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ZUSAMMENFASSUNG 

 

Der Einfluss des Peptidhormons Ghrelin für die funktionelle und strukturelle Erholung im 

Schlaganfallmodell der Ratte 

Eggert, Verena 

 

Ghrelin ist ein Peptidhormon, das im Magen gebildet wird. Physiologischer Weise steigert Ghrelin die 

Nahrungsaufnahme und ist somit an der Regulation des Körpergewichtes und des Glucosehaushalts 

beteiligt. Neben diesen, über die Hypophyse und den Hypothalamus vermittelten Effekten, moduliert 

Ghrelin auch kognitive Funktionen. Hierbei wirkt Ghrelin über eine Steigerung der Neurogenese, also 

der Neubildung von Neuronen. Neben der Bedeutung für die Gedächtnisbildung stellt die Neurogenese 

einen Regenerationsmechanismus nach Hirninfarkt dar. Ob Ghrelin die Regeneration nach fokaler 

Ischämie fördert, ist bislang jedoch unbekannt.  

In dieser experimentellen Arbeit wurde untersucht ob Ghrelin die funktionelle Erholung nach einem 

ischämischen Hirninfarkt steigert und welcher Mechanismus dem zugrunde liegt. Hierfür wurden bei 

Ratten ischämische Schlaganfälle durch photothrombotische Läsionen erzeugt. Den Versuchstieren 

wurde Ghrelin bzw. Plazebo 24 Stunden postischämisch und für weitere sechs Tage verabreicht. Zur 

Erfassung der funktionellen Erholung wurden über einen Zeitraum von vier Wochen Verhaltenstests 

durchgeführt. An Tag 28 wurden die Versuchstiere perfundiert. Nach Entnahme der Gehirne erfolgten 

histologische Untersuchungen zur Quantifizierung der Infarktvolumina und der Neurogenese im Bereich 

der Hippocampusregion und der Subventrikulärzone.  

In dieser Arbeit konnten erstmals neuroregenerative Effekte von Ghrelin nach Hirninfarkt nachgewiesen 

werden. Die über einen Zeitraum von 28 Tagen erhobenen Verhaltenstestdaten zeigten signifikante 

Verbesserungen sensomotorischer Funktionen in der Therapiegruppe. Als Mechanismus der 

verbesserten funktionellen  Erholung durch die Ghrelinbehandlung wurde eine gesteigerte 

Neurogeneserate im Bereich von Hippocampus und Subventrikulärzone detektiert. Anhand der 

histologischen Verfahren konnte nach Behandlung mit Ghrelin 28 Tage nach Ischämie eine signifikant 

erhöhte Anzahl neuentstandener Zellen nachgewiesen werden, die zu höherem Anteil neuronaler 

Herkunft war. Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass Ghrelin nicht nur die Entstehung neuer 

Zellen und deren Differenzierung zu Neuronen fördert, sondern zusätzlich das langfristige Überleben 

dieser Zellen sichert. 
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1 Einleitung 

1. EINLEITUNG 

 

 

1.1 Der Schlaganfall 

1.1.1 Definition  

Der Begriff Schlaganfall beschreibt einen klinischen Zustand, der durch ein akut 

einsetzendes fokal-neurologisches Defizit gekennzeichnet ist (Herold, 2010). 

Unter dem klinischen Syndrom des Schlaganfalles werden verschiedene 

Krankheitsbilder vaskulärer Genese zusammengefasst (Mumenthaler, 2008).  

 

1.1.2 Ätiologische Einteilung 

Ätiologisch können ischämische Hirninfarkte, die mit 80-85% am häufigsten 

auftreten, von hämorrhagischen Schlaganfällen abgegrenzt werden 

(Mumenthaler, 2008). Die vorliegende Arbeit befasst sich ausschließlich mit 

ischämischen Hirninfarkten. Auf die nichttraumatischen intrakraniellen 

Blutungen, die ebenfalls unter den Begriff des Schlaganfalls fallen, wird nicht 

näher eingegangen.  

Die TOAST Klassifikation, die nach der gleichnamigen Studie „Trial of Org 

10172 in Acute Stroke Treatment“ von 1993 benannt wurde, unterscheidet nach 

ätiologischen Kriterien fünf Untergruppen ischämischer Hirninfarkte: 

makroangiopathische, kardiogene und mikroangiopathische Hirninfarkte,  

Hirninfarkte anderer gesicherter Ursache sowie Hirninfarkte ungeklärter 

Ursache (Adam et al, 1993). 

Bei makroangiopathischen Hirninfarkten kommt es, bedingt durch arterio-

sklerotische Plaques an großen hirnversorgenden Gefäßen, zur Bildung 

ortsständiger Thromben. Diese können durch kompletten Verschluss des 

Gefäßes oder bei Verschleppung von Thrombusbestandteilen durch Embolien 

zu ischämischen Infarkten führen (Adam et al, 1993). 

Kardiogene Hirninfarkte werden durch einen Embolus kardiogenen Ursprungs 

verursacht, der zur Verlegung einer Hirnarterie führt (Berlit, 2013).  Ursächliche 

Herzerkrankungen sind unter anderem Vorhofflimmern, insbesondere in 
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Kombination mit anderen kardiovaskulären Erkrankungen, ein persistierendes 

Foramen Ovale, mechanische Herzklappen, Kardiomyopathien und infektiöse 

Endokarditiden (Ferro, 2003). 

Eine langjährige arterielle Hypertonie begünstigt insbesondere die Entstehung 

fibrinoider Nekrosen durch den Eintritt von Plasmaproteinen in die Gefäßwände 

kleiner Hirnarteriolen. Von dieser sogenannten Lipohyalinose sind besonders 

kleine Hirngefäße im Bereich von Stammganglien, Hirnstamm sowie weißer 

Substanz der Groß- und Kleinhirnhemisphären betroffen. Diese sogenannte 

Mikroangiopathie hat häufig kleine, diffuse Hirninfarkte zur Folge, die als 

lakunäre Infarkte bezeichnet werden (Adam et al, 1993). 

 

1.1.3 Anatomische Einteilung 

Anatomisch können Hirninfarkte nach der Größe des betroffenen Gefäßes in 

Territorialinfarkte, Grenzzoneninfarkte und Lakunäre Infarkte differenziert 

werden. 

Bei Territorialinfarkten kommt es durch Thrombus oder Embolus zum 

Verschluss eines großen hirnzuführenden Gefäßes. Die resultierenden 

neurologischen Symptome lassen häufig auf das betroffene Gefäß schließen 

(Mumenthaler, 2008). Grenzzoneninfarkte sind ebenfalls Folge von Läsionen 

großer Gefäße. In der sogenannten Grenzzone zwischen zwei Versorgungs-

gebieten kommt es zur Minderperfusion durch reduzierten Perfusionsdruck in 

zuführenden Gefäßen (Berlit, 2013). Lakunäre Infarkte entstehen in Folge von 

Mikroangiopathien, die häufig arteriosklerotisch bedingt sind und subkortikal im 

Bereich von Capsula interna, Thalamus und Stammganglien lokalisiert sind 

(Fisher, 1982). 

 

1.1.4 Epidemiologie  

In der Todesursachenstatistik Deutschlands liegt der Schlaganfall auf Platz zwei 

der Häufigkeit (Heuschmann et al., 2010). Die Ein-Jahres-Mortalität beträgt 

40% (Kolominsky-Rabas et al., 2006). Die Morbidität nach Schlaganfällen ist 

ebenfalls beträchtlich. Schlaganfälle sind die häufigste Ursache für 

Behinderungen im Erwachsenenalter (Johnston et al., 2009).  Etwa 25% der 
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Patienten zeigen drei Monate nach erstmaligem Schlaganfallereignis noch 

schwere Einschränkungen in den Aktivitäten des täglichen Lebens (Barthel 

Index < 60) (Schneider et al., 2009). Dabei waren, laut der gleichen Studie, 

28,3% der Schlaganfallpatienten dauerhaft durch Angehörige, ambulante 

Pflegedienste oder Pflegeheime auf Hilfe angewiesen. 

Die direkten Kosten für die medizinische Versorgung von Schlaganfallpatienten 

sowie die indirekten Kosten durch frühzeitige Berufsunfähigkeit belasten die 

Gesundheitskassen zunehmend. Derzeit entfallen in Industrieländern 2-5% der 

Gesundheitskosten auf die Versorgung von Schlaganfallpatienten (Saka et al., 

2009). In Deutschland entstanden im Jahr 2004 aufgrund von ischämischen 

Schlaganfällen Gesundheitskosten in Höhe von 7,1 Mrd. Euro (Kolominsky-

Rabas et al., 2006). Die indirekten Kosten und psychosozialen Folgen für 

Betroffene und Angehörige finden in dieser Berechnung keine Berücksichtigung 

und  sind ebenfalls als schwerwiegend zu betrachten. 

 

1.1.5 Klinik  

Die zerebrale Minderperfusion hat im Ischämiebereich den neuronalen Zelltod 

zur Folge, der sich als Funktionsausfall der betroffenen Hirnareale manifestiert 

(Diener et al., 2008). Je nach Lokalisation und Ausmaß des Infarktes kommt es 

zu unterschiedlichen klinischen Krankheitsbildern. In der Regel ist der 

Symptombeginn akut, seltener auch protrahiert (Mumenthaler, 2008).  Typische 

Symptome sind Paresen, Gefühlsstörungen, Sprach- und Sprechstörungen 

sowie kognitiven Störungen. Zudem können Bewusst-seinsstörungen, 

Atemstörungen und Symptome des erhöhten intrakraniellen Drucks auftreten 

(Gleixner, 2008). 

 

1.1.6 Pathophysiologie  

1.1.6.1 Zerebrale Perfusion 

Das Gehirn, das nur etwa 2% des Gesamtkörpergewichtes ausmacht, ver-

braucht etwa 15% des Herzminutenvolumens (Mumenthaler, 2008). Unter 

physiologischen Bedingungen metabolisieren die Gehirnzellen Glukose in 

aerober Glykolyse, um ihren Energiehaushalt zu decken (Mumenthaler, 2008). 
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Da das Gehirn keine Substratspeicher besitzt, ist es auf eine ausreichende 

Perfusion und somit kontinuierliche Zufuhr von Glukose und Sauerstoff 

angewiesen (Berlit, 2013). Durch autoregulatorische Mechanismen wird 

sichergestellt, dass die zerebrale Perfusion bei arteriellen Blutdruck-

schwankungen innerhalb bestimmter Grenzen konstant bleibt (Markus, 2004). 

Bei einem Abfall des arteriellen Blutdrucks kommt es kompensatorisch zur 

Dilatation von Hirnarteriolen (Mumenthaler, 2008). Die Hirndurchblutung nimmt 

daher erst bei einem systolischen Blutdruck unter 70mmHg (bzw. 70% des 

Ausgangswertes bei Patienten mit arterieller Hypertonie) signifikant ab (Berlit, 

2013). Im gesunden Organismus wird das Gehirn mit 58ml Blut pro 100g 

Gewebe versorgt (Mumenthaler, 2008). Symptome einer Ischämie treten auf, 

wenn die Perfusion unter  22ml Blut pro 100g Gewebe abfällt (Mumenthaler, 

2008). 

 

1.1.6.2 Zerebrale Ischämie 

Erfolgt die Perfusion mit weniger als 22ml Blut pro 100g Gewebe, ist zunächst 

ausschließlich der Funktionsstoffwechsel der Nervenzellen beeinträchtigt 

(Mumenthaler, 2008). Es handelt sich also um eine relative Ischämie. Hält 

dieser Zustand an und das Blutangebot sinkt weiter auf 10ml pro 100g Gewebe, 

kann der Strukturstoffwechsel der Zelle nicht länger aufrechterhalten werden 

und es kommt zum Zelltod bzw. Infarkt (Gleixner, 2008). Die Gewebezone, die 

sich zwischen Ischämieschwelle und Infarzierungsschwelle befindet, wird als 

Penumbra bezeichnet (Berlit, 2013). Dieser Hirnbereich ist funktionsgestört und 

gefährdet durch den Zelltod, kann aber prinzipiell durch eine 

Reperfusionstherapie gerettet werden (Mumenthaler, 2008). 

Das Resultat der zerebralen Ischämie ist eine Unterversorgung des 

Nervengewebes mit Sauerstoff und Glukose (Markus, 2004). Die anaerobe 

Glykolyse kann jedoch nicht über einen längeren Zeitraum toleriert werden, da 

die Energieausbeute geringer ist und es zusätzlich zur einer Anhäufung von 

Laktat mit resultierendem pH Abfall kommt (Hennes et al, 1999). Aus der 

Azidose und dem ATP Mangel des Gewebes resultiert die Zerstörung der 

Membranpermeabilität und des Membranpotentials (Hennes et al, 1999). Es 
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kommt schließlich zum Einstrom von Wasser in die Zelle und damit zum 

zytotoxischen Hirnödem (Siesjö et al, 1992). Folge des Hirnödems ist eine 

Erhöhung des intrazerebralen Drucks, die eine weitere Minderung des lokalen 

zerebralen Perfusionsdrucks bewirkt. Es folgt eine Kaskade metabolischer 

Schritte, die schließlich zur strukturellen Schädigung der Zelle führt (Ankarcrona 

et al, 1995). 

 

1.1.6.3 Zelltod 

Der Zelluntergang kann bei zerebraler Ischämie in Form von Nekrose oder 

Apoptose auftreten. Die Nekrose ist ein passiver Vorgang, bei dem es innerhalb 

von 12-24 Stunden nach Ischämie zum Zelltod kommt, da die Zellstruktur 

irreversibel geschädigt ist (Deetjen et al., 2005). Von Nekrose sind selten 

einzelne Zellen betroffen, sondern häufig ganze Zellverbände (Graham et al, 

1997). Von Nekrose ist bei einem Schlaganfall der Teil des Gehirns betroffen, 

der akut mit Sauerstoff und Glukose unterversorgt ist (Mumenthaler, 2008). Die 

Apoptose, der programmierte Zelltod, ist ein physiologischer Vorgang innerhalb 

der Zelle, der dem Schutz des Zellverbandes oder Gesamtorganismus dient 

(Deetjen et al., 2005). Hiervon sind häufig Zellen betroffen, deren Metabolismus 

initial nach Ischämie noch erhalten ist. Mit zeitlicher Verzögerung von Stunden 

bis Tagen kommt es zu diskreten Umbauvorgängen in der Zelle. Somit sind 

besonders Zellen im Bereich der Penumbra durch Apoptose gefährdet (Graham 

et al, 1997). Die Aktivierung der Apoptose läuft innerhalb der Zelle in Kaskaden 

ab und kann auf intrinsischem und extrinsischem Wege erfolgen (Broughton et 

al, 2009). 

 

1.1.6.4 Inflammation 

Der rapide Verlust neuronaler Zellen im Infarktareal und die damit verbundene 

Freisetzung von Zytokinen, die mit Zellschaden assoziiert sind, bewirkt eine 

lokale Entzündungsreaktion (Jablonska et al, 2011). Diese Inflammation ist ein 

kritischer Mediator des zerebralen Schadens, wie tierexperimentelle und 

klinische Studien belegen (Gerhard et al, 2000, Schilling et al, 2003, Jablonska 

et al, 2010, Vandeputter et al, 2010, Jablonska et al, 2011). Die post-
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ischämische Entzündungsreaktion verläuft in Kaskaden, wobei insbesondere 

die Aktivierung von Mikroglia und Astrozyten von Bedeutung ist (Markiewicz et 

al, 2006, Thornton et al, 2008, Feeney et al, 2009, Zhao et al, 2010). 

In klinischen Studien wurden Anzeichen von Entzündungsreaktionen außerhalb 

des Zentralen Nervensystems als Folge der zerebralen Ischämie gefunden. Im 

peripheren Blut von Infarktpatienten steigt die Zahl der Leukozyten als einer der 

ersten Entzündungsreaktionen an. Im Gehirn verursachen die Leukozyten die 

Freisetzung weiterer Entzündungsmediatoren (Stevens et al, 2002, Hurn et al. 

2007, Jablonska et al, 2010, Jablonska et al, 201). 

 

1.1.7 Neuroregeneration 

1.1.7.1 Neurogenese 

Unter Neuroregeneration wird die Fähigkeit des Nervensystems verstanden, 

verlorene Nervenzellfunktionen zu ersetzen. Bestandteil der Neuroregeneration 

sind die Neurogenese, die Dendritogenese und die Angiogenese.  

Neurogenese bezeichnet die Bildung neuer Nervenzellen aus einer 

teilungsfähigen neuronalen Stammzelle oder Vorläuferzelle (Kempermann et al, 

1997). Lange Zeit wurde angenommen, dass diese im adulten Gehirn von 

Säugetieren nicht mehr stattfindet. Ausschließlich während der Embryogenese, 

so die allgemeine Lehrmeinung, käme es zur Bildung neuer Nervenzellen. Bei 

Schädigung des Gehirns beispielsweise durch Ischämie sei eine Regeneration 

damit  nicht möglich (Ramón y Cajal et al, 1928). 

In den 1960er Jahren gelang es erstmals, in adulten Rattengehirnen 

Neurogenese im Bereich des Gyrus dentatus des Hippocampus und im Bulbus 

olfaktorius zu belegen (Altmann et al, 1965).  

Der definitive Nachweis der Neurogenese konnte durch Neueinführung von 

Techniken wie der BrdU-Markierung  erbracht werden. Hierbei handelt es sich 

um eine Methode zum Nachweis von Mitoseaktivität in Zellen mithilfe des 

Thymidinanalogons BrdU (Bromodesoxyuridin). Es wurden hauptsächlich in 

zwei Regionen des Gehirns neuronale Stammzellen nachgewiesen, in der 

Subventrikulärzone der lateralen Ventrikel und im Gyrus dentatus des 

Hippocampus (Eriksson, 1998). Diese Stammzellen besitzen die Fähigkeit, sich 
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unbegrenzt teilen zu können und sie sind außerdem in der Lage, Tochterzellen 

zu generieren, die sich zu Neuronen oder Gliazellen weiter-differenzieren 

können (Eriksson, 1998). Adulte Neurogenese konnte auch bei Säugetieren 

einschließlich des Menschen nachgewiesen werden (Eriksson et al, 1998). 

Neuronalen Stammzellen, aus denen neuronale Vorläuferzellen hervorgehen, 

sind selbsterneuernde, multipotente Zellen (Taupin et al, 2006, Xiong et al, 

2010). Unter physiologischen Bedingungen sterben Neurone im Gyrus dentatus 

des Hippocampus  kontinuierlich ab, während die Vorläuferzellen proliferieren 

und diese ersetzen, so dass die Zellzahl des Hippocampus konstant bleibt 

(Gage et al, 2000, Xiong et al, 2010). Gleichzeitig ersetzen die neu-

entstandenen Zellen der Subventrikulärzone die abgestorbenen Zellen des 

Bulbus olfaktorius (Xiong et al, 2010). 

Die adulte Neurogenese, ausgehend von der Hippocampusregion sowie der 

Subventrikulärzone, unterliegt der Regulation durch endogene und exogene 

Faktoren (Kuhn et al, 1996). Zu den Faktoren zählen sowohl das Lebensalter, 

aber auch der Einfluss von Hormonen, Wachstumsfaktoren, sowie 

Umwelteinflüsse wie Stress, körperliche Aktivität und Traumata (Gould et al, 

1997, Gould et al, 1998, van Praag et al, 1999, Galea et al, 2008).  

Im Zentralen Nervensystem befinden sich neurovaskuläre Einheiten (NVUs), 

die multi-zelluläre Komplexe darstellen, bestehend aus Endothelzellen, 

Neuronen, Gliazellen sowie Wachstumsfaktoren und extrazelluläre Matrix-

proteine, die eine physikalische Nähe zum Endothel aufweisen. In diesen NVUs 

stehen aus neuronalen Stammzellen entstandene Neurone in engem 

Zusammenhang mit Umbauprozessen an Gefäßen (Xiong et al, 2010). Somit 

sind neuroregenerative Prozesse wie Angiogenese und Neurogenese eng 

verknüpft (Xiong et al, 2010). 

 

1.1.7.2 Neurogenese nach ischämischem Hirninfarkt 

Experimentelle Schlaganfallstudien konnten zeigen, dass eine zerebrale 

Ischämie die Zellproliferation und Neurogenese in der Subventrikulärzone 

stimuliert (Jink et al, 2001, Arvidsson et al, 2002, Kernie et al, 2010). Während 

ältere Untersuchungen noch nahelegten, dass die Neurogenese nach einem 
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Schlaganfall von kurzer Dauer sei (Jink et al, 2001, Arvidsson et al, 2002, 

Kernie et al, 2010), belegen neuere Arbeiten eine gesteigerte Neurogenese 

über einen Zeitraum von vier Monaten (Thored et al, 2006, Kernie et al, 2010) 

beziehungsweise einem Jahr nach Ischämie (Osmann et al, 2011).  

Neuronale Stammzellen aus der Subventrikulärzone wandern normalerweise 

zum Bulbus olfaktorius durch kettenähnliche Formationen. Nach zerebraler 

Ischämie hingegen kommt es dazu, dass ein großer Teil dieser Zellen 

stattdessen zum ischämischen Striatum wandert, so dass die Migration zum 

Bulbus olfaktorius reduziert ist (Arvidsso et al, 2002, Jin et al, 2003, Ohab et al, 

2006, Yamashita et al, 2006, Kernie et al, 2010). Obwohl viele Neuroblasten in 

das ischämische Striatum wandern, scheinen nur wenige davon zu Neuronen 

zu reifen (Kernie et al, 2010). Der Großteil dieser neuentstandenen Neurone 

stirbt in einem frühen Entwicklungsstadium ab (Arvidsson et al, 2002); 

möglicherweise infolge von lokaler Inflammation oder aufgrund mangelnder 

Fähigkeit, sich in Zellverbände zu integrieren (Kernie et al, 2010).  

Ein Zusammenhang zwischen gesteigerter Neurogenese nach Ischämie und 

verbesserter funktioneller Erholung wird seit langem angenommen. Es konnte 

gezeigt werden, dass eine Hemmung der Neurogenese die funktionellen 

Beeinträchtigungen nach Ischämie bei Mäusen verschlechtert (Jin et al, 2010). 

Eine gesteigerte Neurogenese verbessert langfristig die funktionelle Erholung 

nach Ischämie im Rattenmodell, laut einer aktuellen Studie (Ortega et al, 2013). 

 

1.1.8  Therapie   

1.1.8.1 Akuttherapie 

Die Akuttherapie von ischämischen Hirninfarkten beinhaltet verschiedene 

Behandlungskonzepte. Unterschieden werden muss zwischen der spezifischen 

Behandlung, die eine kausale Therapie darstellt und begleitenden Maßnahmen, 

die zwar prognoseverbessernd sind, jedoch nicht die Ursache des Schlaganfalls 

behandeln (Leitlinien der Deutschen Schlaganfallgesellschaft, 2008). 

Es konnte gezeigt werden, dass Patienten von der Behandlung auf einer 

Spezialstation, einer sogenannten Stroke Unit profitieren, da Morbidität und 

Mortalität gesenkt werden (Heuschmann et al, 2004). Zu den durchgeführten 
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begleitenden Maßnahmen zählen die Überwachung und Therapie entgleister 

Vitalparameter. 

Ziel der spezifischen Therapie von Schlaganfällen ist es, die Rekanalisation des 

verschlossenen Gefäßabschnittes zu erzielen. Dabei kann unterschieden 

werden zwischen lokaler mechanischer Rekanalisation mittels Katheter, 

systemischer venöser thrombolytischer Therapie, lokaler intraarterieller 

thrombolytischer Therapie und ultraschallgestützter Thrombolyse. 

Die intravenöse thrombolytische Therapie mit recombinant tissue plasminogen 

activator (rtPA) ist innerhalb eines schmalen Zeitfensters von viereinhalb 

Stunden nach Symptombeginn in Deutschland als einzige der genannten 

Therapien zugelassen. Es hat sich in vielen Studien gezeigt, dass durch die 

intravenöse Thrombolyse eine wirksame Revaskularisation betroffener 

Gefäßabschnitte und damit Reperfusion von Hirngewebe möglich ist (Marler et 

al, 1995, Hacke et al, 1999, Kohrmann et al, 2007). Aufgrund des Zeitfensters 

und der zahlreichen Kontraindikationen sowie des Risikos für lyse-induzierte 

Blutungen, ist die Thrombolyse nur für eine kleine Patientengruppe zugänglich. 

Derzeit erhalten etwa 10% der Infarktpatienten eine Thrombolyse (Minnerup et 

al, 2011). 

 

1.1.8.2 Sekundärprophylaxe  

Ziel der Therapie nach einem Schlaganfall ist es, individuelle Risikofaktoren des 

Patienten so zu reduzieren, dass Schlaganfallrezidive vermindert werden 

können. Dabei kommt der Behandlung der arteriellen Hypertonie sowie der 

Hyperlipidämie eine besondere Bedeutung zu (Leitlinien der Deutschen 

Schlaganfallgesellschaft). Zusätzlich profitieren Schlaganfallpatienten von einer 

Thrombozytenaggregationshemmung (European Stroke Organisation, 2008). 

Neben der medikamentösen Risikoreduktion sollte eine Umstellung des 

Lebenswandels angestrebt werden. Gesunde Ernährung, körperliche 

Bewegung und Karenz von Alkohol und Nikotin sind dabei von besonderer 

Bedeutung. 

Die Sekundärprävention von Schlaganfällen muss bei jedem Patienten 

individuell erwogen werden. Liegen pathologische Befunde vor, die 
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modifizierbar sind und den Patienten für weitere Schlaganfälle gefährden, 

sollten diese behoben werden.  

 

1.1.8.3 Rehabilitation 

Nach erfolgter Notfallbehandlung eines Schlaganfallpatienten erfolgen bereits 

Maßnahmen der neurologischen Frührehabilitation. Im Anschluss der 

kurativmedizinischen Therapie erfolgt die eigentliche Rehabilitation in Form 

einer Anschlussheilbehandlung. Besonders erfolgreich ist dabei die Behandlung 

des Patienten durch eine interdisziplinäre Gruppe von Experten, mit dem Ziel 

ein hohes Maß an Selbständigkeit für den Patienten zu erreichen (Knecht, et al, 

2011). 

 

 

1.2 Schlaganfall im Tiermodell 

1.2.1 Anforderungen an ein Schlaganfallmodell 

Ziel eines Schlaganfallmodells ist es, den menschlichen Schlaganfall möglichst 

gut widerzuspiegeln, damit die erhobenen Daten möglichst gut vom Tiermodell 

auf den Menschen übertragbar sind. Die Läsion, die erzeugt wird, sollte sowohl 

der eines spontan entstandenen menschlichen Schlaganfalls ähneln, als auch 

hinsichtlich der Pathophysiologie vergleichbar sein. Um Schlaganfälle von 

Versuchstieren untereinander vergleichen zu können, sollte das Modell 

reproduzierbare Läsionen verursachen. Das Modell sollte durch äußere 

Faktoren möglichst wenig beeinflussbar  und einfach in der Durchführung sein. 

Es existiert eine Vielzahl verschiedener Ischämiemodelle, die die 

beschriebenen Anforderungen in unterschiedlichem Maße erfüllen. Es kann 

zunächst zwischen globalen und fokalen Ischämiemodellen unterschieden 

werden. 

Globale Ischämiemodelle werden eingesetzt um Gehirnschäden zu erzeugen, 

die aufgrund von Herzkreislaufstillstand eintreten. In diesen Modellen wird eine 

Ischämie des gesamten Gehirns erzeugt.  

Fokale Ischämiemodelle eignen sich gut, Schlaganfälle bei Menschen 

experimentell darzustellen. Je nach Modell wird eine Teilschädigung des 



 

    

11 Einleitung 

Gehirns durch verschiedene Mechanismen erzeugt, ähnlich einem spontan 

entstandenen Schlaganfall. Zu den bedeutendsten fokalen Ischämiemodellen 

zählen das Modell der MCAO (middle cerebral artery occlusion) und die 

Photothrombose, die im Folgenden kurz beschrieben werden.  

 

1.2.2 Fadenokklusionsmodell  

Das Modell der MCAO (middle cerebral artery occlusion), im deutschen 

Sprachgebrauch auch als Fadenokklusionsmodell bekannt, wird durch 

Verschluss der Arteria cerebri media ausgelöst (Tamura et al, 1981, Chen et al, 

1986). Es gibt auch die Möglichkeit einer distalen reversiblen MCAO mittels 

eines Fadenmodells (Koizumi et al, 1985). Die Reperfusion erfolgt nach einer 

definierten Zeitspanne, indem der Faden zurückgezogen wird. Die Folge der 

Minderperfusion ist ein großer Ischämiebereich, der sich häufig über die 

komplette  Hemisphäre erstreckt. Das MCAO Modell imitiert die Patho-

physiologie des Schlaganfalls gut. Die Reproduzierbarkeit des Modells ist 

jedoch eingeschränkt, da die Infarktgröße bei den Tieren häufig stark variiert, 

zum Beispiel aufgrund von anatomischen Gefäßvariationen. Eine häufige 

Komplikation der MCAO ist eine subarachnoidale Blutung, die leicht durch 

Gefäßperforation beim Vorschieben des Fadens auftreten kann. Somit ist die 

Mortalität der Versuchstiere erhöht, was die Möglichkeit für Langzeit-

untersuchungen erschwert. 

 

1.2.3 Photothrombose 

Beim Modell der Photothrombose werden mithilfe der photosensitiven Substanz 

Bengal Rose fokale Thromben in kortikalen Endästen von zerebralen Gefäßen 

hervorgerufen (Watson et al, 1985). Durch gezielte Bestrahlung mit Laserlicht 

einer bestimmten Wellenlänge kommt es zur Bildung von Sauerstoffradikalen. 

Durch diese Bildung von freien Radikalen kommt es zu einem 

Endothelschaden, der die Thrombozytenaggregation anregt. Der hierdurch 

entstehende Thrombus verursacht einen Gefäßverschluss (Watson et al, 1985). 

Dieses wenig invasive  Verfahren ermöglicht es, Infarkte in beliebigen Regionen 

des Kortex auszulösen. Das Model der Photothrombose zeichnet sich dadurch 
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aus, dass die Technik einfach ist und wenige Komplikationen auftreten. Die 

erzeugten Infarkte sind sehr gut reproduzierbar, weshalb die einzelnen Tiere 

besonders vergleichbar sind (Ginsberg et al, 1989). Ein weiterer Vorteil dieses 

Modells für die vorliegende Arbeit ist die niedrige Mortalität und Morbidität der 

Versuchstiere. Dadurch sind frühe Verhaltenstests sowie Langzeitunter-

suchungen im Bezug auf die Regeneration nach Ischämie erst möglich. 

 

 

1.3 Ghrelin 

1.3.1 Physiologische Funktionen von Ghrelin  

Ghrelin ist ein Peptidhormon, das im Magen gebildet wird. Zahlreiche Studien 

haben seine Bedeutung für die Nahrungsaufnahme, die Regulation des 

Körpergewichtes und den Glukosehaushalt demonstriert (Date et al, 2000, 

Peino et al, 2000, Van der Lely et al, 2004, Kojima et al,2005). Diese Effekte 

werden hauptsächlich durch eine hohe Expression des Ghrelinrezeptors 

(GHSR1a) im Hypothalamus vermittelt. Da dieser Rezeptor außerdem noch in 

zahlreichen anderen extra-hypothalamischen neuronalen Populationen 

expremiert wird, scheint es naheliegend, dass Ghrelin andere physiologische 

Funktionen, neben der Beteiligung am Metabolismus, aufweist. Zu diesen extra-

hypothalamischen Funktionen zählen Einflüsse auf Lernen und Gedächtnis, 

Belohnung und Motivation, Angst und Depression sowie Neuroprotektion (Zane 

et al, 2011). 

 

1.3.2 Pharmakologie von Ghrelin 

Ghrelin wird aus seiner Vorstufe dem Pre-Pro-Ghrelin durch Proteolyse und 

posttranslationale Acetylierung gebildet. Synthese und Überführung in seine 

aktive Form durch das Enzym Ghrelin-O-Acyltransferase (GOAT) erfolgen 

hauptsächlichen im Magen (Kojima et al, 1999). Im Plasma kommt Ghrelin in 

acetylierter und des-acetylierter Form vor. Bekannt ist, dass acetyliertes Ghrelin 

seine Wirkung durch Bindung an den GHSR1a Rezeptor entfaltet. GHSR1a ist 

ein transmembranöser Rezeptor, der durch Aktivierung eines G-Proteins zur 

Freisetzung von Wachstumshormon führt. Ein Rezeptor, an den des-acyliertes 
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Ghrelin bindet, konnte bislang nicht identifiziert werden, so dass die 

Wirkungsmechanismen von des-acyliertem Ghrelin bislang unbekannt sind 

(Zane et al, 2011). 

Neuroprotektive Effekte konnten sowohl bei acetylierten als auch bei des-

acetylietem Ghrelin nachgewiesen werden, so dass die des-acetylierte Form 

nicht ausschließlich als inaktive Vorstufe gelten kann (Chung et al, 2008). 

 

1.3.3 Neuroprotektion und Neuroregeneration durch Ghrelin 

Studien, die den Effekt von Ghrelin auf Lernen und Gedächtnis zum 

Gegenstand hatten, konnten zeigen, dass Plasma-Ghrelin die Blut-Hirn-

Schranke passieren kann und sich im Bereich des Hippocampus anreichert, wo 

es an Neurone bindet (Diano et al, 2006).  

Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass Ghrelin neuroprotektive 

Effekte aufweist (Chung et al. 2007, Zane et al, 2011). Untersuchungen, die den 

Einfluss von Ghrelin auf fokale Ischämie zum Gegenstand hatten, wurden 

durchgeführt. Anhand der Therapie ischämischer Schlaganfälle bei Ratten 

konnten signifikante neuroprotektive Effekte von Ghrelin nachgewiesen werden 

(Zane et al, 2011). Ghrelin reduziert das Infarktvolumen und den resultierenden 

Zelltod. Bei Zellen, die mit Ghrelin vorbehandelt wurden, kann die Induktion zur 

Apoptose verhindert werden (Chung et al, 2007, Mio et al, 2007, Hwang et al, 

2009). Verminderte Aktivierung von Caspase und Cytochrome C sowie erhöhter 

Anteil von Bcl-2/BAX zählen zu den anti-apoptotischen Effekten von 

acetyliertem Ghrelin (Chung et al, 2007). 

Der Einfluss von Ghrelin auf die Mechanismen der Neurogenese unter 

physiologischen Bedingungen war Gegenstand von Studien. Untersucht wurde 

dabei die Stimulation der Neurogenese durch Ghrelin in dorsalen motorischen 

Kerngebieten des Nervus vagus (Zhang et al, 2004) bei Ratten sowie die 

Neurogenese im Hippocampus der Maus (Moon et al, 2009). Neben direkten 

Effekten von Ghrelin werden außerdem noch indirekte Effekte angenommen. 

Möglicherweise stimuliert Ghrelin die Sekretion von Wachstumshormon aus der 

Hypophyse (Castaneda et al, 2010) und bewirkt damit eine gesteigerte 
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Sekretion von Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) in der Leber (Zane et al, 

2011), das seinerseits die Neurogenese anregt (Torres-Aleman et al, 2010).  

Während die beschriebenen Arbeiten zur Neurogenese an gesunden Tieren 

durchgeführt wurden, ist bislang nicht bekannt ob Ghrelin jenseits der 

neuroprotektiven Effekte auch die Regeneration geschädigter Neurone nach 

fokaler Ischämie fördert. 

 

 

1.4 Zielsetzung der Arbeit 

Ziel dieser Arbeit war es, neuroregenerative Effekte von Ghrelin nach fokaler 

zerebraler Ischämie zu untersuchen. Hierfür wurden Ratten verwendet, bei 

denen eine Therapie mit Ghrelin 24 Stunden nach Ischämie begonnen wurde. 

Es wurde untersucht, ob die Therapie mit Ghrelin Einfluss auf die Regeneration 

sensomotorischer Funktionen hat. Gegenstand der Arbeit war außerdem, die 

Wirkung von Ghrelin auf die endogene Neurogenese als strukturelles Korrelat 

sensomotorischer Funktion zu untersuchen. 
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2. MATERIALIEN UND METHODEN 

 

 

2.1 Versuchstiere 

Bei den verwendeten Tieren handelt es sich um adulte männliche Wistar Ratten 

(Charles River, Sulzfeld, Deutschland), die in einer Tierzucht unter 

standardisierten Bedingungen aufgezogen wurden. Alle Tierversuche wurden in 

Übereinstimmung mit europäischen Richtlinien (European Communities Council 

Cirective von 1989) durchgeführt und durch die örtliche Ethikkommission 

genehmigt. Die Tierhaltung und die Durchführung der Tierversuche erfolgten in 

der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der Medizinischen Fakultät 

Münster. Die Tiere wurden zufällig paarweise eine Woche vor dem 

Operationsdatum in Käfige gesetzt. Diese Käfige enthielten Holzgranulat und 

wurden bei einer Raumtemperatur von 23°C einem 12-stündigem Hell-Dunkel-

Wechsel und einer Luftfeuchtigkeit von 50-60% untergebracht. Die Tiere hatten 

freien Zugang zu einem Standardfutter (Altromin 1324, Lage, Deutschland) und 

zu Trinkwasser. Zur Erstellung von homogenen Tierversuchspopulationen 

wurden alle Tiere am Operationstag gewogen. Bei Versuchsbeginn hatten die 

Tiere ein Gewicht von 180-200g. 

 

 

2.2  Experimentelles Design der Studie 

Das experimentelle Design der Studie ist in Abbildung 1 dargestellt. Die 

Verhaltensuntersuchungen wurden mit einer Gesamtanzahl von 33 Tieren 

durchgeführt. Für die Therapie wurden die Versuchstiere in zwei Gruppen 

randomisiert (Kontrollgruppe n=18, Therapiegruppe n=15). Bei der 

Durchführung der Verhaltenstests und bei den histologischen Untersuchungen 

war der Untersucher bezüglich der Therapiegruppen verblindet. 

Ein Tier der Therapiegruppe starb vor Therapiebeginn. Zehn Tiere der 

Kontrollgruppe wurden nach Beendigung der Verhaltensuntersuchungen für 

eine andere Studie verwendet. Die histologischen Untersuchungen wurden bei 
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einer Gesamtanzahl von 22 Tieren durchgeführt, (Kontrollgruppe n=8, 

Therapiegruppe n=14).  

 

Abbildung 1: Experimentelles Design der Studie 

Für die Verhaltensuntersuchungen wurden die Versuchstiere an Untersucher und Umgebung gewöhnt. Es 
erfolgte eine Trainingsphase, während der die Verhaltensuntersuchungen ohne Wertung der Ergebnisse 
durchgeführt wurden. Ein Tag vor Ischämieinduktion wurde für die Versuchstiere eine Baseline-Testung 
durchgeführt. Weitere Verhaltensuntersuchungen erfolgten am ersten postischämischen Tag sowie im 
Abstand von sieben, zehn und elf Tagen. Im Anschluss an die letzte Verhaltenstestung wurden die Tiere 
getötet  und perfundiert. Für die histologischen Untersuchungen wurden die Gehirne der Versuchstiere 
entnommen. 

 

 

2.3  Sensomotorische Verhaltenstests 

Alle Versuchstiere wurden drei Tests unterzogen, dabei war der Untersucher 

verblindet. Die Verhaltenstestungen wurden während der Helligkeitsphase der 

Tiere zwischen 7 und 18 Uhr nach einem festen Zeitplan durchgeführt. Die 

Reihenfolge der Tests veränderte sich nicht. Die Tageszeit des Testens pro Tier 

blieb gleich, so dass tageszeitliche Einflüsse auf das Verhalten minimiert 

werden konnten. 

Die Tiere wurden an den Untersucher, die Testsituation und Testapparatur 

langsam gewöhnt, indem sie in die verschiedenen Testapparaturen 

hineingesetzt wurden, ohne Testdurchführung. Zu Trainingszwecken wurden 

die Tests zunächst ohne Wertung der Ergebnisse durchgeführt. 

Vor der Operation wurden die Tiere an drei aufeinanderfolgenden Tagen durch 

zwei sensomotorische Tests geprüft (Rota Rod Test, Adhesive Tape Test). Ein 
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Tag vor der geplanten Operation wurde eine sogenannte Baseline-Testung 

durchgeführt. Diese beinhaltete neben dem Rota Rod Test und dem Adhesive 

Tape Test auch den Zylinder Test. Zusätzlich wurden die Tiere im Rahmen der 

Baseline Testung gewogen. 

Die nächste Testung wurde einen Tag nach der Ischämieinduktion 

vorgenommen und dann noch jeweils 3 Testungen im Abstand von 10 Tagen, 

11 Tagen und 7 Tagen. An Tag 28 wurden die Tiere im Anschluss an die 

Verhaltensuntersuchungen anästhesiert (siehe 2.4.1) und dekapitiert. Es 

erfolgte die vorsichtige Entnahme der Gehirne (siehe 2.6). 

 

2.3.1 Rota Rod Test 

Der Rota Rod Test wurde durchgeführt, um die motorische Funktion und die 

Koordinationsfähigkeit während einer Lauftätigkeit zu testen. 

Die Versuchstiere wurden auf  einen rotierenden Balken gesetzt, auf dem sie 

gezwungen waren zu laufen (Abb. 2). Dabei drehte sich der Balken um eine 

horizontale Achse. Der Balken war durch Plastikscheiben in verschiedene 

Bereiche abgetrennt. Die Geschwindigkeit der Umdrehung wurde konstant 

erhöht von anfänglich 4 auf 40 Umdrehungen pro Minute über einen Zeitraum 

von 5 Minuten. Die Schwierigkeit für die Tiere bestand darin, die 

Laufgeschwindigkeit zu beschleunigen, so dass sie nicht von dem Balken 

herunterfielen. Sobald sie heruntergefallen waren und den Boden berühren, 

wurde ein Mechanismus ausgelöst, der die Zeitmessung anhielt und die 

Messung somit beendete. 

Es wurden pro Tier drei Messungen durchgeführt. Das Ergebnis wurde dann 

gemittelt und als Testwert dokumentiert. Für jedes Tier wurde präoperativ eine 

Baseline ermittelt. 
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2.3.2 Adhesive Tape Test 

Der Adhesive Tape Test wurde durchgeführt, um sowohl sensorische als auch 

feinmotorische Funktionen zu messen. Bei diesem Test wurde ein runder 

Aufkleber mit einem Durchmesser von 1cm auf den proximalen Teil beider 

Innenflächen der Vorderpfoten (rechts und links) aufgeklebt (Abb. 3). Daraufhin 

wurde die Zeit gemessen, die die  Tiere benötigten, um den Aufkleber von der 

Pfote zu entfernen. Der Versuch dauerte dabei maximal zwei Minuten. 

Der Adhesive Test konnte nur durchgeführt werden, wenn die Tiere mit dem 

Versuchsaufbau vertraut waren. Deshalb wurden die Tiere an drei aufeinander 

folgenden Tagen vor der Operation trainiert. Ein Tag vor Induktion der 

ischämischen Läsion wurde eine Baseline erstellt. Für die Baseline erfolgten 

drei Messungen, aus denen der Mittelwert gebildet wurde. 

 

  

 

Abbildung 3: Adhesive Tape Test 

Der Untersucher befestigt die Aufkleber  
an den Pfoteninnenflächen des Ver- 
suchstieres. Gemessen wird die Zeit, 
die das Tier jeweils für das Entfernen 
des Aufklebers benötigt. 

 

Abbildung 2: Rota Rod Test  

Das Versuchstier ist gezwungen, sich 
mit dem rotierenden Balken zu 
bewegen, um nicht hinuter zu fallen. 
Die Zeit, die das Tier auf dem Balken 
verbleibt, wird erfasst. 
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2.3.3 Zylinder Test 

Der Zylinder Test ist ein Test, der die sensomotorische Funktion und die 

Koordination misst. Zur Durchführung des Tests wurde ein Tier in einen 

Glaszylinder (Durchmesser von 16cm, Höhe von 20cm) gesetzt. Der Zylinder 

stand auf einem Glastisch von 72cm Höhe (Abb.4). Während des Tests wurde 

das Tier durch eine Videokamera gefilmt, die sich unter dem Tisch befand. 

Nach dem das Tier in den Zylinder gesetzt wurde, dokumentierte die Kamera 

für drei Minuten wie sich das Tier verhielt. Ziel des Untersuchers war es, zu 

erreichen, dass sich das Tier unbeobachtet fühlte. Bei der Auswertung des 

Tests wurde anhand eines festgelegten Protokolls, das unten (2.10.1) näher 

erklärt wird, der Pfotenkontakt des Versuchstiers mit dem Glaszylinder 

ausgewertet.   

 

  

 

 

2.4 Ischämieinduktion 

Der in Narkose durchgeführte Eingriff hatte das Ziel, durch Photothrombose 

eine ischämische Läsion im Cortex der Ratte zu erzeugen. Die photochemische 

Induktion von Thromben wurde durch die photosensitive Substanz Bengal Rose 

unter gleichzeitiger Laserapplikation erzielt. Diese Substanz wurde dem 

Versuchstier intravenös verabreicht. Die Laserbestrahlung führte zur Bildung 

von Sauerstoffradikalen. Die dadurch erzielte mikrovaskuläre Thrombozyten-

aggregation hatte die Entstehung von Thromben zur Folge.  

 

Abbildung 4: Zylindertest 

Das Versuchstier sitzt in einem Zylin-

der, der auf einem Glastisch steht. 

Unter dem Tisch befindet sich die 

Videokamera, die das Verhalten des 

Tieres dokumentiert. Die Häufigkeit der 

Vorderpfotenberührungen mit der Wand 

des Zylinders wird gezählt. 
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2.4.1  Narkose 

Die Narkose bei den Versuchstieren wurde durch eine intraperitoneale Injektion 

von 0,3ml einer Lösung aus Ketaminhydrochlorid (100mg/kg Körpergewicht) 

und Xylazinhydrochlorid (8mg/kg Körpergewicht) erreicht. Die Narkosetiefe 

wurde so gewählt, dass die Tiere spontan atmeten. Bei Bedarf wurde die 

Narkose durch 0,2ml der Narkoselösung vertieft. Nach Beendigung aller 

operativen Maßnahmen erfolgte die Narkoseausleitung. Diese erfolgte unter 

kontinuierlicher Temperaturkontrolle mittels rektaler Sonde und Heizplatte. Die 

Tiere wurden anschließend paarweise in ihre Käfige zurückgesetzt. 

 

2.4.2 Intraoperative Lagerung 

Die Narkosetiefe wurde mittels Kornealreflex überprüft. Bei ausreichend tiefer 

Narkose wurden die Tiere in der Leistenregion rasiert. Danach wurden die Tiere 

mittels Klebestreifen auf dem Rücken liegend auf einem Temperatur-

Regelsystem fixiert. Zur Überprüfung der Körpertemperatur wurde eine rektale 

Sonde gelegt. Die Körpertemperatur des Tieres wurde bei 37-37,5°C konstant 

gehalten. Um die Augen der Tiere vor Austrocknung zu schützen, wurde eine 

Bepanthen Salbe aufgetragen. 

 

2.4.3 Einsetzten eines Katheters in die Vena femoralis 

Nach Hautdesinfektion und Abdecken der rechten Leiste der Versuchstiere 

erfolgte ein 1,0cm langer Hautschnitt. Es folgte die Präparation des subkutanen 

Fett- und Bindegewebes sowie die schonende Darstellung der Femoralgefäße. 

Nach der Eröffnung der Vena femoralis wurde ein Polyethylenkatheter (Fine 

Bore Polythene Tubing, Innendurchmesser 0,58mm, Außendurchmesser 

0,96mm) 2-3cm in die Vene vorgeschoben und mit Fäden befestigt. Über den 

Femoraliskatheter konnte später das Bengal Rose appliziert werden. 

Nachdem die Photothrombose erfolgt war, wurde der Katheter entfernt. Zur 

Verhinderung eines größeren Hämatoms wurde die Punktionsstelle kurzfristig 

behutsam komprimiert. Es folgte eine fortlaufende Hautnaht mittels nicht 

resorbierbarem, monofilem chirurgischen Nahtmaterial (4-0 Prolene). 
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2.4.4 Induktion der photothrombotischen Läsion 

Nach Hautdesinfektion und sterilem Abdecken des Kopfes, wurde ein sagittaler 

Hautschnitt in der Mittellinie des Schädels von 3cm Länge gesetzt. 

Anschließend wurde das Bregma anterior freipräpariert und stereotaktisch ein 

Punkt 0,5mm anterior und 3,5mm rechts lateral der Mittellinie markiert. 

Die Versuchstiere wurden stereotaktisch fixiert und eine Laserlichtquelle auf 

den zuvor markierten Punkt positioniert. Es wurde Bengal Rose Farbstoff 

(0,133ml/kg Körpergewicht und 10mg/ml 0,9% NaCl-Lösung) über einen 

Zeitraum von zwei Minuten in den Femoraliskatheter injiziert. Dabei wurde der 

markierte Punkt mit einem Laserstrahl von 8mm Durchmesser (G Laser 

Technologies) für 20 Minuten bestrahlt. So wurde eine photochemische 

Ischämie im parietalen Kortex erzeugt. 

Der Hautverschluss am Kopf erfolgte mittels nicht resorbierbarem, monofilem 

chirurgischen Nahtmaterial (4-0 Prolene). 

 

 

2.5 Therapie 

Die Versuchstiere wurden zufällig zwei Gruppen zugeteilt: 

Gruppe I: Kontrollgruppe n=18 0,5ml 0,9%ige NaCl-Lösung 

Gruppe II:  Therapiegruppe n=15 Behandlung mit 50µg Ghrelin in 0,5ml 0,9% 

NaCl-Lösung  

Die Tiere der Therapiegruppe wurden an 10 aufeinander folgenden Tagen mit 

Ghrelin behandelt. Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten an den 10 Tagen 

NaCl-Lösung. Dabei erfolgte die erste Injektion 24h nach Ischämie. Unter 

Verwendung einer sterilen Kanüle (BD Mikrolance 3 Nr. 18) erfolgte die 

Injektion in dorsokranialer Richtung durch die Bauchdecke in die Bauchhöhle. 

  

 

2.6 BrdU-Markierung 

Den Versuchstieren beider Gruppen wurde an zehn aufeinanderfolgenden 

Tagen 0,5ml Bromdesoxyuridinlösung (BrdU) intraperitoneal verabreicht. Dabei 

erfolgte die erste Injektion 24h nach Ischämie. Unter Verwendung einer sterilen 
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Kanüle (BD Mikrolance 3 Nr. 18) erfolgte die Injektion in dorsokranialer 

Richtung durch die Bauchdecke in die Bauchhöhle.  

 

 

2.7 Präparation der Gehirne 

Nach Beendigung der Therapie und der sensomotorischen Verhaltenstests 

wurden die Tiere an Tag 28 erneut in bereits beschriebener Weise anästhesiert 

und im Anschluss perfundiert. Dafür wurden die Tiere thorakotomiert, das 

Perikard eröffnet und eine Knopfkanüle über die Herzspitze bis in die Aorta 

ascendens vorgeschoben und dort fixiert. Das rechte Herzohr wurde eröffnet, 

um das Tier ausbluten zu lassen. Gleichzeitig wurde über die Knopfkanüle das 

Gefäßsystem mit 0,9% NaCl-Lösung durchgespült. Nach fünf Minuten wurde 

über die Kanüle Paraformaldehyd-Lösung (PFA) infundiert, um das Gehirn-

gewebe zu fixieren.  

 

 

2.8 Gewinnung der Gewebeproben 

Nach Kraniotomie und Entnahme der Gehirne wurden diese fünf Minuten auf 

Trockeneis schockgefroren und anschließend in PFA gelagert. Nach 24 

Stunden wurden die Gehirne für drei Tage in 30% Succhrose-Lösung gegeben. 

Anschließend wurden die Gehirne erneut auf Trockeneis schockgefroren und  

bei -80°C gelagert. Mithilfe eines Cryostaten wurden 40µm breite 

Frontalschnitte im Free-Floating-Verfahren erstellt. Ein Teil der Schnitte wurde 

direkt auf gläserne Objektträger aufgezogen, der andere Teil in Tissue 

cryoprotectant solution (TCS) gelagert. Das Gehirn eines Versuchstiers wurde 

dafür in folgender Weise geschnitten: Die ersten fünf Schnitte wurden jeweils in 

ein TCS gefüllten Behälter (tube) gegeben, dann wurden zwei Schnitte auf 

Objektträger aufgezogen. In gleicher Weise wurden die dann folgenden 

Schnitte auf tubes bzw. Objektträger verteilt. Die aufgezogenen Schnitte und 

die in TCS gelagerten Schnitte wurden eingefroren und bei -30°C gelagert. 
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2.9 Färbung der Gewebeproben 

Es wurden drei verschiedene Färbungen zur histologischen Untersuchung der 

Gewebeschnitte durchgeführt. Dafür wurde pro Tier und Färbung jeweils der 

Inhalt eines zuvor beschriebenen Tubes verwendet. Der Untersucher war zu 

jeder Zeit verblindet. 

 

2.9.1 Toluidinfärbung 

Bei der Toluidinfärbung handelt es sich um eine unspezifische 

immunhistochemische Färbung. Sie wurde durchgeführt, um die unter-

schiedlichen Infarktvolumina der Versuchstiere darzustellen. Die Färbung mit 

Toluidinbau wurde an aufgezogenen Schnitten an einem Tag durchgeführt. 

Eine Ausführliche Beschreibung der Durchführung erfolgt im Färbeprotokoll. 

 

2.9.2 BrdU/ NeuN Färbung 

Es wurde eine Kombinationsfärbung aus Bromdesoxyuridin (BrdU) und 

Neuronal Nuclear Protein (NeuN)  durchgeführt. Die Schnitte wurden einem 

Fluoreszenzmarker für NeuN und einem Fluoreszenzmarker für BrdU-positiven 

Zellen ausgesetzt. Diese Marker besitzen sekundäre Antikörper, die durch 

unterschiedliche Wellenlängen angeregt werden. Dies kann mittels eines 

Fluoreszenzmikroskopes dargestellt werden. 

Die BrdU/NeuN Färbung wurde an drei aufeinanderfolgenden Tagen 

durchgeführt. Für die Doppelimmunfluoreszenzfärbung wurden die Free-

Floating-Schnitte mit Blocking Reagenz geblockt und anschließend mit dem 

Antikörper: RBrdU über Nacht bei 4°C inkubiert. Am nächsten Tag erfolgte dann 

die Inkubation mit dem Antikörper NeuN über Nacht bei 4°C. Die gefärbten 

Schnitte wurden auf Objektträger aufgezogen. Eine Ausführliche Beschreibung 

der Durchführung erfolgt im Färbeprotokoll. 

 

2.9.3 DCX Färbung 

Die Doublecortin (DCX) Färbung wurde an zwei aufeinanderfolgenden Tagen 

durchgeführt. Für die Immunfluoreszenzfärbung wurden die Free-Floating-

Schnitte mit donkey Blocking Reagenz geblockt und im Anschluss mit goat  
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anti-DCX Antikörper über Nacht bei 4°C inkubiert. Am zweiten Tag folgte die 

Inkubation mit dem zweiten Antikörper BgoaRb sowie die Zugabe des 

Farbstoffs. Die gefärbten Schnitte wurden auf Objektträger aufgezogen. Eine 

Ausführliche Beschreibung der Durchführung erfolgt im Färbeprotokoll. 

 

 

2.10 Auswertung 

2.10.1 Auswertung der Verhaltensuntersuchungen 

Für den Rota Rod Test wurde an den jeweiligen Tagen der Testung pro Tier 

drei Messungen durchgeführt. Aus den drei Messungen wurde ein Mittelwert 

gebildet. Es wurde gemessen wie lange das jeweilige Versuchstier auf dem 

Rota Rod lief. 

Für den Adhesive Tape Test wurden pro Versuch und Tier von jeder Pfote drei 

Messungen durchgeführt. Aus den Ergebnissen dieser Messungen wurde für 

jede Seite ein Mittelwert errechnet. Aus den Mittelwerten beider Seiten wurde 

ein Asymmetrie Score nach folgender Formel berechnet: Zeit bis zum Entfernen 

des Aufklebers der ipsilateralen Pfote minus Zeit bis zum Entfernen des 

Aufklebers der kontralateralen Pfote / Zeit bis zum Entfernen des Aufklebers der 

kontralateralen Pfote plus Zeit bis zum Entfernen des Aufklebers der 

ipsilateralen Pfote. 

Die Auswertung des Zylindertests erfolgte durch Analyse des entstandenen 

Filmmaterials. Es wurde körperseitengetrennt gezählt, wie häufig ein 

Versuchstier die Wand bzw. den Boden des Zylinders mit der jeweiligen 

Vorderpfote berührt hat. Aus den Summen wurde nach folgender Formel ein 

Verhältnis gebildet: Kontralateraler Vorderpfotenkontakt minus ipsilateraler 

Vorderpfotenkontakt / Kontralateraler Vorderpfotenkontakt plus ipsilateraler 

Vorderpfotenkontakt. Aus den ermittelten Werten wurde eine Ratio ermittelt 

nach der Formel: (re-li)/ (li+re). Diese berücksichtigt, ob ein Tier postischämisch 

eine Extremitätenseite bevorzugt.  
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2.10.2 Auswertung der Histologie 

Die mit Toluidinblau gefärbten Schnitte wurden in zehnfacher Vergrößerung 

fotografiert. Die digitalisierten Photographien der Schnitte wurden mit Hilfe des 

Computerprogramms Scion image analysis software (Imaging Research Inc., St 

Catharines, Ontario, Canada) ausgewertet. Dafür wurde zunächst die 

Infarktfläche aller Schnitte eines Versuchstiers ermittelt. Aus der Infarktfläche 

wurde dann das Infarktvolumen berechnet (Infarktfläche x Schnittdicke x 

Schnittintervall). 

Für die Auswertung der BrdU/NeuN gefärbten Gehirnschnitte wurden BrdU 

positive Zellen in der Subventrikulärzone und im Bereich des Gyrus dentatus 

des Hippocampus beider Hemisphären untersucht. Dafür wurden die BrdU-

positiven Zellen stereologisch gezählt. Um den Anteil der Neurone unter den 

BrdU-positiven Zellen zu ermitteln, wurden 20 zufällig ausgewählte BrdU-

positive Zellen auf ihre Positivität auf NeuN untersucht. Die Multiplikation der 

Gesamtanzahl BrdU-positiver Zellen mit dem prozentualen Anteil von 

NeuN/BrdU-doppelpositiven Zellen ergab die Zahl der neuentstandenen 

Neuronen. 

Die Ergebnisse der Zählungen aller histologischen Schnitte aus der 

Hippocampusregion bzw. aus der Subventrikulärzone eines Versuchstieres 

wurden addiert. Aus den Zellzahlen der Tiere einer Gruppe wurde für die  

Hippocampusregion und die Subventrikulärzone je ein Mittelwert errechnet. 

Für die Auswertung der DCX Färbung wurden DCX-positive Zellen in der 

Subventrikulärzone und im Bereich des Gyrus dentatus des Hippocampus 

beider Hemisphären untersucht. Die DCX-positiven Zellen wurden dafür in 

beiden Hirnbereichen stereologisch gezählt. Im Bereich der Subventrikulärzone 

traten die DCX-positiven Zellen in Clustern auf, so dass einzelne Zellen nicht 

voneinander abzugrenzen waren. Es war somit nicht möglich, die DCX 

gefärbten Schnitte im Bereich der Subventrikulärzone quantitativ auszuwerten. 

Die DCX Färbung im Bereich der Subventrikulärzone wurde aus der Wertung 

genommen. 
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Die Ergebnisse der Zählungen aller histologischen Schnitte der Hippocampus-

region eines Versuchstieres wurden addiert. Aus den Zellzahlen der Tiere einer 

Gruppe wurde ein Mittelwert errechnet. 

 

 

2.11 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der Signifikanz der Verhaltensuntersuchungen 

erfolgte durch zweifache ANOVA mit Messwiederholungen, sowie durch t-Tests 

als post-hoc-Test. Die Daten aus den histologischen Untersuchungen wurden 

anhand von zweiseitigen Student´s t-Tests durchgeführt. Für die statistischen 

Analysen wurde die Software Statistical Package for Social Sciences (SPSS 

15.0 für Windows) verwendet. Unterschiede wurden als signifikant gewertet, 

wenn das Signifikanzniveau eine vorgegebene Irrtumswahrscheinlichkeit von 

p0,05 unterschritt. 

 

 

2.12 Färbeprotokolle und Materialien 

2.12.1 Toluidinfärbung 

a)   Färbeprotokoll: 

 Auftauen und Trocknung der Schnitte für 20 Minuten bei 

Zimmertemperatur 

 Waschen in PBS 3 Mal für 5 Minuten 

 Färbung mit gefilterter 0,7% Toluidinlösung für 10 Minuten 

 Waschen mit Aqua dest. 3 Mal für 1 Minute 

 Differenzierung mit 70% Alkohol für 2 Minuten 

 Differenzierung mit 90% Alkohol für 1 Minute 

 Zugabe von Histoclear für 1 Minute 

 Trocknung bei Zimmertemperatur 

 Eindeckeln mit Roti Histofitt 

b)   Materialien: 

 PBS = Phosphate-gepufferte Saline 

 Roti Histofitt der Firma Roth 



 

    

27 Materialien und Methoden 

2.12.2 BrdU/ NeuN Färbung 

a)   Färbeprotokoll – Tag 1:  

 Waschen in PBS 3 Mal für 5 Minuten 

 Denaturierung der DNA:   

o 50% Foramide/ 2 Mal SSC 2h bei 60°C 

o 2 Mal SSC 2 Mal 5 Minuten bei 60°C 

o 2N HCl 30 Minuten bei 60°C 

 Waschen in PBS 3 Mal für 10 Minuten 

 Vorbehandlung mit 0,1M Borate Puffer, pH 8,5 

 Waschen in PBS 3 Mal für 10 Minuten  

 Blocken mit Blocking Reagenz (BR) für 30 Minuten  

 Zugabe des 1. Antikörpers RBrdU in BR (Verhältnis 1:500) bei 4°C 

über Nacht 

a)   Färbeprotokoll – Tag 2: 

 Waschen in PBS 3 Mal für 10 Minuten 

 Zugabe von BgaR in BR (Verhältnis 1:500) für 1h  

 Waschen in PBS 3 Mal für 10 Minuten 

 Zugabe von Farbstoff A594 in BR (Verhältnis 1:500) für 1h  

(nach Zugabe des Farbstoffs müssen die weiteren Schritte 

abgedunkelt durchgeführt werden) 

 Waschen in PBS 3 Mal für 10 Minuten 

 Zugabe des 2. Antikörpers NeuN in BR (Verhältnis 1:200) bei 4°C 

über Nacht  

a)   Färbeprotokoll – Tag 3: 

 Waschen in PBS 3 Mal für 10 Minuten 

 Zugabe von 488GaM in BR (Verhältnis 1:200) für 1h 

 Waschen in PBS 3 Mal für 10 Minuten 

 Aufziehen der Schnitte auf Objektträger 

 Eindeckeln der Objektträger mit Mounting Medium mit Dapi 
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b)   Materialien: 

 SSC: 

o 800ml H2O  

o 17,5g NaCl 

o 8,82g Sodium Citrat 

o auf 1L mit H2O auffüllen 

o pH 7,0 

 Blocking Reagenz: 

o 12ml PBS 

o 120µL 10% Triton X 

o 480 µL Goat Serum 

 Borat Puffer 0,1M: 

o 3,8g Sodiumborat  

MW381 

o 100ml Aqua dest.  

o pH 8,5 

 

 RBrdU des Herstellers 

abcam 

 BGaR (Biotin Goat anti Rat) 

des Herstellers abcam 

 Anti NeuN, clone A60 des 

Herstellers Millipore 

 488GaM (Goat anti Mouse) 

des Herstellers abcam 

 A 594 Steptoavidin Alexa 

Fluor 594 conjugate des 

Herstellers Invitrogen 

 

Die Bromdesoxyuridinlösung wurde täglich direkt vor der Applikation frisch 

hergestellt. Dazu wurde die abgemessene sterile 0,9%ige NaCl-Lösung im 

Wasserbad auf 37°C erwärmt und das abgewogene, tiefgekühlte BrdU-Pulver 

des Herstellers Sigma-Aldrich darin gelöst (30 mg/ml). 

 

2.12.3 DCX Färbung 

a)   Färbeprotokoll – Tag 1: 

 Waschen in PBS 3 Mal für 5 Minuten   

 Blocken mit Blocking Reagenz für 15 Minuten 

 Zugabe des 1. Antikörpers (DCX) in BR (Verhältnis 1:500) bei 4°C 

über Nacht 

a)   Färbeprotokoll – Tag 2: 

 Waschen in PBS 3 Mal für 5 Minuten 

 Zugabe des 2. Antikörpers (BgoaRb) in BR (Verhältnis 1:100) für  

45 Minuten 
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 Waschen in PBS 3 Mal für 5 Minuten 

 Zugabe des Farbstoffs AV 594/ AV 488 in BR (Verhältnis 1:100) für 

45 Minuten 

 Aufziehen der Schnitte auf Objektträger 

 Eindeckeln der Objektträger mit Mounting Medium mit Dapi 

b)   Materialien: 

 Blocking Reagenz:  

o 1% Lösung 

o 1g Blocking Reagenz Donkey 

o 100ml Maleinsäurepuffer pH 7,5 

 DCX Antibody des Herstellers abcam 

 BgaRb (Biotin Goat ani Rabit) des Herstellers vector 

 A 594 Steptoavidin Alexa Fluor 594 conjugate des Herstellers 

Invitrogen 
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3 ERGEBNISSE 

 

 

3.1 Verhaltensuntersuchungen 

3.1.1 Gewichtsverlauf der Tiere 

Bei den Tieren aus Kontrollgruppe und Therapiegruppe konnte postoperativ 

keine Gewichtsreduktion festgestellt werden. Alle Tiere nahmen innerhalb der 

28 Tage an Gewicht zu. Abbildung 5 zeigt, dass keine signifikanten 

Unterschiede im Gewichtsverlauf von Tieren der Kontrollgruppe und 

Therapiegruppe festgestellt werden konnten (p>0,05). 

 

 

Abbildung 5:   Gewichtsverlauf 

Die Versuchstiere der Therapiegruppe und der Kontrollgruppe nahmen innerhalb der 28 Tage kontinuier- 
lich an Gewicht zu. Es gab keine Unterschiede zwischen Therapiegruppe und Kontrollgruppe. In den 
ersten 10 Tagen postischämisch stieg das Gewicht der Versuchstiere nur leicht an. In den weiteren 11 
Tagen kam es zu einer größeren Gewichtssteigerung. Im Anschluss flacht die Kurve des Gewichts- 
verlaufs wieder ab. 

 

 

3.1.2 Rota Rod Test 

Bei statistischer Analyse der Leistungen beider Gruppen, konnten keine 

signifikanten Effekte der Therapie im Rota Rod Test gefunden werden. 
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Abbildung 6 veranschaulicht einen postoperativen Leistungsabfall beider 

Versuchsgruppen. Im weiteren Verlauf zeigte sich kein signifikanter Unterschied 

zwischen Therapie- und Kontrollgruppe. 

 

 
Abbildung 6: Rota Rod Test 
Postischämisch zeigte sich in beiden Versuchsgruppen eine Verschlechterung der Leistungen im Rota 
Rod Test. Die Ergebnisse der Baseline-Testung konnten nicht mehr erreicht werden. Es gab keine 
signifikanten Unterschiede beider Gruppen. 

 

 

3.1.3 Adhesive Tape Test 

Die Versuchstiere beider Gruppen erzielten präoperativ in der Baseline 

vergleichbare Ergebnisse. Postoperativ verschlechterten sich die Tiere beider 

Gruppen (Abb. 7). An den Vesuchstagen 10 und 21 zeigten sich sowohl bei 

Kontrollgruppe als auch bei Therapiegruppe kontinuierliche Verbesserungen 

der Leistung im Adhesive Tape Test. Die Leistungen der Therapiegruppe, die 

insgesamt eine ausgeprägtere Verbesserung zeigte, stiegen von Tag 21 auf 

Tag 28 weiter an, während die Leistungen der Kontrollgruppe stagnierten. Die 

ANOVA mit Messwiederholung war signifikant  für die Faktoren 

Behandlungsgruppe F(1,30): 16,291); p≤ 0,001) und Durchgang F(1,30):51,173; 

p≤ 0,001), jedoch nicht für die Interaktion Durchgang und Behandlungsgruppe. 
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Abbildung 7: Adhesive Tape Test 

In der Baseline Testung erreichten die Tiere beider Gruppen vergleichbare Ergebnisse. Bei allen 
Versuchstieren kam es postischämisch zu einer deutlichen Verschlechterung der Leistungen. Bei den 
Tieren beider Gruppen zeigten sich an den weiteren Untersuchungstagen Verbesserungen. Dabei 
verbesserten sich die Tiere der Ghrelin Gruppe kontinuierlich während sich die Tiere der Kontrollgruppe 
von Tag 21 bis zu Tag 28 nicht erneut verbesserten. Die Leistung der mit Ghrelin behandelten Tiere war 

signifikant besser als die der Placebotiere (p0,05). 

 

 

3.1.4 Zylindertest 

Ausgehend von der Baseline, bei der die Tiere in Kontrollgruppe und 

Therapiegruppe vergleichbare Ergebnisse erzielten, zeigte sich am Tag 1 

postoperativ eine starke Abnahme der Leistung in beiden Gruppen (Abb. 8). In 

der Kontrollgruppe lag die Ratio bei -0,4 und in der Therapiegruppe bei -0,38. 

An Tag 10, 21 und 28 zeigte sich sowohl in der Therapiegruppe, als auch in der 

Kontrollgruppe eine Verbesserung der Leistung im Zylindertest. Die Leistungen 

der Tiere aus der Therapiegruppe verbesserten sich dabei signifikant stärker, 

als die der Kontrollgruppe. Die ANOVA mit Messwiederholung war signifikant 

für die Faktoren Behandlungsgruppe (F(1,25):7,033; p=0,014) und Durchgang 

(F(1,25):10,434; p=0,003), nicht jedoch für die Interaktion Durchgang und 

Behandlungsgruppe. 
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Abbildung 8: Zylinder Test 

Die Tiere beider Versuchsgruppen erreichten in der Baseline Testung ähnliche Ergebnisse. Bei allen 
Versuchstieren kam es postischämisch zu einer ausgeprägten Verschlechterung der Leistungen. In den 
folgenden Messungen zeigte sich bei den Tieren der Behandlungsgruppe eine signifikante Verbesserung 

der Leistungen gegenüber der Kontrollgruppe (p0,05). 

 

 

3.2 Histologische Untersuchungen 

3.2.1 Toluidinfärbung 

Das Infarktvolumen wurde anhand der toluidinblau-gefärbten Schnitte ermittelt. 

Das Infarktvolumen der Tiere aus der Kontrollgruppe lag im Mittel bei 15,18mm³ 

und bei den Tieren der Therapiegruppe im Mittel bei 11,71mm³. Damit 

unterschieden sich die Infarktgrößen der Tiere in der Therapiegruppe und der 

Kontrollgruppe nicht signifikant (p>0,05). 

 

3.2.2 BrdU/ NeuN Färbung 

Die Anzahl der BrdU-positiven Zellen im Bereich des Gyrus dentatus des 

Hippocampus zeigte in der Therapiegruppe gegenüber der Kontrollgruppe 

einen deutlichen Trend (Bonferroni korrigierter student´s t-test p=0,051). Die 

Zellzahl in der Kontrollgruppe lag im  Mittel bei 67,25 und in der Therapiegruppe 

bei 163,07 (Abb. 9).  
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Im Gyrus dentatus lag Anteil der doppeltpositiven Zellen (positiv für BrdU und 

NeuN) in der Kontrollgruppe bei 53,75% und in der Therapiegruppe bei 80% 

(Abb. 10, 15 und 16). Die BrdU-positiven Zellen in der Therapiegruppe sind zu 

signifikant höherem Anteil Neurone als in der Kontrollgruppe (student´s t-test 

korrigiert für multible Testung p≤0,001).  

 

 

 

Die absolute Zahl von Neuronen, die sich aus der Anzahl BrdU-positiver Zellen 

und dem Anteil der davon NeuN-positiven Zellen ergibt, ist in Abbildung 11 

dargestellt. Die Anzahl der Neurone in der Therapiegruppe war mit 130,46 im 

Mittel höher, als bei der Kontrollgruppe mit im Mittel 36,15 Neuronen. 

 

 

 

Abbildung 9: BrdU-positiver Zellen in  der Hippocampusregion 

Die Anzahl der BrdU-positiven Zellen im Bereich des Gyrus 
dentatus des Hippocampus zeigte in der Therapiegruppe 
gegenüber der Kontrollgruppe einen deutlichen Trend. 

 

 

Abbildung 10: Doppeltpositive Zellen im Hippocampus 

Der Anteil der Zellen in der Hippocampusregion die sowohl 
BrdU- als auch NeuN-positiv sind, war in der Therapiegruppe 
signifikant höher als in der Kontrollgruppe. 

 

* 
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Im Bereich der Subventrikulärzone zeigt sich ebenfalls ein signifikant höherer 

Anteil BrdU-positiver Zellen in der Therapiegruppe mit im Mittel 391,38, als in 

der Kontrollgruppe mit im Mittel 93,25 Zellen (student´s t-test auf multible 

Testungen korrigiert p=0,002) (Abb. 12).  

 

 

 

Der Anteil der doppeltpositiven Zellen lag in der Therapiegruppe bei 79,64% 

und war signifikant höher als in der Kontrollgruppe, wo er bei 51,25% lag 

(student´s t-test auf multible Testungen korrigiert p≤0,001) (Abb. 13). 

 

Abbildung 11: Neuentstandene Neurone im Hippocampus 

Die Anzahl neuentstandener Neurone in der Hippocampus-region 
errechnet sich aus dem Anteil der doppeltpositiven Zellen. Die 
Zahl dieser Neurone war in der Ghrelingruppe höher als in der 
Placebogruppe. 

Abbildung 12: BrdU-positive Zellen in der Subventrikulärzone  

Die Anzahl der BrdU-positiven Zellen war signifikant höher als in 
der Kontrollgruppe. 

* 

* 
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Aus den Anteilen der doppeltpositiven Zellen ergeben sich die absoluten Zahlen 

von Neuronen. In der Therapiegruppe liegen im Mittel 311,70 Neurone vor und 

in der Kontrollgruppe im Mittel 47,79 Neurone (Abb. 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* 

Abbildung 13: Doppeltpositive Zellen in der Subventrikulärzone  

Der Anteil der Zellen in der Subventrikulärzone, die sowohl 
BrdU- als auch NeuN-positiv sind, war in der Therapiegruppe 
signifikant höher als in der Kontrollgruppe. 

Abbildung 14:  Neuentstandene Neurone in der  
 Subventrikulärzone  

Die sich aus dem Anteil der doppeltpositiven Zellen errechnete 
Zahl neuentstandener Neurone war in der Therapiegruppe höher 
als in der Kontrollgruppe. 

* 
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Abbildung 15: 

In 40facher Vergrößerung ist die 
Hippocampusregion dargestellt. 

Oben: BrdU-positive Zellen 

Mitte: NeuN-positve Zellen  

Unten: BrdU- und 
NeuN-positive Zellen 
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Abbildung 16: 

In 100facher Vergrößerung ist die 
Hippocampusregion dargestellt   

Oben: BrdU-positive Zellen 

Mitte: NeuN-positve Zellen  

Unten: BrdU- und 
NeuN-positive Zellen 
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3.2.3 DCX Färbung 

Die Zellzahl der DCX-positiven Zellen im Bereich des Gyrus dentatus des 

Hippocampus liegt in der Kontrollgruppe im Mittel bei 361 und in der 

Therapiegruppe bei im Mittel 434. Es zeigt sich keine signifikante Erhöhung der 

DCX-positiven Zellen in der Therapiegruppe. 

 

 

 

 

Abbildung 17: DCX-positive Zellen in der Hippocampusregion 

Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der Zahl der 
DCX-positiven Zellen in der Hippocampusregion von Kontroll-
gruppe und Therapiegruppe gefunden werden. 
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4 DISKUSSION 

 

 

1.1 Zusammenfassung der Ergebnisse 

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass Ghrelin 

neuroregenerative Effekte auf die funktionelle Erholung im Tiermodel der 

fokalen Ischämie hat. Es zeigte sich eine signifikant bessere funktionelle 

Erholung der Tiere der Therapiegruppe gegenüber der Placebogruppe im 

Adhesive Tape Test und im Zylindertest. Der weniger sensitive Rota Rod Test 

zeigte keine Unterschiede der beiden Gruppen. Durch die 

immunhistochemische Färbung BrdU/NeuN konnte im Bereich der 

Hippocampusregion und der Subventrikulärzone in der Ghrelingruppe eine 

signifikant gesteigerte Neurogeneserate im Vergleich zur Placebogruppe, als 

strukturelles Korrelat der verbesserten funktionellen Erholung, nachgewiesen 

werden.  

 

 

1.2 Interpretation der Ergebnisse 

4.2.1 Verhaltensuntersuchungen und Gewichtsverlauf 

Es wurden mehrere Verhaltenstests zur Quantifizierung sensomotorischer 

Defizite durchgeführt. Im Zylindertest und im Adhesive Tape Test konnten 

signifikant bessere Leistungen bei den Tieren der Therapiegruppe 

nachgewiesen werden. Bei den Tieren der Ghrelingruppe waren die 

gemessenen sensorischen und feinmotorischen Funktionen sowie die 

Koordination nach Ischämie im Vergleich zur Placebogruppe signifikant besser.  

Der ebenfalls durchgeführte Rota Rod Test zeigte keine Unterschiede in den 

beiden Gruppen. Der Grund hierfür ist, dass der Rota Rod Test ein wenig 

sensitiver Test ist, der vor allem grobe motorische Defizite erfassen kann 

(Bouet et al 2007). Die durch Photothrombose bedingten, dezenten 

neurologischen Ausfälle können nur durch sensitive Tests und nicht durch den 

Rota Rod Test zuverlässig erfasst werden.  
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Der Gewichtsverlauf der Versuchstiere, der für den Zeitraum der 

Verhaltensuntersuchungen dokumentiert wurde, ist in Therapiegruppe und 

Kontrollgruppe nicht unterschiedlich. Somit handelt es sich bei der 

Verbesserung in den Verhaltenstests nicht um eine unspezifische Wirkung 

infolge eines verbesserten Allgemeinzustandes durch eine Gewichtszunahme. 

Die Steigerung der sensomotorischen Funktion ist daher als Ausdruck 

neuronaler Effekte von Ghrelin anzusehen. 

 

4.2.2 Histologische Untersuchungen 

Anhand der Toluidinfärbung wurden die Infarktvolumina der Tiere berechnet, 

um einen möglichen Behandlungseffekt zu erkennen. Eine kleinere Infarktgröße 

in der Therapiegruppe könnte Ausdruck einer neuroprotektiven Wirkung sein. 

Es konnte kein signifikanter Unterschied der Infarktgröße in den 

Untersuchungen in den beiden Versuchsgruppen gefunden werden. Grund 

hierfür ist, dass zum Zeitpunkt der Applikation von Ghrelin, 24 Stunden nach 

Ischämieinduktion, die Größe des Hirninfarktes bereits determiniert und die 

Penumbra irreversibel geschädigt ist. Dies spricht wiederum dafür, dass die 

Effekte von Ghrelin auf die sensomotorische Erholung auf eine echte 

Neuroregeneration und nicht auf eine neuroprotektive Wirkung zurückzuführen 

sind. Die endogene Neurogenese wurde durch die immunhistochemischen 

Färbungen BrdU/NeuN und DCX untersucht. Durch die BrdU/NeuN Färbung 

konnte sowohl in der Hippocampusregion als auch in der Subventrikulärzone 

eine signifikant erhöhte Neurogeneserate in der Therapiegruppe festgestellt 

werden. Es konnte eine höhere Anzahl BrdU-positiver, also sich neugebildeter, 

Zellen gefunden werden, die außerdem zu signifikant höherem Anteil 

neuronaler Herkunft waren. Die DCX Färbung hingegen konnte keine signifikant 

höhere Anzahl DCX-positiver Zellen in der Therapiegruppe zeigen.  

Diese Ergebnisse stehen jedoch, unter Berücksichtigung der unterschiedlichen 

Expressionsmuster der untersuchten neuronalen Marker, nicht im Widerspruch 

zueinander. BrdU ist ein Proliferationsmarker, der, hinsichtlich der Markierung 

sich teilender Zellen, vor allem den Zeitraum widerspiegelt in dem es appliziert 

wird und nicht den Zeitpunkt, an dem das Versuchstier getötet wurde 
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(Kempermann et al, 2003). In der vorliegenden Studie wurden somit durch die 

BrdU Färbung Zellen dargestellt, die postischämisch innerhalb des 

Applikationszeitraums von sieben Tagen nach Photothrombose entstanden 

sind. Die BrdU/NeuN-doppeltpositiven Zellen sind demnach adulte Neurone, die 

im Zeitraum von sieben Tagen nach Ischämie entstanden sind und an Tag 28, 

zum Zeitpunkt der Perfusion, noch vital waren. DCX hingegen wird während 

adulter Neurogenese in proliferierenden und post-mitotischen neuronalen 

Vorläuferzellen transient exprimiert (Brown et al, 2003, Karl et al, 2005). Die 

Freisetzung von DCX wird durch die Bildung von Neuroblasten hervorgerufen. 

In der zweiten Woche nach Zellneubildung ist die Expression am höchsten, wird 

dann aber herunterreguliert. Mit dem Auftreten von adulten Neuronen sinkt die 

Anzahl von DCX-positiven Zellen (Karl et al, 2005). Die DCX-positiven Zellen, 

die zum Zeitpunkt der Perfusion nachgewiesen werden konnten, repräsentieren 

die Zellen, die im Zeitraum von 14 Tagen vor Perfusion neu entstanden sind. 

Die Zellen hingegen, die während der Behandlung mit Ghrelin gebildet wurden, 

können 21 Tage nach Beendigung der Therapie nicht mehr als DCX-positive 

Zellen nachgewiesen werden.  

 

 

1.3 Literaturkontext 

Die neuroprotektiven Eigenschaften von Ghrelin sind in mehreren 

experimentellen Studien belegt (Chung et al, 2007, Hwang et al, 2009, Cheyuo 

et al, 2011). Verschiedene Ischämiemodelle der Ratte konnten nachweisen, 

dass intravenös oder intraperitoneal appliziertes Ghrelin neuroprotektive Effekte 

aufweist (Chung et al, 2007, Hwang et al, 2009, Cheyuo et al, 2011), also 

Infarktvolumen reduziert. Neuroprotektive Mechanismen von Ghrelin, die den 

Untergang der Penumbra verhindern, sind nicht für die positiven Effekte, die in 

der vorliegenden Arbeit nachgewiesen wurden, verantwortlich, wie oben 

angeführt. 

Eine tierexperimentelle Arbeit, die den Effekt von Ghrelin im MCAO Model der 

Ratte untersuchte, zeigte signifikante Ergebnisse unmittelbar vor MCAO sowie 

nach zwei Stunden Ischämie zum Zeitpunkt der Reperfusion. (Chung et al, 
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2007).  In der gleichen Studie konnte in vitro gezeigt werden, dass Ghrelin 

Zelltod und Apoptose, die aufgrund von Sauerstoff- und Glukosemangel 

entstanden sind, reduziert (Chung et al, 2007). Die Entstehung radikaler 

Sauerstoffmetabolite wird gehemmt und das Membranpotential von 

Mitochondrien wird stabilisiert (Chung et al, 2007). In einer weiteren Arbeit wird 

beschrieben, dass sowohl Ghrelin als auch desacetyliertes Ghrelin kortikale 

Neurone vor einer Ischämie schützt (Hwang et al, 2009). In dieser Arbeit wurde 

Ratten 30 Minuten vor MCAO Ghrelin in acetylierter bzw. desacetylierter Form 

intraperitoneal verabreicht. Vierundzwanzig Stunden nach Reperfusion wurden 

die Gehirne entnommen und histologisch untersucht. Es wurde eine Reduktion 

des Infarktvolumens in beiden Therapiegruppen gefunden. Außerdem wurde 

eine Hemmung der Hochregulation von Prostate apoptosis response-4 (Par-4), 

einem proapoptotischen Gen, das bei fokaler Ischämie überexpremiert wird, 

nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass Ghrelin den durch Ischämie 

verursachten Anstieg von Bax Protein in Mitochondrien hemmt, die zytosolische 

Konzentration von Bcl-2 Protein erhöht und so die Bcl-2/Bax Ratio anhebt. Es 

wurde auch ein reduzierter Anstieg von Caspase-3 festgestellt.  

Cheyuo und Kollegen, die den Effekt von Ghrelin auf zerebrale Ischämie und 

die Rolle des Nervus vagus untersuchten, konnten antiinflammatorische und 

antiapoptotische Effekte sowie gehemmte nNOS Aktivität nachweisen. Ratten 

wurde dafür unmittelbar nach MCAO bzw. MCAO und beidseitiger Vagotomie 

Ghrelin verabreicht. Vierundzwanzig Stunden nach Ischämie und an den 

folgenden sechs Tagen wurden neurologische Defizite erfasst und 

anschließend die Gehirne entnommen. Die Tiere der Behandlungsgruppe 

zeigten signifikant weniger neurologische Defizite und reduzierte 

Infarktvolumina. Proinflammatorische Moleküle wie TNF-α, Il-6, nNOS und 

Matrixmetalloproteinase waren in der Therapiegruppe signifikant weniger 

expremiert. Desweiteren fanden Cheyou und Kollegen deutlich reduzierte 

Effekte der Ghrelinbehandlung nach beidseitiger Vagotomie und konnten damit 

zeigen, dass die Wirkung von Ghelin durch den Nervus vagus vermittelt wird 

(Cheyuo et al, 2011). 
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Inflammatorische Prozesse werden unter anderem dafür verantwortlich 

gemacht, dass sich nach Ischämie neuentstandene Neurone nicht ausreichend 

in bestehende Zellverbände einfügen können und so frühzeitig sterben (Dennes 

et al, 2009). Wird durch Behandlung mit Ghrelin lokale Inflammation gehemmt, 

könnte dies das vermehrte Überleben von neuentstandenen Neuronen in der 

Therapiegruppe der vorliegenden Arbeit erklären.  

Die zuvor beschriebenen neuroprotektiven Eigenschaften von Ghrelin sind in 

der vorliegenden Arbeit nicht der Mechanismus für die Wirksamkeit von Ghrelin, 

da der Therapiebeginn jenseits des neuroprotektiven Zeitfensters lag. Die 

Verhaltensdaten und die morphologischen Daten zur Neurogenese lassen den 

Schluss zu, dass der Verbesserung regenerative Mechanismen zugrunde 

liegen. Aktuelle Studien zeigen, dass ein kausaler Zusammenhang zwischen 

gesteigerter Neurogenese und funktioneller Erholung nach einem Schlaganfall 

besteht (Jin et al, 2010). Die gezielte Hemmung der Neurogenese führt zu einer 

Zunahme sensomotorischer Ausfälle nach Ischämie (Jin et al, 2010). Diese 

Erkenntnis bildet die Grundlage für eine mögliche therapeutische Intervention in 

die Neurogenese zur Verbesserung der Regeneration. 

Bislang wurden erhöhte Neurogeneseraten in dorsalen Motorneuronen des 

Nervus vagus nach Behandlung mit Ghrelin bei gesunden Tieren nachgewiesen 

(Zhang et al, 2004). In Zellkulturen konnte ferner gezeigt werden, dass Ghrelin 

die Aufnahme von (3)H-Tymidinen steigert und so eine erhöhte Proliferation von 

Vorläuferzellen der Hippocampusregion hervorruft (Johansson et al, 2008). 

Studien an gesunden Mäusen zeigten eine Zunahme von BrdU-positiven Zellen 

und DCX-positiven Zellen im Bereich des Hippocampus nach achttägiger Gabe 

von Ghrelin. Außerdem wurde bei Mäusen, die anti-Ghrelin-Antikörper erhalten 

hatten, eine reduzierte Anzahl dieser Zellen gefunden (Moon et al, 2009). Der 

Einfluss von Ghrelin auf die Neurogenese nach Schlaganfall war jedoch bisher 

nicht erforscht. 
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1.4 Klinische Implikation 

Die bislang veröffentlichten Studien zur Ghrelintherapie im Tiermodell der 

zerebralen Ischämie haben die Erforschung seiner neuroprotektiven Effekte 

zum Gegenstand. Ziel der Neuroprotektion ist es, Hirnareale, die von Zelltod 

bedroht sind, zu schützen (Ginsberg et al, 2008). Ähnlich wie bei der 

Lysetherapie ist aber auch bei neuroprotektiven Behandlungsmethoden die Zeit 

ein bedeutsamer Faktor (Ginsberg et al, 2008). Der Grund, warum  vielen 

Patienten zurzeit die Lysetherapie verwehrt werden muss, ist, dass sie die 

Klinik zu spät erreichen. Das Lysefenster besteht nur für wenige Stunden. 

Ebenso kann angenommen werden, dass eine neuroprotektive Behandlung, die 

darauf abzielt, die Penumbra zu retten, nur innerhalb eines bestimmten 

Zeitfensters nach Ischämiebeginn vielversprechend ist. Während in zahlreichen 

Studien gezeigt werden konnte, dass neuroprotektive Mechanismen im 

Tiermodell wirksam sind, konnten klinische Studien dies nicht belegen. In keiner 

klinischen Studie konnten bisher neuroprotektive Effekte beim Menschen 

nachgewiesen werden (O’Collins et al, 2006). Diese Erkenntnisse lassen an der 

Übertragbarkeit der Neuroprotektion auf den menschlichen Schlaganfall 

zweifeln.  Für die Therapie von Schlaganfallpatienten müssen daher neue 

Therapiekonzepte gefunden werden, die innerhalb eines größeren Zeitraums 

postischämisch eine Wirkung erzielen und somit auch für eine größere Anzahl 

von Patienten zugängig sind.  

Da Ghrelin als gastrales Hormon eine körpereigene Substanz ist, kann bei 

therapeutischer Anwendung eine gute Verträglichkeit angenommen werden. 

Untersuchungen an Nagern sowie klinische Studien an Menschen konnten 

belegen, dass Ghrelin die Nahrungsaufnahme fördert und so eine 

Gewichtszunahme und Adipositas begünstigt (Tschop et al, 2000, Wren et al, 

2001). Während einer Fastenperiode bewirken erhöhte Spiegel von Ghrelin 

gesteigerten Appetit und unterstützen bei anaboler Stoffwechsellage die 

Auffüllung von Energiespeichern (Tsubone et al, 2005, Andrews et al, 2008, 

2010, Nogueiras et al, 2010). Studien an Knockout Mäusen zeigten eine 

Reduktion von Diät-induziertem Übergewicht in Abwesenheit von Ghrelin 

(Wortley et al, 2005). Erfolgreiche klinische Anwendung fand Ghrelin aufgrund 
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seiner steigernden Wirkung auf den Appetit bei Patienten nach Gastrektomie 

(Takiguchi, 2013). Obwohl Adipositas die Entstehung der Arteriellen Hypertonie, 

einem Hauptrisikofaktor des Schlaganfalls, begünstigt, ist hinsichtlich der 

gewichtssteigernden Wirkung für die Therapie des akuten Infarktes nicht von 

negativen Folgen auszugehen. Vielmehr konnte durch klinische Studien gezeigt 

werden, dass Adipositas für die funktionelle Erholung sowie für das Überleben 

nach einem Schlaganfall von Vorteil ist. Dieses Phänomen wird als „Adipositas-

Paradox“ bezeichnet (Zaho et al, 2013). Eine mögliche Gewichtszunahme 

durch Ghrelin könnte also bei einigen Patienten sogar prognostisch günstig 

sein. Weitere relevante Nebenwirkungen neben der appetitsteigernden Wirkung 

wurden in klinischen Studien bislang nicht beobachtet (Takiguchi, 2013). Eine 

Anwendung in klinischen Schlaganfallstudien ist somit für die Zukunft denkbar 

und vielversprechend. 

 

 

1.5 Stärken und Limitationen der Arbeit 

Das Studiendesign dieser Arbeit erfüllt den Anspruch eines größeren 

Zeitfensters zwischen Ischämieinduktion und Therapie. Die Versuchstiere 

wurden erst 24 Stunden nach Ischämie mit Ghrelin therapiert und nicht vor bzw. 

unmittelbar nach Ischämie, also einem Zeitfenster das klinisch umsetzbar ist. 

Nach der siebentägigen Therapie mit Ghrelin wurden die Tiere für weitere 21 

Tage beobachtet. Es wurde das Gewicht dokumentiert und es wurden  

Verhaltenstests durchgeführt. Auf diese Weise konnten die therapeutischen 

Effekte von Ghrelin auf neurologische Funktionen umfassend beurteilt werden. 

Die durch Ischämie verursachten Ausfälle der sensomotorischen Funktion 

besserten sich in der Therapiegruppe nachhaltiger. Die Studie wurde dabei an 

einer aussagekräftigen Anzahl von Tieren durchgeführt.  

In den histologischen Auswertungen wurde eine gesteigerte Neurogeneserate 

festgestellt. Von besonderer Bedeutung hierbei ist, dass die neu entstandenen 

Zellen 28 Tage nach Ischämieinduktion noch nachweisbar waren. Somit kann 

von einer tatsächlichen Regeneration ausgegangen werden. Nach zerebraler 

Ischämie kommt es im Gehirn zu gesteigerter Neurogenese bzw. zu 
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Einwanderung von Neuroblasten (Kernie et al, 2010). Wenige dieser Zellen, von 

denen ein Großteil abstirbt, entwickelt sich zu adulten Neuronen (Arvidsson et 

al, 2002, Kernie et al, 2010). Durch die Therapie mit Ghrelin kommt es dazu, 

dass sich neuentstandene Zellen zu einem höheren Anteil zu Neuronen 

differenzieren. Zusätzlich dazu wird durch Ghrelin das Überleben der 

neuentstandenen Zellen unterstützt. 

Dass keine neuroprotektive Wirkung durch Reduktion der Infarktvolumina in der 

Therapiegruppe nachgewiesen werden konnte, ist auf das Studiendesign 

zurückzuführen. Es ist aufgrund der langen Zeitspanne zwischen Ischämie und 

Therapie davon auszugehen, dass die Effekte in der Therapiegruppe durch 

neuroregenerative Wirkungen von Ghrelin erzeugt wurden.  

Voraussetzung für die Anwendung in klinischen Schlaganfallstudien ist die 

Kenntnis von der wirksamen Dosis sowie der Festlegung eines genauen 

Zeitfensters, in dem eine Therapie mit Ghrelin erfolgen soll. In der vorliegenden 

Arbeit wurden weder das Zeitfenster für die Therapie noch die Dosierung von 

Ghrelin ermittelt. Es müssen somit Zeitfensterfindungsstudien sowie 

Dosisfindungsstudien erfolgen bevor eine klinische Studie durchgeführt wird. 

 

 

1.6 Zusammenfassung und Ausblick 

Zusammenfassend kann beschrieben werden, dass Ghrelin ein viel-

versprechender Wirkstoff für zukünftige Therapien von Schlaganfallpatienten 

ist. Eine funktionelle und strukturelle Erholung konnte noch bei Therapiebeginn, 

24 Stunden nach Ischämie, und somit lange nachdem eine Lysetherapie 

möglich ist, nachgewiesen werden. Diese neuen Erkenntnisse lassen darauf 

hoffen, dass zukünftig eine Therapie des Schlaganfalls auch dann noch möglich 

sein wird, wenn die Patienten medizinische Hilfe erst Stunden nach dem 

Einsetzen der Symptome in Anspruch nehmen. Vor klinischen Studien zu 

Ghrelin als Schlaganfalltherapie sollten das therapeutische Zeitfenster und die 

optimale Dosis ermittelt werden. Zudem sollten weitere regenerative 

Mechanismen, wie zum Beispiel die Dendritogenese und die Angiogenese 

untersucht werden. 
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Abb. Abbildung  

ATP Adenosintriposphat 

Bcl2 B-Cell lymphoma 2 

BGaR Biotin Goat anti Rat Antikörper 

BgaRb Biotin Goat ani Rabit Antikörper 

BR Blocking Reagenz 

BrdU Bromodesoxyuridin  

bzw. beziehungsweise 

cm Zentimeter 

DCX Doublecortin  

DNA Desoxyribonukleinsäure 
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g Gramm 

GOAT Ghrelin-O-Acyltransferase  
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IGF-1 Insulin-like growth factor-1  

Il-6 Interleukin 6 
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MCAO middle cerebral artery occlusion 
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nNOS neuronale Niric Oxide Synthase 

NVUs neuro vaskular units 

Par-4 Prostate apoptosis response-4  

PBS Phosphate-gepufferte Saline 

PFA Paraformaldehyd-Lösung  

re rechts 

rtPA recombinant tissue plasminogen activator  

SSC Saline Sodium Citrate Puffer 

TCS Tissue cryoprotectant solution  

TNF-α Tumornekrosefaktor alpha 

ZTE Zentrale Tierexperimentelle Einrichtung  
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