellen zu den Immunzellen des ZNS. Sie sor-
gen im Gehirn dafiir, daf§ die empfindlichen Gleichgewichte aufrecht erhalten werden. Sie
sind an der Bildung der Blut-Hirn-Schranke beteiligt und erhalten die Wasser- und Io-
nenhoméostase [62]. In der Phase der Embryonalentwicklung stellen die Astrozyten ein
,Baugeriist“ zur Verfiigung, mit dessen Hilfe Neurone einwandern und ihren Platz im
Hirngewebe finden kénnen. Es ist moglich, daf§ die Astrozyten im Rahmen einer zerebra-
len Ischidmie diese Aufgabe wiederholen [72].

Eine zerebrale Ischdmie induziert sowohl morphologische als auch biochemische Verénde-
rungen in den Astrozyten. Sie antworten mit Hypertrophie und Hyperplasie auf die
Ischémie [31]. Astrozyten kénnen immunhistochemisch durch die GFAP (glial fibrillary aci-
dic protein)-Féarbung gegen ein Intermediérfilament des Zytoskeletts identifiziert werden
[110]. Da sich in der den Infarktbereich umgebenden Penumbra eine besondere Prolifera-
tion und Hypertrophie an GFAP-positiven Astrozyten zeigt [35], konnte man sich diesen
Umstand in der vorliegenden Arbeit zu Nutze machen, um die Breite der Penumbrazone
im Kortex zu definieren und auszumessen.

Astrozyten sind in der Lage, in die Synapsen freigesetzte Neurotransmitter wie die exi-
tatorische Aminosdure (EAA) Glutamat wiederaufzunehmen und zu inaktivieren. Die
Glutaminsynthetase, die nur in Astrozyten vorkommt und die Glutamat inaktiviert, steigt
frith nach einer zerebralen Ischédmie an. Auf diese Weise kann der extrazelluldre Anstieg
von Glutamat kompensiert und das Hirn vor den neurotoxischen Effekten dieser EAA teil-
weise geschiitzt werden [96]. Obwohl aktivierte Astrozyten Wachstumsfaktoren freisetzten,
die axonales Wachstum stimulieren, konnte auch gezeigt werden, dafl ihre Akkumulation
axonales Wiederaussprossen unterdriicken kann [2]. Zudem zeigen die Astrozyten auf die
Exposition mit Zytokinen in vitro eine Transskription von Stickstoffmonoxid-Synthasen,

die zur Produktion des zytotoxischen Gases NO fiihren [93].
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2.2.3.5 Stickstoffmonoxidsynthetasen (NOS)

Das Gas Stickstoffmonoxid (NO) ist an den unterschiedlichsten Vorgéngen wie Pléttchen-
aggregation und -adhésion, Vasodilatation, Neurotransmission, Zytostase und Zytotoxi-
zitét beteiligt [37]. Es wird durch Stickstoffmonoxid-Synthetasen (NOS) gebildet, die die
Umwandlung von L-Arginin zu NO und L-Zitrullin in Anwesenheit von Sauerstoff und
NADPH katalysieren [101].

Man unterscheidet drei Isoformen der NOS: die neuronale NOS (n-NOS), die induzierbare
NOS (i-NOS) und die endotheliale NOS (e-NOS).

Die n-NOS wird von einer kleinen Neuronenpopulation im ZNS kalziumabhéngig konsti-
tutiv exprimiert. Sie spielt eine Rolle in der frithen Phase eines ischimischen Zellschadens.
Schon innerhalb der ersten 10 Minuten erfolgt eine Hochregulation der n-NOS-Aktivitét
bzw. des n-NOS-Proteins in der ischdmischen Lésion, um nach 3 Stunden das Maximum
zu erreichen [101]. Im Gegensatz dazu tritt die i-NOS erst zu einem spéteren Zeitpunkt
in Erscheinung. 12 Stunden nach einer Ischédmie kann ein Anstieg der i-NOS-Aktivitét im
Infarktareal nachgewiesen werden, nach 48 Stunden hat sie das Maximum erreicht, um
nach 7 Tagen wieder auf normale Werte abzusinken [59]. Die i-NOS ist induzierbar. Sie
wird im gesunden Gewebe nicht angetroffen und erst unter pathologischen Bedingungen
kalziumunabh#ngig in Makrophagen, Mikrogliazellen, Neuronen, Astrozyten und in Endo-
thelzellen synthetisiert [101]. Die e-NOS ist in den zerebralen Endothelzellen lokalisiert.
Sie schiitzt das Hirngewebe durch die Produktion von NO, das vasorelaxierend wirkt und
den regionalen Blutfluf} aufrecht erhalt [101].

Liegt NO in gasformiger Form vor, so ist es in der Lage, durch Zellmembranen zu dif-
fundieren [80]. Liegt NO in Radikalform vor, so kann es durch die Reaktion mit einem
Superoxid zur Bildung des stark zytotoxischen Peroxinitrits fithren [37] oder direkt als
freies Radikal Proteine, DNA oder Membranlipide schédigen [37].

Ein weiterer Hinweis fiir den zellschddigenden Charakter der NOS konnte anhand von
Untersuchungen an sog. ,,Knockout-M&usen* erbracht werden. ,,NOS-Knockout-Mé&usen“
fehlt im Gegensatz zu den Wildtypméusen das Gen zur Expression der jeweiligen NOS.
Nach einer fokalen Ischémie zeigten sich kleinere Infarkte und weniger motorische Defizite
bei i-NOS- [58] bzw. eine Reduktion des Infarktvolumens und des Hirnddems bei n-NOS-

,Knockout-Méausen“ [48] als bei den Wildtypmé&usen.
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2.2.4 Die apoptotische Phase

Tage bis Wochen nach der Ischdmie kommt es zum programmierten Zelltod (Apoptose).
Apoptose ist ein besonderer Typ von Zelltod, der in der Embryogenese, aber auch in
gesundem, adultem und in pathologisch verdndertem Gewebe in Erscheinung tritt [73].
Apoptose als Konzept fiir den sog. ,delayed neuronal death®, also fiir den verzogerten
Zelltod, ist ein sehr aktuelles und vielfach verfolgtes Konzept der neuronalen Schiadigung
nach der Initialphase der Ischdmie.

Die Apoptose unterscheidet sich von der Nekrose durch ihre Morphologie [64]. Im Ge-
gensatz zu nekrotischen Zellen zeigen apoptotische Zellen eine Chromatinverdichtung an
der Kernmembran, eine Zellschrumpfung, bei der die Zellorganellen erhalten bleiben, eine
Absonderung der apoptotischen Zellen von den umliegenden Zellen und eine Formierung
des Kerns und des Zytoplasmas zu membrangebundenen Fragmenten, die als ,apoptotic
bodies®“ bezeichnet werden. Nekrotische Zellen zeichnen sich dagegen durch eine frithe Zell-
schwellung, durch die Dilatation der Mitochondrien und des endoplasmatischen Retiku-
lums und letzten Endes durch die Ruptur der Kern-, Organell- und Plasmazellmembranen
aus [64].

Apoptose wird durch ein inneres, genetisch gesteuertes Selbstzerstorungsprogramm der
Zelle moglich [103]. Es sind sowohl proapoptotische als auch antiapoptotische Gene be-
kannt. Das am meisten untersuchte Gen ist das antiapoptotisch wirkende bcl-2-Gen. Bcl-2
bzw. sein Genprodukt scheint antioxidativ zu wirken, indem es zu einer Reduktion freier
Sauerstoffradikale fithrt [56]. Zudem ist es an der Erhaltung des mitochondrialen Mem-
branpotentials beteiligt, dessen Zusammenbruch unweigerlich zum Zelltod fiihrt, da eine
Schiadigung der Mitochondrien u.a. die Atmungskette und den Kalziumhaushalt der Zelle
beeintrichtigt und deshalb als Schliisselereignis fiir die Apoptose angesehen wird [56].
Ein wichtiges Zeichen fiir Apoptose ist die DNA-Fragmentation. Die Aktivierung einer
Endonuklease fithrt zur Spaltung der DNA und zur Entstehung einer Vielzahl von DNA-
Fragmenten mit einer Linge von 180 bis 200 Basenpaaren [74]. Es hat sich gezeigt, dafl
sich die Zellen, die eine Fragmentation der DNA aufweisen, primér in den Grenzzonen des
Infarktes befinden [73], wohingegen Nekrose im Ischédmiekern anzusiedeln ist [44].
Apoptose kénnte in der Ausweitung des Infarktes nach MCAO in die Penumbra eine Rolle
spielen, da die Neurone in der Penumbra ischdmisch weniger schwer betroffen sind als im

Ischémiekern, so daf} sie eher durch Apoptose als durch Nekrose zugrunde gehen.
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2.3 Das Konzept der Penumbra in tierexperimentellen Stu-
dien

Bei der fokalen zerebralen Ischdmie ist durch den Verschluf} eines grofien intrazerebralen
Geféfles nur ein bestimmtes Hirnareal von der Mangeldurchblutung betroffen. Es ent-
wickelt sich akut ein Ischdmiekern im zugehorigen GeféBterritorium. Der Ischédmiekern
zeigt eine schwere Pannekrose, von der alle Zelltypen (Neurone, Glia, Endothelzellen) be-
troffen sind, und ist von einer ischdmischen Randzone umgeben. Dieses minderperfundierte
Gewebe, das das nekrotische Kerngebiet umgibt, mit erloschenem Funktionsstoffwechsel
und erhaltener morphologischer Struktur der Zellen wird als ,,ischdmischer Halbschatten*,
als Penumbra, bezeichnet [4]. Die Penumbra wird nicht als eine statische, sondern als eine
dynamische Region angesehen, die im ungiinstigen Fall in einen Infarkt umgewandelt wer-
den kann (Abb. 2.2). Im giinstigen Fall kann die Penumbra oder wenigstens ein Teil von
ihr gerettet werden. Man nimmt an, dafl durch geeignete neuroprotektive Pharmaka eine
Ausdehnung des Infarktes auf die Penumbra verhindert werden kann, so daf3 es auf diese
Weise zu einer Schadenseingrenzung kommen und eine gréflere Menge intakten Gewebes

erhalten werden konnte.

L
L

#

Abbildung 2.2: Schematische Zeichnung der Verdnderung der Penumbra. Ohne Interven-
tion kann es zu einer Ausbreitung des Infarktes (schwarz) auf das gesamte Penumbragebiet
(grau) kommen (a). Durch die Neuroprotektion erhofft man sich, diese Ausbreitung zu
verhindern, so dafl ein Teil der Penumbra gerettet wird und somit als intaktes Gewebe

(weif) erhalten bleibt (b). (aus [21])
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Das Konzept der Penumbra ist iiber Untersuchungen iiber den zerebralen Blutfluf§ (,,Ce-
rebral blood flow*, CBF) definiert. Der Verschluf einer Hirnarterie fithrt zum Auftreten
von Regionen mit unterschiedlicher Restdurchblutung und Kompensation durch Kollate-
ralisierung.

Das Konzept der ischdmischen Penumbra wurde schon 1977 durch Symon et al. [112]
anhand tierexperimenteller Studien belegt. Es konnten zwei Schwellenwerte (sog. ,,thres-
holds*) reduzierter Hirndurchblutung definiert werden: bei dem einen Schwellenwert ist
der Funktionsausfall, bei dem anderen Schwellenwert die morphologische Schiadigung des
Nervengewebes die Folge [112]. Gewebezonen mit einem CBF unterhalb des Schwellenwer-
tes fiir die morphologische Integritét erleiden bei einer fokalen zerebralen Ischdmie bereits
innerhalb von einer Stunde eine irreversible Zellschidigung mit Untergang aller zelluldren
Elemente [61]. Dagegen sind Neurone, die zwischen diesen beiden Schwellenwerten angesie-
delt sind, zwar ,elektrisch“ stumm, bleiben aber eine ldngere, im Einzelfall unbestimmte
Zeit morphologisch intakt [54].

Aufbauend auf diesen Arbeiten fiithrten Astrup et al. [5] und andere Arbeitsgruppen in un-
terschiedlichen Modellen an verschiedenen Tierspezies CBF-Messungen durch [5, 82, 86].
Es konnten Schwellenwerte ermittelt werden, die zu Verdnderungen der elektrischen Ak-
tivitdt in Form von evozierten Potentialen und zu Verédnderungen der Membranintegritét
fithrten [5]. Obwohl die Schwellenwertmessungen an verschiedenen Tierspezies und un-
ter unterschiedlichen Narkosen und MeBmethoden durchgefiihrt worden sind, kann den-
noch eine gewisse Reihenfolge der Ausfallserscheinungen zusammengestellt werden. Mit
abnehmenden Blutflufiraten kommt es zunéchst zur Hemmung der Proteinsynthese (bei
einem CBF-Abfall auf 55ml/100g/min), gefolgt von der Stimulation der anaeroben Gly-
kolyse (bei einem CBF-Abfall auf 35ml/100g/min), dem Freiwerden von Neurotransmit-
tern und der allméhlichen Stérung des Energiemetabolismus (bei einem CBF-Abfall auf
20ml/100g/min) und schliellich der anoxischen Depolarisation (bei einem CBF-Abfall
< 15ml/100g/min) [54]. Die ischdmische Penumbra selbst ist durch eine Abnahme des
zerebralen Blutflusses auf Werte um 15-35ml/100g/min gekennzeichnet [4].

Um den metabolischen Forderungen des Gewebes nachzukommen, ist im gesunden Hirnge-
webe ein Anstieg im lokalen Glukosebedarf eng gekoppelt mit einem reaktiven Anstieg im
lokalen CBF. Dagegen kommt es bei einer zerebralen Ischdmie zu einer Entkopplung von
Blutflufraten und lokalem Metabolismus, d.h. daf3 die Blutflufiraten nicht in dem Mafle

ansteigen, wie es von der metabolischen Aktivitdt des Gewebes gefordert wird. Diese Ent-
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kopplung wird als ein wichtiger pathogenetischer Faktor betrachtet, der zur Gefdhrdung
des ohnehin schon kritischen Energiegleichgewichtes in der Penumbra beitrégt [6]. Es konn-
te aufgezeigt werden, dafl das Verhéltnis zwischen lokaler Glukoseausnutzung und CBF um
das fiinffache innerhalb der Penumbra ansteigt [9]. Dabei handelt es sich z.T. urséchlich
um Auswirkungen von Periinfarktdepolarisationen. Diese fiithren zu einem erhéhten Gluko-
severbrauch, zur anaeroben Glykolyse und zur Akkumulation von Laktat [6]. Die erh6hten
metabolischen und hdmodynamischen Forderungen wéahrend der Periinfarktdepolarisatio-
nen sind wahrscheinlich durch die Aktivierung von ATP-abhéngigen Ionenpumpen bedingt
[6]. Obwohl in dem Gewebe der Penumbra die energiereichen Phosphate zumindestens z.T.
erhalten bleiben [87], wird auf diese Weise die metabolische Situation in der Penumbra
beeintrachtigt.

Anhand histopathologischer Studien an Ratten konnte gezeigt werden, dafl der Infarktkern
zwischen 8 und 12 Stunden nach Verschlufl der MCA von der Ischémie derart betroffen ist,
daf} die Zellen, die sich im ehemals gesunden Areal befanden, irreversibel morphologisch
geschidigt worden sind [41].

Der Infarktkern wird schon bald nach dem Ischdmieereignis von einer Zone dichter
Astrozyten- und Mikrogliazellenaktivierung umséumt, die die Gewebezone der Penum-
bra visualisiert [35, 70].

An der Grenze zum Infarkt ist eine Reduktion der Neuronendichte von der Blutflufira-
te abhéngig. Es konnte eine positive Korrelation zwischen der neuronalen Dichte und
dem regionalem CBF in verschiedenen Periinfarktregionen an chronischen MCA-Infarkten
in Katzen aufgezeigt werden [86]. Der verstreute, einzelne Verlust an Nervenzellen ist
wahrscheinlich durch ihre grofere Vulnerabilitéit im Vergleich zu Gliazellen gegeniiber der
Ischdmie bedingt. Die selektiv geschidigten Nervenzellen befinden sich in einer Umge-
bung mit erhéhten interstitiellen Konzentrationen an exitotoxischen Neurotransmittern,
an Laktat, an Kalium und an Wasserstoffionen. Extrazelluldres Glutamat steigt nach der
Ischémie in der Penumbra an [6]. Zudem gefdhrden Sauerstoffradikale die Penumbra. Die
freien Radiale treten eher in partiell perfundiertem oder reperfundiertem ischimischen
Gewebe als im Ischdmiekern auf. Sie entstehen u.a. durch die Aktivierung von polymorph-
kernigen Leukozyten [42]. Hydroxylradikale und Peroxinitrit aus der Interaktion zwischen
Nitritoxid und Superoxid gelten als zwei der meist toxischen Radikalspezies [42]. Falls der
grofite Anteil der Neurone und Gliazellen diesen Bedingungen unterworfen ist, entwickelt

sich aus dem zunéchst nur einzelne Zellen betreffenden Schaden ein kompletter Infarkt [6].
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Eine zerebrale Ischdamie fithrt zu einer Synthesereduktion der meisten mRNAs und ihren
korrespondierenden Proteinen. Doch einige Gengruppen werden erst durch die Ischdmie
induziert. Zu diesen gehoren die Hitzeschockproteine (HSP) und die ,,immediate early ge-
nes“ (IEGs). Die Mitglieder der fos-Familie (c-fos, fosB, fral, fra2) und der jun-Familie
(c-jun, junB, junD) der IEGs werden durch extra- und intrazelluldre Stimuli wie Neuro-
transmitter, Peptide, Wachstumsfaktoren, zyklisches AMP, Kinasen und Kalzium aktiviert
[65]. Untersuchungen zur selektiven Expression von IEGs nach fokaler Ischdmie konnten
aufdecken, dafl sie sowohl im Zentrum des Infarktes, als auch in der von der Ischdmie
betroffenen Penumbra induziert werden [6]. Auf der Stufe der mRNA konnten IEGs im
Ischdmiekern nachgewiesen werden [120]. Dagegen sind IEGs auf der Stufe des Proteins
immer auf Regionen in einiger Entfernung zum ischdmischen Fokus beschriankt. In der
Grenzzone des Infarktes wurde ihre anhaltende neuronale Expression bis zum 4. Tag nach
dem Insult beschrieben [116].

In schwer ischdmischen Hirnarealen transkribieren die Zellen, die zum Untergang ver-
dammt sind, HSP70-mRNA, translatieren es aber nicht in das Hitzeschockprotein selbst.
Dagegen werden HSP70-mRNA und HSP70-Protein in Neuronen auflerhalb der Infarktge-
gend translatiert. 60 bis 90 Minuten nach der Ischdmie wird das Hitzeschockprotein HSP70
in den Neuronen der Penumbra induziert [50]. So kann die Ausdehnung der neuronalen
HSP70-Proteininduktion dazu genutzt werden, eine ,,Penumbra“ der StreBgeninduktion,
die den Ischdmiekern umgibt, zu definieren [108]. Man nimmt an, da§ das HSP70 in der
Lage ist, denaturierte Proteine zu binden und Zellen zu einer ansteigenden Resistenz ge-

geniiber der Ischédmie zu verhelfen [65].
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2.4 Fokale Ischamie - Die MCAQO als Lasionsmodell

Man unterscheidet zwei Formen der zerebralen Ischédmie: die globale und die fokale zere-
brale Ischédmie. Bei der globalen Ischéimie handelt es sich um ein Modell fiir den voriiber-
gehenden Herzstillstand mit anschliefender Reperfusion [111]. Diese hat einen selektiv
neuronalen Schaden in verschiedenen Hirnregionen [98] und einen sog. ,,delayed neuronal
death“ [66], also verzogerten Zelltod, zur Folge. Bei der fokalen Ischémie dagegen han-
delt es sich um ein Modell fiir den isch&mischen Schlaganfall durch den Verschluf} eines
Gefdfles mit anschliefender Entwicklung eines pannekrotischen Infarktkerns und einer Pe-
numbrazone. Um eine fokale zerebrale Ischdmie bzw. den Verschlufl der MCA zu erzeugen,
sind verschiedene Modelle entwickelt worden: der permanente Verschlufi der MCA mittels
Unterbindung, Geféklip oder Elektrokoagulation (nach Tamura et al., 1981, [113]), das
Modell der Photothrombose mit Hilfe des intraven6s applizierten Farbstoffs Rose Bengal
und einer Kaltlichtquelle (nach Watson et al., 1985, [119]), das ,,Fadenmodell* anhand eines
iiber einen Katheter vorgeschobenen Fadens (nach Memezawa et al., 1992, [84]) und das
Emboliemodell durch die Injektionen von Mikrosphéren oder autologem Thrombusmateri-
al in die A. carotis interna (nach Overgaard et al., 1992 [92]) [18]. Durch das MCAO-Modell
nach Tamura et al. lassen sich komplette Mediainfarkte erzeugen, die nur eine geringe Va-
riabilitdt zwischen den einzelnen Versuchstieren aufweisen. Der Nachteil dieses Modells
liegt darin, daf} es sich durch das Freilegen und Durchtrennen des M. temporalis und der
Osteotomie chirurgisch aufwendig und schwierig gestaltet. Bei dem MCAO-Modell nach
Watson et al. lassen sich die Hirninfarkte an einen bestimmten Ort kniipfen, indem die
Kaltlichtquelle, die Licht einer bestimmten Wellenldnge abgibt, auf die intakte Schédel-
kalotte aufgesetzt und durch das Zusammentreffen des Farbstoffs und des Lichtes eine
intravasale Thrombose produziert wird. Das MCAO-Fadenmodell nach Memezawa, et al.,
bei dem ein Faden iiber einen Fiihrungskatheter in die A. carotis communis und die A.
carotis interna bis zum Abgang der A. cerbri media vorgeschoben wird, wurde in dieser
Arbeit gew#hlt, um den Infarkt im Mediastromgebiet zu erzeugen. Mit diesem Modell
konnen die Ischdmiedauer und die resultierenden Infarktvolumina variiert und eine Re-
perfusion angeschlossen werden. Das MCAO-Modell nach Overgaard et al. imitiert durch
das Embolieereignis zwar die Pathophysiologie des ischdmischen Schlaganfalls am besten,
doch der Nachteil dieses Modells besteht darin, daf3 die resultierenden Infarktmuster eine

sehr groBe Streubreite in Bezug auf Grofle und Lokalisation des Infarktes aufweisen [18].
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2.5 Fragestellung

Obwohl sich das grofite Ausmafl des Gewebeschadens innerhalb der ersten Stunden nach
der zerebralen Ischamie entwickelt, so hat es sich dennoch etabliert, dafl die Penumbra
zu einem spéteren Zeitpunkt eine Verschlechterung erfihrt. Da auch klinische Studien ein
Penumbrakorrelat beim Patienten nach einem Schlaganfallereignis identifizieren konnten
[51], besteht ein besonderes Interesse, die pathophysiologischen Prozesse innerhalb der
ischémischen Penumbra in ihren chronologischen und topographischen Abldufen und in
ihrer Morphologie besser verstehen zu lernen.

Es stellt sich die Frage, inwieweit eine postischdmische Inflammation und eine zelluldre
Infiltration zu einer weiteren Schidigung der Penumbra beitragen. Deshalb wurden in
dieser Arbeit verschiedene immunhistochemische Marker fiir die Inflammation und fiir

den neuronalen Zelltod iiber einen relativ langen Zeitraum von zwei Wochen untersucht.

2.5.1 Wie ist die Dynamik der Zytokinexpression in der Penumbra?

Es ist noch wenig untersucht, inwieweit und iiber welchen Zeitraum Zytokine in der Penum-
bra synthetisiert werden. Anhand im Tierversuch erzeugter Infarkte im Mediastromgebiet,
die von einer ischdmischen Penumbra umgeben sind, soll in dieser Arbeit ein Blick auf die
Dynamik der Expression der reprisentativen proinflammatorischen Zytokine I1L-18, IL-6
und TNF-a geworfen werden. Eine iiber die Akutphase der Ischimie hinaus bestehende
Entziindungsreaktion in der Penumbra wiirde auf linger anhaltende dynamische Verdnde-

rungen hinweisen.

2.5.2 Gibt es einen zeitlichen Zusammenhang zwischen Zytokinexpres-

sion und neuronalem Zelltod in der Penumbra?

In dieser Arbeit wurde der neuronale Zelltod mit Hilfe der immunhistochemischen Marker
n-NOS und TUNEL und mit Hilfe von Nisslfarbungen in der Penumbra detektiert. Es stellt
sich die Frage, ob ein mdoglicher zeitlicher Zusammenhang zwischen Zytokinexpression und
neuronalem Zellschaden in der Penumbra, sei es in Form von Nekrose oder Apoptose, be-
steht. Ein moglicher zeitlicher Zusammenhang konnte auch wegweisend fiir einen kausalen
Zusammenhang und damit fiir eine Erklarung der Abldufe in der ischdmischen Penumbra

sein.



Kapitel 3

Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Mit Genehmigung der zusténdigen Tierversuchskommission (Regierungsprésidium Koln)
und unter der Aufsicht des zusténdigen Veterindramtes (Aachen) wurden die Experimente
durchgefiihrt. Es wurden ménnliche Sprague Dawley Ratten mit einem Gewicht von 220
bis 250 g und einem Alter von 3 bis 4 Monaten verwendet.

Die Tiere wurden im Institut fiir Versuchstierkunde der RWTH-Aachen geziichtet und ge-
halten (konventioneller Keimstatus; Makrolon-Kéfige Typ 3; Einstreu: entstaubte Weich-
holzfaser; Futter: Alleindidt RM 204@; Tréinke: durch zweimalige Ozonierung und Ansdue-
rung (pH 4-5) keimfreies Wasser in Makrolon-Trénkflaschen; Futter und Wasser ad libi-
dum; Temperatur in den Tierrdumen: 20 + 2 °C; rel. Luftfeuchte: 60+ 10 %; hell/dunkel
Rhythmus: 12:12h).

3.2 Operation und Perfusion

Die Operation der Tiere wurde in Halothan-Narkose durchgefiihrt (2% Halothan in 30 %
O2/70 % N2O).

Bei den Tieren wurde durch das sog. ,Fadenmodell“ [79, 84, 19,/20] eine fokale zerebrale
Ischdmie durch Verschlufi der Arteria cerebri media (MCA) induziert. Es wurde eine
Inzision in der ventralen Halsmittellinie in Riickenlage der Tiere durchgefiihrt, um
die rechte A. carotis communis, A. carotis externa und A. carotis interna freizulegen.

Die distale A. carotis communis und die distale A. carotis externa wurden mit einer

!Fa. Eggersmann, Rinteln
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4-Oer-Naht ligiert. Die A. pterygopalatina wurde mit einem Faden nur umschlungen. Ein
4-0er Monofilament-Nylon-Faden (45 mm lang, ein Ende Poly-L-Lysin-beschichtet [14])
wurde in einen Fiihrungskatheter (30 mm lang) eingefiihrt. Nach Arteriotomie der rechten
A. carotis communis wurden Faden mit Fiihrungskatheter in die A. carotis interna bis
17mm distal der Karotisbifurkation vorgeschoben. Leichter Widerstand bedeutete, dafl
der Faden die A. cerebri anterior erreicht hatte und so der Verschlufl der A. cerebri media

erreicht war (Abb. [3.1).

CCA A CCA: A. carotis communis
ECA: A. carotis externa
ICA: A. carotis interna
PPA: A. pterygopalatina
PCOM: A. communicans posterior
ACA: A. cerebri anterior
MCA: A. cerebri media

q B

MCA PPA

carotid canal

B B Einfihren des Fihrungs-
katheters mit Faden;
Sicherung des Fiihrungs-
katheters durch Naht

C MCA-VerschluB durch
Vorschieben des VerschluR-
filamentes

Abbildung 3.1: Anatomische Skizze der Karotiden und Prozedur des Verschlusses der MCA
fiir die Ratte (aus [84])

Um eine Reperfusion 3 Stunden spéter herbeizufiihren, wurden Katheter und Faden ent-
fernt. Die A. carotis communis wurde nach Herausziehen des Katheters herzwarts der
Arteriotomie ligiert, die Umschlingung der A. pterygopalatina entfernt und die Wunde
durch Naht verschlossen. Der Zustand der Tiere wurde téglich kontrolliert.

Als Kontrolltiere dienten 4 scheinoperierte Ratten, die derselben Prozedur wie oben be-
schrieben ausgenommen des Verschlusses der MCA unterzogen wurden. Anstelle eines
45 mm langen 4-Oer Monofilament-Nylon-Fadens wurde ein 15 mm langer Faden in den
Fithrungskatheter eingefiihrt.

Die Uberlebenszeiten der Tiere betrugen 1, 3, 7 und 14 Tage; pro Uberlebenszeitpunkt

wurden jeweils 3-4 Ratten untersucht.
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Nach entsprechender Uberlebenszeit wurden die Tiere in tiefer Pentobarbital-Narkose
transkardial perfundiert. Das Herz wurde freipriapariert, das rechte Atrium aufgeschnitten
und ein Katheter in den linken Ventrikel plaziert. Mit 50 ml einer 0,9 % igen Kochsalzlésung
wurde vorgespiilt und mit 400 ml einer 4 % igen Paraformaldehydlésung in 0,1 M phosphat-
gepufferter Kochsalzlosung (0,1 M PBS, pH 7,4) fixiert. AnschlieSend wurden die Gehirne

entnommen.

3.3 Weiterverarbeitung und Farbemethoden

Nach Entnahme der Hirne wurden sie fiir 2 Stunden bei 4°C in 4 % ige Paraformalde-
hydlésung (0,1 M PBS, pH 7,4) zur weiteren Fixierung gelegt. Es erfolgte eine Kryo-
protektion fiir 2 bis 3 Tage in 30 % iger SaccharoseE in 0,1 M PBS bei 4°C. Anschliefflend
wurden die Hirne in Isopentan bei -80 °C tiefgefroren und gelagert.

Mit einem Kryostaterg wurden fiir die immunhistochemischen Farbungen, die TUNEL-
Féarbungen und die NISSL-Farbungen 20 pm dicke Frontalschnitte hergestellt und nach der
Free-floating-Methode in 0,1 M PBS (pH 7,4) in MULTIWELL-Gewebekulturplatten auf-
gefangen. Der Vorteil der Free-floating-Technik gegeniiber der Arbeit mit Paraffinschnitten
bestand in der besseren Zugénglichkeit des Gewebes fiir die sich in Losung befindenden
Antikorper.

Unter Zuhilfenahme des Hirnatlas der Ratte von Paxinos und Watson [94] wurden in zwei
definierten Ebenen (von 1,2 mm bis 0,7 mm (Striatumebene) und von -1,8 mm bis -2,3 mm

(Thalamusebene) post Bregma) fortlaufende Hirnschnitte angefertigt.

3.3.1 Farbemethoden zur immunhistochemischen Darstellung von

IL-15, IL-6, TNF-«, i-NOS, n-NOS, GFAP und OX 42
3.3.1.1 Avidin-Biotin-Methode

Die Immunhistochemie wurde nach der Avidin—Biotin—Komplex—MethodJ; durchgefiihrt.
Diese Technik niitzt die starke Affinitét von Avidin fiir Biotin. Das Verfahren bendtigt
einen biotinylierten Zweitantikérper, wobei Biotin kovalent an den Antikérper gebunden

wird.

2Merck, 107687-1000
3Leica, CM 3050
4Vectastain Elite ABC Kit, Vector Laboratories
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[
Avidin Biotin Enzym
o
[ ] [ ]
Biotinylierter Avidin-Biotin-
Antikorper Peroxidase-Komplex
ABC-Methode

e o o
e o o

Abbildung 3.2: Avidin-Biotin-Methode: vorgeformte Avidin-Biotin-Enzymkomplexe

(ABC) reagieren mit biotinylierten Sekunddrantikérpern (aus [34])

Die Reihenfolge der Reagenzien- Applikation war wie folgt: Primérantikorper, biotinylierter
Zweitantikorper, vorgeformter Avidin-Biotin-Enzymkomplex (ABC), Substratlosung. Als
Enzym wurde Meerrettichperoxidase verwendet (Abb. 3.2).

3.3.1.2 Durchfithrung der immunhistochemischen Farbung

Zunichst wurden die Kryostatschnitte mit einer Losung aus 3 % igem HoO2 (aus 30 % igem
Hy09 ‘5), 50 % igem Methanol und 50 % igem PBS (0,1 M PBS, pH 7,4) fiir 10 Minuten
behandelt, um die endogene Peroxidase zu blocken und um somit unspezifischen Gewebe-
reaktionen entgegenzuwirken.

Nach 3maligem Waschen in 0,1 M PBS fiir je 3 Minuten wurde mit einer Lésung aus
0,3 %igem Triton-X-100% in PBS und 10 %igem Normalserum fiir 10 Minuten inku-
biert, um unerwiinschten Kreuzreaktionen des sekundiren Antikorpers mit endogenen

Immunglobulinen im Material vorzubeugen. Bei IL1-G, TNF-a, GFAP und OX 42 wurde

5 Aldrich, 216763
5Sigma
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normales Pferdeserum (Horse Normal Serum, HNS) E und bei IL-6, i-NOS und n-NOS
wurde normales Ziegenserum (Goat Normal Serum, GNS) g verwendet. Es folgte eine In-
kubation iiber Nacht bei 4°C in einer Loésung aus 0,5 %igem Triton in PBS, 1%igem

Normalserum und dem jeweiligen Primé#rantikorper (Tabelle [3.1).

Primér- IL-13 IL-6 TNF-« i-NOS n-NOS GFAP OX 42

antikdrper

verwendetes HNS (1%) GNS (1%) HNS (1 %) GNS (1%) GNS (1%) HNS (1 %) HNS (1%)

Normalserum

Antikoérper- 7,5:1000 1:100 7,5:1000 1:1000 1:5000 1:250 1:5000

Verdiinnung

Spezifikation Polyklonales Polyklonales Polyklonales Polyklonales Polyklonales Monoklonales Monoklonales
Ziegen- Kaninchen- Ziegen- Kaninchen- Kaninchen- Méuse- Miuse-
immunglo- immunglo- immunglo- immunglo- immunglo- immunglo- immunglo-
bulin bulin bulin bulin bulin bulin bulin
gegen gegen gegen gegen gegen gegen gegen
Ratten- Ratten- Ratten- Ratten- Ratten- Ratten- Ratten-
IL-13, IL-6, TNF-«, i-NOS, b-NOS, GFAP, OX 42,
Fa. R&D, Fa. Biozol, Fa. R&D, Fa. Upstate, Fa. Euro- Fa. Boehringer Fa. Serotec,
AF-501-NA Eching AF-510-NA 06-295 Diagnostika Mannheim, MCA275G

B220-1 814 369

Tabelle 3.1: Primérantikérper mit Angaben zum verwendeten Normalserum, zur An-

tikorperverdiinnung und zur Spezifikation

Nach der Inkubation iiber Nacht bei 4 °C erfolgte 3 miniitiges 3 maliges Waschen in 0,1 M
PBS. Im sich anschliefenden Schritt wurde der Sekundérantikdrper zugegeben. Die Inku-
bation bei Raumtemperatur betrug 1 Stunde.

Dabei wurde fiir IL-15 und TNF-« Pferd—Anti—Ziegen—IgGJ in einer Verdiinnung von 1:1000
mit 2 % igem normalen Rattenserum (Rat Normal Serum, RNS) [ und 1% igem HNS in
0,1 M PBS verwendet.

IL-6, i-NOS und n-NOS wurden mit Ziegen—Anti—Kaninchen—Ig in der Verdiinnung von
1:1000 mit 2 % igem RNS und 1% igem GNS in 0,1 M PBS behandelt.

GFAP und OX 42 wurden mit Pferd—Anti—Maus—Ig(J; in der Verdiinnung von 1:500 mit
2 %igem RNS und 1 %igem HNS in 0,1 M PBS inkubiert.

Anschlieend erfolgte wiederum 3 maliges Waschen in PBS. Im folgenden Schritt wurden

die Schnitte mit dem Avidin—Biotin—Peroxidase-Komple)J; fiir 30 min bei Raumtempera-

"HNS, Vector, S-2000

8GNS, Sigma, G-9023

9Horse-anti-Goat, Vector Laboratories, BA-9500
10RNS, Sigma, R-9759

1 Goat-anti-Rabbit, Vector Laboratories, BA-1000
12Horse-Anti-Mouse, Vector Laboratories, BA-2001
13Elite Standard, Veca Stain, PK 6100
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tur behandelt. Nach erneutem 3 maligen Waschen mit 0,1 M PBS erfolgte die Entwicklung
in 5 mg Diaminobenzidin'* und 20 ;1 3 % igem HyO5 in 10 ml DAB—Diluen‘J?5 unter Mikros-
kopkontrolle.

Nach einer letzten Spiilung mit 0,1 M PBS wurden die Schnitte auf Gelatine-beschichtete
Objekttrager aufgezogen und in 50 und 100 % igem Ethylalkohol entwissert. Nach Luft-
trocknung wurden die Schnitte schliellich in DePeM eingebettet.

Die Spezifitiat der verwendeten Antikorper wurde iiberpriift, indem die Hirnschnitte unter
Auslassung des jeweiligen Primérantikorpers und ansonsten wie oben beschrieben immun-
histochemisch aufgearbeitet wurden. Sowohl in den Hirnschnitten der Kontrolltiere als
auch der MCAO-Ratten ohne Verwendung des Primérantikérpers konnte zu keinem Zeit-

punkt fiir keinen Antikorper eine spezifische Anfirbung von Zellen beobachtet werden.

3.3.2 Farbemethode zur Darstellung von TUNEL
3.3.2.1 TUNEL-Methode

Hinter TUNEL verbirgt sich die Abkiirzung fiir ,, TdT-mediated dUTP nick end labeling*.
Das Prinzip der Farbung besteht darin, dafl die durch DNA-Strangbriiche freigeworde-
nen 3’-OH-Enden durch modifizierte Nukleotide in einer enzymatischen Reaktion identi-
fiziert werden konnen. Dies bewirkt die TdT, die termiale Desoxynukleotid-Transferase,
durch Polymerisation von Nukleotiden an freien 3’-OH DNA-Enden. Es wird gleichzeitig
Fluoreszein miteingebaut. Durch die Zugabe von Antifluoreszein-Antikérpern vom Schaf,
welche mit Meerrettichperoxidase (POD) konjugiert sind und an das Fluoreszein binden,
konnen durch die Zugabe des Substrates HoOs fiir die POD die betroffenen Zellen licht-

mikroskopisch sichtbar gemacht werden.

3.3.2.2 Durchfithrung der TUNEL-Firbung

Die Kryostatschnitte mit einer Dicke von 20 pum wurden in einer Losung aus 3 % igem
H904 (aus 30 %igem H202), 50 % igem Methanol und 50 %igem PBS (0,1 M, pH 7,4)
fiir 10 Minuten inkubiert, um wiederum die endogene Peroxidase zu blocken und um so-
mit Unspezifitdten der Farbung entgegenzuwirken. Darauf folgte eine 3 malige Waschung

in 0,1 M PBS fiir jeweils 3 Minuten. Nun wurden die Schnitte fiir 2 Minuten mit einer

HSigma, D-5637
'DAB-Diluent: NaHoPO4 80 g + Imidazole 13,5¢g (pH 6,5), Verdiinnung 1:10
15Fluka, 44581
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Losung aus 0,1 % igem Triton-X-100 in 0,1 % igem Natriumzitrat bei 4 °C behandelt. Nach
anschliefender 3 maliger Waschung in 0,1 M PBS erfolgte eine Inkubation fiir 1 Stunde
mit der Enzymlésung TdT und der Nukleotidmixtur aus dem TUNEL-Ki‘J; bei 37°C im
Waérmeschrank.

Nach anschlielendem 3 maligen Waschen der Schnitte wurde der Konverter-POD zugege-
ben, ein Antifluoreszein-Antikérper vom Schaf, der mit der Meerrettichperoxidase (POD)
konjugiert ist. Es wurde wiederum fiir eine Stunde bei 37 °C im Warmeschrank inkubiert.
Nach erneutem 3 maligen Waschen mit 0,1 M PBS erfolgte die Entwicklung unter Mikros-
kopkontrolle in 5mg Diaminobenzidin und 20 pul 3 % igem H9Og5 in 10 ml DAB-Diluent,
das Aufziehen der Schnitte auf Gelatine-beschichtete Objekttriger, die Entwésserung mit
Ethylalkohol und die Einbettung der Schnitte wie in Abschnitt [3.3.1.2 schon beschrieben.

3.3.3 Fiarbemethode zur Darstellung von NISSL
3.3.3.1 NISSL-Methode

Thionin ist ein basischer Farbstoff, der an die ribosomale RNA (rRNA), konkret an die
Phosphatreste der Nukleotide, bindet. Somit farbt sich das rauhe endoplasmatische Retiku-
lum, bestehend aus endoplasmatischem Retikulum (ER) und Ribosomen, im Zytoplasma
an. Aulerdem kommt es zur Darstellung des Nukleolus im Zellkern, da dort die rRNA
hergestellt wird.

In der Nervenzelle wird nur das Perikaryon und die somanahen Dendritenabschnitte, nicht
jedoch das Axon angefirbt, da sich das rauhe ER bei der Nervenzelle auf den Zelleib be-
schrankt.

So kommt es lichtmikroskopisch zur Darstellung zahlreicher grober, unregelméfig geform-

ter Teilchen, der sog. Nissl-Schollen, im Perikaryon der Nervenzelle.

3.3.3.2 Durchfithrung der NISSL-Farbung

Die mit dem Kryostaten angefertigten 20 pum dicken Schnitte wurden zunéchst auf
Gelatine-beschichtete Objekttriager aufgezogen und luftgetrocknet. Danach erfolgte eine
4 miniitige Spiilung in Na-Acetat-Puffer (0,1 M, pH 4,6). Es schlof sich die eigentliche
Farbung in einer 0,04 % igen Thioninlésun in Na-Acetat-Puffer (pH 4,6) fiir 10 Minu-

ten an. Nach einer erneuten Spiilung in Na-Acetat-Puffer wurden die Schnitte in einer

"n Situ Cell Death Detection Kit, POD, Mannheim Boehringer, 1684817
18Sigma, T-3387
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aufsteigenden Alkoholreihe aus 50 % igem, 70 % igem und 96 % igem Ethylalkohol differen-
ziert, wobei sie fiir jeweils 5 Minuten im jeweiligen Alkohol verblieben. Durch eine weitere
Entfirbung in 5 % iger Cajput—Ol—LésunE in 96 % igem Ethanol wurde das Gewebe unter
optischer Kontrolle durchsichtiger. Es folgte eine 2 malige Entwisserung in 100 % igem
Ethylalkohol fiir jeweils 2,5 Minuten.

Die Schnitte wurden an der Luft getrocknet und in DePeX eingebettet.

3.4 Auswertung

Fiir die Auswertung wurden die Bilder der Schnitte iiber eine an ein Mikrosko;JQO
angeschlossene Kamera bei entsprechender Vergréflerung in ein computerunterstiitztes
BildverarbeitungssysterrE eingeladen.

Zur Verdeutlichung des weiteren Ganges der Auswertung zeigt die Abbildung [3.3 einen
Ausschnitt aus einem schematischen Hirnschnitt. Es sind auf der linken Seite der durch die
Ischédmie geschédigte Kortex und auf der rechten Seite der kontralaterale gesunde Kortex
dargestellt. Der geschidigte Kortex ist in drei verschiedene Gewebezonen eingeteilt: in
die Zone des Infarktes (schwarz, A), in die Zone der Penumbra (dunkelgrau, B) und in
die Zone des gesunden Gewebes (weif, C). Diese drei Zonen werden im folgenden fiir

die Auswertung innerhalb der verschiedenen Zellzdhlgebiete von besonderem Interesse sein.
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Abbildung 3.3: Schematische Zeichnung des ischdmischen (links) und des gesunden (rechts)
Kortex eines Hirnschnittes mit den verschiedenen Gewebezonen: Zone des Infarktes (A),

Zone der Penumbra (B), Zone des gesunden Gewebes (C)

Neben den oben beschriebenen drei Zonen wurde noch eine weitere vierte Gewebezone

19Gigma, 7517
20Zeiss Axioplan
ppus 2.0
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untersucht. Die Abbildung 3.4 verdeutlicht, wo diese vierte Zone, die sog. ,,Spiegelbildpe-
numbra“, im kontralateralen gesunden Kortex anzusiedeln ist: die hellgraue Gewebezone
(D) stellt die ,,Spiegelbildpenumbra“ dar, welche durch Ausmessung wie ein Spiegelbild
auf den kontralateralen gesunden Kortex projiziert werden konnte. Der Kortex ist nicht
in allen Gewebeschichten durch eine gleiche Neuronendichte gekennzeichnet. Die einzelnen
Kortexschichten sind durch einen unterschiedlichen Zellaufbau definiert. Die ,,Spiegelbild-
penumbra® wurde ausgezdhlt, um diesem Umstand gerecht zu werden. Zudem sollte un-
tersucht werden, ob eine eventuelle Reduktion der Neuronendichte in der Penumbra des
ischdmischen Kortex nicht etwa durch eine ungleiche anatomisch-physiologische Vertei-
lung der Nervenzellen im Kortex bedingt sein konnte. Auf diese Weise sollte eine mogliche
Reduktion der Nervenzellen in der Penumbra aufgedeckt und der Frage nachgegangen
werden, ob die Anzahl der Nervenzellen in der ,,Spiegelbildpenumbra“ der Anzahl der

Nervenzellen im gesunden Gewebe des ischdmischen Kortex weitgehend entspricht.

Abbildung 3.4: Schematische Zeichnung des ischémischen (links) und gesunden (rechts)
Kortex eines Hirnschnittes mit den verschiedenen Gewebezonen: Zone des Infarktes (A),
Zone der Penumbra (B), Zone des gesunden Gewebes (C), Zone der ,,Spiegelbildpenumbra“
(D)

3.4.1 Léasionsidentifikation im ischimischen Kortex anhand der NISSL-
Farbung

Anhand der NISSL-Farbung wurde die Lasion im Kortex identifiziert und so sichergestellt,
dafl durch die Operation auf der Ebene des Striatums (1,2mm bis 0,7 mm post Bregma)
und auf der Ebene des Thalamus (-1,8 mm bis -2,3 mm post Bregma) ein Infarkt durch

den Verschlufl der A. cerebri media herbeigefiihrt worden ist.
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3.4.2 Ausmessung der Penumbra im ischdmischen Kortex

Vor dem Hintergrund verschiedener Untersuchungen, die zeigten, dafl die Expression von
GFAP in der Infarktregion verschwindet und im Periinfarktgebiet ansteigt [33, 35, 31],
wurde auf der Ebene des Striatums und auf der Ebene des Thalamus mit Hilfe der GFAP-
Féarbung die breiteste und die schmalste Stelle der Penumbra im Kortex ermittelt. Dies
geschah konkret, indem lichtmikroskopisch das Band der sich fiir GFAP-positiv anfirben-
den Astrozyten betrachtet und ausgemessen wurde. Es wurde an jeweils 3 Schnitten bei
jeweils 3 Tieren zu allen Uberlebenszeiten bei 200 facher VergroBerung ausgemessen. Die
minimale Weite der Penumbra betrug 500 ym, die maximale 720 pm. So entstand in der
vorliegenden Arbeit eine Definition der Penumbra anhand der GFAP-Farbung.

Auf diese Weise konnte in unserem Fall sichergestellt werden, dafl man fiir die semiquan-
titative Auswertung mit einem Zihlquadrat mit einer Fliche von 200x200 ym? sicher in

der durch die GFAP-Farbung definierten Penumbrazone liegen wird.

3.4.3 Semiquantitative Auswertung der Anzahl von IL-13, IL-6, TNF-«,
i-NOS, n-NOS, TUNEL und NISSL positiven Zellen im ischimi-
schen Kortex und der NISSL positiven Zellen in der ,,Spiegelbild-

penumbra*

Fiir die semiquantitative Auswertung wurden fiir die Uberlebenszeiten 1 Tag, 3 Tage, 7
Tage und 14 Tage jeweils 3 Tiere mit jeweils 3 Schnitten auf den Ebenen des Striatums
und des Thalamus herangezogen. Es wurden im Infarktgebiet, in der Penumbra und im
gesunden Areal des ischdmischen Kortex die lichtmikroskopisch als positiv fiir die Marker
1L-13, IL-6, TNF-«, i-NOS, n-NOS, TUNEL und NISSL und in der , Spiegelbildpenum-
bra“ die lichtmikroskopisch als positiv fiir NISSL zu identifizierenden Zellen mit dem oben
erwihnten Zihlquadrat (200x200 zm?) bei 400 facher Vergroferung ausgezihlt. Die NISSL-
Zahlungen im ischdmischen Kortex und in der ,,Spiegelbildpenumbra® beschrankten sich
auf die Uberlebenszeit 14 Tage. Fiir die statistische Auswertung wurde der Mittelwert
positiver Zellen je Uberlebenszeitpunkt (1d, 3d, 7d, 14d), Zihlgebiet (Infarkt, Penum-
bra, gesundes Gewebe, ,,Spiegelbildpenumbra“), Ebene (Striatum, Thalamus) und Marker
(IL-18, IL-6, TNF-«, i-NOS, n-NOS, TUNEL, NISSL) bestimmt. Weiterhin wurden die
zugehorigen S.E.M.-Werte (Std.abw.//n) ermittelt. Zudem wurde eine statistische Ana-

lyse (Student’s T-Test) der Zelldichten sowohl in der Ebene des Striatums als auch in der
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des Thalamus zwischen Penumbra und ,,Spiegelbildpenumbra“ bzw. der an die Penumbra
angrenzenden Kortexregion mit unbeschidigtem Gewebe fiir die NISSL-Farbungen am 14.

postischdmischen Tag durchgefiihrt.

3.4.4 Dichtemessungen

3.4.4.1 Auszihlung der positiven Zellen im Infarktareal des ischidmischen

Kortex

Alternierend wurden im ischdmischen Kortex ab der Mantelkante jeweils 2 Quadrate im

Infarktgebiet ausgezihlt und 2 Quadrate iibersprungen (Abb.(3.5).

‘ Mantelkante
Quadrat !
200pm nicht |
gezahlt

Quadrat |
gezahlt |

Infarkt Penumbra i Gesund
Quadrat i

nicht !

gezahlt

Quadrat |
gezahlt |

Abbildung 3.5: Auszédhlung der positiven Zellen im Infarktareal im ischémischen Kortex

3.4.4.2 Auszidhlung der positiven Zellen in der Penumbra des ischidmischen

Kortex

Wiederum wurden alternierend im ischdmischen Kortex ab der Mantelkante jeweils 2 Qua-

drate ausgezihlt und 2 Quadrate iibersprungen (Abb. 3.6).

3.4.4.3 Auszidhlung der positiven Zellen im gesunden Gewebe des ischimi-

schen Kortex

Bei der Auszdhlung des gesunden Gewebes wurde von dem am weitesten in die Penum-
bra reichenden Infarktareal im Kortex 1000 ym in Richtung gesundes Gebiet abgemessen.
Durch die Ausmessung der Penumbra, wie in Abschnitt 3.4.2 beschrieben, konnte man

einen 1000 um groflen Abstand vom Rand des Infarktgebietes zum Beginn des gesunden
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; Mantelkante
Quadrat !

nicht 200um |
gezahlt

Quadrat
gezahlt

Infarkt Penumbra |

Quadrat |
nicht i
gezahlt

Quadrat '
gezéhlt |

Abbildung 3.6: Auszéhlung der positiven Zellen in der Penumbra im ischdmischen Kortex

Areals als ausreichend identifizieren, dafl man sich im gesunden Gebiet des ischédmischen

Kortex befand. Dort wurde die Z&dhlung ebenso wie oben beschrieben durchgefiihrt (Abb.
3.7).

; Mantelkante
'l Quadrat
! nicht 200pm

Quadrat
gezahlt

Infarkt Penumbra | Gesund
i Quadrat
! nicht

gezahlt

| Quadrat
| gezahlt

Abbildung 3.7: Auszidhlung der positiven Zellen im gesunden Gewebe im ischédmischen

Kortex

3.4.4.4 Auszihlung der ,,Spiegelbildpenumbra* im kontralateralen gesunden

Kortex

Ebenso wie oben beschrieben wurde in der sog. ,,Spiegelbildpenumbra“ im kontralateralen
gesunden Kortex alternierend ab der Mantelkante jeweils 2 Quadrate ausgezahlt und 2

Quadrate iibersprungen.



Kapitel 4
Ergebnisse

4.1 Infarktmuster im zeitlichen Verlauf anhand der NISSL-

Farbung

Die durch den transienten Verschluf§ der rechten A. cerebri media erzeugte fokale zerebrale
Ischémie fithrt zu einem Infarkt im lateralen und medialen Striatum und im angrenzenden
Kortex der rechten Hemisphére.

1 Tag nach der Reperfusion kommt es zu einer deutlich blasseren Anfarbung grofler
Anteile des rechten Kortex und nahezu des ganzen rechten Striatums bedingt durch die
Schidigung aller Zellen, die sich im Infarktbereich befinden. Der Restgewebsverband ist
noch weitgehend erhalten. Es zeigt sich eine Anschwellung des Striatums und des Kortex
der von der Ischimie betroffenen Hemisphire, die den rechten Seitenventrikel diskret
einengt.

Am 3. Tag nach der Reperfusion hat die Resorbtion des geschidigten Gewebes eingesetzt.
Das Gewebe erscheint zerrissen und in Auflésung begriffen. Der Gewebeabbau setzt sich
bis zum 7. postoperativen Tag fort und findet seinen Hohepunkt am 14. Tag in einer
vollstéandigen Kolliquationsnekrose. Die Pannekrose betrifft das laterale Striatum, Teile
des medialen Striatums, den piriformen, insularen und Teile des parietalen Kortex. Die
Penumbra entwickelt sich im frontralen bis frontoparietalen Kortex.

Auf der Ebene des Thalamus zeigt sich eine dhnliche kortikale Entwicklung des Gewebe-
schadens.

Folglich ergibt sich mit der Zunahme der Uberlebenszeit der Tiere (1d, 3d, 7d bis

14d) nach der Ischdmie sowohl auf der Ebene des Striatums (1,2mm bis 0,7mm post

33
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Bregma) als auch auf der Ebene des Thalamus (-1,8 mm bis -2,3mm post Bregma) ein
ausgedehnterer Gewebeverlust im Mediastromgebiet, dessen Endzustand sich in Abb. [4.1]
14 d postoperativ in der NISSL-Farbung darstellt. Nur noch ein kleiner medialer Anteil
des Striatums und des Kortex ist im Vergleich zur kontralateralen Kontrollseite erhalten
geblieben.

In der kontralateralen gesunden Hemisphére kann keine ischdmische Gewebezone ausge-

macht werden.

Abbildung 4.1: Frontalschnitt in der Striatumebene, 14 d postop. , NISSL-Féarbung, 4 fache
Vergroflerung. Die NISSL-Féarbung zeigt die Infarktareale im Striatum und im Kortex
(links) und die gesunde kontralateralen Seite (rechts) 14 Tage nach der Reperfusion.
Durch die Kolliquationsnekrose hat sich das Gewebe im Infarktbereich vollig aufgelost.
Balken = 1,0 mm.
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4.2 GFAP-Immunhistochemie

Am 1. Tag nach der Reperfusion zeigen sich in der kontralateralen gesunden Hemisphére
sowohl in der Striatumebene als auch in der Thalamusebene ubiquitér im Hirnparenchym
um Blutgefifie konzentrierte, ruhende, nicht aktivierte Astrozyten. Diese betonen insbe-
sondere das Corpus callosum und die Hippocampusregion. Im Infarktkern der ischémi-
schen Hemisphére farben sich dagegen degenerierende Astrozyten an. Wahrend in den die
Infarktbereiche umsdumenden Penumbrazonen der ischdmischen Hemisphire aktivierte,
hypertrophierte Astrozyten auf den Plan treten, zeigen sich im an die Penumbrazonen
angrenzenden nicht vom Infarkt betroffenen gesunden Gewebe vereinzelt ruhende Astro-
zyten.

Am 3. postoperativen Tag zeigt sich eine dhnliche Situation wie schon am 1. Tag be-
schrieben in Bezug auf die kontralaterale gesunde Hemisphére, die Penumbrazonen und
das an die Penumbrazonen angrenzende gesunde Gewebe in der Striatumebene und in der
Thalamusebene. Im Infarktkern kénnen grofitenteils nur noch Zelltriimmer ausgemacht
werden. Ganz vereinzelt werden noch degenerierende Astrozyten gesehen.

Am 7. postischdmischen Tag stellen sich die Infarktbereiche aufgrund vom Abbau des Ge-
webes nur noch rudimentér dar (Abb. 4.2). In den Penumbraarealen kommt es zu einer
zu fritheren Uberlebenszeitpunkten noch nicht vorhandenen starken Anfirbbarkeit GFAP-
positiver Astrozyten, die die Infarktareale wie ein Band umsidumen (Abb. 4.2). Es stellt
sich eine starke Hyperplasie der GFAP-positiven Astrozyten in der Penumbra ein. Die
Astrozyten sind balloniert und hypertrophiert (Abb.|4.3). In der kontralateralen gesunden
Hemisphére und im angrenzenden gesunden Gewebe der ischdmischen Hemisphiéire zeigen
sich weiterhin ubiquitér vereinzelte, ruhende, um Blutgefifie gruppierte Astrozyten.

14 Tage nach der Reperfusion sieht man einen leichten Riickgang der Anfirbbarkeit der
GFAP-positiven Astrozyten in den Penumbraarealen. Ansonsten gilt das Verteilungsmu-
ster fiir die Astrozyten wie oben schon mehrfach beschrieben.

Mit Hilfe der GFAP-positiven Astrozyten wird in der vorliegenden Arbeit die Penum-
bra zur weiteren Auswertung der anderen immunhistochemischen Férbungen definiert, da

insbesondere sie sich als eine Region starker Astrozytose darstellt.
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Abbildung 4.2: Frontalschnitt in der Striatumebene, 7d postop., GFAP-Farbung, 4 fache
Vergroflerung. Die GFAP-Farbung zeigt die Infarkt- und Penumbraareale im Striatum
und im Kortex (links) und die gesunde kontralateralen Seite (rechts) 7 Tage nach der
Reperfusion. In den Penumbraarealen kommt es zu einer starken Anfirbbarkeit GFAP-
positiver Astrozyten, die die Infarktareale wie ein Band umsdumen. Balken =1,0 mm.

Abbildung 4.3: Frontalschnitte des ischdmischen Kortex in der Striatumebene, 7 d postop.
GFAP-Fiarbung, 50 fache (A) und 400 fache (B) Vergrofierung. Die eingerahmte Zone im
Kortex korrespondiert zu dem Penumbraareal in der grofien Vergroflerung. Am 7. Tag nach
der Reperfusion stellt sich eine starke Hyperplasie der GFAP-positiven Astrozyten in der
Penumbra (rechts) ein. Die Astrozyten sind balloniert und hypertrophiert (ausgefiillte
Pfeile) (B). Balken (A) =80 um; Balken (B) =10 pm.
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4.3 OX 42-Immunhistochemie

Am 1. Tag nach der Reperfusion zeigen sich in der kontralateralen Hemisphire keine OX
42-positiven Zellen im Striatum und im Kortex in der Ebene des Striatums. In der Ebene
des Thalamus firben sich ebenfalls keine Zellen im Hippocampus, Thalamus oder Kortex in
der nicht von der Ischdmie betroffenen kontralateralen Hemisphére an. Allerdings kénnen
in beiden Ebenen im Corpus callosum ruhende, residente, ramifizierte OX 42-positive Mi-
krogliazellen ausgemacht werden. Der Infarktkern stellt sich eher OX 42 leer dar. In ihm
finden sich Zelltriimmer. In den Penumbraarealen kénnen insbesondere im Striatum und
im Corpus callosum OX 42-positive, z.T. aktivierte Mikrogliazellen/Makrophagen ausge-
macht werden. Das angrenzende gesunde Gewebe der ischdmischen Hirnseite zeigt keine
angefirbten Zellen.

Am 3. postischdmischen Tag treten kontralateral ubiquitir OX 42-positive, ramifizierte
Zellen in der Striatumebene auf. Im kontralateralen Gewebe in der Thalamusebene zeigt
sich ebenfalls ubiquitéir eine verdnderte Anfirbbarkeit fiir die Mikroglia. OX 42-positive
Zellen siedeln sich insbesondere im Corpus callosum und im Hippocampus an. Im In-
farktareal zeigen sich neben degenerierenden Mikrogliazellen auch eine grofie Anzahl OX
42-positiver, schmaler, runder, makrophagenéhnlicher Zellen (Abb.[4.4). Aufgrund der Ver-
teilung dieser Zellen 148t sich schlieflen, daf es sich dabei um iiber die Bluthirnschranke
eingewanderte Makrophagen handelt, die ebenfalls wie Mikrogliazellen durch den immun-
histochemischen Marker OX 42 dargestellt werden. Die Penumbraareale sind eher wenig
durch OX 42-positive Zellen besiedelt. Das angrenzende gesunde Gewebe der geschédigten
Seite zeigt ebenfalls einige angeférbte Zellen.

Am 7. postischdmischen Tag setzt eine verstirkte Expression in der kontralateralen ge-
sunden Seite ein. Das Gewebe der Infarktareale ist weitgehend aufgelost. Es zeigt sich eine
starke Aktivitédt an OX 42-positiven Zellen in der den ischdmischen Kern umgebenden Pe-
numbrazone. Die Mikrogliazellen/Makrophagen der Penumbra reagieren auf die Ischdmie
mit einer Proliferation und einer Umwandlung in ihre typische kugelige, amodboide, phago-
zytoseaktive Form (Abb. [4.4). Das angrenzende gesunde Gewebe ist weiterhin durch OX
42-positive Zellen geprigt.

Am 14. Tag zeigt die kontralaterale gesunde Hemisphiére nur ganz vereinzelt OX 42-positive

Zellen. Die starke Anfarbbarkeit der Zellen in der Penumbra erscheint riickldufig.
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Abbildung 4.4: Frontalschnitte des ischdmischen Kortex in der Striatumebene, 3d (A,B)
und 7d (C,D) postop., OX 42-Férbung, 50 fache (A,C) und 400 fache (B,D) Vergroferung.
Die eingerahmte Zone im Kortex (A) korrespondiert zu dem Infarktareal in der grofien
Vergroflerung (B). Am 3. Tag nach der Reperfusion zeigen sich neben degenerierenden Mi-
krogliazellen eine grofie Anzahl OX 42-positiver schmaler runder, makrophagendhnlicher
Zellen (ausgefiillte Pfeile) im Infarktareal (links) (A,B). Die eingerahmte Zone im Kortex
(C) korrespondiert zu dem Penumbraareal in der groflen Vergrofierung (D). Sieben Tage
nach der Reperfusion stellt sich eine starke Reaktivitdt an OX 42-positiven Zellen in der
Penumbrazone (rechts) ein (C,D). Die Mikrogliazellen proliferieren und haben sich umge-
wandelt von ihrer ruhenden, ramifizierten (unausgefiillte Pfeile) in ihre typische kugelige,
amoboide, phagozytoseaktive Form (ausgefiillte Pfeile) um. Balken (A,C) =80 um; Balken
(B,D) =10 pm.
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4.4 IL-1/-Immunhistochemie

Am 1. Tag nach der Reperfusion farben sich sowohl in der Striatumebene als auch in der
Thalamusebene bis auf einige vereinzelte kugelige Zellen mit Fortsdtzen in der Hippo-
campusregion noch keine IL-13-positiven Zellen im gesunden Gewebe der kontralateralen,
nicht von der Ischdmie betroffenen Hemisphire an. In den Infarktarealen zeigen sich meist
Zelltrimmer und nur ganz vereinzelt Zellformationen. Dagegen fiarben sich in den Penum-
brazonen IL-13-positive Zellen an, die von ihrer Gestalt her an Gliazellen erinnern und
z.T. in der Ndhe von GeféBen angesiedelt sind (Abb. [4.5). Das an die Penumbrazonen
angrenzende gesunde Gewebe der ischdmischen Hemisphére weist fast keine fiir den im-
munhistochemischen Marker IL-13 positive Zellen auf (Abb.[4.6, Abb.[4.7).

Am 3. postoperativen Tag zeigen sich einige IL-13-positive Zellen im Striatum, im Tha-
lamus und im Kortex in der Striatum- und in der Thalamusebene der kontralateralen
gesunden Hemisphére. Die Zellen besitzen grofie kugelige Zelleiber und z.T. kiirzere, z.T.
lingere Fortsidtze. In den Infarktarealen werden weiterhin Zelltriimmer gesehen. Die Pe-
numbraareale sind von vielen IL-13-positiven Zellen besiedelt. Diese Zellen haben ebenfalls
Fortsétze, die sich eher kurz darstellen. Im an die Penumbrazonen angrenzenden gesunden
Gewebe treten Zellen mit langen, durch die Kortexschichten ziehenden Fortsétzen auf.

7 Tage nach dem Ischédmieereignis verstirkt sich die Expression IL-13-positiver Zellen
im Striatum, im Hippocampus, im Thalamus und im Kortex in der Striatum- und in
der Thalamusebene der kontralateralen gesunden Hemisphére. Das Infarktgewebe ist fast
vollstandig aufgelost. Die Anzahl IL-15-positiver Zellen in den Penumbraarealen nimmt
weiter zu. Es sind Zellen mit groflen, kugeligen Zelleibern mit z.T. kiirzeren, z.T. ldngeren
Fortsétzen (Abb. [4.5). Dabei konnte es sich bei diesen Zellen um amdoboide Gliazellen
oder eventuell auch um Neurone handeln. Das angrenzende gesunde Gewebe zeigt weiter-
hin Zellen mit langen, durch die Schichten des Kortex ziehenden Fortsétzen.

Am 14. Tag tauchen in der kontralateralen gesunden Hemisphire schliefilich nur noch ei-
nige wenige, schwach angeféirbte IL-13-positive Zellen auf. Dies gilt ebenso fiir das an die
Penumbrazonen angrenzende gesunde Gewebe der ischdmischen Hemisphére. Dort werden
nur noch selten Zellen mit kugeligen Zelleibern angetroffen. Auch das Gebiet der Pe-
numbra ist am 14. postischdmischen Tag durch eine Abnahme der IL-18-positiven Zellen

gekennzeichnet (Abb. 4.5).
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Abbildung 4.5: Frontalschnitte des ischdmischen Kortex in der Striatumebene, 1d (A),
3d (B), 7d (C) und 14d (D) postop. , IL-15-Farbung, 400 fache Vergroferung. Am 1. Tag
nach der Reperfusion fiarben sich IL-13-positive Zellen in der Penumbra (rechts) an, die
in ihrer Morphologie an Gliazellen erinnern und z.T. in der Nachbarschaft von Geféflen
angesiedelt sind (ausgefiillte Pfeile) (A). 3, 7 und 14 Tage nach der Reperfusion treten je
nach Uberlebenszeit eine verschieden groBe Anzahl an IL-13-positiven Zellen in der Pe-
numbra (rechts) auf, die groBe kugelige Zelleiber und z.T. kiirzere, z.T. lingere Fortsétze
aufweisen (ausgefiillte Pfeile) (B,C,D). Diese Zellen zeigen ein besonders starkes Anférbe-
verhalten in der Penumbrazone am 7. Tag nach der Reperfusion (ausgefiillte Pfeile) (C).
Balken (A,B,C,D) =10 um.
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Abbildung 4.6: Anzahl der IL-13-positiven Zellen in 40.000 pm? des ischéimischen Kortex
in der Ebene des Striatums im Infarktareal, in der Penumbra und im an die Penumbra
angrenzenden gesunden Gewebe. Zeitverlauf: 1d, 3d, 7d, 14d. Die Werte sind Mittelwerte

+ S.E.M.
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Abbildung 4.7: Anzahl der IL-13-positiven Zellen in 40.000 pm? des ischéimischen Kortex
in der Ebene des Thalamus im Infarktareal, in der Penumbra und im an die Penumbra
angrenzenden gesunden Gewebe. Zeitverlauf: 1d, 3d, 7d, 14d. Die Werte sind Mittelwerte
+ S.E.M.
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4.5 IL-6-Immunhistochemie

1 Tag nach der Ischdmie zeigen sich im gesunden Gewebe der kontralateralen, nicht
geschidigten Hirnhélfte sowohl in der Ebene des Striatums als auch in der Ebene des
Thalamus keine IL-6-positiven Zellen. In den Penumbrazonen dagegen zeigen sich schon
mehrere IL-6-positive Zellen (Abb. 4.9, Abb. 4.10). Sie zeigen einen runden Zelleib und
besitzen in der Regel keine Fortséitze. Dies konnte auf Gliazellen hindeuten. In den an die
Penumbrazonen angrenzenden gesunden Gewebeabschnitten der ischdmischen Hemisphére
farben sich keine IL-6-positiven Zellen an. In den Infarktarealen befinden sich Zelltriimmer
und nur ganz vereinzelt abgrenzbare Zellen.

Am 3. Tag nach der Reperfusion steigt die Expression IL-6-positiver Zellen im Striatum,
im Hippocampus, im Thalamus und im Kortex in der Striatum- und in der Thalamus-
ebene der kontralateralen gesunden Hemisphére an. Die Zellen zeichnen sich durch grofle,
kugelige Zelleiber und z.7T. kiirzere, z.T. langere Fortsdtze aus. Die Zelltriimmer in den
Infarktbereichen sind weiterhin vorhanden. Diese werden durch eine Penumbrazone mit
mehreren IL-6-positiven Zellen umsdumt, die eher kurze Fortséitze aufweisen. Im an die
Penumbrazonen angrenzenden gesunden Gewebe erscheinen Zellen mit langen, durch den
Kortex ziehenden Fortséitzen.

Am 7. postoperativen Tag farben sich die IL-6-positiven Zellen in den Penumbrazonen
ganz besonders stark an (Abb.[4.9, Abb.[4.10). Die grofien, kugeligen Zelleiber mit z.T.
kiirzeren, z.T. langeren Fortsétzen sind deutlich zu sehen (Abb. [4.8). Unter diesen Zellen
konnten sich, wie sich beim Durchfokussieren der Schnitte zeigt, einige Neurone befinden.
Das Gewebe des benachbarten Infarktes weist noch einige IL-6-positive Zellen auf. Das
angrenzende gesunde Gewebe zeigt weiterhin Zellen mit langen, durch die Schichten des
Kortex ziehenden Fortsdtzen. Die Expression IL-6-positiver Zellen im Striatum, im Hip-
pocampus, im Thalamus und im Kortex in der Striatum- und in der Thalamusebene der
kontralateralen gesunden Hemisphére verstérkt sich ebenfalls weiterhin.

Am 14. Tag bleiben in der kontralateralen gesunden Hemisphére nur noch vereinzelt IL-
6-positive Zellen bestehen. Auch die Penumbra der geschidigten Hemisphére weist eine
mehr oder weniger grofle Reduktion der IL-6-positiven Zellen auf. Im an die Penumbra
angrenzenden gesunden Gewebe erfahren die IL-6-positiven Zellen nur noch selten eine

Anfarbung.
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Abbildung 4.8: Frontalschnitte des ischdmischen Kortex in der Striatumebene, 1d (A),
3d (B), 7d (C) und 14d (D) postop., IL-6-Firbung, 400 fache Vergroferung. Dargestellt
ist wiederum im jeweiligen Schnitt links der Infarkt und rechts die Penumbra. Am 1.
Tag nach der Reperfusion farben sich sehr diskret IL-6-positive Zellen in der Penumbra an
(A). Das Anfirbeverhalten steigert sich mit Zunahme der Uberlebenszeiten. Es zeigen sich
IL-6-positive Zellen (B,C,D), die groflie, kugelige Zelleiber und z.T kiirzere, z.T. lingere
Fortsétze haben (ausgefiillte Pfeile). Am 7. postoperativen Tag fiarben sich diese Zellen
besonders stark an (C). Balken (A,B,C,D) =10 um.
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Abbildung 4.9: Anzahl der IL-6-positiven Zellen in 40.000 pm? des ischdmischen Kortex
in der Ebene des Striatums im Infarktareal, in der Penumbra und im an die Penumbra
angrenzenden gesunden Gewebe. Zeitverlauf: 1d, 3d, 7d, 14d. Die Werte sind Mittelwerte
+ S.E.M.
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Abbildung 4.10: Anzahl der IL-6-positiven Zellen in 40.000 um? des ischiimischen Kortex
in der Ebene des Thalamus im Infarktareal, in der Penumbra und im an die Penumbra
angrenzenden gesunden Gewebe. Zeitverlauf: 1d, 3d, 7d, 14d. Die Werte sind Mittelwerte
+ S.E.M.
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4.6 TNF-o-Immunhistochemie

Am 1. postischimischen Tag werden weder in der Striatumebene noch in der Thalamusebe-
ne TNF-a-positive Zellen im gesunden Gewebe der kontralateralen, nicht von der Ischdmie
betroffenen Hemisphére angetroffen. Die Infarktbereiche in der geschédigten Hemisphére
zeigen neben Zelltriimmern auch einige TNF-a-positive Zellen. In den Penumbrabereichen
farben sich sehr vereinzelt TNF-a-positive Zellen an (Abb.[4.12, Abb.[4.13). Im gesunden
an die Penumbrabereiche angrenzenden Gewebe der ischdmischen Hemisphére kénnen da-
gegen keine TNF-a-positiven Zellen gesehen werden.

Am 3. postoperativen Tag steigt die Anfarbbarkeit TNF-a-positiver Zellen im Striatum,
im Hippocampus, im Thalamus und im Kortex in der Striatum- und in der Thalamusebene
der kontralateralen gesunden Hemisphére an. Die Zellen weisen grofle, kugelige Zelleiber
und z.T. kiirzere, z.T. ldngere Fortsidtze auf. Die Gegend des Infarktes 148t weiterhin
Zelltriimmer erkennen. In den Penumbraarealen zeigt sich eine steigende Anzahl TNF-a-
positiver Zellen, die eher kurze Fortsidtze besitzen und somit eher an Glia erinnern. Im
an die Penumbrazonen angrenzenden gesunden Gewebe weisen die Zellen lange, durch die
Kortexschichten ziehende Fortsétze auf.

Am 7. postoperativen Tag erscheint eine besonders starke Anfiarbbarkeit oben beschrie-
bener Zellen. Die deutlich gesteigerte Expression TNF-a-positiver Zellen zeigt sich im
Striatum, im Hippocampus, im Thalamus und im Kortex der Striatum- und der Thalamus-
ebene der kontralateralen gesunden Hemisphére. Aber auch das Anfiarbeverhalten TNF-
a-positiver Zellen in den Penumbraarealen nimmt weiter zu (Abb. [4.11] Abb. |4.12| Abb.
4.13). Bei den grofien, kugeligen Zelleibern mit z.T. kiirzeren, z.T. lidngeren Fortsétzen
scheint es sich erneut um Gliazellen zu handeln. Dabei kann nicht ausgeschlossen werden,
daf} sich auch einige Neurone angefarbt haben. Das an die Penumbra angrenzende gesunde
Gewebe beherbergt weiterhin Zellen mit langen durch die Schichten des Kortex ziehenden
Fortsétze. Das Infarktgewebe stellt sich aufgrund des Zellverlustes fast nicht mehr dar.
14 Tage nach dem Ischédmieereignis firben sich in der kontralateralen gesunden Hemisphéire
fast keine TNF-a-positiven Zellen mehr an. Dies gilt ebenso fiir das an die Penumbrazo-
nen angrenzende gesunde Gewebe der geschidigten Hemisphére, in dem noch vereinzelt
Zellen mit kugeligen Zelleibern angetroffen werden. Auch das Gebiet der Penumbra ist am
14. postischdmischen Tag durch eine Abschwichung der Anfarbbarkeit TNF-a-positiver
Zellen gekennzeichnet (Abb. [4.11).
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Abbildung 4.11: Frontalschnitte des ischdmischen Kortex in der Striatumebene, 1d (A), 3d
(B), 7d (C) und 14d (D) postop., TNF-a-Farbung, 400 fache Vergrofierung. Links stellt
sich wiederum der Infarkt und rechts die Penumbra im jeweiligen Schnitt dar. Am 1. Tag
nach der Reperfusion férben sich fast keine TNF-a-positive Zellen in der Penumbra an (A).
Dies dndert sich am 3. ,7. und 14. postischdmischen Tag. Es erscheinen TNF-a-positive Zel-
len (B,C,D), die grofe, kugelige Zelleiber und z.T kiirzere, z.T. lingere Fortséitze besitzen
(ausgefiillte Pfeile). Am 7. postoperativen Tag erscheint eine besonders starke Anférbbar-
keit dieser Zellen. Balken (A,B,C,D) =10 pm.
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Abbildung 4.12: Anzahl der TNF-a-positiven Zellen in 40.000 pm? des ischimischen Kor-
tex in der Ebene des Striatums im Infarktareal, in der Penumbra und im an die Penumbra
angrenzenden gesunden Gewebe. Zeitverlauf: 1d, 3d, 7d, 14d. Die Werte sind Mittelwerte
+ S.E.M.
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Abbildung 4.13: Anzahl der TNF-a-positiven Zellen in 40.000 pm? des ischimischen Kor-
tex in der Ebene des Thalamus im Infarktareal, in der Penumbra und im an die Penumbra
angrenzenden gesunden Gewebe. Zeitverlauf: 1d, 3d, 7d, 14d. Die Werte sind Mittelwerte
+ S.E.M.
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4.7 1-NOS-Immunhistochemie

Am 1. Tag nach der Reperfusion zeigt sich eine zarte Expression i-NOS-positiver Zel-
len in der kontralateralen gesunden Hemisphére sowohl in der Striatumebene als auch
in der Thalamusebene im Parenchym des Striatums, des Hippocampus, des Thalamus
und des Kortex. In dem Infarktkern der geschidigten Hemisphére treten vereinzelt kleine,
rundliche, kriftig angefirbte Zellen auf. Diese Art von Zellen farben sich auch in den Pe-
numbrazonen an (Abb.[4.14). Im an die Penumbrazonen angrenzenden, nicht vom Infarkt
betroffenen gesunden Gewebe der ischdmischen Hemisphire werden keine i-NOS-positiven
Zellen angetroffen.

Am 3. postischdmischen Tag beginnt eine stirkere Anfarbung i-NOS-positiver Zellen in
der kontralateralen gesunden Hemisphére. Es zeigt sich eine besondere Betonung der Kor-
texabschnitte, des Hippocampus und des Thalamus, weniger des Striatums. Die Penum-
brazonen und das an die Penumbrazonen angrenzende gesunde Gewebe zeigen eine an-
steigende Zahl i-NOS-positiver Zellen in der Striatumebene und in der Thalamusebene
(Abb.[4.15, Abb.|4.16). Die Zellen besitzen groBe, kugelige Zelleiber und z.T kiirzere, z.T.
lingere Fortsdtze. Im Ischédmiekern befinden sich keine Zellen mehr.

Am 7. postischdmischen Tag stellen sich die Infarktbereiche aufgrund vom Verlust des Ge-
webes fast nicht mehr dar. In den Penumbraarealen, im angrenzenden gesunden Gewebe
der ischémischen Hemisphére und in der kontralateralen gesunden Hemisphére kommt es
zu einer, zu fritheren Uberlebenszeitpunkten noch nicht vorhandenen, starken Anfirbbar-
keit i-NOS-positiver Zellen (Abb. 4.15) Abb.[4.16), die weiterhin oben beschriebene Mor-
phologie besitzen und grofitenteils an Gliazellen erinnern. Allerdings kénnten sich auch
hier einige Neurone als i-NOS-positive Zellen darstellen.

14 Tage nach der Reperfusion 148t die Anfiarbbarkeit der i-NOS-positiven Zellen durch-
weg in allen oben beschriebenen Gewebszonen nach. Auch in der Penumbra werden im
Vergleich zum 7. Tag weniger i-NOS-positive Zellen gesehen (Abb. [4.14). Dennoch zeigt
sich auch am 14. postischdmischen Tag noch ein relativ hohes Level der Expression des

immunhistochemischen Markers i-NOS.
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Abbildung 4.14: Frontalschnitte des ischdmischen Kortex in der Striatumebene, 1d (A),
3d (B),7d (C) und 14d (D) postop., i-NOS-Farbung, 400 fache Vergrofierung. Der Infarkt
liegt auf der linken, die Penumbra auf der rechten Seite im jeweiligen Schnitt. Schon am
1. postischdmischen Tag zeigen sich vereinzelt i-NOS-positive Zellen sowohl im Infarkt-
(unausgefiillter Pfeil) als auch im Penumbrabereich (ausgefiillte Pfeile) (A). Am 3.,7. und
14. Tag nach der Ischdmie steigert sich die Anzahl i-NOS-positiver Zellen insbesondere
in der Penumbrazone (ausgefiillte Pfeile) (B,C,D). Das Anfiarbeverhalten dieser Zellen,
die grofle, kugelige Zelleiber und z.T kiirzere, z.T. lingere Fortsiitze aufweisen (ausgefiillte
Pfeile), erfdhrt am 7. Tag nach der Reperfusion in der Penumbra ein Maximum (C). Balken
(A,B,C,D) =10 pm.
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Abbildung 4.15: Anzahl der i-NOS-positiven Zellen in 40.000 pm? des ischimischen Kortex
in der Ebene des Striatums im Infarktareal, in der Penumbra und im an die Penumbra
angrenzenden gesunden Gewebe. Zeitverlauf: 1d, 3d, 7d, 14d. Die Werte sind Mittelwerte
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Abbildung 4.16: Anzahl der i-NOS-positiven Zellen in 40.000 gm? des ischimischen Kortex
in der Ebene des Thalamus im Infarktareal, in der Penumbra und im an die Penumbra
angrenzenden gesunden Gewebe. Zeitverlauf: 1d, 3d, 7d, 14d. Die Werte sind Mittelwerte

+ S.E.M.
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4.8 n-NOS-Immunhistochemie

Am 1. Tag nach der Reperfusion zeigen sich in der kontralateralen Hemisphire viele n-
NOS-positive Zellen im Striatum und im Kortex in der Ebene des Striatums. In der Ebene
des Thalamus firben sich ebenfalls Zellen im Hippocampus und im Kortex an. Diese gesun-
den Neurone haben ein grofles Perikaryon und lange Fortsétze. Im Infarktkern, in dem sich
Zelltriimmer befinden, stellen sich n-NOS-positive degenerierende Neurone, d.h. Neurone,
die eine perlschnurartige Verkiirzung oder einen vélligen Verlust ihrer Fortsétze aufweisen
(Abb. [4.18), dar. In den Penumbraarealen und im angrenzenden gesunden Gewebe der
ischdmischen Hirnseite werden neben degenerierenden auch intakte Neurone, d.h. Neuro-
ne mit langen Fortsétzen und groBen Perikarien, gesehen (Abb. Abb. [4.20).

Am 3. postischdmischen Tag treten kontralateral ubiquitér intakte n-NOS-positive Neuro-
ne mit langen Fortsétzen in der Striatumebene (Abb.|4.17) und in der Thalamusebene auf.
Im Infarktareal zeigen sich weiterhin degenerierende n-NOS-positive Neurone. Die Penum-
braareale sind weiterhin durch degenerierende Neurone gekennzeichnet. Zudem werden in
den Penumbraarealen auch intakte Neurone gesehen. Im angrenzenden gesunden Gewebe
der geschidigten Hemisphére ist die Anzahl degenerierender Nervenzellen riicklaufig.
Am 7. postischdmischen Tag setzt sich die oben beschriebene Tendenz fort. Die Expressi-
on in der kontralateralen gesunden Seite 148t auch zu diesem Zeitpunkt gesunde Neurone
erkennen. Das Gewebe des Infarktbereiches ist weitgehend aufgelost. Es zeigen sich z.T.
noch vereinzelt degenerierende n-NOS-positive Neurone. Die Anzahl der degenerierenden
n-NOS-positiven Zellen in der den Ischdmiekern umgebenden Penumbrazone sinkt weiter.
Im angrenzenden gesunden Gewebe sind intakte, aber fast keine degenerierende Neurone
mehr anzutreffen.

Am 14. postischimischen Tag treten fast keine degenerierende Neurone mehr in der Pe-
numbra auf. Die kontralaterale gesunde Hemisphére, die Penumbra und das angrenzende
gesunde Gewebe wird von intakten Neuronen besiedelt (Abb. [4.19, Abb. 4.20). Der In-

farktkern stellt sich aufgrund des Verlustes der Zellen nicht mehr dar.
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Abbildung 4.17: Frontalschnitt des gesunden kontralateralen Kortex in der Striatumebene,
3d postop. , n-NOS-Fiarbung, 400 fache Vergroflerung. Dargestellt ist ein gesundes Neuron
mit langen Fortsétzen. Balken =10 pym.
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Abbildung 4.18: Frontalschnitte des ischidmischen Kortex in der Striatumebene, 1d po-
stop., n-NOS-Féarbung, 50 fache (A) und 400 fache (B) Vergréfierung. Die eingerahmte
Zone im Kortex korrespondiert zu dem Penumbraareal in der groflen Vergréflerung. Es
zeigen sich am 1. Tag nach der Reperfusion degenerierende Neurone, die eine perlschnur-
artige Verkiirzung oder einen volligen Verlust ihrer Fortsétze aufweisen (ausgefiillte Pfeile)
(B). Balken (A) =80 um; Balken (B) =10 pm.
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Abbildung 4.19: Anzahl der intakten n-NOS-positiven Zellen in 40.000 ym? des ischimi-
schen Kortex in den Ebenen des Striatums und des Thalamus im Infarktareal, in der

Penumbra und im an die Penumbra angrenzenden gesunden Gewebe. Zeitverlauf: 1d, 3d,
7d, 14d. Die Werte sind Mittelwerte + S.E.M.
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Abbildung 4.20: Anzahl der degenerierenden n-NOS-positiven Zellen in 40.000 pm? des
ischdmischen Kortex in den Ebenen des Striatums und des Thalamus im Infarktareal, in

der Penumbra und im an die Penumbra angrenzenden gesunden Gewebe. Zeitverlauf: 1d,
3d, 7d, 14d. Die Werte sind Mittelwerte = S.E.M.
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4.9 TUNEL-Farbungen

Am 1. postischdmischen Tag nach der Reperfusion zeigen sich in der kontralateralen gesun-
den Hemisphére weder in der Striatumebene noch in der Thalamusebene TUNEL-positive
Zellen im Hirnparenchym. Auch in den die Infarktbereiche umgebenden Penumbrazonen
und in den an die Penumbrazonen angrenzenden, nicht vom Infarkt betroffenen gesunden
Gewebe der ischdmischen Hemisphire sind keine TUNEL-positive Zellen ausfindig zu ma-
chen. Dagegen zeigen sich im Infarktkern der von der Ischémie betroffenen Hemisphére
mehrere TUNEL-positive Zellen.

Am 3. postoperativen Tag stellt sich die Situation dhnlich wie schon am 1. Tag beschrie-
ben in Bezug auf die kontralaterale gesunde Hemisphére und das an die Penumbrazonen
angrenzende gesunde Gewebe in der Striatumebene und in der Thalamusebene dar. In den
Penumbrazonen werden vereinzelt TUNEL-positive Zellen gesehen. In den Infarktkernen
dagegen firbt sich ein Maximum an TUNEL-positiven Zellen an (Abb. 4.21) Abb. [4.23,
Abb. [4.24).

Am 7. postischdmischen Tag 148t das Anfarbeverhalten der Zellen im Bereich des In-
farktes nach. In den Penumbraarealen kommt es dagegen weiterhin zu einer Expression
TUNEL-positiver Zellen. In der kontralateralen gesunden Hemisphére und im angrenzen-
den gesunden Gewebe der ischdmischen Hemisphére zeigen sich dagegen weiterhin keine
TUNEL-positiven Zellen.

14 Tage nach der Reperfusion wird der Infarktbereich aufgrund des Zellunterganges nicht
mehr gesehen. In den Penumbraarealen zeigen sich nun vermehrt TUNEL-positive Zel-

len (Abb. 4.22) Abb. 4.23, Abb.[4.24). In der kontralateralen gesunden Hemisphére und

im angrenzenden gesunden Gewebe der ischdmischen Hemisphére kénnen keine TUNEL-

positiven Zellen nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.21: Frontalschnitt des ischdmischen Kortex in der Striatumebene, 3 d postop.
TUNEL-Farbung, 400 fache Vergréflerung. Dargestellt ist ein Ausschnitt aus dem Infarkt-
gebiet, in dem sich eine grofle Anzahl TUNEL-positiver Zellen anfdarbt. Balken =10 pm.

Abbildung 4.22: Frontalschnitte des ischdmischen Kortex in der Thalamusebene, 14 d po-
stop., TUNEL-Farbung, 50 fache (A) und 400 fache (B) Vergroferung. Die eingerahmte
Zone im Kortex korrespondiert zu dem Penumbraareal in der grofien Vergroflerung. Am
14. postischdmischen Tag zeigen sich vermehrt TUNEL-positive Zellen im Penumbragebiet
(rechts) (ausgefiillte Pfeile) (B). Balken (A) =80 pm; Balken (B) =10 um.
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Abbildung 4.23: Anzahl der TUNEL-positiven Zellen in 40.000 ym? des ischimischen Kor-
tex in der Ebene des Striatums im Infarktareal, in der Penumbra und im an die Penumbra

angrenzenden gesunden Gewebe. Zeitverlauf: 1d, 3d, 7d, 14d. Die Werte sind Mittelwerte
+ S.E.M.
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Abbildung 4.24: Anzahl der TUNEL-positiven Zellen in 40.000 pm? des ischimischen
Kortex in der Ebene des Thalamus im Infarktareal, in der Penumbra und im an die

Penumbra angrenzenden gesunden Gewebe. Zeitverlauf: 1d, 3d, 7d, 14d. Die Werte sind
Mittelwerte + S.E.M.
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4.10 NISSL-Farbungen

4.10.1 NISSL-Farbung im ischdmischen Kortex

Die Auszéhlung der NISSL-positiven Zellen im ischdmischen Kortex erfolgte nur am 14.
postischdmischen Tag (Abb.[4.25 und Abb.[4.26). Der Infarktkern stellt sich am 14. post-
ischdmischen Tag aufgrund des Gewebsverlustes nicht mehr dar. Das Gewebe ist aufgrund
der Kolliquationsnekrose verloren gegangen. In der Penumbrazone scheint eine Redukti-
on an Neuronen vorzuliegen. Eine statistische Analyse (Student’s T-Test) der Zelldichten
sowohl in der Ebene des Striatums als auch in der des Thalamus ergab jedoch weder zwi-
schen Penumbra und ,,Spiegelbildpenumbra“ noch zu der an die Penumbra angrenzenden

Kortexregion mit unbeschidigtem Gewebe einen signifikanten Unterschied (p < 0,05).

4.10.2 NISSL-Farbung in der ,,Spiegelbildpenumbra“

Die Auszéhlung der NISSL-positiven Zellen in der ,,Spiegelbildpenumbra® des kontrala-
teralen gesunden Kortex erfolgte nur am 14. postischdmischen Tag (Abb. 4.25| und Abb.
4.26). In der ,Spiegelbildpenumbra“ werden intakte Neurone mit groflen Perikarien und
deutlichen Nukleoli gesehen. Die Anzahl der intakten Neurone in der , Spiegelbildpenum-
bra“ entspricht etwa der Anzahl der intakten Neurone des an die Zone der Penumbra

angrenzenden gesunden Gewebes der ischdmische Hemisphire (Abb. 4.25/und Abb. [4.26).
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Abbildung 4.25: Anzahl der NISSL-positiven Zellen in 40.000 pm? des ischiimischen Kortex
in der Ebene des Striatums im Infarktareal, in der Penumbra, im an die Penumbra angren-
zenden gesunden Gewebe und in der Spiegelbildpenumbra des kontralateralen gesunden
Kortex. Zeitpunkt: 14d. Die Werte sind Mittelwerte = S.E.M.
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Abbildung 4.26: Anzahl der NISSL-positiven Zellen in 40.000 pm? des ischéimischen Kortex
in der Ebene des Thalamus im Infarktareal, in der Penumbra, im an die Penumbra angren-
zenden gesunden Gewebe und in der Spiegelbildpenumbra des kontralateralen gesunden
Kortex. Zeitpunkt: 14d. Die Werte sind Mittelwerte = S.E.M.



Kapitel 5

Diskussion

5.1 Bestitigung des ,,Fadenmodells* der MCAQO als Lasi-

onsmodell

Das in dieser Arbeit verwandte Lasionsmodell, das sog. “Fadenmodell“, ermdglichte durch
Reperfusion die Rekanalisation eines verschlossenen Geféfies zu imitieren. Dies geschah in
unseren Experimenten in Anlehnung an Memezawa et al. [84]. Diese Arbeitsgruppe ent-
wickelte das Modell von Koizumi et al. [68] durch das Benutzen eines Fithrungskatheters
fiir den einzufithrenden Faden weiter. Die neue Prozedur sollte das Auftreten von Blu-
tungen vermindern bzw. verhindern. Dies konnte durch unsere Versuche bestétigt werden.
Memezawa et al. [84] waren daran interessiert aufzuzeigen, dafi Uberlappungen zwischen
neokortikalen Arealen, die vom Infarkt betroffen sind, und neokortikalen Arealen, die durch
Reperfusion rettbar sind, existieren. So spricht auch diese Arbeitsgruppe, genauso wie hier
gezeigt, davon, dafl grofle Anteile des Kortex als ,,perifokal” oder besser als ,, penumbral®
zu bezeichnen sind [84]. Auch in weiteren fritheren Arbeiten ist nach einer transienten foka-
len Ischémie durch den Verschlu8 der A. cerebri media eine Periinfarktregion beschrieben
worden, in der sich ein selektiver neuronaler Schaden zeigt [85, 71].

Wir sahen nach der von uns gewéhlten Ischdmiezeit von 3 Stunden die Entwicklung eines
Infarktes, der das laterale Striatum, Teile des medialen Striatums und den angrenzenden
Kortex der ipsilateralen geschidigten Hemisphére betraf. Die Penumbra entwickelte sich
im frontalen bis frontoparietalen Kortex. Dies entspricht den Befunden von Memezawa et
al. [85] und Belayev et al. [14]. Memezawa et al. [85] verschlossen die A. cerebri media

neben 15, 30, 60, 90, 120 min auch wie in unserem Fall fiir 180 min, um nach 7 Tagen eine

59
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Rezirkulation herbeizufiihren. Die Infarktgréfle stieg progressiv mit der VerschlufSdauer
der MCAO an. Nach 180 min Verschludauer zeigten sich Infarkte, die fast das gesamte
Striatum und grofie Anteile des von der Ischédmie betroffenen Kortex betrafen [85]. So kann
im Vergleich der vorliegenden Arbeit mit der Arbeit von Memezawa et al. [85] bestétigt
werden, dafl diese Moglichkeit des Verschlusses der A. cerebri media nicht zu einem va-
riierenden Zellschaden, sondern zu einem reproduzierbaren Zellschaden im lateralen und
partiell im medialen Striatum und im Kortex fiihrt.

Zudem beschichteten wir den intraluminalen Faden, wie Belayev et. al. [14] in ihrer Stu-
die schon beschrieben haben, mit Poly-L-Lysin. Die Poly-L-Lysinbeschichtung sollte die
Adhésion des Fadens an das anliegende Gefiaflendothel férdern und auf diese Weise einen
besseren Verschlufl des Gefifles gewéihrleisten. Dies stellte einen Fortschritt im Vergleich
zu den Arbeiten von Longa et al. [79] dar, die die Spitze des Fadens iiber einer Flamme
rundeten [14]. Durch die Kombination von dem Benutzten eines Fiihrungskatheters fiir
den Faden und der Poly-L-Lysinbeschichtung zeigten sich in unserem Fall grofle, konstan-
te Infarkte und eine geringe Variabilitdt zwischen den einzelnen Versuchstieren.

Viele Arbeitsgruppen beschiftigten sich in fritheren Studien mit elektrophysiologischen
Untersuchungen und CBF-Messungen [5, 82,90, 86]. Bolander et al. [23] korrelierten z.B.
die Verteilung histopathologischer Signale des Hirnschadens mit Verdnderungen von CBF-
Werten nach der MCAO nach dem Modell von Tamura [113]. Die Infarktregion machte wie
erwartet das laterale Striatum und den angrenzenden Kortex, die perifokale Region Teile
des medialen Striatums aus. Sie sahen aufgrund von CBF-Messungen die Moglichkeit ,,pe-
numbraler Bedingungen* im Kortex, die fiir einige Stunden nach dem ischémischen Insult
bestehen bleiben [23].

Doch im Unterschied zu o.g. Studien sollte anhand unserer Ergebnisse der immunhistoche-
mischen Fiarbungen, wie schon von mehreren Studien im Vorfeld beschrieben [33, 35], ein
morphologisches Korrelat der Penumbra aufgezeigt werden. Dies war insbesondere durch
die GFAP- und die OX 42-Farbungen moglich. GFAP-Farbungen im Periinfarktbereich
sind schon von fritheren Arbeitsgruppen beschrieben worden [33, 35].

In unserer Studie wurden schon frith nach dem Infarktereignis in den Infarktkernen de-
generierende Astrozyten gesehen. In den Penumbraarealen zeigte sich ein Maximum der
Anfiarbbarkeit GFAP-positiver Astrozyten am 7. postischdmischen Tag. Dies entspricht
den Beobachtungen von Chen et al. [31], die mit dem Abnehmen GFAP-positiver Astro-

zyten im Lasionskern ein gleichzeitiges Ansteigen von Astrozyten in der Peripherie bis
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166 h nach einem 2-stiindigen Verschlufl der A. cerebri media nachweisen konnten. Die
Astrozyten umsdumten die Infarktareale wie ein Band. Sie waren balloniert und hypertro-
phiert. Dieses ,, Astrozytenband® in der Periinfarktregion spielt in unserer Arbeit insofern
eine entscheidende Rolle, da es zur Definition der Penumbra fiir die weitere Auswertung
genutzt wurde.

Die von uns durchgefithrten OX 42-Farbungen zur Ermittlung der Verteilung der Makro-
phagen/Mikroglia im ischdmischen Hirngewebe ergaben am 3. postischdmischen Tag eine
Ansammlung von OX 42-positiven Zellen in den Infarktarealen. Aufgrund der Verteilung
dieser Zellen schlossen wir, daf} es sich dabei um iiber die Bluthirnschranke eingewanderte
Makrophagen handelt, die ebenfalls wie die Mikrogliazellen des Gehirns mit Hilfe des im-
munhistochemischen Markers OX 42 darstellbar sind. Am 7. postischdmischen Tag zeigte
sich eine starke Besiedlung der Penumbrazone mit OX 42-positiven Zellen. Die residenten
Mikrogliazellen hatten sich in ihre typische kugelige, amotboide, phagozytoseaktive Form
umgewandelt. Dies bestétigte weitgehend die Ergebnisse der immunhistochemischen Stu-
dien von Kato et al. [63] und Lehrmann et al. [70]. Kato et al. [63] benutzten neben OX 42
eine Vielzahl von Antikérpern gegen Zelloberflichenmarker auf Mikrogliazellen und auf in
das Hirngewebe eingewanderte Neutrophile und Makrophagen. So sahen sie eine Einwan-
derung von Neutrophilen 1-3 Tage und eine Infiltration von Monozyten/Makrophagen 3-14
Tage nach dem Ischémieereignis in die Infarktareale. Im umliegenden Gewebe zeigte sich
nach 7 Tagen eine rapide Aktivierung von Mikrogliazellen mit morphologischen Verdnde-
rungen im Vergleich zur ruhenden Glia und eine deutliche Expression OX 42-positiver
Zellen im Lésionsrand [63]. Die Gruppe Lehrmann et al. [70] sah ebenfalls zwischen dem 3.
und dem 7. Reperfusionstag eine Infiltration des ischdmischen Fokus durch OX 42 positive
Zellen. Dieser wurde, wie schon mehrfach betont, von einer Periinfarktregion umgeben, in
der merklich ein Anstieg von Mikrogliazellen zu verzeichnen war [70]. Morphologische Un-
tersuchungen deckten Gliareaktionen und neuronalen Zelltod in der Penumbra auf [20, 35].
Es 148t sich also zusammenfassen, dafl die MCAO als Lésionsmodell in dieser Arbeit soweit
bestitigt werden konnte. Im Vergleich zu anderen Arbeiten zeigte sich in den histologischen
Arbeiten in der vorliegenden Studie ein #hnliches Ausbreitungsmuster des Zellschadens
und der durch die Ischdmie aktivierten phagozytoseaktiven Gliazellen des Hirngewebes.
Dies stellt die Voraussetzung dazu dar, Untersuchungen iiber eine postischdmische Inflam-
mation und iiber den neuronalen Zelltod in der Penumbra in Zusammenhang mit einer

Zytokinexpression anzustellen.
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5.2 Dynamische Verédnderungen in der ischidmischen Pe-

numbra

Dies ist die erste Arbeit, die sich mit postischdmischen dynamischen Prozessen in der
Zone der Penumbra mit besonderer Gewichtung auf die Expression von Zytokinen und die
Synthese von Stickstoffmonoxidsynthetasen in Neuronen, Mikrogliazellen und Astrozyten

beschéftigt.

5.2.1 Die Zytokine IL-18, IL-6 und TNF-«

Es liegen noch keine Untersuchungen iiber die chronologische Aktivierung, die topogra-
phische Verteilung und die morphologischen Verdnderungen von Entziindungszellen in der
Penumbra vor. Deshalb wurde der Zeitverlauf der Expression der Zytokine IL-18, IL-6
und TNF-« in der ischéimischen Penumbra nach einer MCAOQO in unserer Studie iiber den

relativ langen Zeitraum von 14 Tagen beobachtet.

5.2.1.1 Expression von IL-18

Mehrere Studien haben im Vorfeld untersucht, inwieweit Interleukin-mRNA nach einer fo-
kalen zerebralen Ischémie im Hirnparenchym produziert wird [28,/76]. Es liegen allerdings
noch wenig Daten iiber die Produktion von Interleukin-mRNA bzw. iiber die Produktion
von Interleukin-Protein in der Zone der Penumbra nach einer fokalen Ischémie vor. Des-
halb dienen die Studien, die sich mit der Ausschiittung o.g. Mediatoren im Ischémiekern
beschéftigt haben, zur Validierung unserer Ergebnisse, so daBl nun auch die Penumbra
beurteilt werden kann.

Liu et al. [76] sahen in hypertensiven Ratten eine akute Produktion von IL-18-mRNA
im ischdmischen Kortex mit einem Maximum der Expression nach 12 Stunden nach per-
manenter MCAQ. Unsere Arbeit beschiftigte sich dagegen mit dem Nachweis des I1.-18-
Epitops bzw. in der Regel dann auch des spezifischen Proteins. Dieses entsteht erst in
einem spéteren Schritt der Proteinbiosynthese der Zytokine, hat aber die Synthese der
IL-18-mRNA zur Voraussetzung.

Dabei konnten wir beobachten, daf} sich bereits am 1. Tag nach der Ischdmie in den Infarkt-
kernen und in den Penumbraarealen IL-18-positive Zellen anfarbten, die morphologisch an
Gliazellen erinnerten und sich in der Nédhe von Gefiaflen ansiedelten. Diese Zellen zeigten

diinne, feine sich verzweigende Auslédufer. Sie dhnelten damit den GFAP-positiven Zellen,
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die durch viele lange Fortsétze gekennzeichnet sind und eine Verbindung zu Geféflen ha-
ben.

Ahnliches stellten Davies et al. [36] fest. Sie waren ebenfalls auf der Suche nach der zel-
luldren Lokalisation und der chronologischen und topographischen Verteilung des IL-18-
Proteins nach permanentem Verschluf§ der A. cerebri media. Diese Arbeitsgruppe be-
schrinkte sich allerdings auf frithe postischémische Zeitpunkte zwischen 0,5 und 48 Stun-
den nach einer MCAQ. Die sich anfiéirbenden Zellen erinnerten allerdings im Unterschied
zu unserer Studie an Mikroglia und eingewanderte Makrophagen. Davies et al. [36] wiesen
ein Ansteigen des Proteins bis 48 h nach der Ischdmie im Infarktkern, in den Periin-
farktregionen und in der kontralateralen Hemisphére, die nicht von der Ischdmie betroffen
war, nach. Das Anfirben von Zellen in der gesunden kontralateralen Hemisphéire wurde
auf intrazerebrale Diffusionsprozesse zuriickgefiihrt [36]. Auch in unserer Studie zeigten
sich in der kontralateralen, nicht von der Ischdmie betroffenen Hemisphéire ab dem 3.
postischdmischen Tag IL-18-positive Zellen mit groflen kugeligen Zelleibern und mit z.T.
kiirzeren, z.T. ldngeren Fortséitzen, wie sie fiir amoboide Glia oder fiir Neurone typisch
sind.

IL-18 kann, wie schon mehrfach erwahnt, theoretisch in Mikroglia, in Astrozyten, in Endo-
thelzellen oder in Neuronen lokalisiert sein [2]. In unserer Studie wurden zwar keine Dop-
pelfarbungen zur genauen Lokalisationsdiagnostik der Zytokinproduktion von IL-18 durch-
gefiithrt. Wir konnten allerdings anhand der schon mehrfach beschriebenen OX 42- und
GFAP-Férbungen, welche zur Darstellung von Mikrogliazellen/Makrophagen bzw. von
Astrozyten durchgefithrt wurden, eine Aktivierung beider Zellpopulationen bis zum 14.
postischdmischen Tag nachweisen. Dies 1afit vermuten, dafl aktivierte Mikroglia bzw. akti-
vierte Astrozyten eine Hauptquelle fiir IL-18 innerhalb der Penumbra darstellt, da gerade
zu frithen postischdmischen Zeitpunkten die Morphologie der IL-18-positiven Zellen fiir
Gliazellen spricht.

In der vorliegenden Studie zeigten sich in den Penumbraarealen am 3. postoperativen Tag
eine grofle Anzahl IL-18-positive Zellen. Diese Zellen besafien grofie, kugelige Zelleiber mit
z.T. kiirzeren, z.T. ldngeren Fortsétzen. Bei diesen Zellen zu diesem spéteren postischémi-
schen Zeitpunkt schien es sich nun um Gliazellen oder eventuell auch um Neurone zu
handeln. Die Expression verstirkte sich bis zum 7. postischdmischen Tag und erreichte zu
diesem Zeitpunkt ein Maximum. Doch selbst nach zwei Wochen fand noch eine Expression

von IL-18 in der Penumbrazone statt. Die Morphologie der Zellen in dieser spéten Phase
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erinnerte weiterhin an Gliazellen oder auch an Neurone.

Insgesamt zeigt sich in der Spétphase im Vergleich zur Frithphase der Ischédmie ein et-
was anderes zellmorphologisches Bild. Wihrend frith nach der Ischidmie eher gliadhnliche
Zellen mit deutlich sichtbaren Auslaufern sich anfarben, weisen die Zellen zu spéteren Zeit-
punkten beim Durchfokussieren der Schnitte eher grofie Perikarien und z.T. kiirzere, z.T.
lingere Fortsdtze auf und dhneln somit eher amoboider Glia. Unter den immunpositiven
Zellen diiften sich auch einige Neurone befinden.

Untersuchungen konnten nachweisen, dafl die experimentelle Injektion von IL-18 in ein
durch Ischéimie vorgeschiidigtes Hirn zu einer VergroBerung des Odems und des Infarktes
fithrt [17]. Zur Zeit ist noch nicht geklért, wie IL-18 einen Zellschaden verursacht. Zu den
moglichen Mechanismen gehoren die Aktivierung von Mikroglia oder die Induktion von
anderen Zytokinen oder endothelialen Adhésionmolekiilen und das Freisetzen von freien
Radikalen durch die Stimulation des Arachidonsduremetabolismus oder der Nitritsyntha-

seaktivitit [17].

5.2.1.2 Expression von TNF-«a

Buttini et al. [27] wiesen TNF-a-mRNA zu frithen postischdmischen Zeitpunkten nach ei-
ner MCAOQO nach. Dabei zeigte sich ein Ansteigen der TNF-a-mRNA-Aktivitdt nach 30 min
in den infarzierten Arealen und in den , Watershed“-Zonen. Sie erfuhr eine Steigerung bis
8 Stunden nach der Ischdmie und fiel dann wieder ab. Mit leichter zeitlicher Verzégerung
konnte in den gleichen Hirnregionen auch das korrespondierende TNF-a-Protein mit ei-
nem Maximum nach 8 bis 24 Stunden nachgewiesen werden. Anhand von Doppelfirbungen
und anhand der Zellmorphologie wies diese Arbeitsgruppe eine Expression des Zytokins in
Mikrogliazellen in unterschiedlichen Aktivierungsstadien und in eingewanderten Makro-
phagen nach. Dabei &nderte sich die Morphologie der TNF-a-positiven Zellen innerhalb
von zwei Tagen von Zellen mit klar sichtbaren zu retrahierten Fortsétzen.

Diese Studie kénnen wir durch unsere Ergebnisse ergédnzen. Unser Beobachtungszeitraum
erstreckte sich iiber frithe postischimische Zeitpunkte hinaus. Dabei sahen wir am 1. post-
ischémischen Tag nur vereinzelt TNF-a-positive Zellen im Infarktareal und in der Penum-
bra. Das Maximum an TNF-a-positiven Zellen verschob sich in unserer Arbeit dagegen auf
den 7. Tag nach der MCAOQ. Die Zellmorphologie erinnerte aufgrund grofier, runder Zel-
leiber mit z.T. kiirzeren, z.T. lingeren Fortsétzen beim Durchfokussieren der Hirnschnitte

ebenfalls an amoéboide Gliazellen. Insbesondere am 14. Tag kann man nicht ausschlielen,
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daB es sich bei den sich darstellenden Zellen auch um Neurone handeln koénnte.

Daf} auch Neurone postischdmisch TNF-« produzieren, bestétigten Liu et al. [75]. Sie sahen
anhand von Immunfluoreszenzdoppelfirbungen, dafl TNF-a-positive Neurone schon nach
6 bis 12 Stunden im Infarktgebiet und nach 24 Stunden in den umgebenden Gewebezonen
nach der Ischéimie erscheinen. Eine Co-Lokalisation von TNF-«a und dem Astrozytenmar-
ker GFAP konnte die Arbeitsgruppe nicht nachweisen.

Auch Gong et al. [45] waren auf der Suche nach der zelluldren Lokalisation des Proteins
TNF-a nach einem permanenten Verschlufl der A. cerebri media in Mausen. Sie zeigten an-
hand immunhistochemischer Féarbungen, dal die TNF-a-Expression in dem ischdmischen
Kern nach 3 h ansteigt. Nach 6 bis 12 h erscheinen TNF-a-positive Zellen in der Penum-
bra, um nach 24 h wieder abzufallen. Auch in ihrer Arbeit konnten Doppelfarbungen fiir
TNF-a und fiir die neuronenspezifische Enolase aufzeigen, dafl TNF-a-positive Neurone
im ischdmischen Kern und in der Penumbra auftauchen.

Wie sich zeigt, wird TNF-« nach der Ischdmie rasch hochreguliert. Das Zytokin kann einen
Zellschaden durch die verschiedenesten Mechanismen wie die Férderung der Leukozyten-
adhésion und -infiltration, den Zusammenbruch der Bluthirnschranke, die Bildung von
Thromben, die Zytotoxizitit gegeniiber Gliazellen und Endothelzellen und dem Freiset-
zen von Nitritoxiden bedingen [38]. Exogen zugefiihrtes TNF-a vergroBert den Schaden
nach fokaler zerebraler Ischdmie, wohingegen das Blocken des endogenen Zytokins zu einer
Neuroprotektion fiihrt [11].

O.g. Studien zeigen, dafl verschiedene Zelltypen die zelluldre Quelle von TNF-a sein
konnen. Zwar kénnen eingewanderte Makrophagen zur postischdmischen Produktion von
TNF-a beitragen. Allerdings ist auch eine Expression von TNF-a durch residente Glia-
zellen oder Neurone in Betracht zu ziehen, da TNF-a-mRNA und das korrespondierende
Protein viel frither nach einer zerebralen Ischdmie ansteigen, als die Infiltration von Ma-
krophagen in das ischdmische Hirn beobachtet wird. Wie auch unsere Ergebnisse zeigen,
erfahrt der Infarktkern erst am 3. postischémischen Tag eine starke Infiltration von OX

42-positiven schmalen, runden, makrophagenéhnlichen Zellen aus dem Blut.

5.2.1.3 Expression von IL-6

Wang et al. [118] beschrieben im ischémischen Kern fiir IL-6-mRNA nach fokaler zere-
braler Ischdmie eine schnelle und transiente Hochregulation. Diese begann 3 h nach der

Ischémie, erreichte das Maximum nach 12 h und verschwand nach 24 h wieder. In unserer
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Studie dagegen wurde auch fiir IL-6 ein Augenmerk auf das IL-6-Epitop selbst gerichtet,
fiir das sich ein anderer Zeitverlauf entwickelte.

Von frithen postischédmischen Zeitpunkten an zeigten sich IL-6-positive Zellen, die grofle,
runde Zelleiber besaflen und z.T. Fortséitze trugen, im Infarktareal und in der Penumbra.
Dieses Bild blieb bis zum 14. postischédmischen Tag insbesondere in den Penumbraarealen
bestehen.

IL-6 kann ebenso wie IL-188 und TNF-« theoretisch in Mikroglia, in Astrozyten, in Endo-
thelzellen oder in Neuronen lokalisiert sein [2]. Hier scheinen es aufgrund der Morphologie
und der Verteilung der Zellen wiederum, amoéboide Gliazellen und eventuell auch Neurone
zu sein. In unserer und in fritheren Arbeiten sind schon Gliareaktionen in der isch&dmi-
schen Penumbra beschrieben worden [70, 33} 35]. Die Gliaaktivierung begann am 1. Tag
und hielt bis zum 14. postischdmischen Tag an. Es entwickelt sich also nicht nur fiir IL-18
und TNF-« ein #hnlicher Zeitverlauf der Zytokinexpression und der Gliaaktivierung in
der Penumbra, sondern auch fiir IL-6 [20].

Im Unterschied zu IL-18 und TNF-« liegen fiir IL-6 allerdings Untersuchungen zur genaue-
ren zelluldren Lokalisation dieses Zytokins vor. Im Anschlufl durchgefiihrte Doppelfirbun-
gen von Block et al. [20] zeigten, dafl OX 42 als Mikrogliamarker und IL-6 6rtlich zusammen
fallen. Dies unterstiitzt weiter die Vorstellung, dafi aktivierte Glia Zytokine in der Penum-
bra produziert und damit auch eine Hauptquelle fiir IL-6 darstellen kann. Doch die Menge
an OX 42-positiven Mikrogliazellen iibertraf die Menge an IL-6-positiven Zellen [20]. Es
exprimieren also nicht alle Mikrogliazellen IL-6. Fiir den immunhistochemischen Marker
GFAP zeigte sich keine Co-Lokalisation zu IL-6. [20].

Insbesondere zu spéteren postischdmischen Zeitpunkten erinnerte die Morphologie der IL-
6-positiven Zellen, wie schon fiir IL-18 und TNF-a beschrieben, doch vielleicht eher an
Neurone. Die Zellen waren grofl und hatten einen runden Zellkérper. Verschiedene Studi-
en haben gezeigt, dafl eben auch Neurone in der Lage sind, Zytokine unter bestimmten
Bedingungen zu exprimieren [2].

Fiir das Zytokin IL-6 konnten in vitro und in vivo Studien eher protektive Eigenschaften
aufzeigen [20]. Verschiedene Arbeiten zeigten, daB IL-6 das Uberleben von Neuronen des
ZNS verbessert und den glutamatinduzierten neuronalen Schaden reduziert [47, 121]. In
vivo Experimente deckten z.B. eine Reduktion des durch N-methyl-D-Aspartat (NMDA)
induzierten striatalen Zellschadens auf [115]. Die intrazerebroventikulére Injektion von

IL-6 reduzierte das Infarktvolumen, das durch eine fokale zerebrale Ischdmie verursacht
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worden ist [78]. Allerdings kann eine Uberexpression von IL-6 auch zum Zelltod fiihren.
In fiir IL-6 transgenen Miusen war die Uberproduktion von IL-6 mit Neurodegeneration,

Astrozytose, Angiogenese und mit Produktion von Akute-Phase-Proteine verbunden [29].

5.2.2 Die Stickstoffmonoxidsynthetasen i-NOS und n-NOS

Diese Studie hat zwei Isoformen der NOS untersucht: die induzierbare NOS (i-NOS) und
die neuronale NOS (n-NOS).

5.2.2.1 Expression von i-NOS

Unsere Studie konnte als erste eine langanhaltende Expression von i-NOS in der ischdmi-
schen Penumbra aufzeigen.

Am 1. Tag nach der Ischémie traten zunéchst im Infarktkern vereinzelt kleine, rundliche,
kriftig angefarbte Zellen auf. Diese Art von Zellen farbten sich auch in der Zone der Pe-
numbra an. Am 3. postischémischen Tag verstéirkte sich die Expression der i-NOS-positiven
Zellen. Das Anfiarbeverhalten der Zellen wechselte zu diesem Zeitpunkt und dhnelte nun
den schon beschriebenen IL-18-, IL-6 und TNF-a-positiven Zellen. Die Zellen besalen nun
ebenso grofle, kugelige Zelleiber und z.T. kiirzere, z.T. lidngere Fortsétze. Nachdem sich
am 7. Tag ein Maximum der Anfiarbbarkeit zeigte, blieb die i-NOS-Expression bis zum 14.
postischdmischen Tag auf einem relativ hohen Level erhalten.

In einer vorausgehenden Studie konnten ladecola et al. [59] nach permanenter MCAO
i-NOS-mRNA mit einem Maximum der Expression nach 48 Stunden und einem Abfall
der Aktivitéit auf normale Werte nach 7 Tagen im Infarktkern aufzeigen. In dieser Arbeit
wurde zudem die i-NOS-Enzymaktivitéit untersucht. Dabei stellte die Arbeitsgruppe fest,
dal i-NOS in der Infarktregion zwischen dem 1. und 2. Tag nach einer MCAO exprimiert
wurde, um nach 4 Tagen wieder abzufallen [59]. In einer weiteren Studie von Iadecola
et al. [57] nach transienter MCAO konnte eine maximale Produktion von i-NOS-mRNA
nach 12 h und ein volliges Verschwinden nach 4 Tagen im ischémischen Kortex beobachtet
werden. Die i-NOS-Enzym-Aktivitdt konnte nach 12 bis 24 h nachgewiesen werden und
fiel nach 4 Tagen wieder ab. I-NOS-Immunaktivitéit wurde in Kapillarwand- und gré8eren
Blutgefifizellen gesehen. Der Zeitverlauf der i-NOS-mRNA-Aktivitdt korrespondierte also
eng zur i-NOS-Enzymaktivitdt im Infarktbereich. Zu frithen Zeitpunkten nach 48 bis 96 h
nach der Ischdmie haben andere Studien zudem ,,polymorphonuclear leukocytes“ (PMN)

im Infarktkern als i-NOS-Quelle ausgemacht [59].
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Ashwal et al. konnten das korrespondierende i-NOS-Protein nicht nur im Infarktkern, son-
dern auch in der Penumbra nachweisen [3]. Dabei zeigte sich im Kern eine hohere Aktivitét
fiir i-NOS als in der angrenzenden Periinfarktregion.

In unserer Arbeit konnte man aufgrund der Zellmorphologie der sich anfirbenden Zellen
vermuten, dafl es sich bei den Zellen um Mikrogliazellen/Makrophagen in der Penumbra
handelt, da die Zellen kurze Fortsdtze und runde Zellleiber aufwiesen. Die Aktivierung
dieser Zellen in der Penumbra ist, wie schon mehrfach betont, neben unserer Studie schon
in fritheren gesehen worden [70, 33, 35]. Die anhaltende Expression des Mikroglia- und
Makrophagenmarkers OX 42 zwischen dem 1. und 14. postischdmischen Tag dhnelte dem
Zeitverlauf, der sich fiir den i-NOS-Marker zeigte. Also kénnten auch hier Mikrogliazel-
len/Makrophagen eine Hauptquelle fiir iNOS darstellen und zum weiteren Zellschaden
durch die Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) beitragen. Ob es sich bei dieser Zell-
population auch um Neurone handelt, konnten Doppelfarbungen aufzeigen, denn auch
Neurone sind in der Lage, i-NOS unter pathologischen Bedingungen zu produzieren [101].
So kann i-NOS wie die Zytokine in eingewanderten Makrophagen, in aktivierter Glia, in
Astrozyten, in Endothelzellen und eben auch in Neuronen lokalisiert sein [101].

Je nach postischédmischen Zeitpunkt der Expression von i-NOS werden andere Mechanis-
men ausgelost. Sofort nach der Ischdmie zeigt i-NOS ein Benefit fiir das Gewebe, da es die
Vasodilatation fordert, die Pldttchenaggregation inhibiert und den Blutflufl in der Penum-
bra steigert. Nach 2 h nach der Ischdmie vergréert i-NOS allerdings den postischdmischen
Zellschaden. Die i-NOS-Expression kann sich also entweder protektiv oder destruktiv je
nach Zeitpunkt nach der Ischdmie auswirken [57]. Die verschiedensten Mechanismen wie
die Entstehung des stark zytotoxischen Peroxinitrits, die Beeintréichtigung der Energiever-
sorgung und DNA-Schéden sind fiir die Zytotoxitéit von i-NOS verantwortlich [43].
Iadecola et al. [58] zeigten, dal i-NOS-Knockout-M#use kein i-NOS-Protein exprimieren
und damit einen verminderten neuronalen Schaden und weniger neurologische Defizite
im Vergleich zu Wildtypm&usen aufweisen. Diese Untersuchung zeigte, dafl die i-NOS-
Expression einer der Faktoren darstellt, der zur Expansion des Hirnschadens in der post-
ischdmischen Periode beitragen kann. Die i-NOS-Inhibition koénnte also eine neue The-
rapiemoglichkeit darstellen, um insbesondere die sekundére Progression des Zellschadens
zumindestens teilweise einzuddmmen.

Der relativ selektive i-NOS-Inhibitor Aminoguanidine reduzierte den Gewebeschaden und

die neurologischen Defizite, wenn er 6 h nach der Ischdmie verabreicht wurde [57], da
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er damit zu dem Zeitpunkt gegeben wurde, an dem auch bekannt ist, daB} i-NOS ex-
primiert wird. In unserer Arbeit sahen wir eine anhaltende i-NOS-Expression bis zum 14.
postischdmischen Tag in den Penumbraarealen, so da3 Studien mit spét und langanhalten-
den Gaben von i-NOS-Inhibitoren angeschlossen werden kénnten. Nagayama et al. sahen
in ihrer Studie mit Aminoguanidine schon eine Reduktion des kortikalen Schadens, wenn

es bis zum 3. postischéimischen Tag nach der Ischdmie gegeben wurde [91, 60].

5.2.2.2 Expression von n-NOS

Wie schon eingangs berichtet, wird die neuronale Stickstoffmonoxidsynthetase (n-NOS)
von einer Neuronensubpopulation im ZNS kalziumabhéngig konstitutiv exprimiert. In der
vorliegenden Studie stellte der immunhistochemische Marker der n-NOS eine Moglichkeit
dar, intakte n-NOS-positive Neurone, die durch lange Fortsétze gekennzeichnet sind, und
degenerierende n-NOS-positive Neurone mit perlschnurartig verkiirzten Fortsdtzen von-
einander zu unterscheiden.

Studien haben gezeigt, daf§ die n-NOS eine Rolle in der frithen Phase des ischimischen
Zellschadens spielt, da sie schon innerhalb der ersten 10 min eine Expression erfihrt, um
nach 3 Stunden das Maximum zu erreichen [101].

In unserer Studie wurden ebenfalls zu frithen postischdmischen Zeitpunkten in den Infarkt-
und Penumbraarealen neben intakten auch degenerierende n-NOS-positive Neurone gese-
hen. Am 1. postischdmischen Tag wiesen die degenerierenden Neurone eine perlschnurar-
tige Verkiirzung oder einen vélligen Verlust ihrer Fortsdtze auf. Die Reaktivitdt der de-
generierenden n-NOS-positiven Neurone in der den Ischdmiekern umgebenden Penumbra
sank vom 7. bis zum 14. Tag nach der Ischimie. Es ist also eine Neuronensubpopulation
in der Periinfarktregion bis zum 14. postischdmischen Tag nach einer MCAO von einem
selektiven Zellschaden betroffen.

Daf} eine neuronale n-NOS-Expression mit Untergang von Zellen in Verbindung stehen
kann, zeigen wiederum Studien mit Knockout-Mé#usen. Hara et al. [49] untersuchten die
InfarktgréBe und das postischimische Odem nach transienter fokaler Ischimie in Miusen,
denen das Gen fiir die n-NOS-Synthese fehlte. Dabei zeigten sich grofiere Gewebeschiden
und neurologische Defizite bei den Wildtypméusen. Anhand von MRT-Untersuchungen an
n-NOS-Knockout-Méusen nach permanenter MCAO postulierten Zaharchuk et al. [123],
daf eine kleinere Ausdehnung des Periinfarktareals die Folge von geringerer Produktion

des zytotoxischen Gases Stickstoffmonoxid darstellt.
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Untersuchungen zu frithen postischdmischen Gaben von verschiedenen n-NOS-Inhibitoren
zeigten eine Reduktion des Infarktvolumens nach Verschlufl der A. cerebri media [124, 89].
Anhand dieser Studien konnte ein moglicher zellschidigender Charakter des Enzyms n-

NOS aufgezeigt werden.

5.2.3 Zellschaden

Die vorliegende Arbeit sollte sich u.a. insbesondere mit der Frage nach neuronalem Zelltod
bis zum 14. postischdmischen Tag nach der MCAO in der Periinfarktregion beschéftigen.
Dies geschah insbesondere mit Hilfe der TUNEL-Farbungen.

TUNEL-Férbungen detektieren nekrotische bzw. apoptotische Zellen. In unserer Studie
wurden im Infarktkern am 1. Tag mehrere TUNEL-positive Zellen gesehen. Am 3. post-
ischdmischen Tag fiarbten sich eine deutlich groflere Anzahl an TUNEL-positiven Zellen im
Kern an. Dagegen fand erst am 7. bis 14. Tag eine vermehrte Expression TUNEL-positiver
Zellen in der Zone der Penumbra statt.

In den Grenzzonen des Infarktes sahen Li et al. [73] nach transienter MCAQO apoptotische
Zellen schon nach 30 min mit einem Maximum nach 24 bis 48 h. In dieser Studie zeigte sich
ebenfalls, daf3 apoptotische Prozesse noch 4 Wochen nach einer Ischdmie anhielten. Dabei
stellt sich die Frage, welche Zellarten der Apoptose anheim fallen. Da insbesondere Neuro-
ne empfindlich auf eine Ischémie reagieren, diirfte es sich bei diesen Zellen neben Gliazellen
und Endothelzellen wohl zum gréfiten Teil um Neurone gehandelt haben. Andere Studi-
en wiesen nach einer MCAO einen selektiven neuronalen Zelltod in der Periinfarktregion
selbst nach [71].

Obwohl TUNEL-Studien nicht die Festlegung auf Nekrose oder Apoptose der untergehen-
den Zellen ermoglichen, so sind doch morphologische Verdnderungen, die fiir Apoptose
sprechen, wie Chromatinkondensation, Zellkernschrumpfung und ,apoptotic“-Bodies in
der Penumbra von Charriaut-Marlangue et al. [30] nachgewiesen worden.

So konnte davon ausgegangen werden, dafl zumindestens ein bestimmter Anteil an Neu-

ronen in der Periinfarktregion diesem speziellen programmierten Zelltod zum Opfer fillt.
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5.3 Wertung

Eine Beurteilung des Zeitverlaufs der Expression der Zytokine und der Stickstoffmonoxid-
synthetasen und einem evtl. daraus resultierenden Zelltod nach einem Mediainfarkt ist an
menschlichem Material aufgrund des relativ begrenzten Autopsiematerials schwierig.

In unserer Arbeit konnten Beobachtungen iiber den relativ langen Zeitraum von 14 Ta-
gen nach einer fokalen zerebralen Ischémie an Nagetieren angestellt werden. Dabei stellte
sich heraus, dafl die Entziindungsreaktion im Periinfarktbereich iiber die Akutphase der
Ischémie hinaus besteht. Dies ist ein Hinweis fiir linger anhaltende dynamische Prozesse
in der Penumbra, die mit neuronalem Zelltod in Verbindung stehen und zum Untergang
potentiell rettbarer Neurone beitragen konnen.

Wir sahen einen moglichen Zusammenhang zwischen der Zytokinexpression von IL-18,
IL-6 und TNF-« in der ischdmischen Penumbra und dem neuronalen Zellschaden, der
mit Hilfe der n-NOS und TUNEL und mit Hilfe der NISSL-Farbungen detektiert wur-
de. Moglicherweise liegt eine Reduktion von Neuronen in der Penumbrazone bis zum 14.
postischdmischen Tag vor. Zwar konnten wir o.g. Prozesse zeitlich gesehen parallel beob-
achten, doch unsere Studie ist noch kein sicherer Nachweis dafiir, daf§ der Zellschaden auch
in direktem kausalen Zusammenhang mit der Expression der Zytokine steht. Doch gerade
im Hinblick auf die Ergebnisse der zitierten Studien, die auf der einen Seite den Zytokinen
IL-18 und TNF-« eine eher zytotoxische und auf der anderen Seite dem Zytokin IL-6 eine
eher neuroprotektive Wirkung zugeschrieben haben, liegt eine Kausalitét durchaus nahe.
Wie sich zeigte, wurden die Zytokine nach der Isch&dmie rasch hochreguliert, blieben aber
auch bis 14 Tage nach dem Ischémieereignis nachweisbar. In welchen Zellen der Penumbra
die Zytokine nun exprimiert wurden, blieb fiir IL-18 und TNF-a zunédchst unklar. Dafiir
miifiten sich, wie bei IL-6 schon beschrieben, Doppelfarbungen anschliefien.

Allerdings konnten wir in unserer Arbeit anhand der Zellmorphologie der sich anfirbenden
Zellen schlieflen, dafl es sich bei den Zellen neben Gliazellen auch um Neurone handeln
konnte. Dabei traten zu frithen postischdmischen Zeitpunkten eher gliadhnliche, zu spéten
postischadmischen Zeitpunkten beim Durchfokussieren der Hirnschnitte eher neuronenéhn-
liche Zellen mit z.T. kiirzeren, z.T. ldngeren Fortséitzen auf den Plan. Offen bleibt, ob die
sich anfirbenden Zellen die Zytokine selbst synthetisiert haben oder ob sie von anderen
Zellen synthetisiert wurden und jetzt schon auf einem passenden Rezeptor an der Zell-

oberflache sitzen.
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Es ist bekannt, dafl Zytokinexpression und NOS-Expression eng miteinander verkniipft
sind. Hirneigene Zytokine kénnen die zellulédre i-NOS-Expression in Gang setzten, indem
sie nach extrazelluldr diffundieren und die i-NOS Expression in Entziindungszellen und
in lokalem Gefdflendothel bewirken [59]. Bonmann et al. [24] konnten in Zellkulturen auf-
zeigen, dafl IL-18 in Endothelzellen i-NOS-mRNA und i-NOS-Enzym induziert. Die hohe
i-NOS-Aktivitéit in den zerebralen Endothelzellen mufl als eine wichtige Komponente in
der Expansion des Zellschadens angesehen werden, da gerade diese Zellen in den ersten
Kontakt mit den in das Hirngewebe infiltrierenden Leukozyten involviert sind.

So ist es moglich, dafl auch in unserer Studie ein komplexes Zusammenspiel zwischen
Inflammation, der Synthese von Stickstoffmonoxidsynthetasen und Zelltod in der isch&dmi-
schen Penumbra stattgefunden hat, denn es zeigte sich neben der Expression von IL-18,
IL-6 und TNF-a mit einem Maximum am 7. postischdmischen Tag ein zeitgleiches An-
steigen der i-NOS-Synthese. Deshalb kénnte auch i-NOS in unserer Studie einen spéten
Zelltod verursacht haben. Zur Abkldrung der genauen zelluldren Lokalisation der iNOS-
Quelle in unserer Studie gilt das gleiche wie fiir die immunhistochemischen Marker 1L-18

und TNF-a.
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5.4 Mogliche klinische Relevanz

Es stellt sich die Frage, inwieweit unsere tierexperimentelle Studie auch fiir die Klinik von
Relevanz ist und welche Konsequenzen sich daraus ergeben.

Zunichst einmal suggerieren die variierenden zerebralen BlutfluBraten der meisten Schlag-
anfallpatienten und die daraus resultierenden metabolischen und biochemischen Antwor-
ten sicherlich, dafl ein ischdmischer Kern und eine an diesen angrenzende dynamische
Penumbra dhnlich der bei Nagetieren auch beim Patienten existiert. Der beste direkte
Beweis einer Existenz einer Penumbra auch beim Menschen entstammt neben anderen
Untersuchungsverfahren Positronenemissionstomographien (PET) an Schlaganfallpatien-
ten [51, 42, 10].

Verschiedene klinische Studien konnten eine Zytokinproduktion in Zusammenhang mit
einem Schlaganfallereignis auch beim Patienten nachweisen. Es wurden erhthte Plasma-
spiegel von Interleukin-6 bei Patienten nach einem akuten Schlaganfall nachgewiesen [13].
Sharif et al. [104] zeigten, dafl humane Astrozyten in der Lage sind, die Zytokine IL-18,
IL-6 und TNF-a zu produzieren. Forster et al. [43] untersuchten, ob i-NOS auch beim
Menschen nach einem Schlaganfall exprimiert wird. Die Arbeitsgruppe wies den i-NOS-
Marker in Autopsiegehirnen nach Hirninfakt in Neutrophilen, die das ischdmische Gehirn
infiltrierten, und in den Blutgeféfien in dem ischédmischen Territorium nach. So ist wohl
auch das menschliche Gehirn durch zytotoxisches Stickstoffmonoxid (NO) gefdhrdet.

Es bestehen also durchaus Parallelen zwischen der ischdmischen Schédigungskaskade in
tierexperimentellen und in klinischen Studien nach einer zerebralen Ischédmie.

Neu an unserer Studie ist die Erkenntnis, dafl eine Entziindungsreaktion in der Penum-
bra bis zum 14. postischdmischen Tag zumindestens bei Nagetieren existiert. Aus dieser
Beobachtung heraus erwéchst die Idee, einen Versuch der Reduktion des Zellschadens in
der Periinfarktregion durch geeignete antiinfammatorische Pharmaka anzustellen. Die sich
anschliefenden Untersuchungen sollten zunéchst in kontrollierten tierexperimentellen Stu-
dien, in letzter Konsequenz aber auch in klinischen Studien durchgefiihrt werden.

In vorangehenden Studien sind schon Antagonisten proinflammatorischer Zytokine wie
z.B. IL-1-Rezeptor-Antagonisten [99, 77, 17|, TNF-a-Rezeptor-Antagonisten [38] und Ro-
lipram [22] zum Einsatz gekommen. IL-18 bzw. TNF-a wirken iiber spezifische IL-1-
Rezeptoren [76] bzw. TNF-a-Rezeptoren [38]. Verschiedene Studien zeigten eine Reduktion

des Zellschadens bei Gabe o.g. Antagonisten in Tierversuchen [38]99]. Sie konkurrieren
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mit den Zytokinen um die Bindung an den entsprechenden Rezeptor. Block et al. [22] konn-
ten fiir Rolipram nach globaler Ischdmie zeigen, daf§ die Hemmung der Zytokinsynthese
von IL-18 und TNF-« durch Rolipram zu einer Abnahme des Schadens im Hippokampus
fithrte.

Anti-ICAM-Studien und Anti-MAC-1-Studien zeigten, dafl die Gabe von Antikérpern ge-
gen das Adhésionsmolekiill ICAM-1 oder gegen die Glykoproteine CD11b/CD18 zu einer
Reduktion des postischamischen Odems, der Infarktausbreitung und der Infiltration der
Neutrophilen in das Infarktgebiet fithrt [83,/32]. Durch die Antikérpergabe sind die spezi-
fischen Rezeptor-Ligand-Interaktionen zwischen den Leukozyten und den Endothelzellen
und eine Migration in das Hirngewebe nicht mehr moglich.

Im Hinblick auf o.g. Studien stellt sich also als neue Therapieoption eine ldngere Gabe

antiinflammatorischer Pharmaka bis 14 Tage nach einem Schlaganfallereignis dar.
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5.5 Ausblick

Ein grofler Anteil der Schlaganfallpatienten wird erst viele Stunden nach dem Infarkt-
ereignis einer addquaten Therapie zugénglich. Zu diesem spéten postischdmischen Zeit-
punkt kénnen Bemiihungen einer Neuroprotektion durch Thrombolyse, Inhibitoren von
Glutamatrezeptoren und Kalziumkanalblocker nicht 1inger effektiv sein. Deshalb sind neue
Therapiealternativen von groflem Interesse.

Wie eingangs berichtet, setzen die Phasen der Inflammation und der Apoptose erst nach
den Phasen der Exitotoxitidt und der Periinfarktdepolarisationen ein und halten auch
langer, z.T. iiber Wochen an. In sich anschliefenden Studien sind, wie schon mehrfach
betont, ein frither Therapiebeginn und eine lange Therapiedauer zu untersuchen, da ei-
ne lange postischimische Dynamik in der Penumbra in dieser Studie aufgedeckt werden
konnte.

Es existieren verschiedene Angriffspunkte fiir neuroprotektive Pharmaka in der Schédi-
gungskaskade der zerebralen Ischdmie. Antagonisten proinflammatorischer Zytokine sind
in dieser Arbeit schon diskutiert worden.

Die Erkenntnis, dafl i-NOS im menschlichen Gehirn nach einem Schlaganfallereignis ex-
primiert wird und das Wissen darum, daf3 eine Neuroprotektion durch i-NOS-Inhibitoren
an Nagetieren beobachtet werden konnte, 1483t vermuten, dafl i-NOS-Inhibitoren auch eine
mogliche Behandlungsstrategie bei Schlaganfallpatienten darstellen konnten [43]. I-NOS-
Inhibitoren reduzieren den ischdmischen Zellschaden, selbst wenn sie mehrere Stunden
nach der Ischédmie verabreicht wurden [60, 91]. Wurde der relativ selektive i-NOS-Inhibitor
Aminoguanidine 6 h nach der Ischdmie verabreicht, reduzierte er den Gewebeschaden und
die neurologischen Defizite [57], da er damit zu dem Zeitpunkt gegeben wurde, an dem
i-NOS exprimiert wird. Antagonisten der NO-Synthese wie z.B. Lubeluzol reduzieren den
durch Zytotoxizitét verursachten Zellschaden ebenso [1, 81].

Es 148t sich also zusammenfassen, dafl die Gabe von z.B. entziindungshemmenden Pharma-
ka, wenn aufgrund einer Entziindungsreaktion ein sekundérer Zellschaden erst wie gesehen
Stunden bis Tage spéter in Erscheinung tritt, eine Weitung des kleinen therapeutischen
Fensters bedeuten koénnte. Dies gilt insbesondere dann, wenn man bedenkt, daf3 unsere
Studie gezeigt hat, daf} sich auch nach 14 Tagen noch Entziindungsprozesse in der Penum-
bra abspielen. Eine antiinflammatorische Therapie miifite also iiber einen langen Zeitraum

eingesetzt werden, um die Infarktausdehnung zu minimieren und um somit die neurologi-
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schen Ausfille fiir den Patienten zu begrenzen.

Es 148t sich aus der Zahl der an der isch&mischen Schidigung des Gehirns beteiligten
Mechanismen leicht ablesen, daf3 eine Monotherapie nur geringe Erfolgsaussichten haben
kann. Es diirften insbesondere Kombinationstherapien mit i-NOS-Inhibitoren erfolgver-
sprechend sein. Offen bleibt dabei, wie grof§ der durch Rettung der Penumbra gewonne

Gewebeanteil zunichst sein wird.
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